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摘要
生物学和医学的研究发展很快，不断有新的理论和技术出

现，推动着生物学和医学领域的不断发展. 现代分子生物

学技术和理论为肝脏病学的研究提供了前所未有的机遇. 由

于发展不平衡，对于新理论和新技术的接受程度和推广还

有一段艰难的过程. 在这一过程中，不可避免地存在一些

认识上的误差和偏差. 因此本文选取3个有代表性的例子，

阐明科学研究的设计和方法中的科学性.
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0   引言

我作为几家杂志的编委，经常会审阅来自不同单位的
稿件，在审阅过程中发现了一些问题. 本文的目的是提
出一些问题，供编者、读者作为参考，共同提高我
们科研设计的水平和学术论文的质量. 关于正确理解现
代分子生物学理论和技术在生物医学研究领域中的应
用，有许多鲜明的例子，本文主要选取 3 个有代表性
的例子，说明在科研设计和学术论文鉴赏过程中常见
的误区.

1   研究基因转录水平主要考虑的是启动子的转录活性

在审稿过程中，我接到一篇研究核苷类似物拉米夫定
(lamivudine)抑制乙型肝炎病毒(HBV)X基因的研究报道.
基本的研究方法和过程如下: 首先利用分子生物学技

术，构建 HBV X 基因的真核表达载体，如具有巨细

胞病毒(CMV)早期即刻基因启动子的 pcDNA3，然后用

这一载体转染肝母细胞瘤细胞系 HepG2，建立稳定转

染细胞系，在细胞系的培养上清中加入拉米夫定，利用

半定量的逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)技术，检测

HBV X 基因的转录物水平，并进行半定量分析，结果

证明 HBV X 基因的转录物水平有显著降低，结论是拉

米夫定对于HBV X基因的转录具有显著的抑制作用. 这

一篇文章的设计存在严重的问题，对于分子生物学的

基本原理的理解有偏差，是不能发表的.

       首先我们必须明白，基因的转录调节是在基因启
动子指导下进行的，基因转录水平的高低受到许多因
素的影响，但是主要决定于启动子在这一系统中的转
录活性，而与启动子指导的目的基因的性质没有太多
的关系[1-12]. 这样的设计更多的是研究了拉米夫定对于
CMV 早期即刻基因启动子转录活性的抑制作用，而与
HBV X基因的转录没有关系. 如果本实验的目的基因换
成别的什么基因，所得到的结果也同样不能说明目的
基因的变化. 例如这一实验中我们将HBV X基因换成报
告基因氯霉素乙酰转移酶(CAT)，那么岂不是可以得
出结论拉米夫定可以抑制氯霉素乙酰转移酶的表达了
吗？显然这是不合适的.
       关于转录水平的研究，正确的研究方法设计应该
是特定基因的启动子序列与报告基因构件成报告基因
表达载体，转染合适细胞系，共同转染其他的表达质
粒，或者在细胞培养上清中加入某些药物(如拉米夫
定)，以研究基因表达或药物对于该基因转录表达的影
响[13-15]. 要研究什么基因的转录表达，即选择该基因的
启动子基因序列，而不是选择其编码基因序列. 目前
报告基因表达载体的构建与细胞转染模型的建立是研
究基因表达调控非常常用和成熟的研究技术和策略，
常用的报告基因包括 CAT、β- 半乳糖苷酶(β-gal，β-
galactosidase)、萤虫素酶(Luc，luciferase)、和绿色荧
光蛋白(GFP，green fluorescence protein)等. 报告基因
CAT 的检测有酶联免疫黏附法(ELISA)、同位素分析
法，β-gal 的检测有 ELISA 法和免疫组织化学染色法，
Luc 的表达可用化学发光法，而 GFP 是惟一可以在活
细胞中进行观察的报告基因类型. 以上报告基因类型可
以根据具体的研究条件和研究的目的进行选择. 但是，
无论采用的是何种类型的报告基因，其表达水平并不
代表报告基因的调控，而是代表了报告基因上游的启
动子的转录活性水平. 利用报告基因表达载体的研究技
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术，具有很多的优点，其一可以避开内源和外源基因
表达水平的影响. 例如，研究一种基因的转录水平表达
而进行报告基因表达载体的构建和细胞转染，如果表
达产物是基因编码产物本身，就难以区别内源性基因
的编码水平或者是外源转染基因的表达水平. 采用报告
基因就可以解决这一问题，因为采用的报告基因类型
是细胞本身不表达的产物，因此，对于报告基因编码产
物的检测水平可以精确地反映基因启动子的转录活性，
不会受到内源性基因表达产物水平的影响. 第二，如果
研究不同基因启动子的转录活性，采取本身基因表达
产物的检测方法，必须建立各种基因表达产的检测方
法，有些基因的表达产物的检测技术还不具备，或者
很难建立，但是如果采用报告基因的研究策略就很容
易解决这一问题，只要建立稳定的报告基因表达的检
测技术就可以应用不同基因启动子转录活性的检测和
研究. 这也正是基因转录表达研究策略中非常成熟和公
认的做法[16-18].

2   肝炎病毒准种特点是一个不能忽视的问题

乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒(HCV)存在状态时准种
(quasispecies)状态，这是一个不能忽略的问题[19-31]. 在
研究抗病毒治疗前后的病毒的基因序列改变的研究中
尤其要注意病毒基因准种的特点. 例如，一篇论文研究
慢性乙型肝炎的抗病毒治疗前后的病毒基因序列的改
变，治疗前留取患者的血清，抗病毒治疗后再一次留取
血清，由两份血清提取 HBV DNA，应用聚合酶联反应
(PCR)技术进行扩增，扩增的 HBV DNA 片段进行克隆
化，各挑取 1 个克隆进行序列分析，结果发现 2 个序
列存在差别，因此就判定抗病毒治疗前后病毒的基因
序列发生了改变，而且认为这种改变与抗病毒治疗的
效应有关. 如果慢性乙型肝炎患者抗病毒治疗前后的
HBV 基因序列始终各自都是均一的病毒基因序列，或
许这种研究方法是可行的，但是，事实上 HBV 基因
序列有准种特点，就是说慢性乙型肝炎患者血清中的
病毒，其基因序列，不同的病毒株之间十分相似，但
又不同，这种相似性达到 95% 以上，差别占总核苷
酸数的 5% 以下，这种差别较小，还不足以分成不同
的血清型，也不足以分成不同的基因型，但这种差别
又是客观存在的. 病毒株之间的差别是一个较为普遍的
现象，甚至在患者的血清中很难找到 2 株序列完全一
致的病毒. 因此，我们对于 HBV 在患者血清中的存在
状态，应该是把 HBV 看成是由不同的基因序列的 HBV
组成的一个病毒群，而且随着病毒自身复制过程的变
化，以及机体的免疫力和抗病毒药物应用的情况，各种
病毒在病毒中所占的比例在时时刻刻的变动之中[32-35].
因此，准种概念之所以十分重要，就是改变了以往人
们对于 HBV 存在状态的看法，换了一种角度来看 HBV
的存在状态，更为客观和准确. 利用准种的观点来看上
述研究结果，就不难看出这种科研设计的局限性. 如果慢

性乙型肝炎患者血清中 HBV 的拷贝数在 1011 拷贝 /mL，
而且各株病毒间的序列都是不同的，那么在治疗前随
机扩增、克隆、测序一个克隆，仅仅代表的是该病
毒株而已，与其他病毒无关，没有多少普遍的意义.
如果治疗后，也是随机挑取一个病毒基因序列进行测
定，也是同样的道理. 但是，治疗前后研究同一个病毒
的可能性只有 1/108，换句话说这是不可能的. 因此，
在治疗前后，根本就是对于2株肯定不一样的病毒基因
序列进行比较，这样的结果与治疗的效应又有何干？
因此，不能对于治疗前后各1个或少数的病毒基因序列
进行测定来研究抗病毒治疗前后病毒基因序列的改变，
这种差别根本就不可能与治疗的效应有关.
         类似的例子还有很多. 有些有心人对于血清丙氨酸
氨基转移(ALT)正常的 HBV 无症状携带者(ASC)进行研
究，观察病情变化过程中病毒基因序列的改变. 也是在
ALT 治疗前获取一个 HBV 基因克隆进行序列测定，在
治疗后又获取一个克隆进行测序，并且将 ALT 正常和
ALT 升高 2 个时间点的 HBV 基因序列进行比较，并且
将这种差别，解释为 HBV 感染者从 ALT 正常状态到
ALT 升高状态转变过程中的 HBV 基因序列的变化及其
规律，殊不知 2 次获得 HBV 病毒株根本就是不同的病
毒，序列本来就不同，这样的比较不但没有意义，还
会误导HBV基因序列变化与病情变化之间相关性的研
究. 如果将 HBV 基因准种特点考虑进去，就不难理解
这样的科研设计的局限性，就可以避免类似的错误或
不足之处. 因此，关于 HBV 准种研究的结果，尽管这
一概念十分浅显，容易理解，但是对于我们认识 HBV
的存在状态，进行合理的科研设计，提高学术论文的
鉴赏水平，都具有十分重要的意义. 同样的道理，关
于 HCV 和人免疫缺陷病毒 -1(HIV-1)的类似研究，也
必须将病毒基因的准种特点考虑进去，事实上，关于
HBV 准种特点的研究就是采用了在 HCV、HIV-1 的研
究中所采用的准种概念.
       研究病情变化前后，或者是研究治疗前后病毒基
因序列的改变，应该将准种特点考虑进去，因此不能通
过单个或少数的几个克隆的序列分析进行判断[36-38]. 正
确的做法是对于病毒的准种种群进行研究，从优势种
群的漂变(shift)规律来解释病毒基因序列的改变与病情
变化和治疗疗效之间的关系. 由于病毒的准种特点，由
于病毒的基因序列的异质性(heterogeneity)广泛存在，
应用目前少数克隆的序列分析技术是不可能解决的. 近
年来基因芯片(DNA chips)这类高通量分析技术的出现为
研究这一课题提供了前所未有的机遇. 可以通过基因芯
片的高通量研究，对于 HBV 基因准种的特点进行研
究，阐明 HBV 基因的变化与临床病情之间的相互关
系、与抗病毒治疗疗效之间的相互关系.

3   结合蛋白和受体的区别

利用配体蛋白分子进行筛选，一方面可能会得到受体
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蛋白分子，另一方面也会得到蛋白结合蛋白. 如果只是
发现一种配体蛋白结合的蛋白，还不足以肯定这种蛋白
就是配体蛋白的受体蛋白分子，还需要有另外的足够的
研究证据，否则就会不完整，就会导致错误的结论.
         研究蛋白蛋白之间相互结合的技术相当多[39-51]. 研究
细胞内蛋白与蛋白质间的结合与相互作用的技术，主
要有哺乳动物细胞双杂交、活细胞的激光共聚焦显微
技术、酵母双杂交技术等; 研究体外蛋白与蛋白之间相
互作用的技术包括体外免疫共沉淀技术、放射性配体
分析技术、拖拉(pull down)技术等[52-59]. 作为受体蛋白，
必须具备与配体分子之间的结合，还必须具备跨膜的
分布特征，与配体分子结合以后介导信号转导过程. 配
体分子与受体分子之间存在结合的现象，但是同时也
会存在与其他蛋白结合的现象. 因此，仅仅只有与配体
分子结合的能力还不够，还必须阐明配体结合蛋白的
分子结构与性质，才能决定配体蛋白结合的蛋白分子
究竟是否是受体分子. 如果明白这一点，就不会在仅仅
证明有配体分子结合活性的情况下，就匆匆断定这就
是配体分子的受体分子. 这样的研究结果，必须具备重
组的实验证据，否则仅仅靠蛋白之间的这种结合就判
定是配体的受体分子就显得证据不足，可能会导致错
误的结论.
        我们利用酵母双杂交技术对于各种肝炎病毒的结构
和非结构蛋白的结合蛋白进行了系统的筛选，从理论
上来讲，如果“诱饵”质粒表达的是肝炎病毒的包膜蛋
白，那么就有可能筛选得到肝炎病毒的特异性受体分
子，因为筛选的惟一要求是在酵母细胞中存在蛋白与
蛋白之间的相互结合[60-66]. 但是，我们所筛选得到都是
结合蛋白，都不是受体蛋白，可见结合蛋白与受体蛋白
之间的差别.
       研究一种配体分子蛋白的受体的研究策略，可以
参考发现HIV-1第二受体分子的研究策略. 首先对于配
体分子的细胞系通过流式细胞学技术进行分选、富集，
从这样的细胞系中分离纯化总mRNA，可以很好地保证
受体蛋白编码基因的 mRNA 的丰度. 然后应用这样的
mRNA逆转录后建立真核细胞表达载体，转染不表达配
体蛋白分子的细胞系，然后利用配体分子与转染细胞系
结合的磁珠细胞分离方法，富集配体分子结合的转染细
胞系，从中提取质粒DNA，以大肠杆菌扩增质粒，重复
细胞转染，配体分子结合细胞的筛选等步骤，最终获得
配体分子结合的受体分子结合蛋白编码基因. 无论采用
什么样的筛选技术和流程，最终的判断筛选分子是否是
受体分子，在没有确定其分子结构及功能之前，任何草
率的结论都是一种误导，应该特别小心[67-69].
       现代分子生物学的理论和技术，极大地推动了现代
肝脏病学的研究和进展. 同时也在不断地修正着我们对
于肝脏病学的概念和理论. 在这一探索过程中，不可避
免地存在着一些偏差，甚至是错误[70-72]. 我们要勇于提
出这些不足或者是错误之处，只要我们认识到了错误

或不足之处之所在，我们的认识就会提高一步，我们
的学科建设才会更快进步.
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Abstract
AIM: One of the differentially expressed genes, SLP-2
(stomatin-like protein 2, SLP-2), was obtained from esoph-
ageal squamous cell carcinoma (ESCC) patient-matched
tissues using cDNA microarrays, which was overexpressed
in ESCC tissues compared with their normal counterparts.
This study was to confirm overexpression of SLP-2 in ESCC,
to construct tissue expression pattern of SLP-2 in different
embryonic tissues and to carry out bioinformatics analysis.

METHODS: Overexpression of SLP-2 in esophageal squa-
mous cell carcinoma was confirmed by RT-PCR and North-
ern blot. Tissue expression pattern was constructed by
RT-PCR. And the biological property was analyzed by
bioinformatic softwares.

RESULTS: RT-PCR and Northern blot showed that SLP-2
was overexpressed in ESCC tissues and distributed in dif-
ferent embryonic tissues. Relatedness between members
of the stomatin superfamily was compared using CLUSTAL
procedure. Simple Modular Architecture Research Tool
(SMART) software predicted that it possessed a PHB do-
main (prohibitin homologue) and a coiled coil.

CONCLUSION: cDNA microarray is a powerful tool for
screening differentially expressed genes. SLP-2 is overex-
pressed in ESCC tissues and expressed in different em-
bryonic tissues. The biological property is analyzed by
bioinformatic softwares. Our study lays a good foundation

for elucidation the molecular mechanism of initiation and
progression of ESCC.

Zhang LY, Wang T, Ding F, Liu ZM, Liu ZH, Li YD. Differential expression
and bioinformatics analysis of SLP-2 gene in esophageal squamous
cell carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1517-1521

摘要
目的: 应用cDNA微阵列从食管鳞癌配对组织中得到一批在

食管鳞癌中差异表达的基因，其中包括 SLP-2. 他在食管

鳞癌组织中的表达比其在配对的正常组织中高6倍以上. 验

证SLP-2在食管鳞癌组织中高表达的结果，构建组织表达

谱，同时对其进行生物信息学分析.

方法: 利用 RT-PCR 和 Northern blot 对 SLP-2 在食管鳞癌

组织中高表达的结果进行验证，构建组织表达谱. 利用

CLUSTAL和SMART软件对SLP-2进行生物信息学分析.

结果: RT-PCR 和 Northern blot 表明，SLP-2 在食管鳞癌

组织中高表达，并在多种组织中表达.CLUSTAL软件分析

表明，SLP-2 蛋白是 stomatin 超家族的一员，但缺少

stomatin 超家族所特有的 N- 端疏水性结构域. SMART 软

件分析表明，SLP-2蛋白具有一个PHB结构域和一个螺旋

丰富的区域.

结论: cDNA 微阵列是筛选差异表达基因的有力工具. SLP-

2 在食管鳞癌组织中高表达，并在多种组织中都有表达.

生物信息学分析表明其缺少stomatin超家族所特有的N-端

疏水性结构域，具有一个 PHB结构域和一个螺旋丰富的区

域，为阐明SLP-2参与肿瘤发生发展的分子机制奠定了良

好的基础.
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0   引言

深入研究食管癌发生发展的分子机制，对于阐明肿瘤
发生发展的机制、设计新的抗食管癌药物和有针对性
地进行个体治疗至关重要.食管癌的发生发展是一个多
因素、多基因参与的多步骤的复杂生物学过程[1-7]. 虽
然在基因表达异常、分离表达失调蛋白和肿瘤排斥抗
原等方面有所进展，但对食管癌的发生发展机制的认
识仍有待于进一步阐明[8-11]. 利用 cDNA microarray 技术
发现了一些在食管癌中差异表达的基因[8, 12-13]. 我们首次
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发现SLP-2(stomatin-like protein 2)在食管鳞癌中高表达.
目前尚无 SLP-2 与肿瘤相关研究的报道，利用 RT-
PCR和Northern blot对SLP-2在食管鳞癌组织中高表达
的结果进行验证，构建组织表达谱. 利用 CLUSTAL 和
SMART 软件对 SLP-2 进行生物信息学分析，为进一步
阐明 SLP-2 参与肿瘤发生发展的分子机制打下了基础.

1   材料和方法

1.1 材料  配对的食管鳞癌组织标本取自中国医学科学
院协和医院和肿瘤医院，由2位以上资深病理学专业人
员确诊，所有患者均未经放化疗. 胎儿组织取自中国医
学科学院协和医院，为 6 月龄女性. 所有组织经液氮速
冻后，-80 ℃冰箱冻存备用. 从 -80 ℃冰箱中取出食管
癌组织及其配对的手术切除组织，加入适量液氮后迅
速研成粉末. 总RNA的提取按照TRIzol试剂盒(Gibco)说
明书进行. 用 DEPC 处理的去离子水溶解 RNA，12 g/L
甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检查总RNA的完整性. 紫外分
光光度计测定RNA的含量(A260值)和纯度(A260/A280比值)
后，-80 ℃保存备用.
1.2 方法  cDNA 第一链的合成按照 Transcriptase Super
Script II TM Preamplification System for First Strand cDNA试
剂盒(Gibco)说明书进行. PCR 总反应体系为 25 µL，其
中含 1-4 µL 模板，SLP-2 上游引物序列为: 5’-
GTGACTCTCGACAATGTAAC-3’; 下游引物序列为:
5’- TGATCTCATAACGGAGGCAG -3’，各 0.4 µmoL/L，
dATP，dCTP，dGTP，dTTP 每种 0.2  mmoL/L，1×PCR
缓冲液，1.5 mM MgCl2，1.5 U Taq 酶. PCR 反应在
PE9600 型 PCR 仪上进行，扩增条件为: 94 ℃预变性
5 min; 94  ℃ 30 s，57 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，27 个循
环，72 ℃延伸 5 min. 以 GAPDH 作为内对照. 扩增产物
进行15 g/L琼脂糖凝胶电泳后置于Fluo-S MutiImager凝
胶扫描仪中进行检测. Northern blot采用Primer-a-Gene

(Promega)探针标记系统，用 α-32P-dCTP 标记的 SLP-
2 片段作为探针，按照说明书对食管鳞癌配对组织总
RNA印迹进行杂交.
     生物信息学分析从美国国家生物技术信息中心

(National center for biotechnology information，NCBI)蛋白

质数据库中调取 stomatin 超家族不同成员的氨基酸序

列，利用 CLUSTAL 软件对其进行同源性预测相关性

分析. NCBI 蛋白质数据库中调取 SLP-2 蛋白的氨基酸

序列，利用 SMART 软件对其进行结构域预测.

2   结果

2.1 SLP-2 基因在食管鳞癌中高表达  与相应配对正常

食管上皮相比，SLP-2 在食管鳞癌组织中表达上调

(74%，40/54，图 1). Northern blot 结果表明，SLP-2 在

食管鳞癌组织中表达上调(77%，10/13，图 2).

图 1  半定量 RT-PCR 检测 SLP-2 在食管鳞癌配对组织中的差异表达.
N: 正常食管上皮; C: 配对的肿瘤组织.

图 2  Northern blot 检测 SLP-2 在食管鳞癌配对组织中的差异表达. N:
正常食管上皮; C: 配对的肿瘤组织.

2.2 SLP-2 基因在多种胎儿组织中表达  取新鲜胎儿的

不同组织，分别提取总RNA. 逆转录成cDNA后，以SLP-

2引物对cDNA进行半定量 RT-PCR 反应，以GAPDH 作

为内对照. 结果表明，在 mRNA 水平上，SLP-2 在胎

儿脑、肾脏、肺、胸腺、气管、食管黏膜、胃、肌肉、

心脏、结肠、脾脏、小肠、胆囊等组织中广泛表达，其

中在脑和肾脏等组织中表达量很低(图 3).

图 3  半定量 RT-PCR 检测 SLP-2 在胎儿组织中的表达.
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图 4  SLP-2 超家族不同成员的相关性. A: CLUSTAL 软件预测 SLP-2 超家族不同成员的相关性; B: CLUSTAL 软件分析 SLP-2 超家族不同成员
的同源性.

B



表 1  stomatin 超家族的不同成员

蛋白质 登录号     物种来源             氨基酸数目

stomatin NP_004090 Homo sapiens 288  aa

stomatin NP_038543 Mus musculus 284  aa

stomatin NP_571833 Danio rerio (zebrafish) 284  aa

UNC-1 NP_508202 Caenorhabditis elegans 285 aa

T34324 Caenorhabditis elegans 282  aa

MEC-2 NP_741797 Caenorhabditis elegans 481 aa

UNC-24 NP_501335 Caenorhabditis elegans 415 aa

SLP-1 NP_004800 Homo sapiens 398 aa

SLP-1 AAH37074 Mus musculus 399 aa

SLP-1 NP_476730 Drosophila melanogaster 322 aa

SLP-2 NP_038470 Homo sapiens 356 aa

SLP-2 NP_075720 Mus musculus 353 aa

SLP-3 NP_660329 Homo sapiens 291 aa

SLP-3 NP_694796 Mus musculus 287 aa

slp AAC64873 Rhizobium etli 222 aa

AAH42356 Xenopus laevis 281 aa

NP_596756 Schizosaccharomyces pombe 354 aa

NP_902598 Chromobacterium 313 aa

violaceum ATCC 12472

2.3 SLP-2 超家族不同成员的相关性  从 NCBI 蛋白质
数据库中调取 stomatin 超家族不同成员的氨基酸序列
(表 1)，利用 CLUSTAL 软件对其进行相关性分析. 结果
表明，所有这些 stomatin 的同源蛋白和来自其他物种
(如小鼠和斑马鱼)的 stomatin 在结构上都具有典型的 N-
端疏水性结构域和决定stomatin基因家族的一致氨基酸
序列(如RX2(L/I/V)(S/A/ N)X6(L/I/V)DX2TX2WG(L/I/V)(K/
R/H)(L/I/V)X(K/R)(L/I/V)E(L/I/V)(K/R). SLP-2 蛋白具有
stomatin 基因家族所共有的一致序列，但不具有 stomatin
基因超家族所共有的 N- 端疏水性结构域(图 4A，4B).
2.4 SLP-2蛋白的结构域  从NCBI蛋白质数据库中调取
SLP-2 蛋白的氨基酸序列，利用 SMART 软件对其进行
结构域预测. 结果表明，SLP-2 蛋白具有一个 PHB 结
构域(多肽链的52位氨基酸至211位氨基酸之间的肽段)
和一个富含螺旋的区域(多肽链的 231 位氨基酸至 252
位氨基酸之间的肽段).

3   讨论

Stomatin 基因定位于 9q34.1，编码 Mr 31 000 的整合膜
蛋白[14-15 ]. Stomatin 蛋白在结构上具有由 23 个氨基酸残
基组成的特征性 N- 端疏水性结构域，这个结构域附
近的Cys29是主要的棕榈酰化位点[15-16]; 跨膜片段的远端
氨基酸序列是亲水性的，可能形成双向 β- 折叠和 α-
螺旋结构; C-端结构域朝向胞质[15]. Stomatin蛋白的Ser9

可以被磷酸化，含有这个磷酸化位点的 N- 端序列邻
近 N- 端疏水性结构域，并朝向胞质[15, 17]. 在脊椎动物
中发现的 stomatin的同源物有 SLP-1 (stomatin-like pro-
tein 1，SLP-1)、SLP-2 和 SLP-3(stomatin-like pro-
tein 3，SLP-3)[15, 18]. SLP-1 与 UNC-24 最为相似，主

要分布于脑，而不出现于成熟红细胞中[15, 19]. SLP-3 是
从嗅觉上皮中分离的嗅觉神经元蛋白[18].  所有这些
stomatin的同源蛋白和来自其他物种(如小鼠和斑马鱼)的
stomatin在结构上都具有典型的N-端疏水性结构域和决
定stomatin基因家族的一致氨基酸序列. 这表明，stomatin
及其同源物可能作为离子通道和细胞骨架之间的连接分
子，从而影响通道的稳定性和质膜的组织[15] .
        SLP-2 是从人心脏 cDNA 文库中得到的 stomatin 的
同源物，是 stomatin 基因超家族的一员[15, 20]. SLP-2 基
因定位于 9p13.1，由 10 个外显子和 9 个内含子组成，
长约 3 250 bp，编码长约 1.5 kb 的 mRNA，指导有 356
个氨基酸组成的多肽链的合成 [15, 20]. SLP-2 蛋白由 3 个
主要的结构域组成: N- 端 α- 螺旋区、由 α- 螺旋和 β-
折叠交替组成的结构域和 C- 端结构域. SLP-2 蛋白在
人体组织中广泛分布.他具有 stomatin 基因家族所共有
的一致序列，但不具有 stomatin 基因超家族所共有的
N- 端疏水性结构域. 与人 SLP-1 不同，他也出现在成
熟红细胞膜中，并且与血影蛋白 - 肌动蛋白细胞骨架
相结合，也可能与其他膜整合蛋白结合，但其本身并
不整合到膜双层中. SLP-2 可能作为外周膜蛋白将
stomatin或其他整合膜蛋白与细胞骨架联系起来，从而
调控离子通道的传导、鞘脂和富含胆固醇的脂质筏的
组织[15, 20].
       SLP-2 mRNA 编码区中有 3 个潜在的翻译起始位
点，可能负责组织特异性的翻译. COS 细胞的 Western
blot结果显示，SLP-2 蛋白呈现3条带，Mr 分别为45 500，
44 600 和 34 300[15, 20]，表明 SLP-2 具有潜在的生物学
功能.应用 cDNA microarray 技术比较分析了食管鳞癌 /
正常配对组织的基因表达谱，首次发现 SLP-2 在食管
鳞癌中表达上调. 目前尚无SLP-2参与肿瘤发生的相关
报道.RT-PCR和Northern blot验证了在食管鳞癌组织中
高表达，并在多种组织中都有表达. SLP-2 生物信息学
分析表明，SLP-2 蛋白具有一个 PHB 结构域，这个
结构域是prohibitin 的同源物.这些都为阐明 SLP-2与食
管鳞癌发生发展的关系奠定了良好的基础.
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世界华人消化杂志入编《中文核心期刊要目总览》
2004 年版内科学类的核心期期刊

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》2004 年版编委会，依据文献计量学的原理和方法，经过研究人员对相关文献的检索、计算

和分析，并通过学科专家评审，世界华人消化杂志被确定为内科学类的核心期刊，编入《中文核心期刊要目总览》2004年版（第四

版）. 本版核心期刊研究，被列为“2001 年国家社会科学基金项目”. 该书定于 2004 年 7 月由北京大学出版社出版.

该书已于 1992，1996，2000 年出版过三版，在社会引起了较大反响、图书情报界、学术界、 出版界和科研管理部门对该

项研究成果都给予了较高评价，普遍认为他适应社会需要，为国内外图书情报部门对中文学术期刊的评估和选购提供了参考依据，促

进了中文期刊编辑和出版质量的提高，已成为具有一定权威性的参考工具书。为了及时反映中文期刊发展变化的新情况，《中文核心

期刊要目总览》2004 年版编委会，开展了新一版核心期刊的研究工作，课题组认真总结了前三版的研究经验，对核心期刊评价的

基础理论、评价方法（定量评价指标体系、核心期刊的学科划分、核心期刊数量）、评价软件、核心期刊的作用与影响等问题进行了

深入研究，在此基础上，进一步改进评价方法，使之更加科学合理，力求使评价结果能更准确地揭示中文期刊的实际情况。本版核

心期刊定量评价，采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录等 7个评

价指标，选作评价指标统计源的数据库达 51 种，统计文献量达到 943 万余篇次（1999-2001 年），涉及期刊 1 万 2 千种. 本版还加

大了专家评审力度，1873 位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审，从我国正在出版的中文期刊中评选出

1800 种核心期刊，分属七大编 75 个学科类目. 该书由各学科核心期刊表、核心期刊简介、专业期刊一览表等几部分组成，不仅

可以查询学科核心期刊，还可以检索正在出版的学科专业期刊，是图书情报、新闻出版、科研成果管理等部门和期刊读者的不

可或缺的参考工具书.

    该书由北京大学图书馆和北京高校图书馆期刊工作研究会合编，北京大学图书馆戴龙基馆长和蔡蓉华研究馆员任主编，北京

高校图书馆期刊工作研究会成员馆、中国科学院文献中心、中国社会科学院文献中心、中国人民大学书报资料中心等相关单位的百

余名专家和期刊工作参加了研究. （世界胃肠病学杂志 2004-05-05）
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Abstract
AIM: To study the treatment of the replication-competent
adenovirus-mediated transfer of interleukin-12 gene in the
mouse transplanted with gastric cancer in vivo, and to ex-
plore the new therapeutic approach of gastric cancer.

METHODS: The efficacy of CNHK200-mIL-12, ONYX-015,
Ad-mIL-12 was tested in nude mice and 615 mice with
subcutaneous human SGC-7901 and MFC 615 mice
carcinomas. The immunological mechanism in xenografts
gastric tumor of mice was further analyzed.

RESULTS: The replication-competent adenovirus-mediated
transfer of interleukin-12 gene slowed down the tumor
progress. This might be caused by the proliferation of the
replication-competent adenovirus. Ad-mIL-12 had little

effect on the transplanted tumor in nude mice. While 615
mice bearing MFC gastric cancer presented the best anti-
cancer effects. Administration of Ad-mIL-12 was showed
to delay the growth of transplanted MFC tumor markedly
(P <0.001), and mediate complete regression of 3/10 es-
tablished tumor. In the setting of CNHK200-mIL-12, the
regression ratio was 4/10. Significantly prolonged survival
was observed in both Ad-mIL-12 and CNHK200-mIL-12
experimental groups of MFC gastric tumor bearing mice.
The analysis of the immunological mechanism in xenografts
gastric tumor of mice 615 showed that the expression of
IL-12 by CNHK200-mIL-12 and Ad-mIL-12 could greatly
stimulate the immune response against the transplanted
gastric tumor. It was found that these therapies could en-
hance the natural killer cell activity and specific cytotoxic T
cell activity. The CD4+ and CD8+ T cell infiltrated into the
tumor more significantly than that in the group of ONYX-
015 and control (P <0.001).

CONCLUSION: The replication-competent adenovirus can
specifically replicate in tumor cells and kill the tumor cells.
IL-12 is an effective cytokine stimulating anticancer immune
responses. When combined, it is complementary resulting
in a significantly improved treatment outcome.

Xue XC, Fang GE, Wang XH, Liu F, Bi JW, Cao GS, Qian QJ. Thera-
peutic effect of replication-competent adenovirus-mediated transfer of
interleukin-12 gene on the mouse transplanted gastric cancer in vivo.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1522-1526

摘要
目的: 研究携带mIL-12基因的增生型腺病毒对小鼠移植

胃癌的治疗效果及其作用机制，探讨胃癌治疗的新思路及

途径.

方法: 以 E1B55KDa 缺失的增生型腺病毒 ONYX-015、带

有小鼠 IL-12(mIL-12)基因的增生型腺病毒 CNHK200-

mIL-12 以及非增生型腺病毒Ad-mIL-12 治疗SGC-7901

BALB/C 裸鼠及 MFC 615 小鼠胃癌移植模型，从肿瘤大

小及动物生存期等方面评价治疗效果; 并检测各治疗组的

CD4+和CD8+淋巴细胞水平及NK和CTL细胞的杀伤活性，

探讨其免疫学作用机制.

结果: 实验证实增生型腺病毒(ONYX-015，CNHK200-

mIL-12)可以有效地杀伤裸鼠体内的 SGC-7901 胃癌细

胞，但是不足以使其完全消退，仅起到延缓生长的作用.

荷瘤 615 小鼠在注射 Ad-mIL-12 后部分(3/10)肿瘤消退，

余者(7/10)生长明显减慢，肿瘤无破溃，生存期明显延长;

CNHK200-mIL-12治疗组部分肿瘤(4/10)停止生长，1 wk



后开始缩小，10-14 d 完全消退，其余小鼠肿瘤(6/10)生

长明显减慢，肿瘤无破溃，生存期明显延长. 免疫学检测

发现各腺病毒治疗组的 CD4+ 和 CD8+ 细胞水平以及 NK、

CTL细胞的杀伤活性均高于对照组，尤以携带IL-12基因

者明显(P <0.001).

结论: 以增生型腺病毒为载体携带IL-12基因可大量杀伤肿

瘤细胞并与增生型腺病毒协同发挥抗肿瘤活性.

薛绪潮, 方国恩, 王星华, 刘芳, 毕建威, 曹贵松, 钱其军. 携带 mIL-12 基因

的增生型腺病毒对小鼠移植胃癌的治疗作用. 世界华人消化杂志  2004;12
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0   引言

胃癌是一种高发、高恶性度、预后不良的恶性肿瘤，
目前主要以手术切除，辅以放疗、化疗及免疫治疗等
进行综合治疗. 由于胃癌起病隐匿，早期诊断困难，
常延误治疗，发现时往往已是中晚期，而且手术完全
切除率低，复发率高，术后放化疗的效果也不理想，
尤其对于晚期或有远处转移的患者，尚缺乏有效的治
疗手段，亟需探索治疗胃癌的新方法[1-7]. 随着人们对于
肿瘤组织认识的不断深入以及细胞生物学、分子生物
学的迅猛发展，肿瘤的基因治疗成为当前研究的热点.
IL-12 具有强大的抗肿瘤活性，研究表明经 IL-12 可
使肿瘤明显消退，转移率和复发率降低，还可拮抗肿瘤
新生血管 [8-15]. 我们利用携带小鼠IL-12 (mIL-12)基因的
增生型腺病毒对小鼠移植胃癌进行治疗观察，并进一
步探讨其作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  ONYX-015(美国加州大学Berk AJ教授惠赠)及
CNHK200-mIL-12，Ad-mIL-12 (本实验室构建[16])，经
扩增、纯化，用 Ad-buffer 调整病毒滴度为 1 × 1013pfu/L.
其中 ONYX-015，CNHK200-mIL-12 为增生型腺病
毒，Ad-mIL-12 为复制缺陷型腺病毒. 人胃癌细胞株
SGC-7901及615小鼠胃癌细胞株MFC购自中国科学院
上海生命科学研究院细胞资源中心. 大鼠抗小鼠 CD4，
CD8单抗、FITC标记的兔抗大鼠二抗购自美国Pharmingen
公司. 10 g/L 锇酸溶液、25 g/L 戊二醛溶液、40 g/L 甲
醛、醋酸铀等购自上海化学试剂有限公司. 615 小鼠，
4-6 周龄，50 只，♀，体质量 18-23 g; Balb/c 裸鼠，
4-6 周龄，50 只，♂，体质量 18-20 g，均购自上
海毕凯公司. 透射电镜、游标卡尺、二氧化碳孵箱、
离心机、恒温水浴箱等.
1.2 方法  SGC-7901 用 100 mL/L 小牛血清的 DMEM 培
养，MFC 用 100 mL/L 小牛血清的 RPMI 1640 培养. 体
外培养并收集胃癌细胞株 SGC-7901 细胞，调整细胞
悬液浓度 5 × 1010/L，于 Balb/c 裸鼠右季肋部皮下接

种(0.1 mL/ 只)，7 d 后成瘤，观察计算肿瘤体积，计算

公式 a × b2 × 0.5(a 为肿瘤最大径，b 为前者垂直径).
收集体外培育小鼠细胞株 MFC 细胞，调整细胞悬液浓
度至 1 × 1011/L，于 615 鼠右季肋部皮下接种(0.1 mL/
只)，5-7 d 后成瘤，同样方法计算肿瘤体积. 615 小鼠
共 60 只，右季肋部皮下注射 1 × 107 MFC 细胞，5 d
后肿瘤可见形成，最大径约 5 mm，随机分为 Ad-buffer
(空白对照)、ONYX-015 及 Ad-mIL-12、CNHK200-
mIL-12 四组，每组 15 只; 分别于瘤内注射 Ad-buffer，
ONYX-015，CNHK200-mIL-12 及 Ad-mIL-12 病毒悬
液 100 µL，每天注射 1 次，共 5 次(病毒总量为 5 ×
109pfu); 每周测量肿瘤大小 1 次，取最大径(a)及其垂直
径(b)，计算肿瘤体积; 治疗 1 wk 后，每组取 5 只动物，
折颈处死，切取肿瘤组织及脾脏进行免疫功能指标检
测. 每组余 10 只荷瘤鼠观察生存情况. Balb/c 裸鼠治疗
组 40 只，皮下接种 SGC-7901，肿瘤生长至 5-6 mm
后，随机分为 4 组. 治疗方法同上. 观察荷瘤鼠治疗后
生存情况.
1.2.1 NK 和 CTL 细胞活性检测  采用 4 h 51Cr 释放法.
经不同治疗的荷瘤小鼠 5 只，杀死后取脾脏，制备脾细
胞悬液. 将 3 × 106 的脾细胞与 3 × 105 的 YAC-1 细胞置
于 37 ℃培养 2 h，检测 NK 细胞活性. 将肿瘤细胞与脾细
胞按 1∶20 的比例混合，加入重组的人 IL-2 200 ku/L，
置 50 mL/L CO2，37 ℃中孵育 6 d，分离淋巴细胞，
Na51CrO4 标记的 MFC 细胞作为靶细胞，效靶比 1∶50
及 1∶25，检测 CTL 活性. 杀伤率 =(实验组 cpm- 自然
释放组 cpm)/(最大释放组 cpm- 自然释放组 cpm)× 100%.
1.2.2 CD4＋和CD8＋T淋巴细胞流式细胞仪检测  取615
小鼠肿瘤组织，剪成小块，过不锈钢网，制备成单
细胞悬液. PBS 洗 2 遍，调整细胞浓度至 108/L，加入
大鼠抗小鼠 CD4 和 CD8 单抗，4 ℃孵育 30 min，PBS
洗 2 遍，再加入 FITC 标记的兔抗大鼠二抗，4 ℃孵
育 30 min，PBS 洗 2 遍，最后将细胞悬浮于 0.2 mL PBS
中，进行流式细胞学分析，检测 CD4 ＋和 CD8 ＋淋巴
细胞.
         统计学处理  以一个重复测量的双因素方差分析及
Kaplam-Meier 生存分析.

2   结果

胃癌细胞株 SGC-7901 接种 Balb/c 裸鼠，7-9 d 成瘤.
MFC 细胞株接种 615 小鼠 5 d 即成瘤，且肿瘤生长较快.
2.1 ONYX-015，CNHK200-mIL-12，Ad-mIL-12

对Balb/c裸鼠SGC-7901移植瘤的治疗  对照组肿瘤生
长迅速，ONYX-015，CNHK200-mIL-12 治疗组，在
治疗期内肿瘤生长明显减慢，有些肿瘤停止生长，少数

肿瘤缩小，未见肿瘤消退现象，与空白对照组及 Ad-

mIL-12 相比，差异显著(P <0.05，图 1). 对照组与 Ad-

mIL-12相比肿瘤生长速度相近，无显著差异. 各试验组

的生存期相比较，Ad- mIL-12治疗组生存期未见延长，

二者相比差异不显著(t =0.009，P >0.05); ONYX-015，
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CNHK200-mIL-12 组间差异不显著(t =5.73，P >0.05，
图 2). ONYX-015，CNHK200-mIL-12 组与对照组及
Ad- mIL-12 治疗组生存期相比差异显著.

图 1  裸鼠 SGC-7901 移植瘤生长曲线.

图 2  接种 SGC-7901 的裸鼠生存曲线.

图 3  615 小鼠 MFC 移植肿瘤的生长曲线.

图 4  接种 MFC 的 615 小鼠生存曲线.

2.2 ONYX-015，CNHK200-mIL-12，Ad-mIL-12

对 615 小鼠 MFC 移植瘤的治疗  Ad buffer 对照组，肿

瘤快速生长，生存期短，分别于接种肿瘤后 25-34 d

内死亡. 而 ONYX-015治疗组小鼠肿瘤生长减慢，肿瘤

破溃延迟，生存期比 Ad-buffer 组稍延长. CNHK200-

mIL-12 治疗组实行治疗后 4 例肿瘤停止生长，1 wk 后

开始缩小，10-14 d 完全消退. 6 例肿瘤生长明显减慢，

肿瘤无破溃，生存期明显延长(图 3，4). 但 CNHK200-

mIL-12治疗组 615小鼠在治疗后及肿瘤消退后一段时

间内均表现一些毒副作用. 如精神萎靡不振，毛发失

去光泽，凌乱，进食减少，腹泻，体重下降. 停止

治疗 2 wk 左右后开始逐渐恢复正常，肿瘤消退后，

小鼠可长期存活，最长观察 6 mo 仍健康生存. 治疗后

6 wk，对经治疗肿瘤消失的 615 小鼠再次于对侧皮下

注射 1 × 107MFC 细胞悬液，观察 2 wk 未见成瘤. 证

明经CNHK200-mIL-12 治疗后 615 小鼠获得对MFC 移

植瘤免疫力. Ad-mIL-12 治疗组 7/10 肿瘤生长明显减

慢，肿瘤无破溃，生存期明显延长，3例治疗后肿瘤消

退，与对照组相比具有显著差异.

2.3 ONYX-015，Ad-mIL-12，CNHK200-mIL-12

治疗后荷瘤 615 小鼠 NK 细胞和 CTL 细胞活性  单用

ONYX-015 可使荷瘤 615 小鼠 NK 和 CTL 活性比未治疗

组略升高，与对照组相比无显著差异; Ad-mIL-12、

CNHK200-mIL-12 治疗后对荷瘤 615 小鼠 NK 和 CTL

活性较对照及 ONYX-015 升高更明显，相比差异显著

(P <0.01，图 5，6).

图 5  荷瘤 615 小鼠 NK 细胞活性的变化.

图 6  ONYX-015，CNHK200-mIL-12 治疗后荷瘤 615 小鼠CTL 细胞活性.
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2.4 ONYX-015，Ad-mIL-12，CNHK200-mIL-12

治疗后荷瘤 615 小鼠 CD4+ 和 CD8+ 细胞  MFC 细胞株
为 615 小鼠自身胃癌肿瘤体外建株得来，肿瘤恶性程
度高，生长迅速.  对裸鼠成瘤进行 O N Y X - 0 1 5 ，
CNHK200-mIL-12，Ad-mIL-12 治疗后，流式细胞
仪检测显示，CNHK200-mIL-12，Ad-mIL-12 治疗组
CD4+，CD8+ 细胞阳性率增高，ONYX-015 次之，对
照组阳性率低(图 7).

图 7  荷瘤 615 小鼠 CD4+ 和 CD8+ 细胞的表达.

3   讨论

传统基因治疗的非增生型病毒载体存在着转载效率低

下、靶向性差等一些缺点[17]. 增生型病毒利用肿瘤细胞

与正常细胞之间一些结构或代谢途径上的差异，使其

可以特异性的靶向肿瘤细胞内复制. E1B-55KDa蛋白缺

失的腺病毒感染 p53 功能正常的细胞后，其 E1A 激活

宿主细胞的 p53 途径，该细胞将发生凋亡，病毒不能有

效复制，而在p53功能异常的细胞(50%左右肿瘤细胞的

p53 功能异常)内则可以复制增生并最终将其裂解[18].

ONYX-015联合化疗治疗头颈部肿瘤已进入临床试验阶

段，并显示出良好的抗肿瘤能力和安全性[19-23]. 但是由

于肿瘤细胞的高度异质性、人体内普遍存在着腺病毒

中和抗体以及肿瘤组织内部常有出血、坏死、纤维化

等一些原因，ONYX-015 单剂应用的临床有效率仅为

15%[24-25]. 因此，联合其他一些治疗手段对于病毒治疗

来说是非常重要和必要的. 除联合化疗外，以增生型

病毒作为转载抗癌基因的平台进行抗肿瘤治疗(我们称

之为病毒 - 基因治疗)，也是一种非常有前景的治疗方

案[26-31]. 我们利用抗癌机制与ONYX-015相同的增生型
腺病毒载体 CNHK200 携带小鼠 IL-12 基因治疗胃癌，
充分利用增生型病毒体积小、弥散能力强以及可以特
异地在肿瘤细胞内复制等一些特点，将抗癌基因携带
至肿瘤病灶局部大量表达，协同发挥抗肿瘤功能.

         人腺病毒感染动物细胞(正常或肿瘤)后缺乏复制增

生能力，因此目前尚无理想的动物模型用于增生型腺

病毒的体内实验[32-33]. 为解决这一问题，我们在本研究
中选用两种不同的动物模型，其中615小鼠具有正常的

免疫功能，可观察IL-12在体内的作用情况，但不能用

于观察增生型腺病毒对肿瘤细胞杀伤情况; Balb/c 裸鼠
T 细胞免疫缺陷，可以接种人肿瘤细胞，因此可以观
察病毒的复制增生对肿瘤的治疗作用，但不适于观察
目的基因的免疫效应对肿瘤的作用. 将二者结合起来即
可较为全面地评估携带目的基因的增生型腺病毒对肿
瘤的治疗作用. 通过实验我们观察到，荷瘤 615 小鼠在
注射腺病毒后肿瘤生长减缓、生存期延长. 进一步的免
疫学检测发现各治疗组的 CD4+ 和 CD8+ 细胞水平以及
NK、CTL 细胞的杀伤活性均高于对照组，尤以携带
IL-12 基因者明显. 这表明有免疫功能的动物感染腺病
毒后，会产生针对腺病毒的免疫反应，并清除被感染
的细胞，IL-12 则可以明显地放大这种免疫反应的效
果. 在我们的实验中，部分615小鼠移植瘤经携带mIL-
12 基因的腺病毒治疗后消退，于其他部位再次注射
MFC 细胞不能成瘤，这充分显示出 IL-12 强大的抗肿
瘤活性及其抗肿瘤复发的功能. 另外，通过我们的实验
还证明了利用增生型腺病毒特异性靶向肿瘤细胞复制
的特点可以有效地杀灭裸鼠体内的 SGC-7901 胃癌细
胞. 同时，我们发现单以增生型腺病毒不足以使其完全
消退，仅起到延缓生长的作用. 这可能是由于肿瘤组织
内部存在着大量的纤维间隔以及坏死组织限制了腺病
毒的感染能力造成的. 我们认为以增生型腺病毒为载体
携带 IL-12 基因治疗肿瘤，一方面可以利用增生型腺
病毒特异地靶向肿瘤细胞复制、增生并最终将其裂解
的特点，大量杀伤肿瘤细胞; 另一方面可使 IL-12 基因
在肿瘤病灶形成的局部高度表达发挥抗肿瘤活性，而
不增加其在系统中的水平(这一点对于 IL-12 这种剂量
依赖型的细胞因子是非常重要的[34-36])，减少副作用[37].
当然，我们在实验的过程中也注意到 CNHK200-mIL-
12 治疗组 615 小鼠在治疗后及肿瘤消退后一段时间内
均表现精神萎靡不振、毛发失去光泽、进食减少、腹
泻、体重下降等一些毒副作用. 这说明增生型腺病毒载
体的靶向性还有待于进一步的提高，也为我们下一步
的研究工作指明了方向.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of antisense oligonucleotide
(as-ODN) of Stat3 on the cell proliferation of human stomach
adenocarcinoma cell line MKN45 and to determine the novel
molecular target for treatment of gastric cancer.

METHODS: Stat3 as-ODN, a mixed backbone oligonucleic
acid (MBO), was transfected into MKN45 cells mediated by
liposomal reagent. The effect on cell proliferation was ex-
amined by MTT method. After transfection of Stat3 as-ODN,
electrophoretic mobility shift assay (EMSA) and Western
blot were used to detect the Stat3 DNA-binding activity and
the expression of phospho-Stat3 protein, respectively.

RESULTS: Stat3 as-ODN could significantly inhibit the pro-
liferation of MKN45 cells. After transfection of Stat3 as-
ODN, both the constitutive activation of Stat3 and the ex-
pression of phospho-Stat3 protein were decreased 50.65%
and 78.86%, respectively.

CONCLUSION: Stat3 as-ODN could remarkably inhibit the
signal transduction of Stat3 in MKN45 cells. Activated Stat3
signaling in human stomach adenocarcinoma cell line pro-
vides a novel molecular target for therapeutic intervention
of gastric cancer.

Yu LF, Wu YL, Qiao MM, Zhong J, Tu SP. Effect of Stat3 antisense
oligonucleotide on signal transduction pathway related to human stom-
ach adenocarcinoma MKN45 cell line. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(7):1527-1530

摘要
目的: 通过研究 Stat3反义寡核苷酸对人胃腺癌MKN45细

胞增生活性的影响，寻求胃癌治疗中相关信号传导途径的

新靶点.

方法: Stat3反义寡核苷酸是一种混合骨架寡核苷酸(MBO)，

采用脂质体介导的方式将其转染人胃腺癌细胞株MKN45;

通过MTT法观察转染前后对细胞增生状态的影响; 凝胶阻

滞电泳(EMSA)和 Western blot 方法观察转染前后 Stat3

DNA的结合活性和磷酸化Stat3蛋白表达的变化.

结果: Stat3反义寡核苷酸对MKN45细胞的增生有明显抑制

作用; 转染反义寡核苷酸后 MKN45 细胞中 Stat3 信号的

组成性激活水平和磷酸化 Stat3 蛋白的表达分别下降了

50.65% 及 78.86%.

结论: Stat3反义寡核苷酸能显著抑制MKN45细胞中Stat3

信号的传导，胃癌细胞株中活化的 Stat3 信号可作为胃癌

治疗新的分子靶点.
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0   引言

信号传导及转录活化因子(signal transducers and activa-
tors of transcription，STAT)是细胞因子和生长因子受体
信号的下游效应物. 目前在哺乳动物中已鉴定出 STAT
家族的 7 个成员，即 Stat1，Stat2，Stat3，Stat4，
Stat5a，Stat5b 和 Stat6. 信号通常产生于细胞膜表面的
受体，然后传输至细胞核内，STAT 在细胞核内与特异
性的DNA启动子结合，调节相关基因的表达[1]. Stat3 蛋
白是近年来研究异常活跃的转录因子，目前已确认
Stat3 信号途径是多种人类肿瘤干预治疗有效的分子标
靶之一[1-4]，但是国内外关于 Stat3 在消化系统疾病中的
研究才刚刚起步，发展前景广阔. 反义寡核苷酸(antisense
oligodexynucleotide，as-ODN)是人工合成并经化学修饰



的寡核苷酸片段，能通过自身设计的特定序列与靶
mRNA 结合，在基因水平干扰致病蛋白的产生. 由于其
高度的选择性和较低的副作用，as-ODN 类药物已成
为近年来药物研究和开发的热点[5-7]. 国内文献报道的反
义寡核苷酸几乎均为硫代修饰的寡核苷酸，而我们所
采用的反义寡核苷酸为混合骨架寡核苷酸(mixed back-
bone oligonucleic acid，MBO)，在安全性和有效性方
面要优于第一代反义寡核苷酸. 作者拟通过探讨Stat3反
义寡核苷酸对人胃腺癌 MKN45 细胞增生活性的影响，
寻求胃癌治疗中相关信号传导途径的新靶点.

1   材料和方法

1.1 材料  脂质体转染试剂盒(Oligofectamine)，Invitrogen
公司；转染细胞的寡核苷酸由上海博亚生物工程有限
公司合成与纯化，为全硫代修饰，并在末端各 5 个碱
基的 2’-O 位上进行了甲氧基修饰; Stat3 反义寡核苷
酸序列 5’ - GCT CCA GCA TCT GCT GCT TC -3’，
错配寡核苷酸序列 5’-GCT CCA ATA CCC GTT GCT
TC-3’ [8]. 四氮唑盐(MTT)，上海实生细胞生物技术有
限公司. 二甲亚砜(DMSO)，德国 Merck 公司. 细胞核蛋
白抽提试剂盒和 BCA 蛋白浓度检测试剂盒，Pierce 公
司; [γ-32P] dATP，PerkinElmer 公司; Stat3 双链脱氧寡
核苷酸探针由上海生工公司合成，PAGE 纯化，序列如
下: 正义链 5’- TCG ACA TTT CCC GTA AAT C -3’，反
义链 5’- GAT TTA CGG GAA ATG TCG A -3’; EMSA试
剂盒，Promega 公司; MicroSpinTM G-25 柱，Amersham
Biosciences 公司. 兔抗人多克隆抗体 Phospho-Tyr705-
Stat3，Cell Signaling 公司; β-actin 单克隆抗体，Sigma 公
司; 碱性磷酸酶标记的羊抗兔 IgG，Santa Cruze 公司;
MagicMarker，Invitrogen 公司; Hybond-C 膜，Amersham
Biosciences 公司.
1.2 方法  低分化人胃腺癌细胞株MKN45由本实验室传
代培养，细胞在含 100 mL/L 胎牛血清的 RPMI 1640 培
养基中生长，细胞培养条件为 37 ℃，50 mL/L CO2. 脂
质体转染按照试剂盒说明的操作步骤进行，分为反义
寡核苷酸组、错配寡核苷酸组、空脂质体组和对照组，
以无血清培养基稀释至所需浓度，37 ℃孵育 4 h，然
后按比例加入等体积的 300 mL/L 胎牛血清，使培养基
的终浓度恢复为 100 mL/L 胎牛血清.
1.2.1 细胞生长曲线  取对数生长期的 MKN45 细胞用
RPMI 1640 培养基稀释成为含细胞 0.5 × 107/L 的细胞
悬液，接种于 96 孔培养板中，培养 24 h 使之贴壁; 弃
旧培液后，分别将 Stat3 反义寡核苷酸、错配寡核苷酸
和脂质体以无血清培养基稀释至所需浓度加入反义寡

核苷酸组、错配寡核苷酸组和空脂质体组内，其余步骤

按操作说明进行，对照组加 100 mL/L 胎牛血清 RPMI

1640 培养基. 分别于转染后 24 h，48 h，72 h 弃培养

液，每孔加入 1 g/L 的 MTT 100 µL，继续培养 4 h，每

孔加入 DMSO 200 µL，酶标仪于 570 nm 处测定各孔吸

光度 A 值，绘制生长曲线.

1.2.2 凝胶迟滞电泳  细胞核蛋白的抽提和蛋白浓度测

定步骤均按照Pierce公司的操作说明进行，分为反义寡

核苷酸组、错配寡核苷酸组、空脂质体组和对照组. 探

针按照凝胶迟滞电泳(EMSA)试剂盒说明进行 γ-32P-

dATP标记，终浓度为1.75 fmoL/L. 根据蛋白浓度，在同

一实验中取等量的核蛋白样品. 结合反应体系包括核蛋

白 10 µg，5× 结合缓冲液. 于室温中向上述反应体系加

入同位素标记的寡核苷酸探针 1 µL，总反应体系为

20 µL，冰上孵育 30 min 后上样. 制备 50 mL/L 非还原

聚丙烯酰胺凝胶，电泳缓冲液为 1×TBE，电流 20 mA，

预电泳 1 h 后加样；再电泳 90 min 后干胶仪干胶、压

片、-80 ℃曝光 24-72 h 后显影. 运用美国 Bio-Rad 公

司的 Fluor-STM Multimager 扫胶仪，以 Quantity one 软件

进行灰度分析比较.

1.2.3 Western blot 法  以 100 µg 胞核蛋白为加样量进行

SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳，然后转移至 hybond-C 膜; 以

β-actin监测各泳道蛋白加样量是否均等; 以MagicMarker

确定目标蛋白的分子质量; 以 TBS 对膜进行漂洗，室

温下封闭 1 h (封闭液含 50 g/L 脱脂奶粉的 TBS); 膜与磷

酸化多克隆抗体 Stat3 (稀释度 1∶200) 室温下共同孵育

2 h; 膜与碱性磷酸酶标记的羊抗兔IgG室温下共同孵育

1 h，最后进行蛋白条带的显色. 运用美国Bio-Rad公司

的 Fluor-STM Multimager 扫胶仪，以 Quantity one 软件进

行灰度分析比较.

2   结果

2.1 转染Stat3反义寡核苷酸后对MKN45细胞增生的影

响  MTT 法显示转染不同浓度的 Stat3 反义寡核苷酸

后，MKN45 细胞的增生水平受到不同程度的抑制. 当

反义寡核苷酸的浓度为300 nmoL/L时MKN45细胞的生

长受到明显抑制(生长抑制率为 54.72%，表 1)，而对照

组、空脂质体组和转染错配寡核苷酸组细胞的生长情

况未受显著影响，抑制作用在转染后 48 h 最强.

2.2 转染反义寡核苷酸后 MKN45 细胞中 Stat3 组成性激

活状态的变化  凝胶迟滞电泳(EMSA)结果显示转染 Stat3

反义寡核苷酸(浓度为300 nmoL/L)后，MKN45细胞中Stat3

DNA的结合活性水平较对照组下调了50.65%，而相应的

空脂质体组和转染错配寡核苷酸组的变化却不明显(图1).

2.3 转染反义寡核苷酸后MKN45细胞中磷酸化Stat3蛋

白(P-Stat3)表达的变化  磷酸化Stat3抗体能与磷酸化的

Stat3 酪氨酸 705 位点反应，提示检测的是 Stat3 的活性

状态。对 Western blot 的电泳结果进行蛋白条带灰度分

析后发现，转染 Stat3 反义寡核苷酸(浓度为 300nmol/L)

后，MKN45细胞中P-Stat3蛋白的表达较对照组减少了

78.86%，而空脂质体组和转染错配寡核苷酸组的 P-

Stat3 蛋白表达变化不明显(图 2).
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图 1  EMSA 电泳显示转染反义寡核苷酸后 MKN45 细胞中 Stat3 组成
性激活水平的变化.1: 对照组; 2: 空脂质体组; 3: 竞争性探针; 4: 错配
寡核苷酸组; 5: 反义寡核苷酸组.

图 2  Western blot 电泳显示转染反义寡核苷酸后 MKN45 细胞中磷酸
化 Stat3 蛋白表达的变化. 1: 空脂质体组; 2: 错配寡核苷酸组; 3: 反义
寡核苷酸组; 4: 对照组.

3   讨论

相对正常的细胞和组织而言，大多数人类原发癌灶及肿
瘤细胞株中都有STAT的组成性激活. 目前国外有关STAT
信号传导途径的研究正蓬勃发展，但大部分多集中在恶
性血液系统疾病(白血病，淋巴瘤和多发性骨肉瘤)和头颈
部肿瘤、乳癌和前列腺癌等方面[3-4, 9-11] ，有关该信号途
径与消化系统疾病的关系报道相对甚少[12-17]. Stat3在胃
癌细胞株方面的研究仅有日本学者的一篇报道[18]，着
重探讨了 MEK-ERK 途径. 许多研究表明，作为 STAT
家族一员的 Stat3 能编码凋亡抑制剂和细胞周期调节
剂，通过上调 Bcl-xL、 Mcl-1、 cyclins D1/D2 和 c-myc
基因的作用参与肿瘤的形成 [2-3]，提示通过抑制 Stat3
信号途径的组成性激活，可抑制体内外肿瘤细胞的生
长，为人类肿瘤的干预治疗提供了一种新的方式.

          我们采用的反义寡核苷酸是一种混合骨架寡核苷酸

(MBO)，由 DNA 片段和 RNA 片段组合形成. 不仅对整

个序列进行了全硫代修饰，而且在序列两侧末端各 5
个碱基的 2’-O 位上进行了甲氧基修饰(RNA 水平). 反
义DNA 和RNA 通过和细胞内基因或 mRNA结合后，可
封闭基因的转录或降解 mRNA. 据文献报道，MBO 在
PS-ODN 的基础上降低了硫代磷酸二酯键的数量，减
少了免疫反应，降低了体内降解速度并改变了核酸降
解物的种类，从而减少了由硫代导致的副反应，提高了
和RNA的结合能力并提高了 RNase降解mRNA的能力.

采用反义寡核苷酸或非显性 Stat3 蛋白 Stat3β 阻断 Stat3
的 DNA 结合，进一步确定了 Stat3 在肿瘤形成过程中
的重要作用[4, 11]. 马向涛 et al [19]应用阳离子脂质体介导
Stat3 反义寡核苷酸转染人结肠癌 SW480 与 HCT116 细
胞，阻断其 Stat3 通路，探讨了 Stat3 信号传导通路对
结肠癌细胞 G1-S 期调控的可能机制. 结果发现，转染
Stat3 反义寡核苷酸后结肠癌细胞增生受抑制，Stat3，
p-Stat3，G1 期 cyclins，CDKS 表达水平下降，p21 与
p27表达水平上升. 认为Stat3信号传导通路可能通过调
节 CDK/cyclin 复合物与 CKI 成员之间的平衡而调节结
肠癌细胞 G1-S 期的转换.
       EMSA方法具有所需细胞核蛋白量少(5-20 µg)、灵敏
度和特异性高、能检测 Stat3 与 DNA 的结合活性等特
点，是研究核转录因子的首选方法. 此外以混合骨架寡
核苷酸直接干预 Stat3 信号的活化，当 Stat3 反义寡核
苷酸的浓度为300 nmoL/L时MKN45细胞的生长受到明
显抑制(细胞的生长抑制率>50%)，而对照组、空脂质
体组和转染错配寡核苷酸组细胞的生长情况未受显著
影响，抑制作用在转染后 48 h 最强. 转染反义寡核苷
酸后，MKN45 细胞中 Stat3 信号的组成性激活水平和
磷酸化 Stat3 蛋白的表达明显下降，提示 Stat3 反义寡
核苷酸能显著抑制 MKN45 细胞中 Stat3 信号的传导.
         癌症患者可能会对任何一种单一的治疗如酪氨酸激
酶抑制剂产生耐受，因此需要更为有效的治疗措施. 在
药物开发过程中，通过对 STAT 结构和活性的关系研
究，需设计特异性的分子检测手段应用于药物的改进
中，评估Stat3 DNA的结合活性以及对相关基因的调控
能力. 临床上，通过对肿瘤患者的活检，应用免疫组
织化学方法观察 Stat3 的酪氨酸磷酸化形式的表达情
况，为监测Stat3信号的有效抑制提供适宜的分子标志.
总之，开发肿瘤治疗分子靶点 Stat3 的抑制剂，有助
于进一步探究该蛋白在人类肿瘤中所起的重要作用.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of transforming growth
factor β type II receptor (TGFβIIR) in the gastric carci-
noma tissue.

METHODS: Expression of TGFβIIR was studied in 20 cases
of normal gastric tissues and 74 gastric carcinoma tissues
by immunohistochemical method.

RESULTS: In normal gastric tissue, TGFβIIR was mainly
expressed in the lower part of the gland, especially in the
cytoplasm, and the expresssion was significantly decreased
in well and moderately differentiated adenocarcinoma tissues
(P <0.05), and in poorly differeantiated and mucinous or
signet ring cell carcinoma tissues (P <0.01) as compared
with normal mucosa.

CONCLUSION: Decreased expression of TGFβIIR may play
a role in the development of gastric cancer.

Zhang PB, Li YH, Xu CP. Expression of transforming growth factor β
type II receptor in gastric carcinoma tissue. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(7):1531-1533

摘要
目的 : 研究转化生长因子β(TGFβ)II型受体在胃癌组织中的

表达及其意义.

方法: 应用免疫组织化学方法，对20例正常胃粘组织及74

例胃癌组织(高中分化腺癌 32 例，低分化腺癌 23 例，黏

液腺癌 14 例，印戒细胞癌 5 例) TGFβII 型受体的表达情

况进行了研究.

结果: 在正常胃黏膜组织，TGFβII型受体主要表达于腺体

的体底部; 在胃高中分化腺癌组织中，TGFβII型受体表达

减少(P <0.05，vs 正常胃黏膜); 在低分化腺癌及黏液印戒

细胞癌中，其表达明显减少(P 均<0.01，vs 正常胃黏膜).

结论:  TGFβII型受体表达的减少可能在胃癌的发生发展中

起了一定的作用.

张朋彬, 李宜辉, 徐采朴. 转化生长因子 βII 型受体在胃癌组织中表达的研究.

世界华人消化杂志  2004;12(7):1531-1533

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1531.asp

0   引言

转化生长因子 β(transforming growth factor β，TGFβ)是
一具有多功能的细胞因子[1-4]，对细胞的生长分化具有
重要的调节作用. 他可抑制多种细胞的生长，并对一些
肿瘤细胞具有生长抑制作用[5-6]. 我们利用免疫组织化学
方法，对 TGFβII 型受体(TGFβII receptor，TGFβIIR)
在胃癌组织中的表达进行了研究如下.

1   材料和方法

1.1 材料  我院 1999/2001 年手术切除胃癌石蜡标本 74

例，高分化腺癌 32 例，低分化腺癌 23 例，黏液腺癌 14

例，印戒细胞癌 5 例. 男 54 例，女 20 例，平均年龄 57.4

岁. 以癌旁正常胃黏膜组织 20 例作为正常对照. 标本连

续切 5 µm 厚切片，供 HE 染色及免疫组织化学用.

1.2 方法  免疫组织化学采用 ABC 法， TGFβIIR 抗体

(兔抗人，即用型)及 ABC 试剂盒均购自武汉博士德公

司. 切片常规脱蜡水化，30 mL/L H2O2 封闭内源性过氧

化物酶，胰酶消化，正常血清封闭，加入 TGFβIIR 4 ℃

过夜，生物素化羊抗兔 IgG 37 ℃孵化 20 min，ABC

37 ℃孵育 20 min，DAB 显色，苏木素复染，常规脱

水、透明、封片. 以细胞质和 / 或细胞膜有棕黄色沉淀

者为表达阳性细胞. 随机计数 100 个细胞，观察其表达

阳性率，结果表示为无表达(-)，1-33% 阳性为(+)，34-

66% 阳性为(++)，>67% 阳性为(+++).

        统计学处理  计数资料，采用 χ2 检验.

2   结果

在正常胃黏膜组织，以腺体的颈部为界， TGFβIIR 基



本集中表达于腺体的中下部，尤以壁细胞表达最为明
显. 而在腺体表面的黏液细胞则几乎无表达(图1A). 在表
达细胞中，TGFβI IR 表达于细胞质及细胞膜上，与
TGFβ 的表达非常相似. 在胃癌组织中，TGFβIIR 的表达
明显减少，与正常胃黏膜组织相差非常显著(高中分化腺
癌 P <0.05，低分化腺癌与黏液印戒细胞癌均 P <0.01，
表 1)，但与组织分化无关(P >0.05，图 1B，图 1C).

表 1  TGFβIIR 在正常胃黏膜组织及胃癌组织中的表达

    TGFβIIR 表达
组织学类型           n

+ ++ +++

正常胃黏膜组织       20 13    7

高中分化腺癌 a        32 10 18    4

低分化腺癌 b        23                  8 15

黏液印戒细胞癌 b     19 11   8

aP <0.05, bP <0.01, vs 正常胃黏膜.

3   讨论

在信号传导时 TGFβ首先与细胞膜上 TGFβIIR 结合，后
者使 I 型受体加入这一复合体并被活化. 活化的受体通
过激活细胞内Smad蛋白而将TGFβ信号传到细胞核. 在
信号传导中，I 型或 II 型受体的异常表达均可使 TGFβ
的信号传递中断或减弱[7-9]. TGFβ 除对正常细胞具有生
长抑制作用外，对癌细胞的生长也具有抑制作用，并可
引起癌细胞发生凋亡[10-16]. 在肿瘤治疗中，一些药物的
部分疗效是通过诱导产生TGFβ而达到治疗目的的[17-18].
动物实验证明，TGFβ可阻抗化学诱癌剂的诱癌作用[19].
当 TGFβIIR 表达异常，造成 TGFβ 信号传递中断时，
则癌细胞就逃脱了 TGFβ的抑制作用，修复 TGFβ信号
后，癌细胞又受到了 TGFβ 的抑制[20-21].

        表达异常的TGFβIIR多是由于其基因709-718区的

多聚腺苷酸 Poly(A)10 中的腺苷酸的插入或缺失所造成.

该区域腺苷酸的插入或缺失，使 TGFβIIR 基因发生框

架移动，产生异常的 II 型受体或使其转录中断[22-29]. 这

种现象与微卫星不稳定性(microsatellite instability，MI)

有关. 微卫星是指基因组中散在的较短的重复序列，他

在 DNA 复制时容易产生错配现象，即易发生碱基的插

入或缺失，这种错配可由体内的错配修复系统(mismatch

repair，MMR)来纠正. 当该系统有缺陷，不能纠正 DNA
的复制错误时，便出现 MI，使相关基因自发突变率升
高[30-33]. Johannsdottir et al [34]发现，在高 MI 患者 TGFβIIR
突变率高达 62%，但该突变与肿瘤类型无关. 但也有
研究发现，TGFβIIR异常表达更多见于低分化腺癌及印
戒细胞癌[28]. Yang et al [35]发现TGFβIIR表达异常的胃癌
细胞不受 TGFβ 抑制，当对该细胞进行 TGFβIIR 基因
转染后，TGFβ 又重新能够抑制该细胞的生长.
       我们通过免疫组织化学方法，发现在胃癌组织中，
TGFβIIR 的表达明显减少(P <0.01)，说明 TGFβ 的信号
传导出现了障碍，阻断或减弱了TGFβ对胃癌细胞的生
长抑制作用. 但TGFβIIR的表达与胃癌组织分化程度无
明显关系. TGFβIIR 表达的减少，使胃细胞逃脱 TGFβ
的生长抑制作用，对胃癌的发生发展起了一定的促进
作用.
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Abstract
AIM: To study the influence of siRNA targeting survivin on
the biological behavior of hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: One pair of 21 bp reverse repeated motifs of
survivin target sequence with 9 spacer were synthesized
and inserted into plasmid psilencer 2.1 to generate siRNA
eukaryotic expression vector. After stable transfection into
HepG2 cells, the biological behaviors of the survivin siRNA
transfected HCC cells were observed.

RESULTS: The recombinant plasmid Psilence(+)-survivin
was successfully constructed. survivin mRNA and protein
expression inhibitory ratio reached 73% and 75%
respectively. It was demonstrated that transfected cells
with survivin siRNA were inhibited on growth and increased
on apoptosis. Subsequent study in nude mouse model
demonstrated lower succeeding rate in cells transfected
with survivin siRNA and the tumor size from 9-30 day was
0.10±0.01 cm3, 0.30±0.03 cm3, 0.39±0.11 cm3, 0.45±
0.13 cm3, 0.49±0.07 cm3, 0.58±0.01 cm3 0.60±0.10 cm3,
and 0.65±0.07 cm3 respectively. The difference was obvious
(P <0.01).

CONCLUSION: siRNA targeting survivin gene can specifi-
cally suppress survivin expression in HepG2 cells and
inhibit tumor cells growth both in vivo and in vitro. This
provides a theory basis to reverse the drug resistance in
tumor cells.

Lu X, Hu AB, Zhang Y, Chen LB, Zheng QC. Effect of siRNA targeting
survivin gene on biological behavior of hepatocellular carcinoma. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1534-1538

摘要
目的: 探讨转入靶向survivin的siRNA对肝癌细胞生物学行

为的影响.

方法: 设计、合成一对 survivin 编码基因的反向重复序列，

中间间隔9个核苷酸序列，通过定向克隆至载体PSilencer2.1，

构建 siRNA 真核表达载体，经稳定转染 HepG2 细胞后对

转基因后肿瘤细胞的生物学行为进行观察.

结果: 测序证实 siRNA 真核表达载体构建成功. 通过 RT-

PCR 及流式细胞术检测，siRNA 在 mRNA 及蛋白质水平

抑制 survivin 基因表达分别达 73% 和 75%. 转染细胞生长

速度明显减慢，凋亡率增加 15 倍. 裸鼠体内成瘤率下降

75%，9-30 d 肿瘤体积分别为 0.10 ± 0.01 cm3，0.30 ±

0.03 cm3，0.39 ± 0.11 cm3，0.45 ± 0.13 cm3，0.49 ±

0.07 cm3，0.58 ± 0.01 cm3，0.60 ± 0.10 cm3，0.65 ±

0.07 cm3，与对照组相比差异显著(P <0.01).

结论: 靶向survivin的siRNA能有效降低目的基因的表达并

能在体内体外抑制肝癌细胞株HepG2的生长. 为进一步逆

转肿瘤细胞的耐药性提供了理论指导.
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0   引言

肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一. 深入了解肝癌发病的
分子机制以寻求新的治疗方法是提高肝癌整体疗效的
关键. 目前研究已表明细胞凋亡障碍是肿瘤发生、发展
过程中的重要事件[1]. 肿瘤细胞对凋亡的抵抗性是他们
在缺氧及营养缺乏等异常生长环境下得以生存的重要
原因[2]. 抑制肿瘤细胞内与凋亡抵抗相关基因的表达不
仅可诱导肿瘤细胞的凋亡而且还可选择性增加肿瘤细胞
对以凋亡为机制的治疗方法的敏感性，从而提高肿瘤病
人的总体生存率[3]. survivin 基因是迄今为止克隆出的最
小凋亡抑制蛋白家族成员，可通过抑制 caspase 级链反
应下游的 caspase3，caspase7 发挥其抗凋亡作用[4-5]. 现
在研究已证实 survivin 基因参与了肝癌的发生与发展，
并且还与化疗的耐药性相关[6]. 降低survivin基因在肝癌



细胞中的表达不仅可诱导肿瘤细胞的凋亡、抑制肿瘤
细胞的生长，还可增强其对化疗的敏感性，从而提高
肝癌治疗的整体疗效. 因此将 survivin 基因作为治疗肝
癌的候选靶基因在理论上是可行的.
        RNA 干扰(RNA interference，RNAi)技术是近年来
发展起来的新技术，具有抑制作用强、稳定性高、细胞
摄取相对容易等优点[7-8]. 目前 RNAi 在基因功能、抗肿
瘤和抗病毒基因治疗等方面的研究已取得广泛应用[9-10].
在此我们利用转录载体Psilencer2.1构建靶向survivin的
siRNA 真核表达载体以研究其对肝癌细胞生物学的影
响，从而为肝癌的基因治疗提供新的方法.

1   材料和方法

1.1 材料  肝癌细胞株 HepG2 由同济医院肝脏外科中心
朱虹博士惠赠，用含 100 mL/L 胎牛血清(购自 Hyclone
公司)、100 kU/L青霉素和100 mg/L链霉素的RPMI1640
培养基，在 37 ℃，饱和湿度及 50 mL/L CO2 的细胞
培养箱内传代培养. siRNA 真核表达载体的构建. 模板
DNA合成. 具有互补序列的能够编码短发卡RNA(shRNA)
的双链寡核苷酸由武汉晶赛公司合成. 此互补序列为两
条反向重复序列，中间 9 个插入序列分别为 TTCAAGA
GA、AAGAACTCT，两端分别带有 BamH I 和 Hind III
的酶切位点(下划线处)便于与 Psilencer2.1 载体(购自
Ambion公司)连接. 其转录产物所形成的siRNA的作用靶
点为人 survivin mRNA 94-112 位核苷酸(GeneBank no.
NM-001168)，此片段已利用 Blast 进行查询，确定其
为特异性序列. 双链寡核苷酸序列5’ -GATCCGGACCAC
CGCATCTCTACATTCAAGAGATGTAGAGATGCGGTGGT
CCTTTTTTGGAAA-3’ ，3’ -GCCTGGTGGCGTAGAGA
TGTAAGTTCTCTACATCTCTACGCCACCAGGAAAAAA
CCTTTTCGA-5’ 阴性对照双链寡核苷酸转录产物所形
成的 siRNA 的作用序列为: 5’ -GCTTCATAAGGCGCAT
AGC-3’ . 此序列不与任何人类基因序列同源. siRNA真
核表达载体的构建及鉴定. 用 T4DNA 连接酶(购自
Ambion公司)将双链寡核苷酸与Psilencer2.1线性载体定
向连接后转化大肠杆菌 DH5α，挑选氨苄青霉素抗性
菌落并扩增培养，然后快速小量制备质粒并行核酸测
序鉴定(由上海博亚公司完成).
1.2 方法  细胞转染及鉴定 1 × 105 个 HepG2 细胞接种
于 6 孔板，其融合达 90% 时分别用 Psilencer2.1 阳性重
组子和对照重组子进行转染，具体操作按脂质体Dosper
(购自 Roche 公司)说明书进行. 转染 48 h 后按 1∶10 稀
释传代并换用选择培养基(600 mg/L，G418)继续培养
14 d，然后将出现的细胞克隆在培养瓶中扩增培养并
传代建系，分别命名为 HepG2/Silence(+)和 HepG2/Si-
lence(-)细胞. 阳性细胞克隆neo基因表达的检测. 首先从
筛选得到的阳性细胞克隆中提取总 RNA，利用 RT-
PCR扩增HepG2/Silence(+)和HepG2/Silence(-)细胞中的
neo基因片段，以证实目的基因转染是否成功. 扩增neo

基因的引物序列为: 上游引物: 5’ -AGAGGCTATTCTGCT
ATGAC-3’ 下游引物: 5’ -GCTTCAGTGACAACGTCGAG-
3’ . 扩增片段大小为237 bp.
1.2.1 转染效应检测  (1)survivin基因 mRNA表达检测 以
RT-PCR 法检测在 siRNA 干预下 survivin 基因 mRNA 的
表达改变. 实验共分三组: HepG2 细胞、HepG2/Silence
(-)细胞和 HepG2/Silence(+)细胞，每组细胞均设三个复
瓶. 首先分别收集各组 HepG2 细胞 1×106 个，然后提取
总 RNA 逆转录成 cDNA，最后进行 PCR 反应. 引物序
列为: 上游引物: 5’ -CATGGGTGCCCCGACGTT-3’ ，下
游引物: 5’ -TCAATCCATGGCAGCCAGCT-3’ . 扩增片段

大小为430 bp. 结果以其和内参照β-actin吸光光度值的

比值来反映其相对含量. (2)survivin 蛋白表达检测 以流
式细胞仪检测survivin基因蛋白的表达改变. 分别收集各
类 HepG2 细胞 1×106 个，经多聚甲醛固定、PBS 洗涤
后用 0.25%Tritonx-100 室温破膜，然后分别加入小鼠
抗人 survivin 一抗及 FITC 标记的羊抗小鼠 IgG(购自晶
美公司). 利用流式细胞仪(BD 公司)分析结果，用无标
记和阴性对照样品调节前散射和侧散射，对不同细胞
设置 GATE，计算 survivin 阳性细胞百分比.
1.2.2 肿瘤细胞的生长分析  将 HepG2 细胞、HepG2/
Silence(-)细胞和 HepG2/Silence(+)细胞分别接种于培养
瓶中，每瓶 1×104 个细胞，每种细胞接种三个复瓶，
台盼蓝染色后计数活细胞，每瓶数 3次，连续测定5 d，
绘制生长曲线.
1.2.3 细胞凋亡观察  离心收集细胞于1.5 mL离心管内，
采用细胞凋亡-Hoechst染色试剂盒(购自江苏碧云天公
司)并按照说明书操作对各组细胞进行处理，荧光显微
镜下观察并拍照. 离心收集细胞于 5 mL 培养管内，采
用Annexin V 检测试剂盒(购自BD公司)对各组细胞进行
凋亡率的检测.
1.2.4 裸鼠异体肿瘤接种实验  收集处于对数生长期的
HepG2、HepG2/silence(-)和 HepG2/Silence(+)细胞，调
整细胞密度为 4×109/L; 将裸鼠随机分为 3 组，每组四
只分别接种上述各种细胞株，每只裸鼠背部皮下注射
0.1 mL 细胞悬液，连续观察 4 wk，测量肿瘤长短径，
根据公式 V= 长径 × 短径 2×0.52 来计算肿瘤大小，绘制
肿瘤生长曲线并计算成瘤率.
         统计学处理  采用SPSS统计软件对数据进行方差分
析，t 检验，P <0.05 为具有统计学差异.

2   结果

将重组子 Psilencer2.1(+)survivin 进行序列分析，测序
结果正确，表明 PSilencer2.1(+)survivin 真核表达载体
构建成功.  借助阳离子脂质体转染方法，将重组体
PSilencer2.1(+)survivin 和 PSilencer2.1(-)survivin 分别转
染至 HepG2 细胞中，经 G418 筛选得到阳性克隆，再
利用重组体中均含有neo标志基因这一特性，借助RT-
PCR 的方法检测阳性转染细胞克隆中 neo 基因的表达，
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以检验基因转染是否成功. 电泳结果从两种转染细胞克
隆中扩增出的 neo 基因片段，在 237 bp 处可见电泳条
带，其大小与预期结果一致(图 1)，证实 PSilencer2.1 阳
性质粒和阴性对照质粒已分别成功转染至 HepG2 细胞
中，分别称为 HepG2/Silence(+)和 HepG2/Silence(-)细胞.

图 1  转染细胞克隆 neo 基因 PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳. M : DNA
marker; 1: HepG2 细胞; 2: HepG2/Silence(-)细胞; 3: HepG2/Silence
(+)细胞.

2.1 survivin mRNA 的表达  转染 Psilencer2.1(+)survivin
后，HepG2/Silence(+)的 PCR 产物电泳带较对照组明显
减弱，而不影响 β-actin 的表达，而转染阴性对照质粒
的HepG2细胞无明显变化(图2). 各组的吸光度A值的比
值分别为: 1.432±0.012，1.398±0.017，0.386±0.013. 经
方差分析 t 检验，HepG2/Silence(+)细胞与 HepG2，
HepG2/Silence(-)细胞 mRNA 表达量之间存在差异性
(aP <0.05).
2.2 survivin蛋白的表达变化  流式细胞仪检测结果显示，
HepG2/Silence(+)细胞 survivin 蛋白的阳性率为 24.0 ±
0.3%，对照组 HepG2 细胞、HepG2/Silence(-)细胞
survivin 蛋白的阳性率分别为 95.4 ± 1.4% 和 94.8 ±
1.8%. 经方差分析 t 检验，HepG2/Silence(+)细胞 survivin

蛋白的阳性率明显低于HepG2 细胞和 HepG2/Silence(-)
细胞(P <0.01，图 3).

图2  survivin SiRNA对mRNA表达的影响. M : DNA marker; 1: HepG2
细胞; 2: HepG2/Silence(-)细胞; 3: HepG2/Silence(+)细胞.

2.3 survivin SiRNA 对 HepG2 细胞增生的影响  HepG2/
Silence(-)细胞的增生和 HepG2 细胞相比无显著性差
异，而 HepG2/Silence(+)细胞的增生从第 3 d 起明显受
抑制，这种抑制作用随时间延长而增加，与对照组相比
具有统计学差异(P <0.01，表 1，图 4).

图 4  转染 survivin siRNA 的 HepG2 细胞生长曲线.

2.4 细胞凋亡  荧光显微镜下观察可见HepG2/Silence(+)
细胞体积大小不等，形态不一，其中可见 4-5 个癌细

图 3  survivin siRNA 对蛋白表达的影响. A: HepG2 细胞; B: HepG2/silence(-)细胞; C: HepG2/silence(＋)细胞.

表 1  HepG2 细胞不同时间生长情况(mean±SD, × 104)

Group            0 d       1 d         2 d         3 d         4 d           5 d

HepG2 1 6.66 ± 0.05 16.50 ± 0.37 34.50 ± 0.38 78.17 ± 0.21 104.67 ± 0.75

HepG2/silence(-) 1 6.64 ± 0.02 16.47 ± 0.06 31.50 ± 0.89 75.83 ± 1.66   98.87 ± 1.99

HepG2/silence(+) 1 6.61 ± 0.03 15.50 ± 0.10 16.53 ± 0.59a 29.80 ± 0.20a   39.84 ± 0.16a

aP <0.05, vs HepG2、HepG2/Silence(-) cells.
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胞体积缩小，染色质浓缩，边集(图 5A，箭头所示).
尚可见一癌细胞体积明显缩小，呈固缩状(典型凋亡小
体，图 5B，箭头所示). 流式细胞仪检测结果表明，
转染 survivin SiRNA 后，HepG2/Silence(+)细胞凋亡率
(7.28 ± 0.02%)明显增加，与未转染组(0.48 ± 0.01%)
和转染阴性对照组(0.73 ± 0.03%)相比，差异具有显著
性(P <0.01，图 6).
2.5 转染细胞体内成瘤的生长曲线  将 HepG2、HepG2/
silence(-)、HepG2/silence(+)细胞接种于裸鼠背部皮下，
经过5-10 d的成瘤潜伏期后，在其接种部位形成肉眼可
见的瘤块，其成瘤率分别为 100％、100％和 25％，
HepG2/silence(+)细胞体内成瘤率降低 75%，t 检验显
示 HepG2、HepG2/silence(-)、HepG2/silence(+)细胞成
瘤率具有极显著差异(P <0.01). 另外持续观察其肿瘤的
生长情况并绘制出各组裸小鼠肿瘤的生长曲线(图7). 结
果显示: HepG2细胞和HepG2/silence(-)细胞 两组肿瘤的
生长趋势较为一致，而 HepG2/silence(+)组肿瘤的生长
明显受到抑制.

图 7  转染细胞肿瘤生长曲线.

3   讨论

肿瘤的形成是由多因素造成的，其中肿瘤细胞中凋亡
抑制基因的高表达能明显抑制细胞凋亡，逃避机体免疫
系统对肿瘤细胞的识别和清除[11-12]. 另外凋亡抑制基因还
可能在肿瘤细胞产生耐药的过程中发挥重要作用[13-14].
survivin 基因具有高度保守性和抑制细胞凋亡的作用，
同时他仅在肿瘤细胞中表达的特性为肿瘤的治疗提供
了新的研究方向[15-18]. 目前研究者多采用反义技术进行
抑制 survivin 基因表达的研究，但由于反义技术在抑
制目的基因表达的同时可激活干扰素反应途径而导致
非特异性基因 mRNA 的降解，因此其应用受到限制[19].
寻求新的基因干涉手段一直是近年来国内外研究的热
点. RNAi 是由作用于同源序列 mRNA 的双链 RNA 所介

导的序列特异性、转录后基因沉默机制[20-24]. 由于执行

RNAi 的效应分子 siRNA(small interference RNA)在不影

响非特异性干扰素途径的情况下可抑制靶基因的表达，

因此RNAi技术不仅成为了除反义技术以外又一种新的

分析功能缺失表型的工具，而且将其作为基因治疗的

手段可能具有更广阔的前景[25]. 与传统的反义技术相比

较，RNA 干扰的作用更为强大[26]. 我们构建了 siRNA 真

核表达载体，其转录产物可在体内形成由一个茎环所

分离的具有反向重复序列的发卡样 RNA(shRNA)，此

shRNA 随后被加工成 siRNA 而降解目的基因 mRNA 表

达. 这种方法克服了人工合成的 siRNA 成本高、费用大

以及在体内作用时间短的缺点[27]. 通过构建靶向survivin
siRNA真核表达载体，经稳定转染肝癌细胞并进行细胞
效应的研究发现，其在 mRNA 及蛋白质水平对 survivin
的抑制率分别达 73% 和 75% 而不影响 β-actin 的表达，

图 6  细胞凋亡率检测结果.

图 5  细胞凋亡 Hoechst 染色.
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而对照组 siRNA 对的表达无明显影响，这说明我们构
建的 siRNA 不仅作用强大而且具有特异性.
         肿瘤细胞的异常增生是其生物学行为的一项重要表
现. 已有研究表明 survivin 基因通过与 cdk4 的相互作用
释放野生型 p21 促进肝癌细胞的增生[28-30]. 我们运用
RNAi 技术抑制 survivin 基因的表达后观察肝癌细胞的
生长情况时发现: 与对照组相比，HepG2/Silence(+)细
胞的增值明显受抑制，而且这种抑制作用随时间延长
而增加. 说明 survivin 基因的表达被有效抑制后可通过
诱导肿瘤细胞的凋亡而抑制肿瘤细胞的生长. 我们在运
用Hoechst核染色观察肿瘤细胞的凋亡情况时也发现经
稳定转染 siRNA 表达载体的肝癌细胞出现了明显的凋
亡现象. 这也从形态上证实了 survivin 基因的表达抑制
可诱导肿瘤细胞凋亡的发生. 在对肝癌细胞进行凋亡率
的分析中我们发现经稳定转染 siRNA 表达载体的肝癌
细胞的凋亡率明显高于对照组，这进一步说明抑制
survivin 基因的表达可有效诱导肝癌细胞的凋亡. 为了验
证survivin siRNA真核表达载体的体内效应，我们还观察
了survivin siRNA真核表达载体转染前后的各组细胞在裸
鼠体内成瘤率和肿瘤生长曲线的变化，发现 survivin
siRNA真核表达载体转染组肿瘤的生长明显受到抑制，
其成瘤率也明显降低，t 检验显示实验组与对照组之间
差异具有极显著性. 本实验结果表明，靶向 survivin 的
siRNA 载体不仅可以诱导肝癌细胞的凋亡，还可以抑
制肝癌细胞体内肿瘤的形成，这为RNAi技术的临床应
用提供了有力的实验依据.
        总之，我们构建的 siRNA 真核表达载体不仅有效
抑制了目的基因的表达，还能在体内体外通过诱导肝
癌细胞的凋亡而抑制肿瘤的生长. 这为下一步诱导其对
化疗药物的敏感性提供了实验基础及理论.
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Abstract
AIM: To evaluate the influence of introduction of maxizyme
against mtp53 by adenovirus enhanced transferrin receptor-
mediated gene delivery system on MHCC97 cells.

METHODS: Hepatoma cell line MHCC97 containing mutated
p53 gene was served as a model. The maxizyme against
mtp53 was transfected to the cells by adenovirus enhanced
transferrin receptor-mediated gene delivery system. The
level of mtp53-mRNA was detected by means of semi-
quantitative reverse transcription polymerase chain reac-
tion (RT-PCR). The apoptosis of the hepatoma cells was
measured by DNA ladder assay and FCM.

RESULTS: After 48 hours of transfection by AVET system,
RT-PCR results indicated the expression of mtp53 mRNA
in pEGFP-Maxizyme group was significantly lower than that
in control group. And DNA “ladder” with agarose gel elec-
trophoresis was observed in pEGFP-maxizyme group. The
result of flow cytometry exhibited apoptotic index in pEGFP-
maxizyme group was 22.95%, which was higher than those
in blank control group and pEGFP group.

CONCLUSION: The recombinant ribozyme cDNA eukaryotic
expression vector pEGFP-maxizyme can be efficiently trans-
fected into MHCC97 cell by adenovirus enhanced transferrin

receptor-mediated gene delivery system and the expression
of maxizyme may inhibit the mtp53 gene expression and
promote apoptosis of MHCC97 cells. The AVET system
may be a useful tool in gene delivery for gene therapy of
human HCC.

Shen X, Lin JS, Kong XJ. Maxizyme against mtp53 transfected by
adenovirus enhanced transferrin receptor-mediated gene delivery
systeminduced apoptosis of hepatoma cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(7):1539-1542

摘要
目的: 通过腺病毒增强的转铁蛋白受体介导法(AVET)将针对

突变型p53(mtp53)的大酶(Maxizyme)基因转入肝癌细胞后

对肝癌细胞凋亡的影响，探索AVET用于肝癌基因治疗的

可行性，为肝癌的基因治疗探索一条新途径.

方法: 以带有mtp53基因的人肝癌细胞株MHCC97细胞为

模型，用腺病毒增强转铁蛋白受体介导法将针对mtp53的

pEGFP-Maxizyme基因和空载体pEGFP分别导入MHCC97

细胞，荧光显微镜观察细胞转染情况，逆转录聚合酶链反应

(RT-PCR)检测mtp53 mRNA表达水平的变化，DNA琼脂糖

凝胶电泳和流式细胞仪检测转染后对细胞凋亡的影响.

结果: 转染后48 h荧光显微镜下可见呈细胞形态的绿色荧

光. 收集细胞检测，实验组 mtp53 mRNA 表达水平与空载

体组和空白对照组相比，基因扩增条带亮度明显减弱，

mRNA表达水平下降(P <0.05); DNA琼脂糖凝胶电泳出现

典型的凋亡梯带(DNA Ladder); 流式细胞仪分析显示细胞凋

亡水平增高，凋亡指数22.95%，显著高于对照组的2.37%

(P <0.05).

结论: 腺病毒增强转铁蛋白受体介导的基因转移系统可将

pEGFP-Maxizyme 有效的转染到肝癌细胞株 MHCC97

中，Maxizyme 在细胞内成功的切割了 mtp53 mRNA，促

进了肝癌细胞的凋亡，这为腺病毒增强转铁蛋白受体介导

法在肝癌基因治疗中的应用提供了实验依据，也为肝癌的

基因治疗提供了一条新途径.

沈霞, 林菊生, 孔心涓. 腺病毒增强转铁蛋白受体介导的针对突变型 p53 的
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0   引言

p53 基因是人类恶性肿瘤中总突变率最高的基因之一，



其发生率在 30-70% 之间[1-3]. 在肝癌中 p53 突变率约为
50%[4-7]. 野生型 p53 是一种重要的抑癌基因，被认为是

“基因组的保护者”. 其功能主要是参与细胞周期调控、
DNA 损伤修复[8]. 肿瘤的发生是由于细胞增生与细胞凋
亡平衡失调的结果，细胞凋亡在肝细胞癌生长过程中
起负调控作用，具有阻遏肿瘤生长的作用. 近年来，人
们发现，p53 基因与细胞凋亡有密切关系，野生型 p53
与突变型 p53 基因均参与细胞凋亡调节，但二者作用
不同，野生型 p53 诱导细胞凋亡发生，而突变型 p53
对凋亡有抑制作用[9]. 我们设计合成了一种针对突变型
p53 的核酶基因，构建了其真核表达质粒，并且已在
细胞外证明了其可以成功的切割靶 RNA 分子[10]. 本实
验用腺病毒增强的转铁蛋白受体介导法(AVET)将此基
因转入人肝癌细胞 MHCC97 细胞中，观察其促进肝癌
细胞凋亡的作用，为 AVET 系统在肝癌基因治疗中的
应用提供实验依据，也为肝癌的基因治疗提供一条新
途径.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞株 MHCC97 购自复旦大学肝癌研
究所，大肠杆菌 DH5α 本室保存，pEGFP-Maxizyme 质
粒本室构建，具体方法见文献[10]. 腺病毒增强的转铁
蛋白受体介导的基因转染试剂盒为 Bender 公司产品，
质粒小提试剂盒、RT-PCR试剂盒为TakaRa公司产品，
胎牛血清为 Hyclone 公司产品，DMEM 培养基为 Gibco
公司产品，DNA maker 购自晶美公司.
1.2 方法

1.2.1 质粒的扩增和提取  制备感受态细菌 DH5α，核
酶质粒 pEGFP-Maxizyme 和对照空载体 pEGFP 分别转
化大肠杆菌 DH5α ，卡那霉素筛选，培养细菌，按
质粒小抽试剂盒说明书进行质粒小量抽提.
1.2.2 MHCC97 细胞培养及基因转染  人 MHCC97 肝癌
细胞株培养在含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基中，置
37 ℃，5% CO2 培养箱，待细胞长至对数生长期，接
种至 24 孔板，每孔接种 2 × 105 细胞，待细胞贴壁，长
至 50-80% 融合时按腺病毒增强转铁蛋白受体介导基因
转染试剂盒说明书进行基因转染，具体方法如下: (1)3 µL
生物素化的腺病毒加入 100 µL HBS 缓冲液中，6 µL 抗
生蛋白链菌素 - 赖氨酸加入 100 µL HBS 缓冲液中，将
二者充分混匀后室温下静置 20 min. (2) 6 µg DNA 质粒
加入 150 µL HBS 中，再加入上述溶液中，混匀后室
温下静置 20 min 以形成复合物. (3) 6 µL 转铁蛋白 - 聚
赖氨酸加入 150 µL HBS 中后，再加入上述溶液中. 在
加至细胞前将DNA复合物在室温下孵育30 min. 实验分
3 组，1 组核酶基因 pEGFP-Maxizyme 转染组，1 组空
载体 pEGFP 组，1 组空白对照组. 转染后 48 h 进行各
项指标的检测，每组设 3 个复孔.
1.2.3 逆转录 PCR 检测突变型 p53 基因的表达  转染后
48 h，分别收集转染核酶 pEGFP-Maxizyme 和空载体

pEGFP 的细胞，按照 Trizol 试剂说明书步骤提取总
RNA. 取 1 µg 总 RNA，设计合成 p53 的两条特异性引
物，上游引物 5’-GATTCTCTTCCTCTGTGC-3’，
下游引物 5’-CTTTCCACGACGGTGACA-3’，β2-
microglobulin 作为内参照，其引物序列: 上游引物: 5’-
TACTCTCTCTTTCTGGCCTG-3’，下游引物: 5’-GA
CAAGTCTGAATGCTCCAC-3’，扩增片断分别 946 bp
和 190 bp. 10 × RT Buffer 2 µL，25 mmoL/L 的 MgCl2

4 µL，10 mmoL/L dNTP 2 µL，40 U/ µL 的 RNasin 0.5 µL，
2.5 pmoL/µL 的 oLigodT 1 µL，5U/ µL 的 M-MLV RT 1 µL，
DEPC 水补至 20 µL. 42 ℃逆转录 30 min，99 ℃灭活
5 min. 取上述 cDNA 20 µL，加入 10 × Buffer 8 µL，
25 mmoL/L 的 MgCl2 6 µL，引物各 1 µL，混匀后 94 ℃，
2 min 热启动，加 Taq 1 µL，总体积 100 µL. 扩增条
件: 94 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，
35 个循环，72 ℃补偿 10 min. 取 PCR 产物 10 µL，于

10 g/L 琼脂糖凝胶上电泳(含 0.5 mg/L 溴化乙锭)，凝胶图

像吸光密度分析系统进行 PCR 产物条带扫描定量分析.

1.2.4 流式细胞仪分析  收集上述各组处理后的细胞以

PBS 清洗，加入 70％乙醇吹打成单细胞悬液 4 ℃下置

24 h，然后离心，洗涤细胞后用 PI 染色，4 ℃下置

30 min 后上机检测. 采用 Beckon/DickonsonFacssort 型流

式细胞仪，在 488 nm 波长处进行检测，应用相应程序

软件进行资料的处理和分析，细胞凋亡指数(A Ｉ) = 亚

2 倍峰细胞数 / 总细胞数× 1 0 0%.

1.2.5 DNA 凝胶电泳检测细胞凋亡  分别取转染核酶
pEGFP-Maxizyme 组、空载体 pEGFP 组和空白对照组
的细胞，均用 10 µg/mL 的 DDP 作用 48 h 后提取细胞
总 DNA，2% 凝胶电泳，结果录入计算机.
        统计学处理   以上实验均重复 3 次. 采用 SAS 软件
进行 t 检验，P <0.05 有统计学意义.

2   结果

2.1 质粒转染  转染后 48 h，用荧光显微镜观察，可
见呈细胞形态的绿色荧光，表明质粒成功的转染到细
胞. 转染效率约为 70％. (图 1)

图 1  pEGFP-Maxizyme 转染 MHCC97 细胞 48 h 绿色荧光表达.

2.2 转染前后mtp53 mRNA的变化  未做处理的MHCC97
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细胞平均 mtp53/β2-microglobulin 为 1.46±0.16，pEGFP
组细胞为 1.48±0.11，pEGFP-Maxizyme 组细胞为 0.98±
0.14. 经pEGFP-Maxizyme作用的细胞mtp53 mRNA表达
明显减弱，与转染空载体 pEGFP 的细胞及空白对照组
细胞比较 mtp53 的水平有显著性差异(P <0.05)，而转
染 pEGFP 者与空白对照组的 mtp53 mRNA 表达无明显
差异(P >0.05). (见图 2).

图2  RT-PCR分析肝癌细胞中mRNA的表达. 1:空白对照; 2: MHCC97
细胞转染 pEGFP; 3: MHCC97 细胞转染 pEGFP-Maxizyme; M: DNA
分子量标准(DL2 000).

2.3 流式细胞仪检测凋亡  流式细胞仪分析显示pEGFP-
Maxizyme 组细胞凋亡率为 22.95%，pEGFP 组细胞凋亡
率为 3.35%，空白对照组细胞凋亡率为 2.37%. pEGFP-
Maxizyme 组较 pEGFP 组细胞凋亡率明显增高.
2.4 转染后细胞 DNA 琼脂糖凝胶电泳的变化  pEGFP-
Maxizyme 转染 MHCC97 细胞 48 h 后，DNA 琼脂糖凝
胶电泳出现长短不一的“梯状”改变. 而转染空载体的
对照组未出现梯状改变(图 3).

图 3  各组细胞 DNA 凝胶电泳图. 1: MHCC97 细胞转染 pEGFP-
Maxizyme; 2: MHCC97 细胞转染 pEGFP; 3:  空白对照.

3   讨论

核酶是一类具有生物催化活性的 RNA 分子，他能够定

点切割mRNA靶分子，从而阻断有害基因的表达，广泛

的应用于肿瘤和病毒性疾病的基因治疗[11]. 其中应用最

广泛的是锤头状核酶. 锤头状核酶包括由茎－Ⅱ连接的

两个保守区段以及与特异性底物结合的侧翼序列，其

适合的切割位点是 GUC、GUU、GUA 和 UUC.由于对切

割位点的选择，在一定范围内限制了锤头状核酶的应

用. 1992 年，McCall 用短核苷酸链替代茎－Ⅱ，并发
现这一变短的核酶仍保持原有的切割活性，命名为小
酶(Minizyme)[12-13]. 两个小酶聚合形成同二聚体或异二聚
体结构，称为大酶(Maxizyme)[14]. 大酶发现后主要用于
嵌合基因及突变基因所致疾病的治疗，也可用于切割
没有常规锤头状核酶合适切割位点的靶RNA分子. 在肝
癌中，p53基因突变发生率较高. 突变型p53不仅丧失了
抑癌基因的功能，而且成为一种癌基因. P53基因突变的
热点是 249 位密码子[15-16]. 本实验应用的人工合成的抗
mtp53mRNA 的 Maxizyme 可在 249 位密码子处切断
mtp53mRNA，从而阻断其表达[10].
       要想将核酶技术应用于肝癌的基因治疗，关键还
在于如何将核酶基因特异性的导入肝癌细胞以发挥作
用. 近年受体介导的基因转移系统因其靶向性好、安
全、无毒和外源基因容量大而受到广泛的关注[17－23]. 受
体介导的基因转移是将目的基因通过多聚赖氨酸等多
聚阳离子与配体连接，通过配体与细胞表面的特异性
受体结合，以受体介导的内吞作用将目的基因转入细
胞[24-25]. 人转铁蛋白受体为Ⅱ型膜蛋白，通过结合和内
化将血浆中的转铁蛋白摄取入细胞. 由于快速生长对铁
的需求量增加，肿瘤细胞往往都过度表达转铁蛋白受
体. 研究表明在乳腺癌、黑色素瘤、肝癌、白血病等
恶性肿瘤细胞中有大量转铁蛋白受体的表达，转铁蛋
白受体可以作为肿瘤基因治疗中的靶[26-28]. 然而，配
体 -DNA 复合物进入细胞后，外源 DNA 极易被溶酶体
酶降解而使外源DNA的表达效率相对较低. 为了提高外
源 DNA 的表达效率，一些研究者将复制缺陷的腺病毒
与连接于目的基因 - 配体复合物连接，利用腺病毒衣
壳蛋白的膜不稳定作用，可使基因的转染效率提高至
近100％[29-30]. 我们利用腺病毒增强的转铁蛋白受体介导
的基因转移系统将 pEGFP-Maxizyme 转入肝癌细胞株
中. 转基因后，在荧光显微镜下观察到细胞发出绿色荧
光，转染效率约为 70％，RT-PCR 证实 Maxizyme 在
细胞内成功的切割了 mtp53.
       细胞凋亡又称细胞程序性死亡，近年来的研究证
明，细胞凋亡的紊乱与肿瘤发生和发展关系十分密
切，如果受损的细胞不能正确启动凋亡机制，机体内
细胞增生与凋亡二者间的平衡遭到破坏，使细胞过度
增生，就有可能导致肿瘤的发生. 异常的细胞凋亡的抑
制不仅在恶性肿瘤的形成中有重要作用，而且参与恶

性肿瘤进展. 诱导肿瘤细胞凋亡已成为目前治疗恶性肿

瘤的一项重要生物学策略，许多抗肿瘤药物及放疗均

是通过启动细胞凋亡机制完成的. 在本实验中，利用腺

病毒增强的转铁蛋白受体介导的基因转移系统将

pEGFP-Maxizyme 转入肝癌细胞后，Maxizyme 在细胞

内成功的切割了 mtp53mRNA，DNA凝胶电泳和流式细

胞仪检测均显示转染核酶的细胞出现了明显的凋亡，
而对照组细胞未出现凋亡.
         我们的实验结果表明腺病毒增强转铁蛋白受体介
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导的基因转移系统可以将pEGFP-Maxizyme有效的转染
入肝癌细胞株 MHCC97 中，Maxizyme 在细胞内成功的
切割了 mtp53 mRNA，促进了肝癌细胞的凋亡，这为
腺病毒增强转铁蛋白受体介导法在肝癌基因治疗中的
应用提供了实验依据，也为肝癌的基因治疗提供了一
条新途径.

4     参考文献
1 Dillon DA, Hipolito E, Zheng K, Rimm DL, Costa JC. p53

mutations as tumor markers in fine needle aspirates of pal-
pable breast masses. Acta Cytol  2002;46:841-847

2 Kim SS, Bhang CS, Min KO, Chae HS, Choi SW, Lee CD, Lim
KW, Chung IS, Park DH. p53 mutations and microsatellite
instabilities in the subtype of intestinal metaplasia of the
stomach. J Korean Med Sci  2002;17:490-496

3 Sakuragi N, Hirai A, Tada M, Yamada H, Yamamoto R,
Fujimoto S, Moriuchi T. Dominant-negative mutation of p53
tumor suppressor gene in endometrial carcinoma. Gynecol
Oncol  2001;83:485-490

4 Kang G, Fang Z, Volkmann M. Study on p53 gene mutation in
hepatocellular carcinoma patients in. Zhonghua Shiyan He
Linchuang Bingduxue Zazhi  2001;15:163-165

5 Cengiz C, Akarca US, Goker E, Yuce G. Detection of mutant
p53 in hepatocellular cancer from Turkey and its correlation
with clinicopathologic parameters. Dig Dis Sci  2003;48:865-869

6 Sheen IS, Jeng KS, Wu JY. Is p53 gene mutation an indicatior
of the biological behaviors of recurrence of hepatocellular
carcinoma? World J Gastroenterol  2003;9:1202-1207

7 Hsia CC, Kleiner DE Jr, Axiotis CA, Di Bisceglie A, Nomura
AM, Stemmermann GN, Tabor E. Mutations of p53 gene in
hepatocellular carcinoma: roles of hepatitis B virus and afla-
toxin contamination in the diet. J Natl Cancer Inst  1992;84:
1638-1641

8 Levine AJ. p53, the cellular gatekeeper for growth and division.
Cell  1997;88:323-331

9 Rahko E, Blanco G, Soini Y, Bloigu R, Jukkola A. A mutant
TP53 gene status is associated with a poor prognosis and
anthracycline-resistance in breast cancer patients. Eur J Cancer
2003;39:447-453

10 Kong XJ, Song YH, Lin JS, Huang HJ, Wang NX, Liu NZ, Li B,
Jin YX. Maxizyme-mediated specific inhibition on mutant-
type p53 in vitro. World J Gastroenterol  2003;9:1571-1575

11 Sullenger BA, Gilboa E. Emerging clinical application of RNA.
Nature  2002;418:252-258

12 McCall MJ, Hendry P, Lockett TJ. Minimized hammerhead
ribozymes. Methods Mol Biol  1997;74:151-159

13 Sugiyama H, Hatano K, Saito I, Amontov S, Taira K. Cata-
lytic activities of hammerhead ribozymes with a triterpenoid
linker instead of stem/loop II. FEBS Lett  1996;392:215-219

14 Nakayama A,Warashina M,Kuwabara T, Taira K. Effects of
cetyltrimethylammonium bromide on reactions catalyzed by
maxizyme, a novel class of metalloenzymes. J Inorg Biochem

2000;78:69-77
15 Jackson PE, Kuang SY, Wang JB, Strickland PT, Munoz A,

Kensler TW, Qian GS, Groopman JD. Prospective detection of
codon 249 mutations in p53 in plasma of hepatocellular car-
cinoma patients. Carcinogenesis  2003;24:1657-1663

16 Qian GS, Kuang SY, He X, Groopman JD, Jackson PE. Sensi-
tivity of electrospray ionization mass spectrometry detection
of codon 249 mutations in the p53 gene compared with RFLP.
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev  2002;11(10 Pt 1):1126-1129

17 Guy J, Drabek D, Antoniou M. Delivery of DNA into mam-
malian cells by receptor-mediated endocytosis and gene
therapy. Mol Biotechnol  1995;3:237-248

18 Phillips SC. Receptor-mediated DNA delivery approaches to
human gene therapy. Biologicals  1995;23:13-16

19 Michael SI, Curiel DT. Strategies to achieve targeted gene de-
livery via the receptor-mediated endocytosis pathway. Gene
Ther  1994;1:223-232

20 Takayanagi A, Chen J, Gamou S, Shimizu N. Targeting deliv-
ery of therapeutic genes using monoclonal antibody;
immunogene approach. Nippon Rinsho  1998;56:731-736

21 Kato Y, Sugiyama Y. Targeted delivery of peptides, proteins,
and genes by receptor-mediated endocytosis. Crit Rev Ther
Drug Carrier Syst  1997;14:287-331

22 Ginobbi P, Geiser TA, Ombres D, Citro G. Folic acid-polyl-
ysine carrier improves efficacy of c-myc antisense oligodeoxyn-
ucleotides on human melanoma (M14) cells. Anticancer Res
1997;17(1A):29-35

23 Junbo H, Li Q, Zaide W, Yunde H. Receptor-mediated
interleukin-2 gene transfer into human hepatoma cells. Int J
Mol Med  1999;3:601-608

24 Lee H, Kim TH, Park TG. A receptor-mediated gene delivery
system using streptavidin and biotin-derivatized, pegylated
epidermal growth factor. J Control Release  2002;83:109-119

25 Takakura Y, Nishikawa M, Yamashita F, Hashida M. Influence
of physicochemical properties on pharmacokinetics of non-vi-
ral vectors for gene delivery. J Drug Target  2002;10:99-104

26 Park KS, Kim H, Kim NG, Cho SY, Choi KH, Seong JK, Paik
YK. Proteomic analysis and molecular characterization of tis-
sue ferritin light chain in hepatocellular carcinoma. Hepatology
2002;35:1459-1466

27 Pascale RM, De Miglio MR, Muroni MR, Simile MM, Daino L,
Seddaiu MA, Pusceddu S, Gaspa L, Calvisi D, Manenti G, Feo
F. Transferrin and transferrin receptor gene expression and
iron uptake in hepatocellular carcinoma in the rat. Hepatology
1998;27:452-461

28 Yang DC, Jiang XP, Elliott RL, Head JF. Inhibition of growth
of human breast carcinoma cells by an antisense oligonucle-
otide targeted to the transferrin receptor gene. Anticancer Res
2001;21:1777-1787

29 Fisher KJ, Wilson JM. Biochemical and functional analysis of
an adenovirus-based ligand complex for gene transfer. Biochem
J  1994;299( Pt 1):49-58

30 Wollenberg B, Schmidt W, Schmitt B, Lang S, Zeidler R. Re-
ceptor mediated gene transfer in squamous epithelial carci-
noma of the head-neck area. Laryngorhinootologie  1997;76:
411-414

1542                                                                                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 7 月 15 日  第 12 卷  第 7 期



World Chin J Digestol  2004 July;12(7):1543-1545
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 肝癌 LIVER CANCER •

肝癌中脱-γ-羧基凝血酶原的表达及意义

袁联文, 唐   伟, 李永国, 幕内雅敏

袁联文, 李永国, 中南大学湘雅二医院肝胆胰外科  湖南省长沙市  410011
唐伟, 幕内雅敏, 日本东京大学附属病院肝胆胰外科  日本东京  113-8655
袁联文, 男, 1971-10-23 生, 湖南省永州市人, 汉族, 2003 年中南大学湘雅
医学院博士, 主治医师, 2001/2002 年获国家教育部留学基金资助作为访问
学者在日本东京大学附属病院肝胆胰外科做临床基础研究, 主要从事肝胆胰
肿瘤研究.
项目负责人: 袁联文, 410011, 湖南省长沙市人民中路 86 号, 中南大学湘雅
二医院肝胆胰外科.  yuanlianwen1971@yahoo.com.cn
电话: 0731-8643691
收稿日期: 2004-03-11    接受日期: 2004-04-13

Des-gamma-carboxy-prothrombin
expression in hepatocellular
carcinoma and its clinical significance

Lian-Wen Yuan, Wei Tang, Yong-Guo Li, Masatoshi Makuuchi

Lian-Wen Yuan, Yong-Guo Li, Hepato-Biliary-Pancreatic Surgery
Division, Department of Surgery, the Second Xiangya Hospital of Central
South University, Changsha 410011, Hunan Province, China
Wei Tang, Masatoshi Makuuchi, Hepato-Biliary-Pancreatic Surgery
Division, Department of Surgery, Graduate School of Medicine, University
of Tokyo, Tokyo, 113-8655, Japan
Correspondence to: Dr. Lian-Wen Yuan, Hepato-Biliary-Pancreatic Sur-
gery Division, Department of Surgery, the Second Xiangya Hospital of
Central South University, Changsha 410011, Hunan Province, China.
yuanlianwen1971@yahoo.com.cn
Received: 2004-03-11    Accepted: 2004-04-13

Abstract
AIM: To study the expression of des-gamma-carboxy-pro-
thrombin (DCP) in hepatocellular carcinoma (HCC) tissues
and its clinical significance.

METHODS: Cancerous and non-cancerous tissue samples
prepared from 92 cases of HCCs, 7 metastatic HCCs and
19 chronic liver diseases were subjected to immunohis-
tochemical staining for tissue DCP. Relation between DCP
expression in cancerous and non-cancerous tissues and
clinical parameters of HCC was analyzed.

RESULTS: The DCP expression in cancerous tissues (73.9%)
was significantly higher than that in non-cancerous tissues
(26.1%, P <0.01). The DCP expression in cancerous and
non-cancerous tissues of HCC was significantly higher than
that in non-cancerous tissues of metastatic HCCs and chronic
liver diseases (3.5%, P <0.01). Positive DCP staining in can-
cerous tissues was more frequently in cases of infiltrative
growth than in cases of expansive growth (P =0.049),
and was more frequently in cases where no capsule for-
mation was noted than that in cases with capsule formation
(P =0.037). The DCP expression in non-cancerous tissues
of HCC with size >5 cm was significantly higher than that
of the size ≤ 5 cm (P =0.049). Positive DCP staining in
non-cancerous tissue was more frequently in cases of tu-
mors larger than 5 cm than in cases of tumors that were 5
cm or smaller (P =0.049). DCP expression in non-cancerous

tissues of patients who were either negative for both hepa-
titis markers or positive for the HBsAg was significantly
higher than the patients who were positive for the HCVAb
(P <0.01). The rate of positive DCP staining in non-can-
cerous tissues was also significantly lower in patients with
liver cirrhosis than that in patients with chronic hepatitis
(P <0.05). No correlations were found between DCP ex-
pression in cancerous and non-cancerous tissues and other
clinical parameters.

CONCLUSION: DCP may be an important marker in liver
carcinogenesis, but DCP in tissues cannot be considered
as a prognostic factor for HCC.

Yuan LW, Tang W, Li YG, Makuuchi M. Des-gamma-carboxy-prothrom-
bin expression in hepatocellular carcinoma and its clinical significance.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1543-1545

摘要
目的: 探讨肝癌组织中脱-γ-羧基凝血酶原的表达情况及临

床意义.

方法: 用免疫组化法探讨了 92 例肝癌及癌旁组织，7 例转

移性肝癌和19例慢性肝病组织中脱-γ-羧基凝血酶原的表

达水平，并分析脱-γ-羧基凝血酶原与肝癌的临床病理特

征间的关系.

结果: 肝癌组织脱-γ-羧基凝血酶原阳性率(73.9%)明显高

于癌旁组织(26.1%，P <0.01)，但二者脱 -γ- 羧基凝血酶

原阳性率明显高于转移性肝癌和慢性肝病肝组织(3.5%，

P <0.01). 浸润性生长的肝癌组织脱-γ-羧基凝血酶原阳性

率明显高于膨胀性生长的肝癌组织(P =0.049)，无包膜形

成的肝癌组织明显高于有包膜形成的肝癌组织(P =0.037). 最

大径>5 cm组的癌旁组织的脱-γ-羧基凝血酶原阳性率明

显高于直径≤ 5 cm 组癌旁组织(P =0.049)，HBsAg 和

HCVAb均阴性或单HBsAg阳性的患者癌旁组织脱-γ-

羧基凝血酶原染色阳性率明显高于HCVAb阳性组患者

(P <0.01). 肝硬化的癌旁组织脱-γ-羧基凝血酶原阳性率

明显低于慢性肝炎的癌旁组织(P <0.01). 肝癌组织、癌旁

组织脱-γ-羧基凝血酶原阳性率与肝癌其他临床病理特征

无明显的关系(P >0.05).

结论: 脱-γ-羧基凝血酶原可能是预测肝癌发生的重要标志

物，但不能作为肝癌的预后指标.

袁联文, 唐伟, 李永国, 幕内雅敏. 肝癌中脱-γ-羧基凝血酶原的表达及意义.
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0   引言

较多研究表明脱 - γ- 羧基凝血酶原( D e s - g a m m a -
carboxy-prothrombin，DCP)是肝癌一种有用血清肿瘤标
志物[1-11]，而有关肝癌组织中 DCP 表达和临床意义的研
究甚少. 我们用免疫组化法探讨了92例肝癌组织中DCP
的表达情况及意义.

1   材料和方法

1.1 材料  原发性肝癌手术切除标本 92 例. 男 68 例，女
24 例，年龄 16- 83(平均 67.2 ± 52.6 岁); 伴肝硬化 57 例
(62.0%); 有病毒性肝炎感染的血清学证据78例 (84.8%)，
其中 HBsAg 阳性 18 例，HCV-Ab 阳性 58 例，HBsAg
和 HCV-Ab 均阳性 2 例，其余 14 例均阴性. 肿瘤直径
从 1.0-19.0 (平均 5.1 ± 3.8 cm); 高分化癌 20 例，中分
化癌 62 例，低分化癌 10 例. 伴血管浸润 27 例(29.3%)，
存在肝内转移灶24例(26.1%). 另转移性肝癌7例，原发
部位为结肠; 慢性肝病患者肝穿刺活检标本19例，其中
肝硬化 5 例，慢性肝炎 14 例. 这些组织经 40 g/L 甲醛
固定，石蜡包埋后，制成4 µm厚的切片. DCP单克隆抗
体MU-3(东京Eisai 公司惠赠); Histofine SAB-PO (MULTI)
试剂盒(100ml/L 牛血清; 生物素标识的抗鼠 IgG 的二抗;

ABC 试剂及 DAB-HCl 显色剂)(购自东京 Nichirei 公司).
1.2 方法  常规 ABC 免疫组化法，免疫组化阳性物质
定位于胞质. 用0.05 mol/LPBS液替代一抗作为染色阴性
或替代对照. 随机选择 10 个高倍视野中 DCP 阳性细胞
率，以阳性细胞率≥ 15% 为 DCP 阳性病例，<15% 为阴
性病例.
        统计学处理  两组间的比较用为χ2 检验，当 P <0.05
时为有显著性.

2   结果

2.1 DCP 免疫组化染色  DCP 染色阳性的细胞在其细胞
质中出现大量棕褐色的颗粒. DCP染色阳性即可见于肝
癌组织(图 1)及癌旁组织(图 2). 癌组织和癌旁组织 DCP
染色阳性率分别为 73.9%(68/92)和 26.1%(24/92). 7 例转
移性肝癌患者的非癌组织和19慢性肝病肝穿刺活检的肝
组织中 1 例(1/26，3.5%)DCP 染色阳性. 统计分析显示肝
癌组织阳性率明显高于癌旁组织(P<0.01)，二者的 DCP
阳性率又明显高于转移性肝癌和慢性肝病组(P <0.01).
2.2 DCP表达与临床病理的关系  肝癌组织DCP的表达
与肿瘤直径无明显关系，而直径>5 cm 的肝癌癌旁组
织的 DCP 表达明显高于直径≤ 5 cm 组(P =0.049，表 1).

图 1  肝癌组织 DCP 染色阳性, ×200. 图 2  癌旁组织 DCP 染色阳性, ×200.

表 1  肝组织 DCP 表达与临床病理的关系 n (%)

     癌部组织                  癌旁组织
因子 n

   阴性    阳性                 阴性    阳性

直径≤ 5 cm 61 14 (23.0) 47 (77.0) 49 (80.3)             12 (19.7)

直径> 5 cm 31 10 (32.3) 21 (67.7) 19 (61.3)             12 (38.7)a

HBV+HCV 阴性 14   2 (14.3) 12 (85.7)   8 (57.1)               6 (42.9)c

HBV 阳性 18   4 (22.2) 14 (77.8)   8 (44.4)                         10 (55.6)e

HCV 阳性 58 18 (31.0) 40 (69.0) 50 (86.2)               8 (13.8)

HBV+HCV 阳性   2        0    2 (100)    2 (100)       0

肝硬化 57 14 (24.6) 43 (75.4) 46 (80.7)             11 (19.3)

慢性肝病 33   9 (27.3) 24 (72.7) 20 (60.6)             13 (39.4)a

正常   2   1 (50.0)   1 (50.0)    2 (100)       0

膨胀性生长 71 22 (31.0) 49 (69.0) 54 (76.1)             17 (23.9)

浸润性生长 21    2 (9.5) 19 (90.5)a 14 (66.7)  7 (33.3)

有包膜浸润 70 22 (31.4) 48 (68.6) 51 (72.9)             19 (27.1)

无包膜浸润 22    2 (9.1) 20 (90.9)a 17 (77.3)  5 (22.7)

aP <0.05, 组内比; cP <0.05, eP <0.05, vs  HCV 阳性组.
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浸润性生长的肝癌组织DCP染色阳性率明显高于膨胀性
生长的肝癌组织(90.5% vs 69.0%，P =0.049)，无包膜形
成的肝癌组织明显高于有包膜形成的肝癌组织(90.9% vs
68.6%，P =0.037). 肝癌组织 DCP 染色阳性率与肿瘤分
化、血管浸润、肝内转移、TNM 分期、肿瘤的直径、
肿瘤复发和患者生存期无明显的关系. 也没发现肝癌组
织DCP染色阳性率与肝炎病毒标志物、不同背景肝有明
显关系. HBsAg和HCVAb均阴性或单HBsAg阳性的癌旁
组织DCP染色阳性率明显高于HCVAb阳性组(二者阴性
组 vs HCVAb阳性组: P =0.014;  HBsAg阳性组 vs HCVAb
阳性组: P <0.01). 背景肝为肝硬化的癌旁组织 DCP 染色
阳性率(11/57，19.3%)明显低于背景肝存在慢性肝炎的
癌旁组织(13/33，39.4%; P <0.01). 但未发现癌旁组织DCP
染色阳性率与其他临床病理因子有明显的关系.

3   讨论

目前肝癌是世界最常见的恶性肿瘤之一，其恶性程度
高，预后差[12-14]. 早期诊断、早期治疗仍是提高肝癌
生存率最重要的手段. 目前肝癌的诊断主要依靠影像学
的发现和血清肿瘤标志物的检测. 甲胎蛋白(AFP)作为肝
癌代表性肿瘤标志物用于临床，近年来血清 DCP 水平
也被广泛应用于临床肝癌的诊断，但关于肝癌组织
DCP表达的研究不多. 慢性肝病患者肝结节性病灶可以
从良性结节到肝癌，其间按恶性程度存在有再生结节、
腺瘤样增生、不典型性腺瘤样增生、高分化的早期肝
癌、高分化肝癌、中分化肝癌至低分化肝癌多种组织学
形态. 分化好的早期肝癌和不典型性腺瘤样增生间的组
织学诊断标准至今仍有争议，因此有必要寻找一种评
价肝占位性病灶的组织标志物. Miskad et al 研究了62例
肝癌和9例腺瘤样增生的肝组织中DCP的表达的情况，
发现 71% 的肝癌组织 DCP 染色阳性，而无 1 例腺瘤样
增生组织表达 DCP. 本研究也显示 73.9%(68/92)肝癌癌
组织 DCP 染色阳性，而 7 例转移性肝癌患者的癌旁组
织和 19 例肝穿刺活检的慢性肝病组织中仅 1 例 DCP 染
色阳性. 因此以上结果提示DCP是肝癌一种有用的组织
病理标志物.
        我们发现肝癌癌组织染色阳性指数明显高于癌旁
组织，从组织学上证实肝癌癌组织可产生大量 DCP，
是血清DCP的主要来源之一. 肝癌癌组织染色除了与肿
瘤的生长类型和包膜形成与否存在明显的相关性外，
与其他的病理因子如血管浸润、肝内转移等无关. 我们
也没发现肝癌组织染色与生存期之间有明显相关性，
上述证据提示肝癌组织 DCP 染色尚不能评价肝癌的进
展，不能作为肝癌的预后指标.

       2001 年 Fujioka et al 发现 12% 的小肝癌癌旁组织

DCP 染色阳性. 我们也发现 26.1%(24/92)癌旁组织的

DCP 染色阳性，而且一些癌旁组织的 DCP 染色阳性指

数甚至高于癌组织，这提示部分肝癌癌旁组织也可产

生大量 DCP，这仍须组织中 DCP 定量测定研究加以验

证. 统计分析显示癌旁组织DCP的染色高低与肿瘤的大
小有明显关系，癌旁组织的 DCP 染色阳性指数又明显
高于转移性肝癌的癌旁组织和肝穿刺活检的组织，说
明肝癌肿瘤的存在影响着其周围非癌组织DCP的产生.
癌旁组织产生 DCP 增加的机制可能系肝癌癌细胞在快
速增生过程中维生素 K 消耗增加造成癌旁局部维生素
K 缺乏或癌细胞分泌某种物质影响周围肝细胞产生
DCP，但具体的机制有待进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of survivin antisense
oligonucleotide (ASODN) on the expression of survivin gene
and proliferation of human hepatocellular carcinoma cell
line SMMC-7721.

METHODS: The 20mer  antisense oligonucleotide (ASODN)
targeted to the promotor region of survivin mRNA was
designed and synthesized. The expression of survivin gene
in hepatocellular carcinoma cell line SMMC-7721 was
blocked by means of ASODN transfection mediated by
DOTAP liposomal reagent. The changes of survivin protein
and mRNA expression after transfection were assessd by
Western blot and in situ hybridization, respectively. The
apoptotic rate was detected by flow cytometer. The
changes of cell adherent rate, cell growth activity, and the
inhibitory rate of cell growth were also studied.

RESULTS: The expression of survivin protein and mRNA
was decreased markedly after survivin ASODN transfec-
tion (69.59 vs 10.71, and 75.61 vs 22.94, P <0.01).
Meanwhile, the cell adherent rate also decreased markedly
(90.68% vs 33.16%, P <0.01) while the apoptotic rate
increased markedly (0.7% vs 31.35%, P <0.01). The inhibitory
effect on the cell growth could maintain about a week after
transfection, and the highest inhibitory rate could be 71.8%
three days after transfection.

CONCLUSION: Transfection of ASODN targeted to the pro-
motor region of survivin mRNA by DOTAP liposomal
transfection reagent can down-regulate the expression of
survivin protein and mRNA significantly in 7721 cell line and

inhibit the proliferation of cancer cells. survivin may be an
important target in the therapy of hepatocellular carcinoma.

Chen T, Jia YR, Zhao TJ, Yin ZL. Inhibitory effect of antisense oligo-
nucleotide on the expression of survivin gene and proliferation of human
hepatocellular carcinoma cell line SMMC-7721. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(7):1546-1549

摘要
目的: 采用反义寡核苷酸封闭肝癌细胞中survivin基因的表

达，研究其对肝癌细胞生长的抑制作用.

方法: 针对survivin mRNA翻译起始位点设计并合成反义寡

核苷酸(antisense oligonucleotide，ASODN); 采用脂质体

介导 survivin ASODN 转染人肝癌细胞株 SMMC-7721 细

胞，western-blot 及原位杂交方法检测 survivin 蛋白及

mRNA 表达，流式细胞仪检测细胞凋亡率的变化，检测

转染前后细胞贴壁率及细胞生长抑制率变化，绘制细胞生

长曲线.

结果: 脂质体介导 survivin 反义寡核苷酸转染肝癌细胞后

survivin 蛋白及 mRNA 表达分别从 69.59 及 75.61 降低至

10.71 及 22.94，细胞贴壁率从 90.68% 降低至 33.16%，

细胞凋亡率从 0.7% 增加至 31.35%，均有显著差异.  转染

后对细胞生长的抑制作用可以维持大约1 wk，在转染后第

3 d 抑制率最高可达 71.8％.

结论: 脂质体介导转染survivin反义寡核苷酸可以有效降低

细胞内 survivin 基因的表达，诱导细胞发生凋亡，抑制

肝癌细胞生长.

陈涛, 贾玉容, 赵铁军, 尹致良. survivin 反义寡核苷酸对肝癌细胞生长抑制

作用的研究. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1546-1549
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0   引言

目前肝癌的治疗方法主要集中在抑制肝癌细胞增生和
促进肝癌细胞凋亡两个方面[1-14]，由于抑制细胞增生
的方法对正常肝组织也可能造成较大损伤，因此诱导
肝癌细胞凋亡的方法可能更为合理. survivin是新近发现
的一种抑制细胞凋亡蛋白(inhibitor of apoptosis proteins，
IAP)家族成员，仅特异性地表达于肿瘤组织，在正常
成人组织几乎不表达，通过阻断细胞凋亡的发生过程，
在促进肿瘤的发生发展过程中发挥重要的作用[15-25]. 本研
究采用针对 survivin mRNA 设计的 ASODN，通过脂质
体介导转染人肝癌细胞 SMMC-7721 抑制其 survivin 的



表达，并对其对 SMMC-7721 细胞的生长抑制作用进
行了初步研究.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞株 SMMC-7721 为本中心自存，
水浴复苏后调节至 1 × 106/L，接种于 30 mL 培养瓶及
铺有无菌盖玻片的 6 孔培养板，以含 100 mL/L 小牛血
清的 RPMI1640 培养液，置于 37 ℃，50 mL/L CO2 培
养箱中培养，隔日换液，常规培养至 80% 汇片后进行
转染. 硫代磷酸型寡核苷酸由上海生工生物工程公司合
成，序列如下: 反义寡核苷酸(antisense oligonucleotide，
ASODN)序列 5’GGGGCACCCATGCCGCCGCC3’; 正
义寡核苷酸(sense oligonucleotide，SODN) 序列:  5’
GGCGGCGGCATGGGTGCCCC3’. 两条序列均采用硫代
磷酸型，即在合成时用巯基取代寡核苷酸片段磷上的
羟基. 按照 DOTAP 脂质体转染试剂盒(Roche，USA)说
明进行转染.
1.2 方法  根据转染复合物浓度分为 6 组，Ⅰ组: 以无
血清 RPMI1640 培养液代替转染复合物作为空白对照
组; Ⅱ组: 1 000 µg/L SODN 转染照; Ⅲ，Ⅳ，Ⅴ，Ⅵ
组: 400，600，800，1 000 µg/L ASODN 转染组; 每
组设 5 组平行分组，转染进行 2 4  h 后结束转染用
Western-blot 检测 survivin 蛋白的表达. 收集 5 × 106 个
细胞，含 1 mmoL/L PMSF(Merk，USA)的细胞裂解液
裂解细胞，提取总蛋白质，紫外分光光度法蛋白定量.
40 µg 蛋白进行 120 g/L 十二烷基磺酸钠 - 聚丙烯酰胺
(SDS-PAGE)凝胶电泳(Bio-Rad，USA)，以蛋白电泳
转引仪(Bio-Rad，USA)将产物转至 PVDF 膜; 将膜 4 ℃
封闭过夜，TBST 洗膜，加入 1: 1000 羊抗人 survivin
(Santa-Cruz，USA)，4 ℃摇床孵育过夜，TBST 洗膜，
加入 1∶4 000 兔抗羊 IgG/HRP(Santa-Cruz，USA) 室
温孵育 90 min，TBST 洗膜，Lumiglo 化学发光试剂反
应 1 min，X 片暗室曝光，常规显影定影. 图像以 Bio-
Rad 图像分析系统分析，以相应蛋白条带的平均光强
度值表示 p38MAPK 表达的相对强度.
1.2.1 原位杂交检测survivin mRNA的表达  survivin cDNA
载体质粒为 pcDNA3.1(Invitrogen，USA)，按照质粒抽
提纯化试剂盒(上海华舜，中国)说明书将质粒转化、
扩增、抽提、纯化，以内切酶 EcoRI(Gibcol，USA)
将质粒线性化，按 Dig-RNA Labeling Kit (Boehring
Mannheim，German)说明以地高辛标记探针; 细胞铺片
转染结束后，以地高辛标记探针进行杂交，NBT-BCIP

显色液 40 µL 显色，镜下观察，适时终止显色.随机选

择 5 个 200 倍视野，计数细胞总数及染色阳性细胞数，

计算杂交阳性率 =(杂交阳性细胞数 / 总细胞数)×100%.

杂交前用 RNase 100 mg/L，37 ℃ 1 h 预处理细胞片作

阴性对照. 用不含survivin反义cRNA探针的杂交缓冲液

检测作空白对照.

1.2.2 细胞增生活性测定  在 6 孔培养板内进行转染，

转染结束后换新鲜培养液继续培养 24 h 后终止培养，
倒置显微镜下观察细胞生长情况，每孔分别随机计数5
个 20 × 10 倍视野下贴壁细胞数及全部细胞数，根据
公式计算细胞贴壁率(%)=(贴壁细胞数 / 全部细胞数)×
100%. 收集 ASODN 转染后的各组细胞，调整至 1.5 ×
107/L，接种于 96 孔板，每孔 200 µL，每组细胞接
种 5 复孔，共接种 7 板，继续常规培养. 每日取出一
板，弃去培养液，生理盐水漂洗两遍，5 g/L 结晶紫
溶液染色，PBS 冲洗，50 ℃烘干，加入 10 g/L SDS
溶液振荡溶解，酶联免疫仪于 540 nm 读取 A 值. 以 A
值为纵坐标，以时间(d)为横坐标绘制生长曲线. 计算
细胞生长抑制率(%)=［1-(试验组 A 值 / 空白对照组 A
值）］× 100%. 收集 2 × 106 个细胞，预冷的 700 mL/L
乙醇 4 ℃固定 24 h，PBS 洗涤 3 次，细胞重悬于 PBS
0.4 mL 中，加入 5 g/L 的 RNase A 10 µL 37 ℃孵育 1 h，
1 g/L PI 4 ℃染色过夜，流式细胞仪检测凋亡细胞的比
率. Multicycle 软件进行数据处理.
         统计学处理  结果以均数±标准差(mean±SD)表示，
采用SPSS10.0 软件进行χ2 检验、方差分析和q检验分析.

2   结果

2.1 survivin 蛋白和 survivin mRNA 的表达  survivin 蛋
白在人肝癌细胞 SMMC-7721 中高度表达，western blot
检测表明，SODN 转染组较正常对照组无明显变化;
600，800 及 1 000 µg/LASODN 组转染后 survivin 蛋白表达
较正常对照及 SODN 转染组显著降低，其中 1 000 µg/L
组转染结束后survivin蛋白表达仅为空白对照组的15.4%
(图 1，表 1). survivin mRNA 原位杂交产物呈蓝紫色，

图 1  SMMC-7721 人肝癌细胞株 survivin 蛋白的表达 Western-blot
1: 空白对照组; 2: 正义对照组; 3: 400 µg/L ASODN 组; 4: 600 µg/L
ASODN 组; 5: 800 µg/L ASODN 组; 6: 1 000 µg/L ASODN 组.

表 1  survivin ASODN 转染后细胞内 survivin 蛋白及 mRNA 表达的变

化(mean±SD )

分组           蛋白表达           mRNA 表达(%)

空白对照 69.59 75.61 ± 4.05

SODN 70.81 75.46 ± 4.48

400 µg/LASODN 转染 52.72 61.83 ± 3.26

600 µg/LASODN 转染 43.13 53.99 ± 2.82

800 µg/LASODN 转染 25.82 28.21 ± 3.11b

1 000 µg/LASODN 转染 10.71 22.94 ± 2.46b

bP <0.01 vs control.
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在转染后 3 d 细胞生长抑制率最高，其中 1 000 µg/L 组
在转染结束后第 3 d 对肝癌生长抑制率最高可达 71.8%，
其后逐渐缓慢下降，至 7 d 仍可保持一定的生长抑制
作用(图3). 流式细胞仪定量检测凋亡细胞，可见转染后
2 倍体峰(G1 期细胞)减少，G1 峰左侧出现明显的凋亡
峰(亚二倍体峰). 各组细胞凋亡分别为 0.7%，0.8%，
2.4%，7.8%，23.1% 及 31.4%，实验组细胞凋亡均
较对照组有显著增加.

3   讨论

研究发现ASODN可以在转录水平和翻译水平调节相关
基因的表达[26]. 随着 DNA 自动化合成技术的发展，采用
反义技术抑制和封闭特定基因的表达，已经成为研究基
因功能的重要方法以及基因治疗的重要组成部分.我们
设计了一种针对survivin mRNA翻译起始位点的ASODN，
采用脂质体介导转染肝癌细胞 SMMC-7721，以封闭
survivin 基因的表达，并研究了其对肝癌细胞的生长抑
制效应. 由实验结果可见，我们针对 survivin mRNA 翻
译起始位点设计的ASODN能够确实有效地封闭体外培
养的肝癌 SMMC-7721 细胞 survivin 基因的表达，并对
抑制其生长活性具有明显的效果，在转染后 3 d 抑制
活性最高，其后逐渐缓慢下降，至转染后 7 d 仍能保
持一定的抑制活性，表明其药物作用效果具有一定的
可持续性. ASODN通过多种机制产生生物活性，主要与
RNaseH介导的靶mRNA水解，以及由于mRNA-DNA异
源双核酸分子所产生的空间位阻导致翻译停止有关[27].
我们发现，经过survivin ASODN转染后，细胞内survivin
蛋白和 mRNA 的表达都降低，但较小剂量(600 µg/L)的
ASODN 即可引起 survivin 蛋白表达的显著降低，而同
样剂量的ASODN还不足以引起survivin mRNA表达的显
著变化，当采用较大剂量(800 µg/L以上)的ASODN时才
会引起 survivin mRNA 表达的显著降低，说明 survivin
ASODN至少在蛋白翻译及 mRNA 转录两个水平发挥了
作用，其作用的差异可能与 ASODN 的设计有关. 本实
验结果表明，针对 survivin mRNA 翻译起始位点设计
的 ASODN，能够确实有效地封闭 survivin 的表达，在
1 000 µg/L 组，可将 survivin 蛋白的表达下调 84.6%，
将其 mRNA 的表达下调 69.7%，可用于特异性地阻断
survivin 表达以研究其功能并进行反义治疗.

         ASODN是目前最有可能应用于临床的基因疗法[28].

由于 survivin 仅特异性地表达于肿瘤组织，在正常成

人组织几乎不表达，使得应用 survivin 特异性抗体免疫

治疗以及反义 survivin 基因治疗具有良好的靶向性、特

异性及安全性，这是其特有的优点[29-30]. 我们在前期研

究中发现，survivin 在人肝癌组织中的表达与肝癌细胞

的增生凋亡比及分化程度有关，并可作为预后不良的

重要指标[31]. 因此我们进一步研究了封闭survivin的表达

对肝癌细胞的生长抑制作用，结果发现，采用针对

survivin mRNA 翻译起始位点设计的 20 聚 ASODN，在
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主要分布于细胞质内. 经survivin ASODN作用后survivin
mRNA 表达呈逐渐降低的趋势. 统计分析表明，800 及
1 000 µg/L ASODN 组 survivin mRNA 杂交阳性率分别为
28.2 ± 3.1% 和 22.9 ± 2.5%，较正常对照及 SODN 转
染组显著降低(图 2AB，表 1).

图 2  SMMC-7721 人肝癌细胞株 原位杂交× 400. A: survivin mRNA
强阳性. B:转染 survivin ASODN 后 survivin mRNA 明显减弱.

图 3  细胞生长抑制率变化.

2.2 SMMC-7721细胞的增生活性  倒置显微镜下观察，
空白对照以及正义对照组细胞生长良好，接种 4 h 后大
多数细胞已贴壁生长，形状舒展. survivin ASODN 转染后
的细胞贴壁较晚，随时间推移，贴壁细胞减少，24 h
后多数细胞呈悬浮状态. 经survivin ASODN作用后细胞
贴壁率呈逐渐降低的趋势，正义对照组及 400 µg/L 组
细胞贴壁率较空白对照组差异无显著性，但 600，800
及 1 000 µg/L 组细胞贴壁率分别为 74.9 ± 2.1%、51.5 ±
1.5%及33.2±2.0%，较正常对照(90.7±1.9%)及SODN
转染组(90.0 ± 1.2%)显著降低(P <0.05，0.01 和 0.01).
细胞增生活性空白对照以及正义对照组较高，survivin
ASODN 处理后各组细胞增生活性均有不同程度降低，
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其有效地下调survivin mRNA及蛋白的表达的同时细胞
增生活性受到了明显的抑制，经 survivin ASODN 作用后
细胞贴壁率呈逐渐降低的趋势，600、800 及 1 000 µg/
L ASODN组细胞贴壁率较正常对照及SODN转染组显著
降低. 此外，反义药物作用的持续性对于评价药物作
用，特别是对于给药方案具有重要的参考价值. 实验结
果表明 survivin ASODN 转染后的作用具有一定的持续
性，转染结束后各组细胞增生活性均有不同程度降
低，说明采用 ASODN 封闭 survivin 的表达能够确实地
抑制肝癌细胞的增生活性.
        在调控凋亡的基因中，survivin 的抑凋亡作用在肿
瘤发生发展中的作用是十分重要的.我们观察到survivin
ASODN 转染能够抑制肝癌细胞的生长，由于 survivin
主要作为抑凋亡基因在细胞中发挥作用，因此我们进
一步研究了survivin ASODN转染对肝癌细胞的生长抑制
效应是否与诱导细胞凋亡有关.采用流式细胞仪检测凋
亡细胞比率，结果发现随着 survivin ASODN 剂量的增
加，转染后凋亡细胞的比率逐渐增加，较对照组有显著
差异，这也为 survivin基因在肝癌细胞中发挥抑凋亡作
用提供了新的证据.

4     参考文献
1 Shi M, Zhang B, Tang ZR, Lei ZY, Wang HF, Feng YY, Fan ZP,

Xu DP, Wang FS. Autologous cytokine-induced killer cell
therapy in clinical trial phase I is safe in patients with primary
hepatocellular carcinoma. World J Gastroenterol  2004;10:1146-1151

2 Ruzzenente A, Manzoni GD, Molfetta M, Pachera S, Genco B,
Donataccio M, Guglielmi A. Rapid progression of hepatocel-
lular carcinoma after Radiofrequency Ablation. World J
Gastroenterol  2004;10:1137-1140

3 Ouyang GL, Cai QF, Liu M, Chen RC, Huang Z, Jiang RS,
Chen F, Hong SG, Bao SD. Growth arrest and apoptosis of
human hepatocel lular  carcinoma cel ls  induced by
hexamethylene bisacetamide. World J Gastroenterol  2004;10:
954-958

4 Wang TE, Kao CR, Lin SC, Chang WH, Chu CH, Lin J, Hsieh
RK. Salvage therapy for hepatocellular carcinoma with
thalidomide. World J Gastroenterol  2004;10:649-653

5 He C, Lao WF, Hu XT, Xu XM, Xu J, Fang BL. Anti-liver cancer
activity of TNF-related apoptosis-inducing ligand gene and
its bystander effects. World J Gastroenterol  2004;10:654-659

6 Gu S, Liu CJ, Qiao T, Sun XM, Chen LL, Zhang L. Inhibitory
effect of antisense vascular endothelial growth factor 165 eu-
karyotic expression vector on proliferation of hepatocellular
carcinoma cells. World J Gastroenterol  2004;10:535-539

7 Li ZM, Liu ZC, Guan ZZ, Zhu XF, Zhou JM, Xie BF, Feng GK,
Zhu ZY, Jiang WQ. Inhibition of DNA primase and induction
of apoptosis by 3, 3’-diethyl-9-methylthia-carbocyanine io-
dide in hepatocellular carcinoma BEL-7402 cells. World J
Gastroenterol  2004;10:514-520

8 Xiao EH, Li JQ, Huang JF. Effects of p53 on apoptosis and
proliferation of hepatocellular carcinoma cells treated with
transcatheter arterial chemoembolization. World J Gastroenterol
2004;10:190-194

9 凌昌全, 李琦, 刘晓华, 陈庆华, 彭永海, 罗若茵, 黄雪强. 经动脉
灌注蜂毒素 - 聚乳酸 / 羟乙酸微球治疗大鼠肝肿瘤. 世界华人消
化杂志  2003;11:900-903

10 马力, 张月宁. 鸦胆子油乳诱导肝癌细胞凋亡及对相关基因表达
的影响. 世界华人消化杂志  2004;12:559-562

11 Chao JC, Chu CC. Effects of Ginkgo biloba extract on cell

proliferation and cytotoxicity in human hepatocellular carci-
noma cells. World J Gastroenterol  2004;10:37-41

12 Chen XP, He SQ, Wang HP, Zhao YZ, Zhang WG. Expression
of TNF-related apoptosis-inducing Ligand receptors and anti-
tumor tumor effects of TNF-related apoptosis-inducing Ligand
in human hepatocellular carcinoma. World J Gastroenterol  2003;
9:2433-2440

13 Li Y, Shang P, Qian AR, Wang L, Yang Y, Chen ZN. Inhibitory
effects of antisense RNA of HAb18G/CD147 on invasion of
hepatocellular carcinoma cells in vitro. World J Gastroenterol
2003;9:2174-2177

14 Liu ZS, Tang SL, Ai ZL. Effects of hydroxyapatite nanoparticles
on proliferation and apoptosis of human hepatoma BEL-7402
cells. World J Gastroenterol  2003;9:1968-1971

15 Altieri DC. Survivin and apoptosis control. Adv Cancer Res
2003;88:31-52

16 Gazzaniga P, Gradilone A, Giuliani L, Gandini O, Silvestri I,
Nofroni I, Saccani G, Frati L, Agliano AM. Expression and
prognostic significance of LIVIN, SURVIVIN and other
apoptosis-related genes in the progression of superficial blad-
der cancer. Ann Oncol  2003;14:85-90

17 Tomizawa M, Saisho H, Tagawa M. Regulatory regions of
growth-related genes can activate an exogenous gene of the al-
pha-fetoprotein promoter to a comparable degree in human hepa-
tocellular carcinoma cells. Anticancer Res  2003;23:3273-3277

18 Schultz IJ, Kiemeney LA, Witjes JA, Schalken JA, Willems JL,
Swinkels DW, de Kok JB. survivin mRNA expression is el-
evated in malignant urothelial cell carcinomas and predicts
time to recurrence. Anticancer Res  2003;23:3327-3331

19 Pennati M, Binda M, Colella G, Zoppe’ M, Folini M, Vignati S,
Valentini A, Citti L, De Cesare M, Pratesi G, Giacca M, Daidone
MG, Zaffaroni N. Ribozyme-mediated inhibition of survivin
expression increases spontaneous and drug-induced
apoptosis and decreases the tumorigenic potential of human
prostate cancer cells. Oncogene  2004;23:386-394

20 Altieri DC. survivin, versatile modulation of cell division and
apoptosis in cancer. Oncogene  2003;22:8581-8589

21 Altieri DC. survivin in apoptosis control and cell cycle regula-
tion in cancer. Prog Cell Cycle Res  2003;5:447-452

22 Yang JH, Zhang YC, Qian HQ. survivin antisense oligodeoxyn-
ucleotide inhibits growth of gastric cancer cells. World J
Gastroenterol  2004;10:1121-1124

23 Chang Q, Liu ZR, Wang DY, Kumar M, Chen YB, Qin RY. survivin
expression induced by doxorubicin in cholangiocarcinoma. World
J Gastroenterol  2004;10:415-418

24 Zhu XD, Lin GJ, Qian LP, Chen ZQ. Expression of survivin in
human gastric carcinoma and gastric carcinoma model of
rats. World J Gastroenterol  2003;9:1435-1438

25 Lin LJ, Zheng CQ, Jin Y, Ma Y, Jiang WG, Ma T. Expression of
survivin protein in human colorectal carcinogenesis. World J
Gastroenterol  2003;9:974-977

26 Opalinska JB, Gewirtz AM. Therapeutic potential of antisense
nucleic acid molecules. Sci STKE  2003;2003:pe47

27 Holmlund JT. Applying antisense technology: Affinitak and
other antisense oligonucleotides in clinical development. Ann
NY Acad Sci  2003;1002:244-251

28 Alama A, Barbieri F, Cagnoli M, Schettini G. Antisense oligo-
nucleotides as therapeutics agents. Pharmacol Res  1997;36:
171-178

29 Olie RA, Simoes-Wust AP, Baumann B, Leech SH, Fabbro D,
Stahel RA, Zangemeister Wittke U. A novel antisense oligo-
nucleotide targeting survivin expression induces apoptosis
and sensitizes lung cancer cells to chemotherapy. Cancer Res
2000; 60:2805-2809

30 Chen J, Wu W, Tahir SK, Kroeger PE, Rosenberg SH, Cowsert
LM, Bennett F, Krajewski S, Krajewska M, Welsh K, Reed JC,
Ng SC. Down-regulation of survivin by antisense oligonucle-
otides increases apoptosis, inhibits cytokinesis and anchor-
age-independent growth. Neoplasia  2000;2:235-241

31 陈涛, 贾玉容, 田伏洲, 蔡忠红, 李广阔. 肝癌组织中 survivin 蛋白
表达的意义. 世界华人消化杂志  2003;11:411-414

陈涛, 等. survivin 反义寡核苷酸对肝癌细胞生长抑制作用的研究                                                  1549



World Chin J Digestol  2004 July;12(7):1550-1554
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 大肠癌 COLORECTAL CANCER •

三氧化二砷诱导人类大肠癌细胞凋亡的分子机制

刘   琳, 邱少敏, 赵   伟, 夏海鸣, 秦叔逵, 陈惠英

刘琳, 东南大学附属中大医院肿瘤科  江苏省南京市  210009
邱少敏, 赵伟, 夏海鸣, 南京市肿瘤医院内科  江苏省南京市  210003
秦叔逵, 陈惠英, 中国人民解放军 81 医院全军肿瘤中心
江苏省南京市  210002
刘琳, 女, 1970-12-21 生, 江苏省无锡市人, 汉族, 1999 年南京中医药大学
硕士, 主治医师.
南京市医学科技发展专项资金资助, No.ZKG0018
项目负责人: 刘琳, 210009, 江苏省南京市丁家桥 87 号, 东南大学附属中大
医院肿瘤科.  wenyu811@sohu.com
电话: 025-83272036
收稿日期: 2004-02-11    接受日期: 2004-03-18

Molecular mechanism of arsenic
trioxide inducing apoptosis in human
large intestinal carcinoma cell line

Lin Liu, Shao-Ming Qiu, Wei Zhao, Hai-Ming Xia, Shu-Kui Qin,
Hui-Ying Chen

Lin Liu, Department of Oncology, Zhongda Hospital of Southeast
University, Nanjing 210009, Jiangsu Province, China
Shao-Ming Qiu, Wei Zhao, Hai-Ming Xia, Department of Oncology, Nanjing
Municipal Tumor Hospital, Nanjing 210003, Jiangsu Province, China
Shu-Kui Qin, Hui-Ying Chen, Tumor Center of Chinese PLA, 81 Hospital
of PLA, Nanjing 210002, Jiangsu Province, China
Supported by the Municipal Medical Foundation of Nanjing, No. ZKG0018
Correspondence to: Lin Liu, Department of Oncology, Zhongda Hos-
pital of Southeast University, Nanjing 210009, Jiangsu Province, China.
wenyu811@sohu.com
Received: 2004-02-11    Accepted: 2004-03-18

Abstract
AIM: To study the possible apoptosis-inducing effect of
arsenic trioxide (As2O3) on the different types of human large
intestinal carcinoma cell, and its molecular mechanisms.

METHODS: As2O3’s action on the cell growth, apoptosis,
periodic return and the expression of related genes of the
two human large intestinal carcinoma cell lines LoVo and
CoLo-320 in vitro was observed by MTT assay, acridine
orange (AO)/ethidiumbromide (EB) flurescent staining,
electron microscopy detection, DNA gel electrophoresis,
flow cytometry, and immunohistochemical staining.

RESULTS: After treated by As2O3 at different concentration
(0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/L) for various times (24, 48, 72 h),
the human large intestinal carcinoma cell LoVo and CoLo-
320 showed strongly inhibitory effect on growth (P <0.05)
and also the cells showed typical morphological and bio-
chemical characteristic changes of apoptosis, with bcl-2
gene expression down-regulated, and bax and Fas  gene
expression up-regulated (P <0.01).

CONCLUSION: As2O3 has significant apoptosis-inducing effect
on large intestinal carcinoma cells, which is regulated by
several genes.

Liu L, Qiu SM, Zhao W, Xia HM, Qin SK, Chen HY. Molecular mecha-
nism of arsenic trioxide inducing apoptosis in human large intestinal
carcinoma cell line. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1550-1554

摘要
目的: 明确三氧化二砷(As2O3)注射液对人类大肠癌细胞株的

诱导凋亡作用，并探讨其分子机制.

方法: 采用四甲基偶氮唑蓝(MTT)比色法、AO/EB 荧光染

色法、透射电镜观察、DNA 电泳、流式细胞术法及免

疫组化等方法，系统地观察了As2O3注射液对体外培养的

人类大肠癌细胞株 LoVo 和 CoLo-320 的生长活力、细胞

凋亡、细胞周期及其相关基因表达的影响.

结果: 用不同浓度(0.5，1.0，2.0，4.0 mg/L) As2O3 作用

LoVo 和 CoLo-320 细胞不同时间(24，48，72 h)，均

能显著抑制其生长(P <0.05)，用药后诱导其出现了典型的

细胞凋亡的形态学和生化学改变，癌细胞Bcl-2基因表达

明显下降，Bax和 Fas 基因表达显著增强(P <0.01).

结论: As2O3注射液对人类大肠癌细胞具有显著的诱导凋亡

作用，这一作用受到多种基因的调控，即 Bcl-2 基因表

达下调，Bax 和 Fas 基因表达上调.
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0   引言

三氧化二砷(As2O3，亚砷酸)注射液治疗急性早幼粒细
胞白血病(APL)，取得了令世人瞩目的进展[1-6]. As2O3 注
射液治疗实体瘤的作用受到了广泛重视[7-15] . 我们发现
As2O3 注射液具有抗肝癌作用，并对其作用机制进行
了深入研究，结果令人鼓舞[16-23]. 为进一步拓展该药治
疗消化系统恶性肿瘤的适应证，我们采用不同种类人
结肠腺癌细胞株LoVo和CoLo-320作为对象，研究As2O3

注射液的抗大肠癌作用.

1   材料和方法

1.1 材料  人结肠腺癌细胞株 LoVo 和 CoLo-320，均
引自中国科学院上海细胞生物研究所细胞库. 用含100
mL/L 小牛血清的 RPMI1640 培养液传代培养，当细胞
生长活力良好时使用. 1 g/L As2O3 溶液，即亚砷酸注射
液，国药准字 X19990191，哈尔滨伊达药业公司产品.
使 用 时 以 R P M I 1 6 4 0 培 养 液 稀 释 至 所 需 浓 度 .
RPMI1640 培养液，含 100 mL/L 新生小牛血清和青、
链霉素各 1× 105 u/L. 四甲基偶氮唑蓝(MTT)，购自Fluka
公司，用 PBS 溶液将其稀释至 5 g/L，压滤除菌，4 ℃



避光保存. 蛋白酶K和RNase A均购自德国宝灵曼公司.
鼠抗人 Bcl-2、Bax 和 Fas mAb，为福州迈新生物技术
开发公司产品.
1.2 方法  MTT 法测定细胞抑制率. 将密度为 2 × 107/L 细
胞接种于40孔细胞培养板中，待细胞贴壁后分别加入不
同浓度的药物，设复孔和对照孔，置37 ℃，50 mL/L 5%
CO2 条件下培养至预定时间，每孔加入 MTT30 µL，继
续培养 4 h，加 0.02 moL/L 盐酸异丙醇 100 µL/ 孔，振
荡混匀，于酶联仪波长570 nm处测出各孔吸光度A值，
按下式计算细胞生长抑制率: 细胞抑制率=(1- 给药孔平
均 A 值 / 对照孔平均 A 值)× 100%. AO/EB 荧光染色法:
分别计数活细胞数(VN)、早期凋亡细胞(VA)、晚期凋亡
细胞(NVA)、和死亡细胞(NVN)，细胞凋亡率按以下公式
计算: 细胞凋亡率 =[(VA+NVA)/(VN+VA+NVA+NVN)]×
100%. 收集实验组和对照组细胞，按常规透射电镜制样
方法固定、包埋和染色，于 H-300 型透射电镜下观
察并拍照. 取6×106 细胞加入细胞裂解液悬起细胞，加
入 100 g/L SDS 100 µL，2.5 kg/L 蛋白酶 K10 µL，55℃
保温 1 h，再加入无 DNase 活性的 RNaseA10 µL (1 kg/L )，
37℃保温 1 h，再加入等体积的饱和酚 / 氯仿 / 异戊醇
(25∶24∶1)抽提 2 次，再用氯仿 / 异戊醇抽提 1 次，
加入二倍体积的无水乙醇，1/10 体积 3 moL/L 醋酸钠，
置于 -20 ℃ 1 h，用 80% 乙醇清洗一次，真空干燥，
加入 TE 缓冲液 60-100 µL. 取样品 20 µL 加入上样缓冲
液 2 µL，进行 15 g/L 琼脂糖凝胶电泳. 收集 1 × 106 细
胞乙醇固定，离心去掉上清，加 RnaseA200 µL 37 ℃
水浴 30 min，再加入 PI 染色液 800 µL 混匀，至 4 ℃
避光 30 min，上机测试(美国 Becton Dickinson 公司产
品)，所用软件为ModFIT和CELLQUEST. 免疫组化按链
霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶(SP)免疫组化染色试剂盒
说明书操作. 结果判断标准: 阳性细胞为胞质内、胞核
和胞膜上显示棕色均匀颗粒. 按阳性细胞数和染色强度
分为: -(阳性细胞数<5%)，+(阳性细胞数占 5-25%，
胞质呈浅棕色)，++(阳性细胞数占 25-50%，胞质呈棕
色颗粒状)，+++(阳性细胞数>50%，胞质呈深棕色颗粒
状，染色较深).
        统计学处理  采用t 检验和χ2检验进行显著性检验.

2   结果

2.1 结肠癌细胞的生长  应用 As2O3 后，结肠癌细胞的

生长受到不同程度抑制，其抑制作用随药物浓度增加

和作用时间延长而增强. 用不同浓度As2O3作用LoVo和

CoLo-320细胞相同时间以及相同As2O3 浓度处理不同时

间的细胞抑制率相比，均有明显差异(P <0.05，图 1-2).

2.2 AO/EB 荧光染色法  经不同浓度 As2O3 作用不同时

间后，于荧光显微镜下均可观察到LoVo和CoLo-320细

胞出现典型的细胞凋亡形态学改变，主要表现为早期

凋亡细胞核染色质着绿色并呈固缩状或碎片状，晚期

凋亡细胞核染色质着橘色并呈固缩状或碎片状. 半定量

计数结果表明，As2O3 能有效地诱导两株人大肠癌细胞
凋亡，其诱导凋亡作用与药物亦呈明显的量效与时效
关系(P <0.05，图 3-6).

图 1  三氧化二砷对 LoVo 细胞生长的抑制作用.

图 2  三氧化二砷对 CoLo 细胞生长的抑制作用.

图 3  三氧化二砷对 LoVo 细胞的诱导凋亡作用.

图 4  三氧化二砷对 CoLo-320 细胞的诱导凋亡作用.
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图 5  荧光显微镜下观察(× 400 倍), 2 mg/L As2O3 作用 48 h 后的 LoVo
细胞. a: 活细胞; b: 晚期凋亡细胞.

图 6.  荧光显微镜下观察( × 400 倍)，2mg/LAs2O3 作用48h 后的 Colo-
320 细胞， a: 晚期凋亡细胞

图 7  透射电镜下观察( × 7500 倍), 1 mg/L As2O3 作用 48 h 后的 LoVo
细胞, 细胞凋亡, 可见核固缩聚集于核膜内侧呈新月状.

图8  透射电镜下观察(×7 500倍), 1 mg/L As2O3 作用48 h后的CoLo-
320 细胞, 细胞凋亡, 可见核固缩聚集于核膜内侧呈团块状.

2.3 透射电镜观察  经 As2O3 作用后部分 LoVo 和 CoLo-
320 细胞出现细胞皱缩，胞质浓缩，可见胞质起泡及
凋亡小体形成，细胞核固缩，核内染色质聚集于核膜

内侧呈团块或新月状，细胞表面微绒毛减少，甚至消
失; 未加药组细胞胞膜完整，表面微绒毛丰富，细胞
器结构正常，核仁较大，可见有多个核仁，染色质
均匀，常染色质丰富(图 7-8).
2.4 DNA凝胶电泳分析  不同浓度的As2O3 作用LoVo和
CoLo-320 细胞 48 h 后，细胞 DNA 在琼脂糖凝胶电泳
上出现明显的DNA梯状降解，而未加药组细胞 DNA无
此现象(图 9).

图 9  DNA 电泳分析. 1: 1 mg/L As2O3 作用 48 h 后的 LoVo 细胞; 2: 2 mg/L
As2O3 作用 48 h 后的 LoVo 细胞; 3: 1 mg/L As2O3 作用 48 h 后的 CoLo-
320 细胞; 4: 2 mg/L As2O3 作用 48 h 后的 CoLo-320 细胞; 5: Standard
molecular weight; 6: LoVo 细胞对照组; 7: CoLo-320 细胞对照组.

2.5 流式细胞术分析  As2O3 作用 LoVo 和 CoLo-320 细胞
不同时间后，在流式细胞仪 DNA 组方图上，各组均可
见凋亡细胞呈特征性的亚二倍峰(凋亡峰)，细胞周期分
布显示2 mg/L As2O3作用24-72 h可使LoVo和CoLo-320
细胞生长阻滞于 S 期(表 1).

表 1  2 mg/L As2O3 对 LoVo 和 CoLo-32 细胞周期的影响(%)

细胞 G0/G1            S            G2/M

LoVo 对照 57.44         25.92 16.64

用药        24 h 40.13         47.30 12.57

       48 h 53.32         31.52 15.17

       72 h 48.46         34.83 16.71

CoLo-320 对照 53.76         28.37 17.87

用药        24 h 46.10         39.49 14.41

       48 h 38.22         42.13 19.65

       72 h 44.21         43.19 12.60

图 10  LoVo 细胞经 2 mg/L As2O3 处理 48 h 后 Bcl-2 蛋白表达(-),
SP × 200.
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2.6 免疫组化分析  经 2 mg/L As2O3 处理人肠癌 LoVo 和
CoLo-320 细胞 48 h 后，其 Bcl-2 基因表达明显下降，
Bax 和 Fas 基因表达显著增强(表 2 和图 10-15).

图 15  CoLo-320 细胞经 2 mg/L As2O3 处理 48 h 后 Fas 蛋白表达(+),
SP × 200.

3   讨论

恶性肿瘤的发生发展与凋亡调节紊乱密切相关[24-26]. 抗

肿瘤药物的疗效不仅取决于他们对靶细胞的杀伤作用，
也取决于其诱导凋亡作用，不少药物都是通过诱导或增
强肿瘤细胞的凋亡发挥抗癌作用的，寻找高效低毒的肿
瘤细胞凋亡诱导剂已成为肿瘤治疗的新思路[27-30]. 三氧化
二砷(As2O3)是一种良好的急性早幼粒细胞白血病(APL)
细胞凋亡诱导剂[1-2, 4]，而且 As2O3 对多种实体瘤细胞亦
有良好的诱导凋亡作用[8, 10-11, 13-14, 17]. 进一步探索As2O3治
疗实体瘤，尤其是对化疗抗拒的大肠癌的可能性实属
必要. 我们发现，两株人大肠癌细胞经 As2O3 处理后，
在荧光显微镜下观察到典型凋亡细胞出现，并呈量效
和时效特点，凋亡细胞核呈固缩状或碎裂状; 透射电镜
观察，可见细胞皱缩，胞质浓缩，染色质聚集于核膜内
侧呈团块状或新月帽状，可见质膜起泡及凋亡小体形
成; 细胞 DNA 在琼脂糖凝胶电泳上出现明显梯形条带
(ladder); 在 DNA 组方图上可见凋亡峰. 以上结果证明，
As2O3 可有效诱导人类大肠癌细胞凋亡. 经 As2O3 作用
后，通过对两株人大肠癌细胞生长活力和诱导凋亡情

图 11  LoVo 细胞经 2 mg/L As2O3 处理 48 h 后 Bax 蛋白表达(+), SP × 200.

表 2  As2O3 对 LoVo 细胞 Bcl-2、Bax 和 Fas 蛋白表达的影响

  Bcl-2                       bax  Fas
用药情况        标本数(片)

- +         ++        +++     -           +         ++        +++           -           +         ++        +++

LoVo 用药前 6 0 0 1 5     6      0      0       0         4          2         0         0

用药后 6 6 0 0 0     0      0      1       5         0          0         1         5

CoLo-320 用药前 6 0 0 0 6     4      2      0       0         5          1         0         0

用药后 6 6 0 0 0     0      0      0       6         0          0         2         4

bP <0.01 vs 用药前.

图 12  LoVo 细胞经 2 mg/L As2O3 处理 48 h 后 Fas 蛋白表达(+), SP × 200.

图 13  CoLo-320 细胞经 2 mg/L As2O3 处理 48 h 后 Bcl-2 蛋白表达
(-), SP × 200.

图 14  CoLo-320 细胞经 2 mg/L As2O3 处理 48 h 后 bax 蛋白表达(+),
SP × 200.
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况的动态观察，我们发现药物作用细胞后 0-72 h 内，
细胞抑制率一直随时间的延长而增强，而细胞凋亡率
却在 48 h 达到高峰后开始下降，这提示我们 As2O3 引
起的人大肠癌细胞死亡是非典型死亡，即凋亡和坏死
现象共存，As2O3 在诱导人大肠癌细胞凋亡的同时也发
挥了一定的细胞毒作用; 药物作用 48 h 后，细胞抑制
率与细胞凋亡率成负相关的另一可能原因是在凋亡后
期发生继发性的细胞膜改变而成为继发性坏死.
       凋亡是一种受基因调控的细胞主动死亡过程，目前
认为与肿瘤细胞凋亡相关的基因主要有Bcl-2基因家族、
P53基因、apo-1/fas基因和c-myc基因等[31]. 本研究表明，
LoVo 和 CoLo-320 细胞 Bcl-2 大量表达，同时伴有 Bax
和 Fas 基因的杂合性缺失，而经 As2O3 处理后，明显下
调 Bcl-2 基因的表达，增强 Bax 和 Fas 基因表达，使
Bcl-2/Bax比值减少，这应是As2O3诱导LoVo和CoLo-320
细胞凋亡的分子机制之一. 此外，流式细胞术研究结果发
现，经 As2O3 处理后，两株大肠癌细胞周期分布与对照
细胞明显不同，As2O3改变了大肠癌细胞的周期分布，使
S期细胞所占比例升高. As2O3作用的这一细胞动力学特性
提示该药可能为细胞周期特异性药物，这与以往多位
作者的研究结果基本一致[17].
        总之，As2O3 在体外对上述不同种类两株人大肠癌
细胞株均有显著的抑制作用，这种作用与诱导细胞凋
亡密切相关，并具有量效性、时效性和周期特异性，其
作用机制可能与下调抑凋亡基因Bcl-2表达，增强促凋
亡基因 Bax 和 Fas 表达及细胞周期阻滞有关. 本研究为
临床上应用As2O3治疗人类大肠癌和其他恶性肿瘤提供
了可靠实验依据.
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Abstract
AIM: To investigate the transactivating effect of HCV NS3
protein on TXNRD1 gene promoter and the molecular bio-
logical mechanisms of HCV NS3 protein in HCV pathogeneicity.

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR) technique
was employed to amplify the coding sequence of TXNRD1
promoter from HepG2 genomic DNA, and the product was
subcloned into pCAT3-Basic by Kpn I and Xho I, named
pCAT3-TXNRD1p. pCAT3-TXNRD1p was transfected into
the hepatoblastoma cell line HepG2, then cotransfected
with pcDNA3.1(-)-NS3 by FuGENE 6 transfection reagents.
The HepG2 cells transfected with pCAT3-Basic was used
as negative control. The activity of CAT in HepG2 cells trans-
fected was detected by an ELISA kit after 48 hours, which
reflected the transactivating function of HCV NS3 protein
to TXNRD1 gene promoter.

RESULTS: The expression vector pcDNA3.1(-)-NS3 and
report vector pCAT3-TXNRD1p were constructed and con-
firmed by restriction enzyme digestion and sequencing.

The expression of CAT in HepG2 cells co-transfected with
pCAT3-TXNRD1p and pcDNA3.1(-)-NS3 is 9 times as higher
as that of pCAT3-Basic, and twice as higher as that of
pCAT3-TXNRD1p.

CONCLUSION: HCV NS3 protein can transactivate TXNRD1
promoter, and therefore up-regulate the expression of
TXNRD1 gene.

Ji D, Cheng J, Guo J, Dong J, Wang JJ, Liu Y. Hepatitis C virus NS3
protein up-regulates expression of thioredoxin reductase 1 gene. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1555-1558

摘要
目的: 探讨丙型肝炎病毒(HCV)非结构蛋白NS3对硫氧还蛋

白还原酶1(TXNRD1)启动子转录的激活作用.

方法: 以HCV非结构蛋白NS3反式调节基因的基因表达谱

芯片结果为基础，利用生物信息学技术确定TXNRD1的启

动子区域(TXNRD1p)，聚合酶链反应(PCR)扩增TXNRD1p，

克隆至真核报告载体 pCAT3-Basic 中，构建 pCAT3-

TXNRD1p报告载体; 以该质粒转染肝癌细胞系HepG2细胞

系，用酶联免疫黏附法(ELISA)检测氯霉素乙酰转移酶

(CAT)的表达活性; 并与 pcDNA3.1(-)-NS3共转染HepG2

细胞系，用 ELISA 法检测 CAT 的表达活性.

结果: 成功获得TXNRD1启动子的正确克隆. CAT3-TXNRD1p

和pcDNA3.1(-)-NS3瞬时转染的HepG2细胞的CAT表达

活性是pCAT3-Basic空载体的9倍，pCAT3-TXNRD1p的

2.0倍，进一步验证了利用基因表达谱技术研究HCV NS3

蛋白反式激活作用的结果.

结论: TXNRD1启动子有顺式激活下游基因的活性; HCV的

NS3蛋白具有对TXNRD1的反式激活作用.

纪冬, 成军, 郭江, 董菁, 王建军, 刘妍. 丙型肝炎病毒非结构蛋白NS3上调硫

氧还蛋白还原酶 1 基因的表达. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1555-1558

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1555.asp

0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)的感染是严重的医学和社会经济学
问题[1-10]. HCV 为单股正链 RNA 病毒，具有一个大的开
放阅读框(ORF)，编码约 3 010 个氨基酸(aa)的多聚蛋
白前体，这个蛋白前体通过宿主和病毒蛋白酶的裂解
作用产生至少10个蛋白[11-12]. 其中NS3蛋白具有丝氨酸
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蛋白酶、三磷酸核苷酶 (NTPase) 和解旋酶(helicase) 的
功能，在 HCV 多聚蛋白的成熟和病毒复制过程中发挥
重要作用，并且对于宿主多种基因具有反式激活作
用，影响了细胞的功能，诸如细胞增生、凋亡，甚
至是 HCV 致癌作用[13-19]. 我们采用分子克隆技术构建
TXNRD1 基因启动子的真核报告载体和 HCV NS3 基因
的真核表达载体，瞬时转染 HepG2 细胞系的结果表
明，克隆得到的 TXNRD1 启动子具有启动子活性; HCV
NS3 蛋白可以激活 TXNRD1 启动子，使下游的 CAT 基
因的表达增强，为研究 NS3 蛋白的生物学功能，特别
是他的反式激活作用提供新的线索.

1   材料和方法

1.1 材料  重组表达载体pcDNA3.1(-)-NS3为本室构建，
人肝母细胞瘤细胞系 HepG2 细胞及大肠杆菌 JM109 菌
株为本室保存. Tag DNA聚合酶、T4 DNA连接酶及限制
性内切酶均购自 Takara 公司.质粒 DNA提取试剂盒，中
间载体 pGEM-T 及报告质粒 pCAT3-Basic 均购自
Promega公司; CAT-ELISA检测试剂盒及质粒DNA转染
试剂盒购自 Roche 公司. 玻璃奶纯化试剂盒购自博大公
司. 其他生化试剂购自 Sigma 公司.
1.2 方法

1.2.1 TXNRD1 启动子的结构分析及聚合酶链反应扩增

根据 GenBank 中 TXNRD1 以及其启动子的基因序列[20]，
确定 TXNRD1 的翻译起始点(ATG)，选取其上游 -1 057
至-122 bp为目的片段，设计并由上海博亚公司合成引
物，在上下游引物的 5’- 端分别加上 Kpn I 和 Xho I. 上
游引物: 5’-GGT ACC AGC TGG AGT TAA AAG ACA
CTC TGA G-3’，下游引物: 5’-CTC GAG TCA GAC ACG
CCT TAA AAT ATC TTC C-3’. 以 HepG2 细胞基因组为
模板，进行聚合酶链反应(PCR)反应(PE9600 PCR 仪)，
扩增条件: 94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 1 min，62 ℃
退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，循环 35 次后，72 ℃
保温10 min. PCR产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳，切胶，
玻璃奶法回收纯化.
1.2.2 pCAT3-TXNRD1p 的瞬时转染及报告基因 CAT

活性检测  回收产物在 T4 DNA 连接酶的作用下，与
pGEM-T 载体连接，转化大肠杆菌 JM109 感受态细胞，
挑取在选择平皿(Amp，X-gal/IPTG)生长的白色菌落提
取质粒，经酶切(Kpn I/Xho I)鉴定. Kpn I/Xho I双酶切重
组质粒 pGEM-T-TXNRD1p，玻璃奶纯化回收酶切产
物，定向克隆至 pCAT3-Basic 载体，构建成重组质粒
pCAT3-TXNRD1p，经酶切及 DNA 测序鉴定(上海博
亚公司). 磁珠法提取质粒以备转染. HepG2细胞系在含
100 mL/L 胎牛血清的 DMEM 中培养. 于 35 mm 平皿中

生长至 50%-80%融合时采用脂质体转染法，具体转染

方法参照 FuGENE6 Transfection Reagent 说明书进行，

pCAT3-TXNRD1p转染剂量为1 µg. 设置pCAT3-Basic(1  µg)

为阴性对照组，pCAT3-promoter (1 µg)为阳性对照组，

转染 24 h 后收获细胞，用于 CAT 活性检测以验证所克
隆的片段具有启动子活性. 选用不同剂量的重组报告质粒
pCAT3-TXNRD1p (0.029，0.044，0.059，0.088，0.117  µg)
分别转染 HepG2 细胞，设置 pCAT3-Basic(1 µg)为阴性
对照组，转染 24 h 后收获细胞，检测 CAT 含量，并绘
制效量 - 效应曲线图.  根据剂量曲线，选择恰当的
pCAT3-TXNRD1p 剂量(0.029 µg)与 pcDNA3.1(-)-NS3
(1 µg)以脂质体法共转染 HepG2 细胞系.设置 pCAT3-
Basic(1 µg)为阴性对照组，pCAT3-TXNRD1p(0.029 µg)为
阳性对照组，转染24 h后收获细胞. 收集细胞裂解液，用
于 CAT 活性检测. 所有实验严格平行操作. 取 1.0  µg/L 的
CAT 标准品(试剂盒提供)及细胞裂解液 200 µL，加入已
包被抗体的 96 孔板中，37 ℃温育 1 h，再依次加入第一
抗体(地高辛标记的抗-CAT)、第二抗体(耦联有过氧化物
酶的地高辛抗体抗 -DIG-POD)各 200 µL，37 ℃温育 1 h
后，加入过氧化物酶的底物室温显色20 min. 用酶标仪检
测标本在415 nm检测波长，490 nm参考波长下的吸光度
(A)值，其数值反映细胞提取物中的 CAT 表达水平.

2   结果

2.1 pCAT3-TXNRD1p重组质粒的构建  利用自行设计的
引物成功扩增出 TXNRD1 的基因启动子序列，经 10 g/
L 琼脂糖凝胶电泳分析显示扩增片段约 950 bp，与预期
片段符合(图 1). 将扩增产物与 pGEM-T 载体连接，双酶
切鉴定，10 g/L琼脂糖凝胶电泳分析显示两条带(3 000 bp
的 pGEM-T 载体和 937 bp 的 TXNRD1 启动子 DNA 片
段)，与预期一致(图 2). 将双酶切产物与 pCAT3-Basic
载体连接，双酶切鉴定如图 3 所示(4 000 bp 的 pCAT3-
Basic 载体和 937 bp 的 TXNRD1p DNA 片段)，DNA 测序
结果和 GenBank 中 TXNRD1 启动子的基因序列完全一
致. 图 4 为 pCAT3-TXNRD1p 质粒结构图.

图 1  以 HepG2 基因组 DNA 为模板, PCR 扩增 TXNRD1 启动子序列.

图 2  pEGM-T-TXNRD1p 双酶切鉴定(Kpn I/Xho I).

947 bp

2 000 bp
1 000 bp

937 bp

5 000 bp

1 000 bp

T-TXNRD1p
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图 3  pCAT3-TXNRD1p 双酶切鉴定(Kpn I/Xho I).

图 4  pCAT3-TXNRD1p 质粒结构图.

图 5  pCAT3-TXNRD1p 转染 HepG2 细胞 CAT 表达.

2.2 pCAT3-TXNRD1p 重组质粒的瞬时转染及报告基

因 CAT 的表达  将重组质粒 pCAT3-TXNRD1p 转染
HepG2 细胞，CAT ELISA 检测吸光度，空载体对照组
pCAT3-Basic 的吸光度为 0.050，阳性对照组 pCAT3-
promoter 为 0.675，pCAT3-TXNRD1p 为 2.310(图 5)，表
明 pCAT3-TXNRD1 具有很强的启动子活性. 由于
pCAT3-TXNRD1p 1 µg 转染剂量时其上调 CAT 表达很
强，故将原液稀释 30 倍后分别取用 2，3，4，6，8  µL
进行转染，转换为质量数为0.029，0.044，0.059，0.088，
0.117 µg，以获得较好的曲线关系，其 CAT 吸光度值
分别为: 0.162，0.189，0.201，0.220，0.250(图 6)，说明
TXNRD1启动子的顺式激活效应具有剂量依赖性. 选择
恰当的 pCAT3-TXNRD1p 剂量(0.029 µg)与 pcDNA3.1
(1)-NS3(1 µg)重组质粒共转染HepG2细胞及检测CAT的
表达. pCAT3-Basic的CAT的吸光度值为0.010，pCAT3-
TXNRD1p 的 CAT 的吸光度值为 0.044，共转染 pCAT3-

TXNRD1p/pcDNA3.1(-)-NS3 的吸光度值为 0.090，较实
验对照质粒明显升高，是pCAT3-Basic空载体的9.0倍，
是 pCAT3-TXNRD1p 的 2.0 倍，说明 HCV NS3 蛋白对
TXNRD1基因启动子有反式激活作用，使其下游CAT基
因的表达增强(图 7).

图 6  pCAT3-TXNRD1p 的效量曲线.

图 7  pCAT3-TXNRD1p 与 pcDNA3.1(-)-NS3 共转染 HepG2 后 CAT
表达. 1:  pCAT3-Basic;  2:  pCAT3-TXNRD1p; 3:  pCAT3-
TXNRD1p+pcDNA3.1(-)-NS3.

3   讨论

哺乳类硫氧还蛋白(Trx)通过TXNRD还原后参与了脱氧
核糖核苷酸的合成，转录因子氧化还原作用的调控，
过氧化物的还原以及凋亡的调控. Trx的氧化状态非常的
重要，TXNRD 的活性对于细胞增生或者是免疫性疾病
非常重要. TXNRD是一类含有硒代半胱氨酸的氧化还原
酶，以二聚体的形式存在. TXNRD 酶的羧基(C)- 末端
的-甘氨酸-半胱氨酸-硒代半胱氨酸-甘氨酸-COOH
序列形成了一个硫化硒/巯化硒氧化还原活性域，这个
结构域可以接受来自于氨基(N)-末端的-半胱氨酸-缬
氨酸 - 天门冬酰胺 - 缬氨酸 - 甘氨酸 - 半胱氨酸基序所
提供的电子，从而调节其下游的多种细胞内的氧化还
原敏感的蛋白[21-23]，包括凋亡信号调节激酶 1，亚砜
蛋氨酸还原酶以及一些转录因子. 最近的研究表明哺乳
类共有 3 种类型的 TXNRD，他们分别是位于所有细胞
胞质内的TXNRD1，位于线粒体的TXNRD3和只存在于
睾丸的 TGB[24]. TXNRD1 和其底物硫氧还蛋白 1(Trx1)组
成了一个氧化还原系统，TXNRD1 促进了 Trx1的还原，
调节氧化应激，还影响了细胞信号转导途径，如核因子
NF-κ B、蛋白酪氨酸磷酸酶(PTP)和抗氧化物酶等.
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TXNRD1 具有重要的抗氧化和氧化还原调节作用，他
的mRNA水平是通过AUUUA基序(AU-富含元件AREs)
在转录后进行调整的[25-27]. 这里我们克隆并鉴定了947 bp
的TXNRD1近端启动子，其核心启动子GC含量高而缺
少 TATA 和 CCAAT 盒，通过实验证明所得到的序列具
有很强的启动子活性.
        HCV NS3 蛋白对细胞信号转导途径，尤其是血清
应答元件(SRE)、激活蛋白1(AP-1)、血清应答因子(SRF)
等信号转导途径具有增强作用. Sakamuro et al 研究显
示，NS3 cDNA 能够使转染的小鼠成纤维细胞 NIH 3T3
具有转化特性，且转化细胞移植入裸鼠体内可形成纤
维肉瘤灶，直接证明了 HCV NS3 蛋白的恶性转化潜能.
NS3还可能通过解旋酶活性诱导肝细胞基因组的不稳定
性，甚至发生突变. 另外，NS3 能与蛋白激酶 A(PKA)
催化亚单位特异结合，可能干扰 RNA 与细胞内信号转
导过程，严重干扰细胞正常功能. 刘妍 et al [28]研究表
明 NS3 基因重组表达载体在 HepG2 细胞中表达相应的
蛋白，对 SV40 早期启动子具有反式激活作用，从而使
SV40 启动子下游的 CAT 基因表达增强. 这些都是 HCV
NS3通过反式激活作用对于靶细胞中细胞周期调节机制
干扰的结果，说明 HCV NS3 蛋白的反式激活功能在
HCV 致病中发挥重要的作用.
        我们运用基因表达谱芯片技术进一步研究了NS3蛋
白反式激活作用的靶基因，发现NS3蛋白可上调TXNRD1
基因的表达. 为了验证NS3蛋白对TXNRD1的反式激活作
用，根据 GenBank 中 TXNRD1 及其启动子的序列，确定
TXNRD1 的转录起始点，选取其上游 -1057 至 -122 bp
序列进行克隆，并构建含报告基因CAT的重组质粒，结
果发现 NS3 蛋白对 TXNRD1 的表达确有激活作用，证
实了基因表达谱芯片的结果. 而且TXNRD1的多种功能
使得NS3蛋白的功能也变得更加的复杂，说明了其在宿
主细胞内涉及了极其广泛的信号调控过程，从而参与
了HCV的致病(癌)过程，其中具体的机制尚需要进一步
进行详细的研究.
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Abstract
AIM: To understand the target genes up-regulated or down-
regulated by HBV pre-S2 protein, we compared the differ-
entially expressed genes between the hepatoblastoma cell
line HepG2 transfected by pcDNA3.1(-) and pcDNA3.1-
preS2, respectively with cDNA microarray technique.

METHODS: The HBV pre-S2 coding DNA fragment was
amplified with polymerase chain reaction (PCR) technique
by using G376-7 plasmid containing the full length of HBV
genome as the template. The expressive vector of pcDNA3.1-
preS2 was constructed by routine molecular biological
methods. The HepG2 cells were transfected by pcDNA3.1(-)
and pcDNA3.1-preS2, respectively, using FuGENE6 trans-
fection reagent. The total RNA was isolated and reversely
transcribed. The cDNAs were subjected for microarray
screening with 1 152 cDNA probes.

RESULTS: The expressive vector was constructed and con-
firmed by restriction enzyme digestion and DNA sequencing
analysis. High quality mRNA and cDNA were prepared and

successful microarray screening conducted. From the scan-
ning results, it was found 42 genes were up-regulated and
36 genes down-regulated by pre-S2 protein of HBV.

CONCLUSION: HBV pre-S2 protein is a transactivator. The
expression of pre-S2 protein affects the expression spectrum
of HBV infected hepatocyte.

Ji D, Cheng J, Dong J, Liu Y, Wang JJ, Guo J. Screening and identifi-
cation of genes trans-regulated by HBV pre-S2 protein with cDNA
microarray. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1559-1563

摘要
目的: 乙型肝炎病毒(HBV)前-S2蛋白是由HBV S基因编码

的具有多种功能的蛋白质. 前-S2蛋白的表达对于HBV感

染肝细胞的基因表达谱具有显著影响. 为了研究前-S2蛋白

反式调节的靶基因，我们应用基因芯片技术对于pcDNA3.1

(-)和pcDNA3.1(-)-preS2分别转染的HepG2细胞的基因表

达谱进行分析.

方法: 以含有 HBV 全基因组的质粒 G376-7(GenBank 号:

AF384371)作为模板，应用聚合酶链反应(PCR)技术扩增

前-S2蛋白编码基因片段，以常规的分子生物学技术构建

表达载体pcDNA3.1(-)-preS2. 以脂质体技术转染肝母细胞

瘤细胞系 HepG2，提取总 mRNA，逆转录为 cDNA，与转

染空白表达载体pcDNA3.1(-)的HepG2细胞进行DNA芯片

分析并比较.

结果: 构建的表达载体经过限制性内切酶分析和DNA序列

测定，证实准确无误，提取高质量的总mRNA并进行逆转

录成为cDNA，进行DNA芯片技术分析. 在1 152个基因表

达谱的筛选中，发现有42个基因表达水平显著上调，36个

基因表达水平显著下调.

结论: HBV 的前 -S2 蛋白是一种反式激活因子，前 -S2 基

因的表达对于肝细胞基因表达谱有显著影响.

纪冬, 成军, 董菁, 刘妍, 王建军, 郭江. 应用基因表达谱芯片技术筛选 HBV

前 -S2 蛋白反式调节基因. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1559-1563

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1559.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)属于嗜肝 DNA 病毒，可以导致肝
脏的急、慢性感染[1-10]. 急性感染可以进展为严重的病
患，大约0.5%的患者死于暴发性肝衰竭. 慢性感染易发
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展为肝硬化及肝细胞癌( H C C ) ，流行病学研究表明
HBV 携带者患癌的可能性明显高于正常人. 然而 HBV
在肝癌发病中的作用机制尚不十分清楚，研究揭示了
HBV 进入肝细胞后，可以与肝细胞染色体整合并编码
两种反式调节因子: HBV X蛋白(HBxAg)和前-S2反式激
活因子家族: 表面抗原大蛋白(LHBs)和羧基端截短型表
面抗原中蛋白(MHBst). 尽管 LHBs 与 MHBst 具有反式激
活作用，但更进一步的研究表明主要是前 -S 区对于反
式激活具有关键性的作用，为了研究前 -S2 蛋白对于
宿主细胞基因的上调、下调作用，我们应用基因表达
谱芯片技术，对于前 -S2 蛋白基因和空白表达载体转
染肝母细胞瘤细胞系 HepG2 进行筛选，试图从前 -S2
蛋白的表达对于肝细胞基因表达谱的影响这一角度，
探索 HBV 感染的发病机制，包括 HBV 相关的 HCC 发
生发展的分子生物学机制[11-14].

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2 细胞及感受态大肠杆菌 JM109(本室保
存)，pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen); FuGENE6转
染试剂(Roche); mRNA Purification 试剂盒(Amersham
Pharmacia Biotech); PCR-Select cDNA Subtraction试剂盒，
50 × PCR Enzyme Mix，Advantage PCR Cloning 试剂盒
(Clontech); High Pure PCR Product Purification 试剂盒
(Boehringer Mannheim); T7，SP6通用引物及pGEM-Teasy
载体(Promega).
1.2 方法

1.2.1 真核表达载体的构建及细胞转染  根据董菁 et al [15-18]

发表的 adr 亚型 HBV 的基因序列，在编码区的上游和
下游分别设计合成一对寡聚核苷酸引物(上游: 5’-GAT
ATC ATG CAG TGG AAC TCC ACC-3’; 下游: 5’-GGA
TCC TTA GTT CGG TGC AGG GTC-3’)，在引物的两端
分别引入了 EcoR V 和 BamH I 酶切位点，引物由上海博
亚公司合成. 使用 25 µL 反应体系，以 G376-7(GenBank
号: AF384371)质粒 DNA 为模板，放入 PE9600 PCR 仪中
扩增. 扩增条件: 94 ℃变性 30 s，61 ℃退火 30 s，72  ℃

延伸 30 s，循环 35 次后，72 ℃保温 10 min. 9 g/L 琼

脂糖凝胶电泳鉴定扩增结果. 扩增的HBV 前-S2蛋白编

码基因首先克隆到TA载体中进行序列测定，然后亚克

隆到真核表达载体 pcDNA3.1(-)中，构建真核表达载体

pcDNA3.1(-)-preS2. 用 FuGENE6 转染试剂将 2 µg

pcDNA3.1(-)-preS2及pcDNA3.1(-)空载体分别转染35 mm

平皿 HepG2 细胞，48 h 后收获细胞.使用 mRNA Puri-

fication 试剂盒，直接提取转染了前 -S2 表达质粒及空

载体的 HepG2 细胞 mRNA，经琼脂糖凝胶电泳及分光

光度计进行定性定量分析.

1.2.2 基因表达谱芯片检测  逆转录标记cDNA探针并纯
化，Cy3-dUTP 标记对照组细胞 mRNA(5 µg)，Cy5-
dUTP 标记实验组细胞 mRNA(5 µg). 乙醇沉淀后溶解在
20 µL 5×SSC+2 g/L SDS杂交液中. 包含的1 152个cDNA

由上海联合基因有限公司提供，包括原癌基因和抑癌
基因、免疫调节相关基因、细胞凋亡和应激反应蛋白
相关基因、信号转导相关基因等.  以通用引物进行
PCR 扩增，PCR 产物长度为 1 000-3 000 bp. 靶基因以
0.5 g/L 溶解于 3 × SSC 溶液中，用 Cartesian 公司的
Cartesian 7 500点样仪及TeleChem公司的硅烷化玻片进
行点样. 玻片经水合(2 h)、室温干燥(30 min)，紫外线
(UV)交联，再分别用 2 g/L SDS、水及 2 g/L 硼氢化钠
溶液处理 10 min，晾干备用. 将基因芯片和杂交探针在
95 ℃水浴变性 5 min，将混合探针加在基因芯片上，
置于 60 ℃杂交 15-17 h. 依次以 2 × SSC+ 2 g/L SDS，
0.1 × SSC +2 g/L SDS，0.1 × SSC 洗涤 10 min，室温
晾干. 用General Scanning公司的ScanArray 3 000扫描芯
片. 用预先选定的内参照基因(24条管家基因，每个基因
点 2 个点，共 48 个点)对 Cy3 和 Cy5 的原始提取信号进
行均衡和修正. 用 ImaGene 3.0 软件分析 Cy3，Cy5 两种
荧光信号的强度，计算 Cy5/Cy3 比值. 阳性结果判断:
Cy5/Cy3>2.0，红色荧光，显示表达增强; Cy5/Cy3< 0.5，
为绿色荧光，显示表达减弱.

2   结果

2.1 总 RNA 及 mRNA 的定性、定量分析  HBV 前 -S2
蛋白真核表达质粒 pcDNA3.1(-)-preS2 由本室构建. 总
RNA 的吸光度 A260/A280>1.89，热稳定实验 70 ℃保
温 1 h 与 -20 ℃ 1 h 电泳条带比较，显示 28 S 条带无
明显降解，电泳结果证实已抽提高纯度的总RNA. mRNA
主要集中于 0.9-4.0 kb 的连续条带.
2.2 HBV 前 -S2 蛋白反式调节基因  在基因芯片的扫描
分析中，如果荧光染料的Cy5/Cy3比值在2.000以上，就
判断为 HBV 前 -S2 蛋白的上调基因，如果荧光染料的
Cy5/Cy3 比值在 0.500 以下，就判断为前 -S2 蛋白的下
调基因. 我们发现有42种基因的表达水平上调(表1)，有
36 种基因的表达水平下调(表 2).

表 1  HBV 前 -S2 蛋白上调基因类型

编号 Cy3/Cy5 基因名称

  1     2.008 p53 结合蛋白(MDM4)

  2     2.043 促胸腺生成素(TMPO)

  3     2.077 TGF-βIIRα

  4     2.117 真核翻译起始因子 3 亚单位 9(EIF3S9)

  5     2.143 NCK 相关蛋白 1(NCKAP1)

  6     2.147 B 细胞慢性淋巴细胞白血病 / 淋巴瘤 10(BCL10)

  7     2.159 CD24 抗原(小细胞肺癌簇 4 抗原)

  8     2.173 核糖体蛋白 S31(MRPS31)

  9     2.179 CGI-107 蛋白

10     2.230 肿瘤坏死因子(配体)超家族成员 10(TNFSF10)

11     2.285 未知功能蛋白(FLJ20432)

12     2.325 组[织]胺－ N －甲基转移酶(HNMT)

13     2.398 TRAIL 受体 2
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14     2.462 凋亡相关的 RNA 结合蛋白(NAPOR-3)

15     2.485 胱冬肽酶 9(caspase 9)

16     2.495 翻译抑制蛋白 p14.5(UK114)

17     2.535 蛋白激酶 C(PKC)

18     2.570 丝氨酸 - 苏氨酸激酶(KDS)

19     2.644 γ- 氨基丁酸(GABA) B 受体 1(GABBR1)

20     2.667 KIAA1544 蛋白

21     2.683 KIAA0583 蛋白

22     2.717 B 细胞 RAG 相关蛋白(BRAG)

23     2.741 胱冬肽酶 6(caspase 6)

24     2.754 酪蛋白激酶 1，alpha 1(CSNK1A1)

25     2.915 KIAA0156 蛋白

26     2.935 T 细胞白血病易位改变基因(TCTA)

27     3.045 溶血磷脂酶 I(LYPLA1)

28     3.067 γ- 氨基丁酸(GABA)A 受体

29     3.088 乳酸脱氢酶 B

30     3.109 凋亡蛋白 1 抑制子(MIHC)

31     3.210 翻译延长因子

32     3.310 转化生长因子 β 受体 I

33     3.616 可溶性鸟苷酸环化酶 beta3(GUCY1B3)

34     4.005 甘氨酸脒基转移酶(GATM)

35     4.025 假想蛋白 BCRA2

36     4.211 FKBP 相关蛋白(FAP48)

37     4.513 CDC23

38     4.777 未知功能(KIAA0205)蛋白

39     4.900 硫氧还蛋白还原酶 1(TXNRD1)

40     5.985 神经降压素(NTS)

41     8.141 人蛋白激酶 2 型β调节亚单位(cAMP- 依赖)(PRKAR2B)

42     9.770 巨噬细胞，成红细胞黏附因子(MAEA)

表 2  HBV 前 -S2 蛋白下调基因类型

编号  Cy3/Cy5 基因名称

  1      0.256 谷氧还蛋白(巯醇转移酶)(GLRX)

  2      0.289 核糖体蛋白 L32(RPL32)

  3      0.297 胱冬肽酶 4(caspase 4)

  4      0.322 死亡相关蛋白 6(DAXX)

  5      0.330 钙调素结合蛋白 1(CALD1)

  6      0.336 TRAF 和 TNF 受体相关蛋白(AD022)

  7      0.344 SUMO-1 激活酶亚单位 1(SAE1)

  8      0.351 未知功能蛋白(FLJ30414)

  9      0.364 热休克 70kD 蛋白 9B(HSPA9B)

10      0.366 磷酸硒合成酶 2(SPS2)

11      0.368 层粘连蛋白β 2(LAMB2)

12      0.371 CD14 抗原(CD14)

13      0.375 未知功能蛋白(HSPC111)

14      0.378 TNF 受体相关因子 2(TRAF2)

15      0.381 激肽释放酶 2(KLK2)

16      0.384 G 蛋白结合蛋白 CRFG(CRFG)

17      0.385 ATP 合酶

18      0.400 RNA 多聚酶 I(RPA40)

19      0.401 钙联接蛋白(CANX)

20      0.403 干扰素 γ 受体 1(IFNGR1)

21      0.418 BCL2/ 腺病毒 E1B(19 kD)相互作用蛋白 3(BNIP3)

22      0.420 亮氨酸拉链(肿瘤中下调)1 (LDOC1)

23      0.422 胰岛素受体(INSR)

24      0.426 巨噬细胞游走抑制因子

25      0.427 可溶性鸟苷酸环化酶 1 α3(GUCY1A3)

26      0.431 热休克蛋白 2 (HSJ2)

27      0.437 锌指蛋白 183 (RING finger，C3HC4 type) (ZNF183)

28      0.438 金属硫蛋白 3 (神经生长抑制因子) (MT3)

29      0.439 干燥综合征抗原 B (自身抗原 La) (SSB)

30      0.445 CGI-26 蛋白(LOC51071)

31      0.453 金属蛋白酶 1 (MP1)

32      0.462 肿瘤易感基因 101 (TSG101)

33      0.471 转化生长因子 β1(TGFB1)

34      0.474 CD59 抗原 p18-20

35      0.479 基质金属蛋白酶 1(MMP1)

36      0.489 细胞死亡防御因子 1(defender against cell death 1, DAD1)

3   讨论

基因表达谱芯片(DNA microarray)技术可以将大量的探针
同时固定于支持物上，所以一次可以对大量的生物分
子进行检测分析，从而解决了传统核酸印记杂交
(Southern blotting 和 Northern blotting 等)技术复杂、自动
化程度低、检测目的分子数量少、低通量等不足. 该技
术的出现使全面综合分析某些生命现象成为可能[19-25].
HBV 基因组可以分为 4 个区，其中 S 区编码病毒的包
膜蛋白，具有一个开放读码框(ORF)，通过 3 个起始密
码子(ATG)可以分为3个编码区，分别编码前-S1，前-S2
和S蛋白. 通过不同的ATG起始密码子，共合成3种包膜
蛋白，分别是大蛋白(LHBs，前 S1+ 前 S2+S 蛋白)，中蛋
白(MHBs，前 -S2+S 蛋白)，小蛋白(SHBs，S蛋白)[26-30]. 其
中 LHBs 和 MHBst 具有反式调节作用，主要依赖于指
向胞质区的前-S2区(最小功能单位). MHBst是种变异的
病毒表面抗原中蛋白，缺失了位于 C- 末端的膜定位信
号，使 MHBst 具备内质网(ER)定位功能，未能进入分
泌途径而在 ER 滞留，其前 -S2 区指向胞质区，从而有
机会与胞质蛋白相互作用，发挥其广泛的反式激活效
应; 全长的乙肝病毒表面抗原中蛋白(MHBs)的前-S2区
指向 ER 腔，进入高尔基复合体而分泌．所以说 MHBst

的反式激活功能依赖于其N- 末端前 -S2区的胞质定位
功能．具有反式激活功能的截短位点是在一定的范围
之内，缺失突变的范围是决定该截短型分子是否具有
反式激活作用的重要因素，MHBst 至少完全缺失蛋白
C- 末端 S 区的疏水区Ⅲ，才具有反式激活功能; S 区的
N- 末端疏水区Ⅰ是反式激活所必需的，因为蛋白与膜
的结合是转录激活功能所必需的，这段核苷酸序列被



称为“反式活性开启区”(trans-activity-on region，
TAO)．进一步研究表明，MHBst 的最小反式激活单元
定位于 4-53 氨基酸残基(aa)，MHBst53 是其中最小的
转录激活因子，是一种非膜结合类型的 MHBst，就是
说，仅前 -S2 区(1-55 aa)就足以介导反式效应[31-32]．
前 -S2 结构域可以与蛋白激酶 C(PKC)α/β 结合，发生
磷酸化反应触发了PKC依赖的c-Raf-1/MPKKK(丝裂激
活蛋白激酶激酶激酶)信号转导系统，从而激活转录
子，如激活蛋白 -1(AP-1)、细胞核因子 -κB(NF-κB)、
激活蛋白-2(AP-2)、血清应答因子(SRF)、Sp1和c-myc、
c-fos 启动子，参与病毒感染后的炎症反应和肝细胞癌
的发生[33-38]，根据致癌两步模型: 起始 / 促进，前 -S2
蛋白具有的肿瘤启动子样的功能: 具有关键性突变(起始)
的细胞可以被阳性选择出来(促进)，这个过程也许可以
用来解释 HCC 发展过程中潜伏期长的原因[39-41].
        为进一步研究前 -S2蛋白的反式激活作用，我们利
用基因芯片技术对其上调、下调基因进行分析．结果表
明，42 种基因的表达水平显著上调，36 种基因的表达
水平显著下调．在上调基因中，如凋亡相关的 RNA 结
合蛋白(NAPOR-3)、胱冬肽酶 9(caspase 9)、胱冬肽酶 6
(caspase 6)、凋亡蛋白 1 抑制子(MIHC)等均参与了细胞
凋亡的控制机制，影响正常细胞的生长状态，从而为
H B V 在肝细胞中复制提供良好的环境. 蛋白激酶 C
(PKC)、丝氨酸 - 苏氨酸激酶(KDS)、酪蛋白激酶 1，
alpha 1(CSNK1A1)、人蛋白激酶 2 型 β 调节亚单位
(cAMP- 依赖)(PRKAR2B)等为体内蛋白磷酸 / 去磷酸化
的重要调节剂，是重要的信号转导通路 MAPK 级联中
重要的组成部分，此信号转导系统对大量的细胞内、
外刺激的转导起着中枢性调节作用，从而控制细胞的
生长、增生、凋亡，如进入细胞周期、控制核苷酸
的生物合成、G2/M 期的转变、M 期高尔基体的裂解
和纺缍体的形成等．此系统是由多组具有丝 / 苏氨酸
特异性的，脯氨酸指导的蛋白激酶所组成，可以被细胞
外多种刺激所激活，其主要功能为信息传递的中转
站，与细胞表面受体、特异性转录因子以及其他调控蛋
白相互作用，从而使细胞外信号来调节特异性基因的表
达[42-48]. 在下调基因中，钙调素结合蛋白 1(CALD1)、钙
联接蛋白(CANX)、金属硫蛋白 3(MT3)、金属蛋白酶
1 (MP1)、基质金属蛋白酶 1(MMP1)等与体内金属代谢

有关. 胰岛素受体(INSR)的下调可以导致机体对胰岛素

的敏感性下降，这也可能是 HBV 所致的肝源性糖尿病

的发病机制之一. 慢性肝病患者约 50-80% 有糖耐量减

退，其中 20-30% 最终发展为糖尿病. 肝源性糖尿病的

发生是胰岛素抵抗及分泌进行性损害的共同结果，目

前认为胰岛素抵抗的原因之一就是外周组织胰岛素受

体数目减少及生理作用下降，使这些组织对胰岛素生

理作用的敏感性降低，形成胰岛素抵抗. 临床上也有报

告肝硬化糖耐量减退者，肝细胞、脂肪细胞和肌肉细胞

胰岛素受体数及亲和力降低，使胰岛素外周效应减弱.

本实验从病毒学的角度证实了以上的观点.
        在本实验中还有 4 个未知功能的新基因，2 个上调
基因，2 个下调基因. 对于每一条基因片段的序列提交
GenBank 进行同源基因序列的搜索，确认所得基因片
段的独特性，然后依据 GenBank 数据库 EST 中的同源
基因片段进行电子拼接，根据 Kozak 规则和终止密码
子下游的多聚腺苷酸信号序列，确定完整的编码基因
序列，分别命名为 HBV PS2TP1(前 -S2 蛋白反式调节
蛋白 1)，PS2TP2，PS2TP3，PS2TP4，GeneBank 注
册号分别为: AY561706，AY561707，AY561704，
AY561705. 这些新基因的功能正在进一步研究中.
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Abstract
AIM: To construct a subtractive cDNA library of genes
transactivated by RNase H protein of hepatitis B virus (HBV)
DNA polymerase with suppression subtractive hybridization
(SSH) technique.

METHODS: The mRNA was isolated from HepG2 cells trans-
fected with pcDNA3.1(-)-RNase H and pcDNA3.1(-) empty
vector, respectively, and then cDNA was synthesized. After
restriction enzyme RsaI digestion, small sizes cDNAs were
obtained. Tester cDNA was divided into two groups and
ligated to the specific adaptor 1 and adaptor 2, respectively.
After tester cDNA was hybridized with driver cDNA twice
and underwent two times of nested PCR and then was
subcloned into T/A plasmid vectors to set up a subtractive
library. Amplification of the library was carried out with E.
coli strain JM109. The cDNA was sequenced and analyzed
in GenBank with Blast search after PCR.

RESULTS: The amplified library contained 38 positive clones.
Colony PCR showed that 36 clones contained 200-1 000 bp
inserts. Sequence analysis suggested that 33 kinds of known
and three kinds of novel cDNA sequences were the target
genes transactivated by RNase H protein of HBV DNA P.

CONCLUSION: The subtractive library of genes transac-
tivated by RNase H protein is successfully constructed.

Wang CH, Lang ZW, Cheng J, Wu Y, Yang YJ, Zhang LY, Dang XY.
Suppression subtractive hybridization for cloning of genes transactivated
by RNase H protein of HBV DNA polymerase. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(7):1564-1568

摘要
目的: 应用抑制性消减杂交(SSH)技术构建HBV DNA聚合

酶(DNA P)末端蛋白反式激活基因.

方法: 以 RNase H 表达质粒 pcDNA3.1(-)-RNase H 转染

HepG2 细胞，以空载体 pcDNA3.1(-)为对照; 制备转染后

的细胞裂解液，提取 mRNA 并逆转录为 cDNA，经 RsaI

酶切后，将实验组 cDNA 分成两组，分别与两种不同的

接头衔接，再与对照组cDNA进行两次消减杂交及两次抑

制性PCR，将产物与T/A载体连接，构建cDNA消减文库，

并转染大肠杆菌进行文库扩增，随机挑选克隆PCR扩增后

进行测序及同源性分析.

结果: 文库扩增后得到 38 个白色克隆，经菌落 PCR 分析，

得到36个200-1 000 bp 插入片段. 对所得片段测序，并进

行同源性分析，显示33种已知基因编码蛋白和3种未知功

能基因序列，可能是 RNase H 反式激活靶基因.

结论: 成功构建 HBV RNase H 反式激活基因差异表达的

cDNA消减文库.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是嗜肝 DNA 病毒的一种，HBV
DNA的长度为3.2 kb，具有4个开放读码框架(ORF)，分
别编码 HBV 的表面抗原蛋白，核心 /e 抗原蛋白、X 蛋
白以及 HBV DNA 聚合酶(HBV DNA P)[1]. 目前，HBV 与
肝细胞之间相互作用的分子生物学机制尚不完全清



楚，其中，病毒编码的蛋白通过各种级联反应能够影
响多种细胞信号转导途径，从而进一步影响肝细胞某
些基因的表达、调控，可能是病毒感染导致肝细胞损
伤和肝细胞癌发生、发展的重要原因[2-3]. HBV DNA P
基因在 ORF 中最长，并且与 C，S，X 基因区有重叠，
其编码的P蛋白含有3个功能域和 1个无意义的隔离片
(SP)，排列顺序为 N- 末端蛋白，隔离片，RT/DNA
聚合酶和核糖核酸酶. N-末端蛋白和隔离片对嗜肝病毒
聚合酶是独特的，逆转录酶(RT)和核糖核酸酶(RNase
H)包含两个已知的酶活性位点，与其他相关的逆转录
病毒和逆转录因子的聚合酶是一致的[4-15]. Kim et al [16] 对
人 HBV 聚合酶的 N- 末端或 C- 末端和结构域同时删除
形成变异株，并将变异株和野毒株一起在大肠杆菌中
表达，经直链淀粉柱层析法纯化后，二者纯化蛋白的
DNA 依赖性的 DNA 聚合酶活性进行比较，证明 N- 末
端蛋白或隔离片删除分别可以使酶活性减少到 70%，
而 RNase H 删除对聚合酶活性的影响要大于前二者.
Walton et al [17]认为 RNase H 在 HBV 复制过程中的作用
表现为能识别并有效裂开 DNA-RNA 杂交的 RNA 链，
但是缺乏序列选择性. 既往的研究多集中于RNase H 参
与病毒复制的作用机制，而 RNase H 蛋白在肝细胞中
的表达对于肝细胞的基因表达谱的影响研究较少，而
这种反式激活作用也是病毒型肝炎、肝细胞癌(HCC)
发病机制的主要机制
        抑制性消减杂交技术(suppression subtractive hybri-
dization，SSH)是 1990 年代后期建立的一种基因克隆的
新技术，可以快速有效地检测到差异表达的基因[18]. 本
实验应用SSH技术，构建RNase H作用于肝母细胞瘤细
胞系HepG2细胞后反式调节的cDNA消减文库，筛选差
异表达的基因片段，并应用生物信息学(bioinformatics)
技术对所得片段进行序列同源性分析，获得其全长基
因序列. RNase H 反式激活相关靶基因的克隆，为研究
HBV 的致病(癌)机制提供新的理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  肝母细胞瘤细胞系 HepG2 细胞及大肠杆菌
JM109(本室保存)，pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen)，
Lipofectamine Plus 转染试剂(Gibco)，mRNA Purification
试剂盒(Amersham Pharmacia Biotech)，PCR-Select cDNA
Subtraction 试剂盒，50 × PCR Enzyme Mix、Advantage
PCR Cloning 试剂盒(Clontech)，High Pure PCR Product
Purification 试剂盒(Boehringer Mannheim)，T7、SP6 通
用引物及pGEM-Teasy载体(Promega). RNase H真核表达
质粒pcDNA3.1(-)- RNase H由本室构建. DNA序列测定
由上海博亚公司完成.
1.2 方法  用Lipofectamine Plus 转染试剂将2 µg pcDNA3.1
(-)-RNase H及pcDNA3.1(-)空载体分别转染35 mm平皿
HepG2 细胞，48 h 后收获细胞. 使用 mRNA Purification
试剂盒，直接提取转染了重组表达质粒及空载体的

HepG2 细胞 mRNA，经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计

进行定性、定量分析. 采用 PCR-Select cDNA Subtrac-

tion Kit，常规 SSH 方法按说明书进行: 以转染了重组

表达质粒及空载体的 HepG2 细胞 mRNA 为模板逆转录

合成双链 cDNA(dscDNA)，并分别标记为 Tester 和

Driver，dscDNA 经 Rsa Ⅰ(一种识别 4 碱基序列的内切

酶)消化，产生相对较短的平端片段，纯化酶切产物. 将

Tester 的 cDNA 分为两份，分别连接试剂盒提供的特殊

设计的寡核苷酸接头 Adapter 1 和 Adapter 2，然后与过

量的 Driver cDNA 进行杂交; 合并两种杂交产物后再与

Driver cDNA 作第 2 次杂交; 然后将杂交产物做选择性

PCR 扩增，使 Tester cDNA 中特异性表达或高表达的片

段得到特异性扩增.

1.2.1 消减文库扩增及克隆分析  扩增产物与 pGEM-

Teasy 载体连接，转化 JM109 感受态细菌，在含氨苄青

霉素的 LB/X-gal/IPTG 培养板上，37 ℃培养 18 h. 挑取

白色菌落，增菌，以 pGEM-Teasy 载体多克隆位点两端

T7/SP6 引物进行菌落 PCR 扩增，证明含有插入片段后

(200-800 bp)，测序. 应用生物信息学将测得序列与

GenBank数据库进行同源性分析，通过序列同源性搜索

比对和电子拼接，根据基因起始密码子的Kozak规则和

终止密码子下游保守的多聚腺苷酸信号序列，确定完

整的编码基因序列.

2   结果

2.1 mRNA 的定性和定量分析  使用高质量的 mRNA 是
保证cDNA高产量的前提. 紫外分光检测显示，转染了真
核表达质粒及空载体的HepG2 细胞mRNA分别为5.12 µg
和 4.92 µg，A260/A 280=1.25.1.0％琼脂糖凝胶电泳见
mRNA 为大于 0.5 kb 清晰慧尾片状条带.
2.2 dscDNA 两端连接效率  dscDNA 与接头连接效率的
高低是决定 SSH 成败的最关键步骤. 将连接有 adaptor l
和adaptor 2的两组dscDNA分别用不同的特异性引物(看
家基因甘油三磷酸脱氢酶 G3PDH 引物)进行 28 个循环
扩增，产物用2.0%琼脂糖凝胶电泳鉴定. 结果显示两组
dscDNA 扩增产物浓度相当，说明 dscDNA 已与接头高
效率连接.

2.3 cDNA 消减文库消减效率的鉴定  分别以消减及未

消减 PCR 产物为模板，用 G3PDH 引物进行 PCR 扩增，

分别在18，23，28，33次循环结束时从体系中吸取5 µL

进行电泳鉴定.结果显示，与未消减组 PCR 产物相比，

消减组 PCR产物中 G3PDH 基因产物大大减少，说明所

构建的消减文库具有很高的消减效率，(图 1).

2.4 差异表达cDNA片段的扩增及克隆  杂交产物经两轮
PCR 扩增后，菌落 PCR 扩增结果显示为 200-1 000 bp
大小不等的插入片段，所获得的 38 个克隆中几乎均含
有插入片段，这些条带可能代表差异表达的基因片段
(图 2).
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图 1  消减效率分析结果. 1-4: 未消减组, 引物为 G3PDH3’、5’，PCR
循环次数分别为 18、23、28、33; 5-8: 消减组, 引物为 G3PDH3’、5’,
PCR 循环次数分别为 18、23、28、33.

图 2  部分克隆(RNase H12-22)菌落 PCR 鉴定电泳图.

表 1  阳性克隆与 GenBank 同源序列比较结果

已知的同源序列编码蛋白     相同克隆数     同源性(%)

热休克蛋白 Hsp 90 1 99

CD164 1 98

HMGB2 (high-mobility group box 2) 1            100

硫氧还蛋白 1 99

微小组织相容性抗原 H13 1 98

glypican 3 1 98

NADH 脱氢酶 6 99

Nephropontin 前体 1 96

NB4 凋亡分化相关抗原 1            100

RTN4 异构体 G(RTN4) 1 99

DEAD 盒(Asp-Glu-Ala-Asp)多肽 5 1 98

凝血因子 XI 1 98

阿朴脂蛋白 M 2 99

BCL2/ 腺病毒 E1B 相互作用蛋白 3 1            100

Ras 相关 C3 肉毒毒素作用物 1 1 99

纤维粘连蛋白 1 98

电子转移黄素蛋白 α 1            100

原肌球蛋白 4 1 97

真核翻译延伸因子 1 99

HIV-1 Rev 结合蛋白 1 98

甲胎蛋白 2 99

ERH(enhancer of rudimentary homolog) 1 98

N- 乙酰氨基转移酶 -6 作用底物 1 99

peroxiredoxin 3 1 98

TATA 盒结合蛋白相关因子(TAF13) 1 99

Crk 作用物相关蛋白 CAS-L 1 98

2.5 cDNA 测序与同源性分析  挑选 36 个克隆测序，与
GenBank数据库进行初步比较. 应用生物信息学技术分
析发现，其中 3 个克隆与未知功能基因序列高度同源，
并在 GenBanK 数据库注册，GenBanK 号为 AY450390，
AY450394，AY450392. 另一个克隆未检索到任何对应的
相似序列，未知基因结构及功能分析正在进行中. 其余
3 3 个克隆均与已知基因的部分序列高度同源( 9 6 -
100%)，详细结果(见表 1).

3   讨论

HBV DNA P 存在于 Dane 颗粒核心内，是一种依赖于
DNA 的 DNA P，其功能与修补及延伸双链 DNA 的短链
有关. 患者血清中 HBV DNA P 活性增高常伴有 HBV 增
生. 在急性乙肝的潜伏期内，血清 ALT 升高之前，血清
DNA P 活力即已升高. 急性肝炎患者在发病 1 mo 后若
HBV 活力仍持续升高，是肝炎转为慢性的征兆. 病毒复
制离不开 HBV DNA P，而 HBV 的持续性感染是慢性肝
炎、肝硬化和 HCC 的首要原因.既往的研究多集中于
HBV DNA P 在病毒生活周期中的作用机制，但随着对
HBV 致病机制研究的深入，发现许多病毒基因组的反
式激活蛋白，以其表达产物的间接方式参与另外一些
基因的功能调节. 可以对基因组内部的基因片段，甚至
可以对另外细胞或病毒的基因组有调控作用. 例如，
HBxAg 蛋白就是一种具有广泛活性的转录激活因子，
能够反式激活同源/异源的病毒/细胞转录调节序列，对
乙型肝炎的慢性化和促进肝细胞的转化有密切关系[19-24].
那么，肝细胞内表达的 RNase H 蛋白，是否也能激活
某些特定基因的表达？这些表达产物对细胞的损害、
增生分化的作用如何？基于上述研究目的，我们采用
抑制性消减杂交方法，克隆 HBVDNA 聚合酶的 RNase
H 基因片段转染细胞，反式激活差异表达的基因，构
建其 cDNA 消减文库，为今后进一步分析、研究病毒
蛋白的致病机制奠定基础.
       SSH 方法是近年发展起来的一项新的基因克隆技
术，与传统的方法比较，具有实验周期短、易操作、可
靠性高、假阳性率低等特点，能有效地分离扩增低丰度
特异表达的基因，可以在较短的时间内获得较理想的
实验结果.为研究 RNase H 蛋白的反式激活作用及其作
用机制提供了新的研究方向和思路.实验将真核表达载
体 pcDNA3.1(-)- RNase H，转染肝母细胞瘤细胞系
HepG2，并以转染空白载体的相同细胞系作为对照，以
2 种转染的细胞系中提取的 mRNA 为起始材料，应用
SSH方法成功地构建了RNase H反式激活相关基因差异
表达的 cDNA 消减文库，随机挑选 36 个克隆测序并与
GenBank 数据库进行同源性比较分析，结果主要包括 2
种类型，第一种是已知基因的序列，与GenBank中数据
高度同源，其中包括一些已知的看家基因序列和一些
与细胞生长调节密切相关的基因序列; 甲胎蛋白、硫氧
还蛋白、过氧化氧化还原蛋白(peroxiredoxin) 3、糖苷
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蛋白(glypican)3等可能与肝细胞恶性转化密切相关; 纤维

粘连蛋白、原肌球蛋白 4等细胞基质蛋白提示 RNase H

可能参与肝纤维化的发生发展过程;  CD164、NB4凋亡

分化相关抗原、BCL2/腺病毒E1B相互作用蛋白3、Ras

相关 C3 肉毒毒素作用物 1、电子转移黄素蛋白 α、N-

乙酰氨基转移酶 -6 作用底物、Crk 作用物相关蛋白

CAS-L 等与细胞周期生长调节及信号转导途径密切相

关; 阿朴脂蛋白M可能参与了肝脏脂肪变性的发病机制;

凝血因子 XI 的表达上调也可能参与了 RNase H 致病机

制; 真核翻译延伸因子、NADH脱氢酶、TATA盒结合蛋

白相关因子、ERH 等与细胞的转录、翻译功能密切相

关，其中 ERH 是一种转录抑制因子，Pogge et al [25]报道

将其融合表达于GAL4转录因子的DNA结合结构域时 ，

ERH能抑制HeLa细胞中GAL4反应性报告基因的活性.

第二种是未知基因序列，获得3个差异表达的未知序列.

对未知序列，我们采用生物信息学方法获得了其全长

基因序列，已被 GenBank 收录.

         在实验中我们观测到分子伴侣家族的表达上调. 分
子伴侣 [26-28]为一类与其他蛋白不稳定构象相结合并使之
稳定的蛋白，他们通过控制结合和释放来帮助被结合
多肽在体内的折叠、组装、转运或降解等. 哺乳类胞质
中的热休克蛋白 Hsp90 属于分子伴侣家族，Hsp 90 主
要与细胞中不稳定的非活化蛋白结合，促进其迅速活
化或阻止其降解. 他可以与胞质中的类固醇激素受体结
合，封闭受体的 DNA 结合域，阻碍其对基因转录调
控区的激活作用，使之保持在天然的非活性状态，但也
使受体保持着对激素配体的高亲和力. Hsp90 还与 Ras
信号途径中许多信号分子的折叠与组装密切相关，主
要通过与 Hsp90的结合与解离，介导了这些分子在非活
性形式与活性形式间的转化。如转化型酪氨酸激酶
pp60v-src 或在一定条件下从与Hsp90 等形成的复合物中

释放，才能转位至胞膜行使激酶的活性功能. Hu et al [29]

研究表明 HBV DNA P 与宿主因子如 Hsp90 复合物相互

作用，这对病毒基因组的复制及病毒粒子的装配是关

键的一步. 他们用纯化的反转录酶和宿主因子在体外重

建了 RNP 及蛋白质引物，结果显示 Hsp90能识别 RT 上

对 RNP 及蛋白质引物必须的两个区域，Hsp90 的功能

对于建立及保持 RT 的 RNA 结合功能是必需的，但

Hsp90 对 RT 的合成及翻译后活化不是必要的. 由此推

测，Hsp90 作为一个内部桥梁辅助 RT 的两个区域形成

稳定而平衡的RNP结合形式. Cho et al [30]通过共转染及

免疫共沉淀实验证实，Hsp90 N 末端(aa 1-302)能与

HBV Pol 的末端蛋白(TP)及反转录区结合，而 C- 末端

(aa 483-723)只与反转录区结合，中间(aa 327-438)一段

与 Hsp90 没有相互作用。我们发现 RNase H 的反式激

活作用可引起Hsp90的表达上调，结合Hu的实验结果

提示 RNase H 反式激活 Hsp90 使其表达上调，级联反

应辅助 DNA P 发挥生物学作用，此作用机制参与了

HBV DNA的复制过程.

          在筛选结果中我们也注意到多种与肝脏肿瘤发生有
关的癌胚抗原，除了众所周知的甲胎蛋白，硫氧还蛋
白、过氧化氧化还原蛋白 3、糖苷蛋白 3 也是近年来研
究的热点. 硫氧还蛋白，过氧化氧化还原蛋白 3 特异性
定位于线粒体，作为抵御呼吸作用产生的H2O2的第一
道防线，在调节细胞内氧化还原状态方面具有重要作
用; 而细胞内氧化还原状态的改变是参与细胞生长和死
亡过程的一种关键因子，并可导致肿瘤的发生. Choi et
al [31]用免疫组织化学方法研究了 58 例石蜡包埋组织中
硫氧还蛋白、过氧化氧化还原蛋白 3 的表达情况，结
果发现二者在肝癌组织中的表达水平明显高于邻近的
正常肝组织，作者认为由于增强了硫氧还蛋白，过氧化
氧化还原蛋白3的表达而改变了细胞内氧化还原状态，
这可能与肝细胞肿瘤的形成与发展有关. Nonn et al [32]的
研究认为过氧化氧化还原蛋白3的表达增强还能保护肿
瘤细胞逃避由于低氧和药物而诱导的H2O2依赖的细胞
凋亡. 糖苷蛋白3是一种存在于细胞表面的硫酸肝素类
蛋白多糖(HSPGs)，HSPGs 可作为一种共受体与生长因
子相互作用并调节其活性，Midorikawa et al [33]报道过
量表达的 GPC 是通过抑制纤维细胞生长因子 2 与骨形
态发生相关蛋白7的活性而调节细胞增生，作者认为通
过对生长因子的调节可能有助于揭示 GPC 在肝脏肿瘤
发生机制中的作用. Nakatsura et al [34]，Sung et al [35]相继
报道发现在肝肿瘤发生时，GPC尤其过量表达，甚至许
多学者[34-36]提议将其作为一种新型的肝细胞癌的血清学
和组织化学的标志物，对 GPC 与 AFP 的同时检测可能
明显提高肝细胞癌的诊断敏感性.这部分筛选结果提示
RNase H的反式激活作用可能与肝细胞恶性转化密切相
关，为研究肝细胞癌的发病机制提供了理论依据.
        已知不论在急性和慢性 HBV 感染，HBV DNA 都能
够整合到肝细胞染色体 DNA 中，HBV 整合到细胞 DNA
中，能使细胞 DNA发生缺失、插入、转位、突变或易位
等改变. 我们筛选到的HMGB2(high-mobility group box 2)
的表达上调似与此过程有关; Ueda et al  [37]曾报道HMGB2
参与了非同源错误的重组，其研究结果揭示了 HMGB2
的一种新的功能，即能促进质粒 DNA 稳定整合到宿主
基因组中，作者认为这种作用对于自然条件下 DNA 整
合到活细胞中非常重要. HMGB2 的筛选发现对于研究
HBV DNA的整合机制提供了新的突破口.

        由于SSH不以研究对象的已知基因序列为前提，所

以为反式激活靶基因的研究提供了全新的探索方向，

对基因克隆的研究也具有重要的启迪作用. 当然，应用
这种方法只能对反式激活的靶基因进行初步分析，实

验中获得的新基因序列是否是真正的RNase H反式激活

靶基因，尚需进一步的研究; 如果得到证实，那么本
实验结果对于阐明 HBVDNA 聚合酶 RNase H 蛋白反式

激活作用与HBV感染的慢性化及致肝细胞癌的发生之

间的关系具有重要的理论意义.
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Abstract
AIM: To identify and analyze rat homologous gene to hu-
man hepatitis B virus (HBV) pre-S1-binding protein (PS1BP)
coding gene.

METHODS: The human PS1BP was screened and identified
from a hepatocyte expressive cDNA library by phage display
technique with purified recombinant pre-S1 protein of HBV
as the solidified matrix. The nucleotide sequence database
GenBank, established by National Center for Biotechnology
Information (NCBI), National Library of Medicine (NLM),
National Institute of Health (NIH), was searched for rat
cDNA sequence homologous to human PS1BP cDNA by
BLASTn tools online. A homologous cDNA sequence was
identified as the rat PS1BP cDNA. The similarity and identity
of rat PS1BP cDNA and amino acid (aa) sequences to human
and mouse PS1BP genes were compared. The potential func-
tional domains were predicted by online analysis tools.

RESULTS: The human PS1BP cDNA was identified by phage
display technique. The rat PS1BP cDNA was identified by

bioinformatics methods. The rat PS1BP cDNA consisted of
1 455 nt, and encoded a protein of 484 aa. The identity of
rat PS1BP protein to human and mouse PS1BP proteins
was 80.79% (391/484) and 92.98% (450/484), respectively.
In the rat PS1BP protein sequence, several potential modi-
fication domains were identified.

CONCLUSION: Rat PS1BP cDNA and protein primary se-
quences are identified and analyzed.

Cheng J, Dong J, Zhang J, Wang JJ, Ji D, Liu Y, Zhong YW, Wang L.
Identification and analysis of rat homologous gene to human HBV pre-
S1 protein-binding protein. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):
1569-1573

摘要
目的: 利用生物信息学(bioinformatics)技术克隆，鉴定人

HBsAg前-S1蛋白结合蛋白(PS1BP)编码基因的同源基因.

方法: 人PS1BP由表达型cDNA文库的噬菌体展示技术筛

选获得. 以人的 PS1BP 的 cDNA 序列作为参照，对于美国

国立卫生研究院(NIH)国立医学图书馆(NLM)生物工程信息

学研究中心(NCBI)建立的核苷酸序列数据库GenBank，利

用同源基因序列比对的在线分析软件BLASTn进行同源基

因序列的比对，发现新的来源于大鼠的同源基因. 确定大

鼠PS1BP的cDNA序列之后，对于大鼠PS1BP蛋白质一级

结构序列与人和小鼠的PS1BP蛋白质一级结构序列的同源

性进行分析. 利用在线分析软件，对于大鼠PS1BP一级结构

序列中潜在的修饰和功能位点进行初步的预测分析.

结果: 利用噬菌体展示技术获得了人的PS1BP的cDNA序

列. 以生物信息学技术确定了大鼠PS1BP的cDNA及其编码

产物的序列. 大鼠PS1BP的cDNA由1 455 nt组成，编码产

物由 484 aa 组成. 大鼠 PS1BP 蛋白质一级结构与人和小鼠

PS1BP蛋白质一级结构的同源性分别为80.79%(391/484)和

92.98%(450/484). 利用在线分析软件，在大鼠 PS1BP 蛋白

质一级结构中还发现了一系列潜在的蛋白质修饰结构位点.

结论: 大鼠PS1BP基因及其编码产物序列被确定.

成军, 董菁, 张健, 王建军, 纪冬, 刘妍, 钟彦伟, 王琳. HBV 前 -S1 蛋白结合

蛋白大鼠同源基因的克隆化. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1569-1573

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1569.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)的包膜蛋白由表面抗原(HBsAg)基
因编码，因为 HBsAg 编码基因存在着 2 段启动子调节
序列，而且在基因序列中存在 3 个串连的框架内(in
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frame)翻译起始密码子，因此，HBsAg 基因可以从不
同的起始密码子开始翻译，在同一个终止密码子处终
止翻译过程，构成不同长度的 HBsAg[1-3]. 从第 1个起始
密码子开始翻译的蛋白是 HBsAg 的大蛋白，从中间的
起始密码子开始翻译的蛋白是 HBsAg 的中蛋白，从最
下游的起始密码子开始翻译的蛋白是HBsAg的主蛋白.
上游和中间起始密码子之间的序列成为前 -S1(pre-S1)
区，一般由 108 个氨基酸残基(aa)组成. 关于 HBsAg 的
前-S1区的具体功能，虽然进行了较长时间的研究，但
是还有许多方面不清楚.我们利用 cDNA 文库的噬菌体
展示技术，筛选到了一种新的前 -S1结合蛋白(pre-S1-
binding protein，PS1BP)[4]，再利用生物信息学技术克
隆，鉴定了大鼠的 PS1BP 基因，并进行初步分析.

1   材料和方法

利用表达型 cDNA 文库的噬菌体展示技术的筛选，获
得了人 PS1BP 的编码基因序列[4-5]. 以人的 PS1BP 的
cDNA序列作为参照，对于美国国立卫生研究院(NIH)国
立医学图书馆(NLM)生物工程信息学研究中心(NCBI)建
立的核苷酸序列数据库GenBank，利用同源基因序列比
对的在线分析软件 BLASTn 进行同源基因序列的比对，
发现新的来源于大鼠的同源基因. 确定大鼠 PS1BP 的
cDNA序列之后，对于大鼠PS1BP蛋白质一级结构序列
与人和小鼠的 PS1BP 蛋白质一级结构序列的同源性进
行分析. 利用在线分析软件，对于大鼠 PS1BP 一级结
构序列中潜在的修饰和功能位点进行初步的预测分析.

2   结果

利用噬菌体展示技术从 cDNA 文库中筛选得到的人
PS1BP 基因由 1 437 nt 组成，编码产物由 478 aa 组成[4].
利用生物信息学技术克隆，鉴定的大鼠 PS1BP 的基因
由 1 455 nt 组成，编码产物由 484 aa 组成(图 1).大鼠
PS1BP 基因序列被美国核苷酸序列数据库 GenBank 收
录，收录号为 AY535002.大鼠与人的同源性为 80.79%
(391/484)，大鼠和小鼠的同源性为92.98%(450/484)(图2).

ATGGCTGCGGGTAGTAACAGAGGCGGTGATAAGCGCGGCTCGAAA

M   A   A   G   S   N   R   G   G   D   K   R   G   S   K

AGCCAGGCGGACTCTAACTTTCTGGGGCTGCGGCCCACCTCGGTG

S   Q   A   D   S   N   F   L   G   L   R   P   T   S   V

GATCCCGCTCTGAGGCGGCGGCGGCGGGGCCCCAGAAACAAGAAG

D   P   A   L   R   R   R   R   R   G   P   R   N   K   K

CGCGGCTGGAGGAGGCTCGCTGAGGAGCCGCTGGGGCTAGAGGTA

R   G   W   R   R   L   A   E   E   P   L   G   L   E   V

GACCAGTTCCTGGAAGATGTACGGCTACAAGAGCGCACGACCGGT

D   Q   F   L   E   D   V   R   L   Q   E   R   T   T   G

GGCTTGTTGGCAGAGGCCCCAAATGAACAGCTCTTCTTCGTGGAC

G   L   L   A   E   A   P   N   E   Q   L   F   F   V   D

ACTGGACTCAAGAAAAAAGAACCACGCAAGAAGAGGACCTGGGTC

T   G   L   K   K   K   E   P   R   K   K   R   T   W   V

CAGAAGAAGTCAAAGCATCTCCAGAAACCCCTACGGGTTGACCTT

Q   K   K   S   K   H   L   Q   K   P   L   R   V   D   L

GCCCTTGAGAATCATTCTAAGATCCCTGCTCCCAAAGACATCCTT

A   L   E   N   H   S   K   I   P   A   P   K   D   I   L

GCACACCAGGTCCCCAATGCCAAAAAGCTCAGGCGAAAGGAGGAG

A   H   Q   V   P   N   A   K   K   L   R   R   K   E   E

CTATGGGAGAAACTGGCAAAGCAGGGAGAGCTGCCCAGGGATGTG

L   W   E   K   L   A   K   Q   G   E   L   P   R   D   V

CGCAAGGCACAGGCCCGGCTTCTTAACCCTCCTGCACCAAAGGCC

R   K   A   Q   A   R   L   L   N   P   P   A   P   K   A

AAACCTGGGCCCCAGGATATCATTGAGCGGCCCTTCTATGACCTC

K   P   G   P   Q   D   I   I   E   R   P   F   Y   D   L

TGGAACCCAAACAATCCTCTGGATAAGCCTTTGATCGGTCAGGAT

W   N   P   N   N   P   L   D   K   P   L   I   G   Q   D

GCATTTTTTCTGGAGCAGACCAAGAAGAAAGGTGTGAGGCGGCCA

A   F   F   L   E   Q   T   K   K   K   G   V   R   R   P

CCACGACTCCACATCAAGCCTTCCCAGGTGCCTGCGGTGGAAGTG

P   R   L   H   I   K   P   S   Q   V   P   A   V   E   V

ATTCCTGCGGGAGCCTCCTACAACCCAACCTTTGAAGATCACCAG

I   P   A   G   A   S   Y   N   P   T   F   E   D   H   Q

GCCTTGCTTCTAGAGGCCCATGAGGTGGAGCTGCAGCGTGAGAAA

A   L   L   L   E   A   H   E   V   E   L   Q   R   E   K

GAGGCAGAAAAGCTGGAGCGACAGCTGGCCCTGCCCACTGCAGAG

E   A   E   K   L   E   R   Q   L   A   L   P   T   A   E

CAAGCTGCTACCCAGGAGTCCGTGTTTCGGGAGATGTGTGAGGGC

Q   A   A   T   Q   E   S   V   F   R   E   M   C   E   G

CTGCTCGAAGAGTCTGAGGATGAGGATGGGCCAGGCTGTGCTGAG

L   L   E   E   S   E   D   E   D   G   P   G   C   A   E

CAGCCAGAGGCTGACGATGGGGCCACTGAGACCTCACCCACTGGT

Q   P   E   A   D   D   G   A   T   E   T   S   P   T   G

GCTGCTGGTCCTGAGAAGAGGATGGAGAAGAAGACAGAGCAGCAG

A   A   G   P   E   K   R   M   E   K   K   T   E   Q   Q

CGGCGGCGGGAGAAGGCTGCTCGCAAGCTGCGGGTGCAGCAGGCT

R   R   R   E   K   A   A   R   K   L   R   V   Q   Q   A

GCACTGAGGGCAGCCCGGCTTCAGCACCAAGAACTCTTCAGGCTA

A   L   R   A   A   R   L   Q   H   Q   E   L   F   R   L

CGTGGGATCAAGGCCCAGGTGGCCCGGAGGCTGGCAGAGCTGGCA

R   G   I   K   A   Q   V   A   R   R   L   A   E   L   A

CGCCGGAAGGAGCAGCGGCGCATACGGCGACTGGCAGAGGCTGAC

R   R   K   E   Q   R   R   I   R   R   L   A   E   A   D

AAACCCCGAAGGCTGGGACGGCTCAAGTACCAGGCCCCTGACATT

K   P   R   R   L   G   R   L   K   Y   Q   A   P   D   I

GATGTGCAGCTCAGCTCTGAGCTATCTGACTCACTCAGGAAACTG

D   V   Q   L   S   S   E   L   S   D   S   L   R   K   L

AAGCCAGAAGGTAACATTCTCCGAGACAGGTTCAAAAGCTTCCAG

K   P   E   G   N   I   L   R   D   R   F   K   S   F   Q

AAGAGAAATATGATTGAGCCCCGGGAACGAGCCAAGTTCAAGCGC

K   R   N   M   I   E   P   R   E   R   A   K   F   K   R

AAATACAAAGTGAAGCTGGTGGAGAAGCGGGCTTTCCGCGAGATT

K   Y   K   V   K   L   V   E   K   R   A   F   R   E   I

CAGTTGTAG

  Q     L    *

图 1  乙型肝炎病毒前 -S1 蛋白结合蛋白大鼠同源基因及其编码产物序列.
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人     MAAGGSGVGGKRSSKSDADSGFLGLRPTSVDPALR

小鼠 -----NRD-E----R-Q------------------

大鼠 ----SNRG-D----K-Q---N--------------

人     RRRRGPRNKKRGWRRLAQEPLGLEVDQFLEDVRLQ

小鼠 -----------------E-----------------

大鼠 -----------------E-----------------

人     ERTSGGLLSEAPNEKLFFVDTGSKEKGLTKKRTKV

小鼠 ---T----A-------------F-R-E---------

大鼠 ---T----A-----Q-------L-K-EPR---W-

人     QKKSLLLKKPLRVDLILENTSKVPAPKDVLAHQVP

小鼠 ----QR-Q-------A---H    I- - - - - I - - - - - -

大鼠 ----KH-Q-------A---H    I - - - - - I - - - - - -

人     NAKKLRRKEQLWEKLAKQGELPREVRRAQARLLNP

小鼠 ---------E-------------D--------S-

大鼠 N--------E-------------D--------N-

人     SATRAKPGPQDTVERPFYDLWASDNPLDRPLVGQD

小鼠 PTPK-------II- - - - - - - - NP-----T-----

大鼠 PAPK-------II- - - - - - - - NPN----K-----

人     EFFLEQTKKKGVKRPARLHTKPSQAPAVEVAPAGA

小鼠 A---------G-R      Q--------V-----I----

大鼠 A-----------R       P--------V-----I----

人     SYNPSFEDHQTLLSAAHEVELQRQKEAEKLERQLA

小鼠 ----T-----A-RE--------E-----------

大鼠 ----T-----A-LE--------E-----------

人     LPATEQAATQESTFQELCEGLLEESDGEGEPGQGE

小鼠 -TS--------V-R-M-------------HEA--

大鼠 --TA--------V-R- M--------xx-D-D-P-C

人     GXXPEAGDAEVCPTPARLATTXXXXEKKTEQQRRR

小鼠 AGQ-----GTTEIS-TGA-GPEKRM----------

大鼠 -EQ---D-GATETS-TGA-GPEKRM----------

人     EKAVHRLRVQQAALRAARLRHQELFRLRGIKAQVA

小鼠 ---ARK-------------Q---------------

大鼠 ---ARK-------------Q---------------

人     LRLAELARRRRRRQARREAEADKPRRLGRLKYQAP

小鼠 R---------EQ-RI       L-----------------

大鼠 R--------KEQ-RI       L-----------------

人     DIDVQLSSELTDSLRTLKPEGNILRDRFKSFQRRN

小鼠 ----------SG---------H----------K--

大鼠 ----------SD---K-----N----------K--

人     MIEPRERAKFKRKYKVKLVEKRAFREIQL

小鼠 -----------------------Y-----

大鼠 -----------------------------

图 2  人和小鼠乙型肝炎病毒前 -S1 蛋白结合蛋白一级结构序列同源
性比较.

        对于大鼠乙型肝炎病毒前-S1蛋白结合蛋白一级结
构序列生物信息学分析，发现一系列潜在的蛋白修饰
位点结构域.例如 1个潜在的 N-糖基化位点 124-127 aa
(NHSK); 2 个潜在的 cAMP，cGMP 依赖性蛋白激酶磷酸
化位点 11-14 aa (KRgS)，100-103 aa(KKrT); 3 个潜在的
蛋白激酶 C(PKC)磷酸化位点 5-7  aa(SnR)，217-219 aa
(TkK)，431-433 aa(SlR); 4 个潜在的酪蛋白激酶 II 磷酸
化位点 6-19  aa(SqaD)，28-31 aa(TsvD)，250-253 aa
(TfeD)，305-308 aa(SedE); 4 个潜在的 N- 豆蔻酯酸化修
饰位点 4-9 aa(GSnrGG)，24-29 aa(GLrpTS)，75-80 aa
(GGllAE)，322-327 aa(GAteTS); 6段双向核靶向序列 94-
110 aa(KKkeprkkrtwvqkksk)，95-111 aa(KKeprkkrtwvq
kkskh)，340-356 aa(Kteqqr rrekaarklr)，384-400 aa
(RRlaelarrkeqrrirr)，396-412 aa(RRirrlaeadkprrlgr)，451-
467aa(KRnmieprerakfkrky); 2段富含精氨酸序列35-50 aa
(RrrrrgprnkkrgwrR)，346-412 aa(Rrrekaarklrvqqaalraar
lqhqelfrlrgikaqvarrlaelarrkeqrrirrlaeadkprr lgR); 1 段富含
谷氨酸序列 260-318 aa(Eahevelqrekeaeklerqlalptaeqaatq
esvfremceglleesededgpgc aeqpE).

3   讨论

研究蛋白 - 蛋白之间的相互作用是分子生物学中的一

个重要的研究内容[6-10]. 病毒性肝炎的发病机制，在很

大程度上也取决于肝炎病毒蛋白 - 肝细胞蛋白之间相

互结合和相互作用[11-16]. 研究蛋白 - 蛋白相互结合的分

子生物学技术很多，主要包括酵母双杂交技术[17-20]、

体外免疫共沉淀技术等. 近年来，随着噬菌体展示技术

的不断成熟，噬菌体 cDNA 表达型文库的构建和应

用，也逐渐发展成为研究蛋白 - 蛋白之间相互作用的

重要的分子生物学技术[21-30]. 与酵母双杂交技术一样，

噬菌体展示技术不仅可以研究已知蛋白之间的结合，

而且由于是一种 cDNA 文库的筛选技术，因此可能会

筛选到以前没有发现有相互作用的新的蛋白类型. 由于

目前的功能基因还没有鉴定完毕，因此，利用这一策略

也可以克隆到新基因.我们应用 cDNA 文库的噬菌体展

示技术，以重组纯化的前 -S1 蛋白作为固相筛选基质，

经过 5 轮的“黏附 - 洗脱 - 扩增”的所谓的“淘洗”过

程，从T7噬菌体cDNA文库中筛选得到了能够与前-S1

蛋白结合的克隆[4-5]. 对于插入片段的基因序列进行测
定，结果表明，HBV 的前 -S1 蛋白可以结合一种未
知功能的蛋白，我们命名为 PS1BP[4]. 我们曾经应用
cDNA 表达型文库的噬菌体展示技术，筛选到一系列的
蛋白结合蛋白. 不仅如此，我们通过聚合酶链反应(PCR)
引物探针的生物素化修饰，结合链亲和素(streptavidin)的
固相包被技术，巧妙地将PCR扩增产物的一端固定在免
疫酶联板上，建立了筛选基因启动子 DNA 结合蛋白的
技术系统，并取得了满意的结果[24-25]. 噬菌体展示技术
的出现和早期应用，主要是用于单链可变区抗体的基

因工程抗体研究，之后又构建了随机多肽库，包括7肽



库和 12 肽库，随后又出现了表达型 cDNA 文库，进
一步扩大了噬菌体展示技术的应用范围.结果表明，噬
菌体展示技术在蛋白结合蛋白、基因启动子 DNA 结合
蛋白的筛选研究中也具有重要的应用前景.我们首先利
用表达型 cDNA 文库的噬菌体展示技术，以纯化的重
组前 -S1 蛋白作为固相化基质，筛选得到了前 -S1 蛋
白的结合蛋白新基因，即人的 PS1BP，再利用生物信
息学技术[31-43]，经过核苷酸序列同源性的比对，克隆
了大鼠的 PS1BP，从而为研究不同生物种属的 PS1BP
蛋白的结构与功能奠定了基础.说明分子生物学研究领
域，生物信息学技术的发展和应用已经进入到了一个
新阶段.

       PS1BP 蛋白是一种功能目前还不十分清楚的蛋白

质，在核苷酸数据库的比对中，我们筛选得到的PS1BP

与神经胶质瘤抑制基因区候选基因 2(GLTSCR2)是同一

基因. Smith et al [44]在研究神经胶质瘤的过程中，发现

第 19 号染色体有一段 150 kb 的缺失区，因而推测这

一区域存在肿瘤抑制基因. 对于这一区域的基因序列进

行测定和分析，可推断有 2 个肿瘤抑制基因候选基因，

其中包括 GLTSCR2.  说明我们发现的 PS1BP，即

GLTSCR2 可能是潜在的一种肿瘤抑制基因类型. 但是，

这一推测只是基于核苷酸序列的生物信息学分析，还

没有得到进一步的证实，GLTSCR2 基因的编码序列甚

至是一种生物信息学的推断，究竟是否存在这样的编

码基因都不一定[45-51]. 我们的筛选结果是一种表达型

cDNA 文库的筛选结果，因此至少可以肯定 PS1BP/

GLTSCR2 是一种具有表达和编码功能的基因，因此在原

来的基础上又进了一步.从大鼠的PS1BP/GLTSCR2基因克

隆化结果来看，大鼠与人的同源性为 80.79%(391/484)，

大鼠和小鼠的同源性为 92.98%(450/484)，说明这种基

因的序列高度保守，推测具有重要的生物学功能. 利用

Northern blot 杂交技术证实，在心脏、胰腺中 PS1BP/

GLTSCR2 基因有很高水平的表达，肝脏、骨骼肌、

肾脏中有中等水平的表达，脑、肺组织中的表达水平

较低. 这些研究结果表明，PS1BP/GLTSCR2 基因的功

能可能十分广泛. PS1BP/GLTSCR2 蛋白的结构与功能、

表达与调控、生物学意义、医学意义，在神经胶质

瘤和乙型病毒性肝炎发病机制中的作用目前我们还一

无所知，还需要进行系统的研究加以证实.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the serum
HBV DNA quantification and the PBMCs apoptosis of the
chronic hepatitis B.

METHODS: Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were isolated from 10 healthy blood donors and 42 pa-
tients with HBV positive. PBMCs were cultured with PHA
for 72 h in vitro. Then we used TUNEL and flow cytometry
to assay the apoptosis. The HBV-DNA extracted from the
serum in patients by PCR was quantified by ELISA. We
used the one way ANOVA to analysis the apoptosis and
the HBV-DNA quantity, and made correlation analysis be-
tween the apoptosis and the HBV-DNA quantity.

RESULTS: We identified the apoptosis by TUNEL and flow
cytometry in cultured PBMCs. The apoptosis rate in mild type
of chronic hepatitis B, moderate type of chronic hepatitis B
and cirrhosis were (29.3±9.3%, 24.8±10.8%, 28.8±5.0%),
compared to the healthy group (18.0±6.4%). Serum HBV-
DNA level was the highest in mild type of chronic hepatitis
B (14.3±24.8×107cp/L), which was higher than other groups
(P <0.05). The serum HBV-DNA level in mild type of chronic
hepatitis B is the highest. The serum HBV-DNA level had the
correlation with the apoptosis in PBMC (r =0.338, P =0.014).

CONCLUSION: There is apoptosis in PBMC of the HBV chronic
infections. The serum virus level is the highest in mild type
of chronic hepatitis B, while its apoptosis is also the highest.
The immune and HBV virus persistent condition are related
to the apoptosis. The percentage of the apoptosis in PBMC

has the correlation with the virus level in serum of the
HBV chronic infections.
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摘要
目的: 研究HBV慢性感染患者血清HBV载量与外周血单个

核细胞(PBMC)凋亡的关系.

方法: 无菌条件下分离42例HBV阳性患者及健康献血员10

名外周血单个核细胞(PBMC)，在 PHA的刺激下培养72 h

后收集细胞. 采用脱氧核糖核酸末端标记方法(terminal

deoxyribonucleotidyl transferase-mediated biotinylated

dUTP nick-end labeling，TUNEL)、流式细胞术(flow

cytometry，FCM)检测 HBV 慢性感染患者 PBMC 凋亡，并

用HBV-PCR定量试剂盒检测血清HBV-DNA的含量. 对不

同组的PBMC凋亡及血清HBV-DNA含量进行单因素方差分

析，并对凋亡情况及血清HBV-DNA含量进行相关性分析.

结果: TUNEL 法与 FCM 检测 HBV 阳性患者 PBMC，证实

PBMC存在凋亡，慢性乙型肝炎轻度组、中度组与肝硬化

组凋亡率明显升高分别为(29.3 ± 9.3%，24.8 ± 10.8%，

28.8 ± 5.0%)，与健康对照(18.0 ± 6.4%)比较凋亡率显著

升高(P <0.05). 血清HBV-DNA含量在慢性乙型肝炎轻度组

最高(14.3± 24.8 × 107cp/L)，与其他组比较病毒含量明显

增高(P <0.05). HBV慢性感染患者血清病毒载量与其PBMC

凋亡率有一定的相关性，r =0.338 ，P =0.014 (P <0.05).

结论: HBV慢性感染患者PBMC存在凋亡，其凋亡率较健

康组明显增加. 慢性乙型肝炎轻度患者血清病毒含量最高，

其凋亡率亦最高. 凋亡状况与乙型肝炎的慢性化、机体的免

疫状态相关. HBV慢性感染患者PBMC凋亡与其血清病毒

载量有相关性.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)常导致慢性感染，易发展为重型
肝炎[1]. 其慢性化、重型化的机制均与机体的免疫功能
异常密切相关，这种异常是否与活化的淋巴细胞凋亡
有关目前尚不完全清楚[2]. 目前认为，HBV 本身对肝细



胞无直接致病作用，而 HBV 所致的免疫损伤可能是乙
型肝炎重要的发病机制之一[3]. HBV 为泛嗜性病毒，在
肝外组织细胞尤其是外周血单个核细胞(peripheral blood
mononuclear cells，PBMC)中可以复制[4]. 有研究发现在
PBMC中存在HBV的高度盘卷的cccDNA[5]，提示PBMC
可以作为HBV转录和翻译的场所[6]. 我们采用脱氧核糖
核酸末端标记方法 (terminal deoxyribonucleotidyl trans-
ferase-mediated biotinylated dUTP nick-end labeling，
TUNEL)与流式细胞术(flow cytometry，FCM)检测 PBMC
的凋亡状态，并采用 HBV-DNA 定量 PCR 检测试剂盒
检测血清HBV-DNA 含量，通过对PBMC凋亡的检测及
患者血清HBV-DNA病毒量的检测，探讨PBMC凋亡与
HBV 慢性感染患者血清 HBV 病毒载量的关系，阐明
PBMC 凋亡在 HBV 慢性感染患者发病机制中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  中国医科大学附属第二医院感染科HBV阳性
患者 42 例，健康对照 10 名，男 39 例，女 13 例，年龄
18-64(平均 38 岁). 诊断均符合 2000 年西安会议“病毒
性肝炎防治方案”的诊断标准. 根据临床指标及症状分
为 5 组，HBV 携带者 9 例，慢性乙型肝炎轻度组 10
例，慢性乙型肝炎中度组 8 例，慢性乙型肝炎重度组
7例，肝炎后肝硬化组(HBV阳性)8例. HBsAg及抗HBc-
IgG 均阳性，排除 HAV，HCV，HDV 和 HEV 感染，排
除近 3 mo 应用糖皮质激素、干扰素等影响免疫功能药
物的患者. 淋巴细胞分离液(上海生化二厂)、RPMI 1640
培养液及新生小牛血清(GIBCO 公司)、植物血凝素
(PHA)(广州生物制剂公司)、RNA酶(武汉博士德生物制
品有限公司)、细胞凋亡检测试剂盒(cell death detection
kit，POD)(武汉博士德生物制品有限公司)、PI 染液
(Sigma 公司)、流式细胞仪(美国 Beclon-Dickinson 公司
产品)、HBV-DNA 定量 PCR 检测采用乙型肝炎病毒
(HBV)核酸扩增(PCR)酶免疫定量(ELISA)试剂盒(上海浩
源生物科技有限公司).
1.2 方法  无菌抽取 HBV 阳性患者空腹静脉血 8 mL，
肝素抗凝6 mL，密度梯度离心法分离外周血单个核细胞，
分离血清2 mL. 应用HBV-DNA定量检测试剂盒检测血清
HBV-DNA含量(方法按说明书). 用含10 mL/L新牛血清的
RPMI-1640 培养液稀释提取细胞成 1 × 106 /mL，加入
PHA 100 µg，37 ℃，50 mL/L CO2 培养箱温育 72 h，
收取培养细胞.
1.2.1 凋亡的检测  TUNEL 法: 细胞凋亡检测试剂盒(cell
death detection kit，POD). 将培养的细胞收集，用 PBS
洗涤细胞 2 次，去上清，留细胞沉淀，将细胞涂片，
并用 40 g/L 多聚甲醛固定. 细胞涂片用 3 mL/L H2O2 室温
处理10 min. 蒸馏水洗涤2 min 3次. 加入Proteinase K37 ℃
消化 3 min. 0.1 mol/L PBS 洗 2 min 3 次. 加标记缓冲液，
置湿盒中，37 ℃标记 2 h. 0.1 mol/L PBS 洗 2 min 3 次.
加封闭液，室温 30 min，甩掉封闭液，加生物素化

抗地高辛抗体 37 ℃反应 30 min. 0.1 mol/L PBS 洗 2 min
3 次. 加 SABC，37 ℃ 60 min 反应. 0.1 mol/L PBS 洗
5 min 4 次. DAB 显色，苏木素复染. 脱水、透明，封
片. 流式细胞仪检测(Flow Cytometry FCM): 收取培养
的细胞，用 PBS 洗涤细胞 2 次，加 700 mL/L 乙醇 1 mL
-20 ℃固定过夜. 离心去掉固定液，再用 PBS 洗涤细胞
2 次，加 RNA 酶(1 g/L)20 µL37 ℃水浴 30 min，加入 PI
(50 mg/L) 500 µL，4 ℃孵育 30 min 以上后上流式细胞
仪. 以 G0/G1 峰左侧出现的亚二倍体细胞群峰型来检测
凋亡的细胞，每次计数 105 个细胞.
1.2.2 HBV-PCR 定量检测  取血清 20 µL+ 病毒裂解液
20 µL，混匀 37 ℃ 1 h，加入样品中和液 40 µL，混
匀. 取出15 µL加入盛有15 µL主反应液的薄壁反应管中，
加入扩增仪进行PCR 反应. 反应后加入变性液 30 µL，混
匀，加入杂交液 100 µL，37 ℃ 1 h. 洗板 5 次，控
干然后加酶联液 100 µL，37 ℃ 15 min. 再次洗板，
控干，加入显色液 100 µL，避光 10 min，加终止液
100 µL，酶标仪读数.

2   结果

2.1 TUNEL 法检测 PBMC 凋亡结果  (图 1，表 1)，FCM

图 1  凋亡细胞胞核染色质特异性棕黄色 (40 ×).

表 1  PBMC 凋亡率检测 TUNEL 法计数结果(mean±SD, %)

分组   n TUNEL PI 凋亡率      血清 HBV-DNA

凋亡率       定量(× 107)cp/mL

对照(健康) 10 0.6 ± 0.4 18.0 ± 6.4           -

HBV 携带   9 2.5 ± 1.2 20.2 ± 6.3   2.3 ± 4.4

CHB 轻度 10 9.1 ± 0.9ab 29.3 ± 9.3ab  14.3 ± 24.8e

CHB 中度   8 4.3 ± 1.5c 24.8 ± 10.8c   6.5 ± 6.2

CHB 重度   7 1.0 ± 0.8 15.2 ± 5.0   1.1 ± 0.8

肝硬化   8 7.6 ± 2.2ab 28.8 ± 5.0ab     4.0±8.2

aP <0.05 vs 重度, bP <0.01 vs 对照, cP <0.05 vs 健康, eP <0.05 vs 重度.

检测 PBMC 凋亡结果(图 2 表 1)，血清 HBV-DNA 含量
的检测结果(表 1). HBV 阳性患者 PBMC 存在凋亡，HBV
阳性患者 PBMC 凋亡率均较健康组高，慢性乙型肝炎轻
度组与肝硬化组凋亡率明显升高与健康组比较 P <0.01，
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与重度组相比P <0.05; 慢性乙型肝炎中度组凋亡率亦升
高与健康组比较P <0.05; 慢性乙型肝炎轻度组凋亡率最
高; 重度组与 HBV 携带组凋亡率亦增高，但与健康组
比较 P >0.05. 轻度组的血清 HBV-DNA 含量最高，与
重度组相比 P <0.05; 与其他组比较 P >0.05.
2.2 血清 HBV-DNA 含量与 PBMC 凋亡率相关性结果

(图 3)  PBMC 凋亡率与血清 HBV-DNA 含量有相关性，
相关系数 r =0.338，P =0.014.

图 3  HBV-DNA 含量与凋亡率.

3   讨论

HBV 本身并不直接导致肝细胞损伤，病毒的复制和病

毒抗原的表达可激发机体的免疫反应造成肝脏细胞炎

症[7]，多数研究认为 HBV 引起的慢性肝炎主要是免疫

损伤所致，乙型肝炎感染免疫状态研究对于进一步分

析乙型肝炎的发病机制有重要的作用[8]. 自1972 年Kerr

et al 明确了细胞凋亡(apoptosis)的概念以来，许多学者

对病毒性肝炎肝细胞凋亡进行了广泛研究[9]. 动物实验研

究表明，肝细胞凋亡是肝衰竭的一个早期过程[10]. 肝细

胞凋亡与慢性乙型肝炎患者病理损伤有关，但这些研

究都停留在单纯探讨肝细胞凋亡方面，而其他细胞凋

亡与肝病关系研究尚少[11]. 有研究报道新鲜分离的外周

血淋巴细胞对凋亡抵抗性很强，几乎不能查见凋亡细

胞[12]，本研究应用 TUNEL 及 FCM 检测乙型肝炎患者

PBMCs凋亡，实验结果表明PBMCs培养后检测到凋亡，

未培养的PBMCs未检测到凋亡(预实验检测新鲜提取的

PBMCs，未检测到凋亡). 有研究提出在体内凋亡小体很

快被周围巨噬细胞所吞噬，相反，在体外，巨噬细

胞接触凋亡小体机会减少，因此在培养细胞中凋亡增
加[13]，本研究结果也证实了这一点.
        在PHA等丝裂原刺激培养过程中PBMC逐渐对PHA
等再刺激诱导的凋亡敏感，这种淋巴细胞经活化后再
发生凋亡的现象称为活化诱导的细胞死亡(activation-
induced cell death，AICD)[14]. AICD与免疫功能的负调节
有密切关系，活化的淋巴细胞能否及时清除对于调节
机体免疫反应应答程度起了重要作用[15]. 一方面，感染
细胞凋亡是机体细胞免疫清除病毒感染的一种手段，
另一方面，病毒可利用调节反应性淋巴细胞凋亡等手段
力求在体内繁殖、复制及弥散[16]. 但迄今有关慢性乙型
肝炎免疫细胞状态和淋巴细胞凋亡的关系尚不清楚[17].
细胞凋亡与免疫学之间存在着极为密切的关系，如参
与免疫系统的发育调节; 参与免疫反应的调节，外周
T、B 细胞在被激活同时，也启动了凋亡控制系统; 参
与 T 细胞介导的杀伤机制，包括诱导靶细胞凋亡[18]. 血
清 HBV-DNA 含量高低反映了病毒在体内复制水平[19].
乙型肝炎病变活动是宿主免疫对病毒及其抗原的应答
状态[20]. 在对抗病毒感染过程中，细胞免疫起了重要作
用[21] . PBMC 是 T 、B 淋巴细胞、单核巨噬细胞及自
然杀伤细胞等免疫活性细胞的集合体，在机体免疫反
应尤其是细胞免疫反应中起重要的作用[22]. 在肝炎发病
过程中，肝炎病毒侵犯 PBMC 使其发生免疫反应可能
引起机体免疫紊乱，成为慢性肝炎发病原因之一[23]. 因
此研究肝炎病毒感染的 PBMCs 有助于对肝炎病毒的致
病机制进行深入研究[24].

        我们发现，在 HBV 慢性感染患者 PBMC 中存在凋

亡，其凋亡率均较健康对照组增高，而慢性乙型肝炎轻

度及肝硬化组PBMC凋亡率较健康组明显增高(P <0.01).

慢性乙型肝炎患者轻度组血清病毒载量与其他组比较

亦最高，与重度组比较差异有显著性(P <0.05). 本试验

证明，HBV 慢性感染患者 PBMC 凋亡率与血清病毒载

量有相关性. 考虑HBsAg携带者处于免疫耐受阶段，病

毒处于相对静止状态，HBV 慢性化主要是人体细胞免

疫功能低下所致，故凋亡较低. 慢性乙型肝炎轻度患者

处于免疫耐受的高复制期，HBV 复制活跃，病毒量与

病变程度成反比，病毒复制水平较高，肝内病变以变性

为主，凋亡较高. 随着感染的持续，病毒复制水平逐

图 2  HBV 阳性患者 PBMC G0/G1 峰前凋亡的亚二倍体峰明显高于正常.
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渐降低[25]，肝内病变以变性和坏死同时存在. 在重度
组，肝细胞以坏死为主，反应性淋巴细胞活化低下，
淋巴细胞耗竭，因此其 PBMC 的凋亡率下降. AICD 调
节是一种生理性调节机制，可限制淋巴细胞发生过强
过度的免疫反应，但同时可致外周免疫耐受[26]，结果
显示 HBV 慢性感染患者 PBMC 存在 AICD 现象. 在肝细
胞损伤的过程中，肝细胞凋亡由 T 细胞活化的抗原识
别启动抗原非特异性效应子的级联系统，在 HBV 慢性
感染患者中阻止肝细胞肿瘤发生[27].
         本实验从慢性乙型肝炎患者外周血单个核细胞凋亡
及血清 HBV 病毒载量的情况，分析了 HBV 慢性感染
患者免疫状况，为 HBV 慢性感染的发病机制提供了一
定的依据. 今后将对 PBMC 中 HBV-DNA 载量与 PBMC
凋亡的关系进行进一步研究.

4     参考文献
1 Rivero M, Crespo J, Fabrega E, Casafont F, Mayorga M, Gomez-

Fleitas M, Pons-Romero F. Apoptosis mediated by the Fas
system in the fulminant hepatitis by hepatitis B virus. J Viral
Hepat  2002;9:107-113

2 Benedict C, Norris PS, Ware CF. To kill or be killed: viral
evasion of apoptosis. Nat Immunol  2002;3:1013-1013

3 Pasquetto V, Wieland S, Chisari FV. Intracellular hepatitis B
virus nucleocapsids survive cytotoxic T-lymphocyte-induced
apoptosis. J Virol  2000;74:9792-9796

4 施军平, 郑亚琴, 陈海英. 慢乙肝患者 PBMC 中 HBV-DNA 存在
状态的测定及其临床意义. 临床肝胆病杂志  2001;17:227-228

5 Cabrerizo M, Bartolome inverted questinon marke J, Caramelo
C, Barril G, Carreno V. Molecular analysis of hepatitis B virus
DNA in serum and peripheral blood mononuclear cells from
hepatitis B surface antigen-negative cases. Hepatology  2000;
32:116-123

6 Lee JY, Chae DW, Kim SM, Nam ES, Jang MK, Lee JH, Kim
HY, Yoo JY. Expression of FasL and perforin/granzyme B
mRNA in chronic hepatitis B virus  infection. J Viral Hepat
2004;11:130-135

7 Wang KX, Peng JL, Wang XF, Tian Y, Wang J, Li CP. Detection of
T lymphocyte subsets and mIL-2R on surface of PBMC in pa-
tients with hepatitis B. World J Gastroenterol  2003;9:2017-2020

8 Diepolder HM, Gruener NH, Gerlach JT, Jung MC, Wierenga
EA, Pape GR. Different levels of T-cell receptor triggering
induce distinct functions in hepatitis B and hepatitis C virus-
specific human CD4(+) T-cell clones. J Virol  2001;75:7803-7810

9 闫玉萍, 阚晓, 常树珍, 朱彤宇, 郭超英. 慢性乙型肝炎活检组织
HBcAg 含量与肝细胞凋亡率、Apo2.7 因子表达的相关性. 上海
免疫学杂志  2003;23:47-49

10 王玉梅, 冯国和, 黄芬, 李颖, 赵桂珍. 肿瘤坏死因子 α 及 caspase-3
表达与暴发性肝衰竭细胞凋亡. 中华内科杂志  2003;42:566-570

11 Su F, Theodosis CN, Schneider RJ. Role of NF-kappaB and
myc proteins in apoptosis induced by hepatitis B virus HBx
protein. J Virol  2001;75:215-225

12 邢同京, 章廉, 骆抗先, 侯金林, 冯筱榕, 何海棠. 外周血淋巴细胞凋
亡在慢性乙型肝炎发病机制中的作用. 世界华人消化杂志  2000;
8:232-233

13 Kiyici M, Gurel S, Budak F, Dolar E, Gulten M, Nak SG, Memik
F. Fas antigen (CD95) expression and apoptosis in hepato-
cytes of patients with chronic viral hepatitis. Eur J Gastroenterol
Hepatol  2003;15:1079-1084

14 Ji W, Wang HF, Feng CQ. Activation-induced cell death in
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from patients
with chronic hepatitis B may be related to abnormal produc-
tion of interleukin 12 and 10. J Viral Hepat  2001;8:30-33

15 Hou CS, Wang GQ, Lu SL, Yue B, Li MR, Wang XY, Yu JW. Role
of activation-induced cell death in pathogenesis of patients with
chronic hepatitis B. World J Gastroenterol  2003;9:2356-2358

16 Tsamandas AC, Thomopoulos K, Zolota V, Kourelis T,
Karatzas T, Ravazoula P, Tepetes K, Petsas T, Karavias D,
Karatza C, Bonikos DS, Gogos C. Potential role of bcl-2 and bax
mRNA and protein expression in chronic hepatitis type B and C:
a clinicopathologic study. Mod Pathol  2003;16:1273-1288

17 Beckebaum S, Cicinnati VR, Zhang X, Ferencik S, Frilling A,
Grosse-Wilde H, Broelsch CE, Gerken G. Hepatitis B virus-
induced defect of monocyte-derived dendritic cells leads to
impaired T helper type 1 response in vitro: mechanisms for
viral immune escape. Immunology  2003;109:487-495

18 Kottilil S, Bowmer MI, Trahey J, Howley C, Gamberg J, Grant
MD. Fas/FasL-independent activation-induced cell death of
T lymphocytes from HIV-infected individuals occurs with-
out DNA fragmentation. Cell Immunol  2001;214:1-11

19 Simon K, Rotter K, Zalewska M, Gladysz A. HBV-DNA level
in blood serum as a predictor of good response to therapy
with interferon-alpha-2b of patients with chronic hepatitis B.
Med Sci Monit  2000;6:971-975

20 Rabe C, Cheng B, Caselmann WH. Molecular mechanisms of
hepatitis B virus-associated liver cancer. Dig Dis  2001;19:
279-287

21 Tsutsui H, Adachi K, Seki E, Nakanishi K. Cytokine-induced
inflammatory liver injuries. Curr Mol Med  2003;3:545-559

22 李玲, 顾长海, 李欣. 激活诱导细胞死亡在乙型肝炎发病机制中
的意义. 中华医学杂志  2003;83:1146-1149

23 Yin XM, Ding WX. Death receptor activation-induced hepato-
cyte apoptosis and liver injury. Curr Mol Med  2003;3:491-508

24 王平忠, 张中伟, 周永兴, 白雪帆. 定量 PCR 检测慢性乙型肝炎
患者 HBV-DNA 及其意义. 世界华人消化杂志  2000;8:755-758

25 Murakami Y, Minami M, Daimon Y, Okanoue T. Hepatitis B
virus DNA in liver, serum, and peripheral blood mononuclear
cells after the clearance of serum hepatitis B virus surface
antigen. J Med Virol  2004;72:203-214

26 Zender L, Hutker S, Liedtke C, Tillmann HL, Zender S, Mundt
B, Waltemathe M, Gosling T, Flemming P, Malek NP,
Trautwein C, Manns MP, Kuhnel F, Kubicka S. Caspase 8
small interfering RNA prevents acute liver failure in mice.
Proc Natl Acad Sci USA  2003;100:7797-7802

27 Nakamoto Y, Kaneko S. Mechanisms of viral hepatitis in-
duced liver injury. Curr Mol Med  2003;3:537-544

宋蕊, 等. HBV慢性感染患者PBMC凋亡与血清病毒载量                                                  1577



World Chin J Digestol  2004 July;12(7):1578-1581
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 病毒性肝炎 VIRAL HEPATITIS •

丁型肝炎肝组织Bcl-2/Bax、Bak表达与细胞凋亡表达

顾小红, 张云东, 李奇芬, 王宇明

顾小红, 中国人民解放军第三军医大学大坪医院野战外科研究所消化
科  重庆市  400042
张云东, 中国人民解放军第三军医大学大坪医院野战外科研究所神经
外科  重庆市  400042
李奇芬, 王宇明, 中国人民解放军第三军医大学西南医院感染病专科医
院, 全军传染病研究中心  重庆市  400042
顾小红, 女, 1968-06-10 生, 四川省绵阳市人, 汉族. 2003 年第三军医大学
博士, 现任副主任医师, 副教授, 发表论文 27 篇, 获首届全军优秀研究生论
文奖, 军队科技进步二等奖一项, 参编专著 6 部, 主要从事病毒性肝炎发病机
制研究.
项目负责人: 顾小红, 400042, 重庆市, 中国人民解放军第三军医大学大坪
医院野战外科研究所消化科.  zhanggxh@cta.cq.cn
电话: 023-66690688
收稿日期: 2003-08-08    接受日期: 2004-02-01

Expression of Bcl-2/Bax, Bak and
hepatocytic apoptosis in tissues
of patients with hepatitis D

Xiao-Hong Gu, Yun-Dong Zhang, Qi-Feng Li, Yu-Ming Wang

Xiao-Hong Gu, Department of Gastroenterolgy, Daping Hospital, Third
Military Medical University, Chongqing 400042, China.
Yun-Dong Zhang, Department of Neurosurgery, Daping Hospital Re-
search Institute of Field Surgery, Third Military Medical University,
Chongqing 400042, China
Qi-Feng Li, Yu-Ming Wang, Infectious Disease Center, Southwest Hospital,
Third Military Medical University, Chongqing 400038, China
Correspondence to: Xiao-Hong Gu, Department of Gastroenterolgy,
Daping Hospital, Third Military Medical University, Chongqing 400042,
China.  zhanggxh@cta.cq.cn
Received: 2003-08-08    Accepted: 2004-02-01

Abstract
AIM: To study the expression of Bcl-2, Bax, Bak and
hepatocytic apoptosis in pathogenesis of hepatitis D.

METHODS: Expression of HDAg, Bcl-2, Bax, Bak and
hepatocytic apoptosis in liver tissues of 77 patients with
hepatitis D were studied by immunohistochemistry and
terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick
end labelling (TUNEL) technique. Meanwhile, the relationship
between expression of HDAg, Bcl-2/Bax and hepatocytic
apoptosis were studied by double labeling and serial sections.

RESULTS: Bcl-2 was mainly expressed in the cytoplasm of
hepatocytes, Bax and Bak mainly in the cytoplasm of hepa-
tocytes and partly in the nucleus of hepatocytes, and HDAg
mainly in the nucleus of hepatocytes. Many HDAg and Bax
or Bak positive cells were distributed among infiltrating
lymophocytes at the periportal region especially at the
advancing edges in the areas of piecemeal necrosis. Many
apoptotic hepatocytes were found to locate near to positive
cells of HDAg. There were positive correlations between
degrees of HDAg expression, Bax or Bak expression, and
hepatocytic apoptosis (t =27.89, P <0.01, P <0.05 t =19.16,
P <0.05 t =18.22).

CONCLUSION: The distribution and expression of Bax, Bak,
HDAg and hepatocytic apoptosis are significantly corre-
lated with the activity of imflammation and the severity of
the liver damage.

Gu XH, Zhang YD, Li QF, Wang YM. Expression of Bcl-2/Bax, Bak and
hepatocytic apoptosis in tissues of patients with hepatitis D. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1578-1581

摘要
目的: 探讨 Bcl-2，Bax，Bak 及肝细胞凋亡在丁型肝炎

发病机制中的意义.

方法: 采用 TUNEL 技术和免疫组化单、双标记染色，检

测 77 例丁肝患者肝组织中 HDAg，Bcl-2，Bax 和 Bak 表

达，以及肝细胞凋亡表达. 同时以HDV阴性的67例乙型肝

炎患者作对照.

结果: Bcl-2，Bax 和 Bak 均以肝细胞质表达为主，HDAg

以肝细胞核表达为主. HDAg，Bax和Bak与肝细胞凋亡表

达及分布有相关性(t =27.89，P <0.01，P <0.05 t =19.16，

P <0.05 t =18.22)，四成分在各型肝炎中的表达强度有显

著性差别意义(P <0.05).

结论: HDAg，Bax，Bak 和肝细胞凋亡表达强度及阳性细

胞分布均与肝组织炎症和病理损害程度相关，HDV感染可

诱导肝细胞表达 Bax 和 Bak，增强肝细胞凋亡.

顾小红, 张云东, 李奇芬, 王宇明. 丁型肝炎肝组织 Bcl-2/Bax、Bak 表达与

细胞凋亡表达. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1578-1581
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0   引言

HBV 感染者重叠感染丁型肝炎病毒(Hepatitis  D virus，
HDV)后，其病情加重、病程慢性化和死亡率增高的机
制尚不十分清楚. 病毒性肝炎时常伴有肝细胞凋亡和坏
死. 为了解细胞凋亡因子 Bcl-2/Bax，Bak及其介导的肝
细胞凋亡在丁型肝炎病情重型化机制中的作用，我们
对丁型肝炎患者肝组织 HDAg，Bcl-2/Bax，Bak 及细胞
凋亡表达进行了研究如下.

1   材料和方法

1.1 材料  西南医院 1990-2002 院丁型肝炎患者 77 例，
其中急性肝炎(AH) 8 例，轻度慢性肝炎 ( Mild-CH)17
例，中度慢性肝炎 (Mode-CH)23 例，重度慢性肝炎
(Seri-CH)16 例，重型肝炎(SH) 13 例(急性重型肝炎 1



例、亚急性重型肝炎 6 例、慢性重型肝炎 6 例). 以 67
例 HDV 阴性乙型肝炎作对照，其中 AH 9 例，Mild-
CH 13 例，Mode-CH 17 例，Seri-CH18 例，SH 10
例(亚急性重型肝炎 5 例、慢性重型肝炎 5 例). 所有病
例均经皮肝穿获得肝组织，病理检查确诊，诊断标准
以 2000 年《病毒性肝炎防治方案》为依据. 兔抗人
Bcl-2，Bax，Bak 多克隆抗体为美国 Zymed 公司产品.
丁型肝炎多克隆抗体由本科自行选定的HDV合成肽抗
原经免疫家兔制备. 免疫组化染色的过氧化酶标记的链
霉卵白素(S-P)试剂盒，为美国 Maxin Biotech Inc 产品.
TUNEL 试剂盒为德国 Boehringer Mannheim 公司产品.
1.2 方法  操作步骤按说明书进行. 阳性对照为已知Bcl-
2，Bax 阳性肝癌组织切片，阴性对照选自正常人肝
组织，其血清各型肝炎标志物均阴性. 此外，分别用
鼠血清和PBS代替第一抗体作替代实验. 每张切片先分
别检测 HDAg，Bcl-2，Bax，Bak 和肝细胞凋亡. 免
疫组化和细胞凋亡程度判断: 低倍镜视野阳性细胞少于
1/3 为(+)，2/3 为(++)，大于 2/3 为(+++).
         统计学处理  采用计数资料的χ2 检验和秩相关分析.

2   结果

2.1 肝细胞凋亡  凋亡肝细胞体积变小，胞质收缩，核
固缩，核呈月牙型，或形成核膜疱，致密染色质边
聚(图 1 A)，且可不伴有炎性细胞浸润. 各类丁型肝炎患
者的肝细胞均有不同程度的凋亡，凋亡细胞呈点或片簇
状分布于肝小叶，在门脉周围及坏死灶处较为密集，科
伴有炎症细胞浸润. 急性肝炎和轻度慢性肝炎组比较，
凋亡细胞的阳性程度无显著差异. 中、重度慢性肝炎和重
型肝炎肝细胞凋亡表达明显强于前二者(P <0.05，表1). 丁
型肝炎肝胞凋亡表达强度及阳性率(96%，74/77)略强于
乙型肝炎(93%，64/67)，但无统计学差异.
2.2 HDAg 表达  HDAg 主以肝细胞核表达，其次是胞
质表达. 在坏死灶边缘肝细胞和气球样变性肝细胞质内
有大量的HDAg呈浆型强阳性表达. 中、重度慢性肝炎和
重型肝炎中HDAg阳性细胞呈弥散型、灶型或片簇状分
布于肝小叶内，在门脉周围和坏死灶处较密集(图 1 B);
急性肝炎和轻度慢性肝炎HDAg阳性细胞多呈单个或小
灶状稀疏分布于小叶内. 秩相关分析发现重型肝炎和慢
性肝炎中、重度HDAg表达强于急性肝炎和轻度慢性肝

炎(P <0.05，表 1).

表 1  丁型肝炎肝细胞凋亡和 HDAg 表达

   TUNLE           HDAg
type

- +         ++        +++ +         ++        +++

AH 1 6 1 0 6 2 0

Mild-CH 2          11 4 0          15 2 0

Mode-CH 0 4          16 3 7         10 6

Seri-CH 0 2          10 4 1 9 6

SH 0 1 5 7 0 7 6

R i d i t 分析，以轻度慢性肝炎为标准组，中、重度慢性肝炎和重型

肝炎的 R 值(0.82、0.86 和 0.91)均大于 0.5，P <0.05.

2.3 Bcl-2，Bax 和 Bak 表达  Bcl-2 阳性率为 35.1%(27/

77)，以胞质表达为主，可见核膜表达，但未见核阳性表

达. Bcl-2 阳性细胞以散在分布为主，也可有片状分布

(图 1 C). 肝细胞坏死区少见 Bcl-2 阳性细胞，在少数浸

润的炎性细胞和胆小管细胞可见阳性表达. 结果显示，

急性肝炎和轻度慢性肝炎中Bcl-2的表达明显高于中、重

度慢性肝炎和重型肝炎(P <0.05). 连续切片观察在坏死区

及周围有较多凋亡细胞，而 Bcl-2 在此区却少有阳性细

胞. Bax 和 Bak 阳性率分别为 83.1%(64/77)、65.5%(54/77)，

以胞质表达为主. 急性肝炎和轻度慢性肝炎中，阳性细

胞较少且分散，表达强度也较弱; 中、重度慢性肝炎和

重型肝炎中，阳性细胞呈灶状或片簇状分布于肝小叶周

边，在门脉周围、碎屑状坏死区 Bax，Bak 表达尤为明

显，其表达较急性肝炎、轻度慢性肝炎组明显增强. 乙

型肝炎肝组织中，Bax，Bak表达及阳性细胞分布基本与

丁型肝炎的一致，但片簇状较少见，表达程度稍弱.

2.4 HDAg，Bcl-2，Bax 和 Bak 表达与肝细胞凋亡的

关系  双标记发现，多数凋亡细胞位于 HDAg 阳性部位

或其附近，少数组织中二者无明显解剖学关系; 凋亡可

发生于HDAg阳性细胞，亦可发生在HDAg阴性细胞. 坏

死区及其周围有较多凋亡细胞，而Bcl-2在此区则很少

有阳性信号. 但在TUNEL阳性的其他区域也可见Bcl-2

阳性细胞. 与Bcl-2分布相反，Bax表达阳性区域与肝细

胞凋亡表达和程度密切相关(图 2，表 2).

表 2  肝细胞 HDAg, Bax, Bak 表达与肝细胞凋亡的关系(n, χ test)

HDAgb            Baxa Back

TUNEL

       + (n =29)     ++ (n =30)  +++(n =18)       - (n =13)     + (n =28)   ++ (n =22)     +++ (n =14)        - (n =23)      + (n =22)  ++ (n =19)  +++ (n =13)

 -  2        1               0           2                    0           1                    0                 2         1               0        0

 +                     14        6               4         7                 10            4       3                12          7               3        2

 ++                   11               18               7         4                 14                13       5                 8                  10             13        5

 +++                2        5               7           0    4            4        6               1          4 3        6

aP <0.05, t =19.16, bP <0.01, t =27.89,  cP <0.05, t =18.22 .
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图 2  丁型肝炎患者肝细胞凋亡(红色)和 bax (紫黑色)双标记表达,
DS×400.

3   讨论

细胞凋亡是机体在生长发育和受到外来刺激时清除多
余、衰老和受损伤的细胞以保持体内环境平衡的自我
调节机制. 细胞凋亡过程受到一系列相关基因的调节和
控制. 这种调节机制发生障碍和紊乱与多种疾病的发
生、发展密切相关. 近年研究发现肝细胞凋亡在病毒性
肝炎发病机制中有着重要作用. 细胞凋亡的强弱与患者
病情的轻重直接相关. 线粒体功能改变是决定细胞死亡
的关键因素，而定位于线粒体膜的Bcl-2，Bax和Bak等
蛋白可通过调节线粒体功能而制约细胞凋亡的发生[1-3].

        无能在生理或病理条件下，Bcl-2为细胞凋亡过程

中的一类重要的抑制基因，Bcl-2的高度表达可阻断细

胞凋亡的发生，延长细胞存活时间，而不影响细胞增

生，并在多种正常细胞的激活和发育过程中表达，而在

成熟或走向凋亡的细胞不表达或低表达[4-6]. 已发现病毒

编码蛋白与 Bcl-2 具有同源性，可阻止细胞凋亡的发

生，有利病毒在宿主细胞内的长期潜伏，在不出现细胞

溶解坏死的情况下，造成病毒的持续感染[7-8].

       Bax，Bak 为 Bcl-2 相关蛋白，与 Bcl-2 的作用相

反，能加速细胞凋亡，Bcl-2 表达水平较高时，可形成

Bcl-2 和 Bcl-2 同源二聚体，抑制细胞凋亡; Bax 表达水

平较高时，则形成 Bax 和 Bax 同源二聚体，加速细胞凋

亡. Bax可与Bcl-2蛋白形成异二聚体并使之失活，加强

表达 Bax 形成同二聚体，加速细胞凋亡，因此 Bcl-2 和

Bax二者间的比率影响着细胞的凋亡状况. Bak可直接抑

制 Bcl-2 活性以促进细胞凋亡[4-5, 7-9] .

        Bcl-2蛋白在丁型肝炎的表达与乙型肝炎和正常人
肝组织中的表达无统计学差别意义. 而Bax、Bak表达明
显高于 Bcl-2 蛋白的表达，中、重度慢性肝炎和重型
肝炎中的表达强于急性肝炎和轻度慢性肝炎，重型丁
型肝炎中Bax，Bak 表达强于重型乙型肝炎(P <0.05). 双
标记检测发现 HDAg 与 Bax，Bak 表达及阳性细胞分布
呈一致性. 对各型肝炎 HDAg，Bcl-2 和 Bax，Bak 表
达强度分析发现，HDAg 和 Bax 及肝细胞凋亡均与肝
组织炎症活动和病理损害相关，提示了丁型肝炎发病
机制中 HDAg，Bax，Bak 和细胞凋亡的作用.
        乙肝病毒对 Bax 蛋白表达可能有诱导作用，对 Bcl-2
表达无明显影响，Bax 参与了肝细胞损害过程[11, 16 ]. 认
为丁型肝炎中除了乙肝病毒抗原可诱导肝细胞表达多
种促凋亡因子外，HDAg 也有同样作用，不仅可诱导
Fas/FasL 表达[10, 16]，也可促进 Bcl-2、Bax、Bak 表达.
因此慢性乙肝患者或 HBsAg 携带者重叠 HDV 感染后，
乙肝病毒抗原和丁肝病毒抗原可同时促进多种促凋亡
因子的表达，增强宿主的免疫应答，及肝组织中复制状
态的 HDV 对肝细胞的直接细胞毒性作用[11-16]，一方面
导致肝细胞凋亡，被病毒感染的细胞随之被清除; 另一
方面则导致大量肝细胞坏死，加重病理损害，病情恶
化，临床死亡率增高，预后明显变差. 提示，在丁型肝
炎病情重型化机制中，多种促凋亡因子介导的肝细胞
凋亡可能起了一定的重要作用.
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Abstract
AIM: To identify and analyze murine and rat NS5ATP4 cDNA
sequences homologous to human NS5ATP4 cDNA sequence.

METHODS: The human NS5ATP4 cDNA was identified by
combination of molecular biology and bioinformatics
methods. The GenBank was searched for NS5ATP4 homolo-
gous cDNA sequences from mouse and rat. The identity and
similarity were compared between human mouse and rat
NS5ATP4 cDNA sequences.

RESULTS: The murine and rat NS5ATP4 cDNAs were con-
sisted of 762 nucleotides (nt) and 756 nt, respectively.
They encoded a protein of 253 amino acid residues (aa)
and 251 aa, respectively. The similarity of murine and rat
NS5ATP4 to human homologue was 90.29% and 84.25%,
respectively, and the identity of murine and rat NS5ATP4 to
human homologue was 95.65% and 86.96%, respectively.

CONCLUSION: The murine and rat NS5ATP4 cDNAs are
identified.

Cheng J, Yang Q, Liu Y, Wang JJ, Ji D. Identification and analysis of
murine and rat homologous gene to human NS5ATP4 by bioinformatics
method. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1582-1587

摘要
目的: 克隆、鉴定、分析小鼠和大鼠 NS5ATP4 基因序列，

确定编码产物序列，并对于其与人的NS5ATP4基因及其编

码产物的序列的同源性进行分析.

方法: 利用基因芯片技术获得了人 NS5ATP4 的 cDNA 序

列，利用生物信息学技术确定小鼠、大鼠的NS5ATP4的基

因及其编码产物的序列，并对于其同源性进行生物信息学

分析.

结果: 利用生物信息学技术确定了小鼠和大鼠的NS5ATP4

的基因及其编码产物的序列，小鼠和大鼠的NS5ATP4编码

基因区分别由762和756个核苷酸(nt)组成. 编码产物分别

由263和261个氨基酸残基(aa)组成. 与人NS5ATP4基因和

蛋白质一级结构序列的同源性分别为 90.29%，84.25% 和

95.65%，86.96%.

结论: 应用生物信息学技术确定了小鼠和大鼠的NS5ATP4

的基因及编码产物的序列.

成军, 杨倩, 刘妍, 王建军, 纪冬. 小鼠和大鼠 NS5ATP4 同源基因序列的生物

信息学分析. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1582-1587

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1582.asp

0   引言

病毒性肝炎的发病机制，就是肝炎病毒与肝细胞生物
大分子之间相互作用的过程和结果[1-3]. 丙型肝炎病毒
(HCV)感染肝细胞之后，HCV 的复制和表达过程，即
HCV 的生活周期的完成，需要有肝细胞生物大分子的
参与与配合，这是 HCV 等肝炎病毒相对嗜肝特性的分
子生物学基础. 然而，肝炎病毒与肝细胞之间相互作用
的性质属于双向性的，不仅肝细胞对于肝炎病毒的生
活周期有影响，肝炎病毒对于肝细胞正常的功能也产
生显著的影响[4-6]. 因此，探索 HCV 对于肝细胞的影响
及其机制也十分重要. HCV 表达出各种各样的病毒蛋
白，通过直接或间接途径，更多的是通过间接途径，
对于肝细胞正常的信号转导通路产生影响，最终改变
肝细胞的基因表达谱和表达水平，这是 HCV 引起慢性
肝炎、肝硬化、肝细胞癌(HCC)的重要的分子生物学
机制所在[7-10]. 我们曾经应用抑制性消减杂交技术、基
因表达谱芯片技术，研究了 HCV 各种病毒蛋白对肝细



胞基因表达谱的影响，发现 HCV 非结构蛋白 5A 反式

激活基因4(NS5ATP4)基因并进行克隆化[11]. 为了阐明不

同生物种属来源的基因的结构关系，我们利用生物信

息学(bioinformatics)技术对于小鼠和大鼠的NS5ATP4基

因序列进行鉴定和分析.

1   材料和方法

人的 NS5ATP4 的基因克隆化，是通过构建 HCV NS5A

表达载体，利用基因芯片技术筛选NS5A蛋白表达时，反

式调节的新型靶基因的克隆化完成的，具体见文献[11].

以人NS5ATP4的cDNA基因序列作为参照，应用BLASTn

检索途径，对于美国国立卫生研究院(NIH)国立医学图

书馆(NLM)生物工程学中心(NCBI)建立的核苷酸序列数

据库(GenBank)进行同源基因序列的搜索，获得来源于

小鼠和大鼠的同源基因序列[12-15]. 将人、小鼠、大鼠

NS5ATP4 基因的的序列进行比较，获得同源性的数据.

将人、小鼠、大鼠 NS5ATP4 蛋白质一级结构序列的序

列进行比较，获得同源性的数据.

2   结果

利用GenBank同源基因序列的搜索功能，以人的NS5ATP4

作为参照，寻找并获得小鼠来源的基因序列，并命名

为小鼠 NS5ATP4，小鼠 NS5ATP4 编码基因由 762 nt 组

成，编码产物由 253 aa. 小鼠 NS5ATP4 基因序列在

GenBank 中注册，登录号为: AY533135(图 1). 利用
GenBank 同源基因序列的搜索功能，以人的 NS5ATP4

作为参照，寻找并获得大鼠来源的基因序列，并命名

为大鼠 NS5ATP4，大鼠 NS5ATP4 编码基因由 756 nt 组

成，编码产物由 251 aa 组成. 大鼠 NS5ATP4 基因序列

在 GenBank 中注册，登录号为: AY533136(图 2). 将人、

小鼠、大鼠的 NS5ATP4 基因核苷酸序列进行同源性比
较，人 NS5ATP4 基因和小鼠 NS5ATP4 基因同源性为

90.29%(74/762); 人 NS5ATP4 基因和大鼠 NS5ATP4 基因

同源性为 84.25%(120/762 图 3). 将人、小鼠、大鼠的

NS5ATP4 蛋白质一级结构序列进行同源性比较，人

NS5ATP4 和小鼠 NS5ATP4 氨基酸残基序列的同源性为

95.65%(11/253); 人 NS5ATP4 和大鼠 NS5ATP4 氨基酸残
基序列的同源性为 86.96%(33/253 图 4).
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K   A    R    I    G    S    S    Q    R    Q

CAC CAG TCA GCA GCC AAA GAC CTA ACT CAG

H   Q    S    A    A    K    D    L    T    Q

TCA CCT GAA ATG TCA CCA ACA ACA ATC CAG

S    P    E    M    S    P    T    T    I    Q

GTC ACA TAC CTG CCT TCC AGT CAG AAG AGC

V   T    Y    L    P    S    S    Q    K    S

AAA CGC CCT AAG CAC TTC CTG GAA CTG AAG

K   R    P    K    H    F    L    E    L    K

AGC TTT AAG GAC AAC TAT AAC ACA CTG GAG

S   F    K    D    N    Y    N    T    L    E

AGC ACT CTG TGA

   S      T      L     *

图 1  小鼠 NS5ATP4 基因序列及其编码产物的一级结构序列.

ATG GCG TCT AGT AGT AAC TGG CTG TCC GGA

M   A    S    S    S    N    W   L    S    G

GTG AAT GTC GTT CTT GTG ACG GCG TAC GGG

V   N    V    V    L    V    T    A    Y    G

AGC CTG GTA TTC GTA CTG CTG TTT ATT TTT

S    L    V    F    V    L    L    F    I    F
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GTG AAG AAA CAA ATC ATG CGC TTT GCA TTG

V   K    K    Q    I    M    R    F    A    L

AAA TCT AGT AGG GGA CCT CAT GCC CCT GTG

K   S    S    R    G    P    H    A    P    V

GGA CAC AAT GCC CCG AAG GAC TTA AAA GAG

G   H   N    A    P    K    D    L    K    E

GAG ATC GAT ATT CAG CTA TCC AGA GTT CAG

E   I    D    I    Q    L    S    R    V    Q

GAT ATC AAG TAT GAA GCG CAG CTC CTT GCA

D   I    K    Y    E    A    Q    L    L    A

GAT GAT GAT ACC AGA CTA CTA CAG CTG AAA

D   D    D    T    R    L    L    Q    L    K

ACC CAG GGG GAT CAA AGT TGC TAC AAC TAT

T   Q    G    D    Q    S    C    Y    N    Y

CTG TAC AGG ATG AAA GCT CTA GAT GCC ATC

L   Y    R    M   K    A    L    D    A    I

CGT GCC TCT GAG ATC CCA TTT CAC GCT GAA

R   A    S    E    I    P    F    H    A    E

GGC CGG CAC CTC TGT TCT TTA ATG GGT AAG

G   R    H    L    C    S    L    M   G    K

AAT TAC TAC TTG CTA GAT CTG CGG AAC ACT

N   Y    Y    L    L    D    L    R    N    T

AGC ACT CCT TTT AAG GGT GTT CCA AAG ACC

S   T    P    F    K    G    V    P    K    T

CTC ACT GAT ACC CTC CTG GAC GGA TAT GAG

L   T    D    T    L    L    D    G    Y    E

ACA GCT CGC AAT GGG ACA GGG GTC TTT GGC

T   A    R    N    G    T    G    V    F    G

CAG AGC GAG TAC TTG CGT TAT CAG GAG GCC

Q   S    E    Y    L    R    Y    Q    E    A

TTG AGT GAG CTG GTC ACT GTG GTC AAA GCA

L   S    E    L    V    T    V    V    K    A

CGA ATT GGG CGC TCT CAG AGA CAA CAC CAG

R   I    G    R    S    Q    R    Q    H    Q

TCA GCA GCT AAA GAC CTA ACT GAG TCG TCT

S    A    A    K    D    L    T    E    S    S

GAA ATG TCG CCA AAA ACC ATT CAG GTC ACG

E   M    S    P    K    T    I    Q    V    T

TAT CTG TCC TCC AGT CAG AAG AGC AAA CGC

Y   L    S    S    S    Q    K    S    K    R

CCT AAG CAC TTC CTC GAA CTG AAG AGC TTT

P   K    H    F    L    E    L    K    S    F

AAA GAC AAC TAC AGC ACA CTG GAG AGC TCT

K   D    N    Y    S    T    L    E    S    S

CTG TGA

   L     *

图 2  大鼠 NS5ATP4 基因序列及其编码产物的一级结构序列.

人      ATGGCGTCCGGCAGTAACTGGCTCTCCGGG

小鼠  --------TA-T-----------T - T--A

大鼠  --------TA-T-----------G - C--A

人      GTGAATGTCGTGCTGGTGATGGCCTACGGG

小鼠  ------------------------------

大鼠  -----------T - T----C---G------

人      AGCCTGGTGTTTGTACTGCTATTTATTTTT

小鼠  --------A - C--------G---------

大鼠  --------A - C--------G---------

人      GTGAAGAGGCAAATCATGCGCTTTGCAATG

小鼠  --------A---------------------

大鼠  -------AA------------------T--

人      AAATCTCGAAGGGGACCTCATGTCCCTGTG

小鼠  ------A----------------T-----A

大鼠  ------A-T-------------CC------

人      GGACACAATGCCCCCAAGGACTTGAAAGAG

小鼠  -----------------------A------

大鼠  -----------------------A------

人      GAGATTGATATTCGACTCTCCAGGGTTCAG

小鼠  -----C-----------A-----------A

大鼠  -----C-------AG - A-----A------

人      GATATCAAGTATGAGCCCCAGCTCCTTGCA

小鼠  --------------A---------------

大鼠  --------------AG-G------------

人      GATGATGATGCTAGACTACTACAACTGGAA

小鼠  ---------A-C--------G - G------

大鼠  ---------A-C--------A - G---A--

人      ACCCAGGGAAATCAAAGTTGCTACAACTAT

小鼠  --------G---------------------

大鼠  --------GG--------------------

人      CTGTATAGGATGAAAGCTCTGGATGCCATT

小鼠  -----C - A-----------A--------C

大鼠  -----C - G-----------A--------C

人     CGTACCTCTGAGATCCCATTTCATTCTGAA

小鼠  ---G-------------G------G-----

大鼠  ---G-------------------CG-----

人     GGCCGGCATCCCCGTTCCTTAATGGGCAAG

小鼠  --------C---T----T--------T---

大鼠  --------C-T-T----T--------T---

人      AATTTCCGCTCCTACCTGCTGGATCTGCGA

小鼠  ---------------T----A---------

大鼠  ----A-TA - xxxxxx----A--------G
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人      AACACTAGTACGCCTTTCAAGGGTGTACGC

小鼠  --T-----C - T--------------TG--

大鼠  --------C - T-----T--------TCCA

人      AAAGCACTCATTGATACCCTTTTGGATGGC

小鼠  --G - C-----------T - CC--------

大鼠  --GA-C----C------C - CC----C--A

人      TATGAAACAGCCCGCTATGGGACAGGGGTC

小鼠  -----G------------------------

大鼠  -----G-----T---A--------------

人      TTTGGCCAGAATGAGTACCTACGCTATCAG

小鼠  ----------G-------T----A-----A

大鼠  ----------GC------T-G - T------

人      GAGGCCCTGAGTGAGCTGGCCACTGCGGTT

小鼠  ------T------------------T---C

大鼠  xxxxxxT------------T-----T---C

人      AAAGCAxxxxxxCGAATTGGGAGCTCTCAG

小鼠  ------xxxxxx--------A -  T------

大鼠  ------GAGGCC---------C--------

人      CGACATCACCAGTCAGCAGCCAAAGACCTA

小鼠  A----A------------------------

大鼠  A----A--------------T---------

人      ACTCAGTCCCCTGAGGTCTCCCCAACAACC

小鼠  --------A-----AA----A--------A

大鼠  ---G----GT----AA-G - G----A----

人      ATCCAGGTGACATACCTCCCCTCCAGTCAG

小鼠  -----------------G - T---------

大鼠  --T-----C - G - TC-GT-C---------

人      AAGAGTAAACGTGCCAAGCACTTCCTTGAA

小鼠  -----C-----CC-T-----------G---

大鼠  -----C-----CC-T-----------C---

人      TTGAAGAGCTTTAAGGATAACTATAACACA

小鼠  C----------------C------------

大鼠  C-------------A - C-----C-G----

人      TTGGAGAGTACTCTGTGA

小鼠  C-------C---------

大鼠  C-------CT--------

图 3  人、小鼠、大鼠 NS5ATP4 基因序列的比较.“x”- 缺失核苷

酸;“-”- 相同核苷酸.

人      MASGSNWLSGVNVVLVMAYGSLVFVLLFIF

小鼠  ---S--------------------------

大鼠  ---S------------T-------------

人      VKRQIMRFAMKSRRGPHVPVGHNAPKDLKE

小鼠  ------------------------------

大鼠  ---------L - S----A------------

人      EIDIRLSRVQDIKYEPQLLADDDARLLQLE

小鼠  -----------------------T------

大鼠  ----Q----------A-------T-----K

人      TQGNQSCYNYLYRMKALDAIRTSEIPFHSE

小鼠  ---------------------A------A-

大鼠  ---D-----------------A------A-

人      GRHPRSLMGKNFRSYLLDLRNTSTPFKGVR

小鼠  ----C------------------------G

大鼠  ---LC------xxY---------------P

人      KALIDTLLDGYETARYGTGVFGQNEYLRYQ

小鼠  -----------------------S------

大鼠  -T-------------N-------S------

人      EALSELATAVKARIGSSQRHHQSAAKDLTQ

小鼠  --------V----------Q----------

大鼠  ------V-V------R---Q---------E

人      SPEVSPTTIQVTYLPSSQKSKRAKHFLELK

小鼠  ---M------------------P-------

大鼠  xx-M - K-------S-------P-------

人      SFKxxDNYNTLESTL

小鼠  ---xx----------

大鼠  --SSK---S----S-

图 4  人、小鼠、大鼠 NS5ATP4 蛋白质序列的比较.“x”- 缺失氨

基酸残基;“- ”- 相同氨基酸残基.

3   讨论

生物信息学的出现，改变了单纯的分子克隆技术在发

现新基因中的独一无二的地位，使得目前基因克隆化

的技术进入到分子克隆技术和生物学信息技术并存的

状态[16-26]. 随着数据库技术及其分析技术的不断进步，

生物信息学技术在分子生物学领域中的地位和作用日
益受到重视. 生物信息学技术正处在一个快速发展的阶

段，一些生物信息学分析技术已经十分成熟，一些分析

技术则处在不断的完善之中. 例如不同种属生物核苷酸

序列同源性的分析技术就已经相对成熟，这种核苷酸

序列的同源性比对分析，不仅可以明确来源于不同生

物的同一基因的核苷酸序列的同源性，及其结构的一
些特点，而且也可以用来在核苷酸序列数据库中进行

数据的发掘，发现新的基因. 因为在基因组计划中，

世界上许多重要的实验室，构建了一系列的不同生物

种属的 cDNA 文库和基因组 DNA 文库，对于不同来源

的文库进行了序列测定，这些序列构成了目前核苷酸
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序列数据库的一个组成部分. 这一部分文库的序列测定

工作，还必须结合其他的分子生物学分析和研究结果，
才能阐明编码基因序列及其产物的生物学功能. 因此，
在目前的核苷酸序列的数据库中还有很多发现新基因
的机会. 我们应用抑制性消减杂交技术和表达谱及因芯
片技术，寻找HCV NS5A蛋白的反式激活新基因，首先
克隆了人的 NS5ATP4 基因[11]，为了比较来源于不同种
属生物的 NS5ATP4 基因序列的结构特点，我们利用生
物信息学技术克隆了小鼠和大鼠 NS5ATP4 基因序列，
并在GenBank中进行注册. 小鼠和大鼠NS5ATP4基因的
克隆和鉴定，再一次证明了生物信息学技术在新基因
的发现和鉴定中的独特的作用和地位[27-36]. 本结果表明，
不同种属生物的 NS5ATP4 的序列和结构是存在一定差
别的. 首先从基因的长度来说就存在差别，人、小鼠、大
鼠 NS5ATP4 的 cDNA 序列长度分别为 762 nt、762 nt、
756 nt，人与小鼠、大鼠 NS5ATP4 的 cDNA 序列的同源
性分别为90.29%和84.25%. 从其结构来说，在NS5ATP4
分子结构中还存在一些位点的插入和缺失的位点.
        人 NS5ATP4 的基因是肝细胞中存在的一种新的基
因，其结构和功能、表达与调控、分子生物学意义
及其医学意义目前还不十分清楚，目前只知道这种
NS5ATP4 是 HCV NS5A 蛋白的反式激活新基因，但是
具体的还需要进行细致的研究. 我们曾经利用基因表达
谱芯片技术对于 NS5ATP4 的反式调节基因类型进行筛
选，在 1 152 个候选基因序列中，发现 12 种基因的表
达水平显著上调，6 种基因的表达水平显著下调[37]．
这些基因包括细胞生长、细胞凋亡、信号转导、免
疫调节、肿瘤发生等基因，如: 细胞色素 P450，肝
细胞生长因子(HGF)激活因子，谷胱甘肽过氧化酶 1，
肿瘤抑制亚转移物候选物1. CD95 (CD95/APO-1) 受体/
CD95配体(CD95L)是调节不同细胞凋亡的关键信号转导
系统. 表达水平上调的基因谷胱甘肽过氧化酶 1能够阻
断CD95诱导的凋亡，保护细胞免受过氧化作用诱发的
凋亡[38-42]. 表达水平上调的基因富含半胱氨酸的血管生
成诱导因子(CYR61)是生长调节因子家族成员之一，能
够与细胞外基质、细胞表面受体结合促进细胞生长、迁
移. 研究者发现 CYR61能够通过激活 MAPK和Akt信号
传导途径，诱导胸壁肿瘤的形成及肿瘤血管化. 研究者
亦发现 CYR61 是整合素受体的配体之一，当配体与整
合素受体结合可以介导细胞内外的信号传导，从而激
活5种与血管化有关的反应，包括: 上皮细胞的黏附、迁
移、增生、存活、血管化[43-50]. 在下调表达的基因中，
转胶质蛋白 2(transgelin 2)的缺失与肿瘤的发生密切相
关. 但是关于NS5ATP4的深入研究还有待于进一步进行.

4     参考文献
1 王琳, 李克, 成军, 陆荫英, 张健, 刘妍, 王刚, 洪源, 王贺, 芮莉莉.

筛选与克隆丙型肝炎病毒 NS5A 蛋白结合蛋白基因. 解放军医学
杂志  2003;28:50-52

2 成军. 肝炎病毒与肝细胞相互作用的分子生物学机制研究策略.
中西医结合肝病杂志  2003;14:321-323

3 成军. 功能基因组学与肝脏疾病研究. 世界华人消化杂志  2004;
12:1-5

4 李克, 王琳, 成军, 张玲霞, 段惠娟, 陆荫英, 杨继珍, 刘妍, 洪源.
酵母双杂交技术筛选克隆丙型肝炎病毒 NS3 蛋白结合蛋白. 解放
军医学杂志  2003;28:31-33

5 陆荫英, 王琳, 刘妍, 李克, 成军, 张玲霞, 李莉. 乙型肝炎病毒核
心抗原与金属硫蛋白相互作用的研究. 解放军医学杂志  2003;
28:161-163

6 刘妍, 陆荫英, 成军, 王建军, 李莉, 张玲霞. 丙型肝炎病毒非结构
蛋白 NS5A 反式激活基因的克隆化研究. 解放军医学杂志  2003;
28:40-43

7 刘妍, 成军, 牟劲松, 陆荫英, 王建军, 李克, 王琳, 张玲霞. 丙型肝
炎病毒非结构蛋白 NS3 反式激活 SV40 病毒早期启动子的研究.
解放军医学杂志  2003;28:44-46

8 刘妍, 成军, 牟劲松, 陆荫英, 王建军, 杨倩, 王琳, 张玲霞. 丙型肝
炎病毒非结构蛋白 NS3 与乙型肝炎病毒 X 蛋白协同反式激活作
用的研究. 解放军医学杂志  2003;28:47-49

9 刘妍, 成军, 王建军, 陆荫英, 杨倩. 应用基因表达谱芯片技术筛
选丙型肝炎病毒核心蛋白反式调节基因. 解放军医学杂志  2003;
28:55-57

10 Li K, Wang L, Cheng J, Lu YY, Zhang LX, Mu JS, Hong Y, Liu
Y, Duan HJ, Wang G, Li L, Chen JM. Interaction between
hepatitis C virus core protein and translin protein-a possible
molecular mechanism for hepatocellular carcinoma and lym-
phoma caused by hepatitis C virus. World J Gastroenterol  2003;
9:300-303

11 杨倩, 刘妍, 成军, 王建军, 王春花, 纪冬, 党晓燕, 张树林. 丙型肝
炎病毒非结构蛋白 5A 反式激活基因 4 的克隆化研究. 胃肠病学
和肝病学杂志 2003;12:258-250

12 成军. 新基因结构与功能研究的策略. 世界华人消化杂志  2003;
11:373-377

13 成军, 李克, 陆荫英, 王琳, 刘妍. 丙型肝炎病毒核心蛋白结合蛋
白 6 基因和蛋白的生物信息学分析. 世界华人消化杂志 2003;11:
378-384

14 牟劲松, 刘妍, 王刚, 成军, 段惠娟, 李克, 陆荫英, 王琳, 王惠芬.
应用抑制性消减杂交技术克隆丙型肝炎病毒非结构蛋白 NS3 反
式激活的相关基因. 世界华人消化杂志  2003;11:399-403

15 刘妍, 成军, 李克, 杨倩, 陆荫英, 王琳, 王建军. 丙型肝炎病毒核
心蛋白结合蛋白 6 基因转染肝癌细胞的基因表达谱芯片分析. 世
界华人消化杂志  2003;11:394-398

16 成军, 刘妍, 洪源, 王琳, 钟彦伟, 董菁, 王刚. 丙型肝炎病毒非结
构蛋白 5A 反式激活基因 10 的克隆化研究. 世界华人消化杂志
2003;11:935-938

17 成军, 刘妍, 洪源, 王建军, 杨倩. 基因表达谱芯片技术筛选丙型
肝炎病毒非结构蛋白 3 反式调节靶基因.  世界华人消化杂志
2003;11:930-934

18 成军, 李克, 王琳, 陆荫英, 刘妍, 王刚, 张玲霞. 牛丙型肝炎病毒
核心蛋白结合蛋白 6 同源基因的克隆化研究. 中国人兽共患病杂
志  2003;19:73-76

19 成军. 病毒性肝炎发病机制相关基因克隆化的研究策略. 解放军
医学杂志  2003;28:757-761

20 成军, 李克, 王琳, 陆荫英, 刘妍, 王刚, 张玲霞. 猪丙型肝炎病毒
核心蛋白结合蛋白 6 同源基因的克隆化研究. 生物学杂志  2003;
20:10-13

21 成军. 坚持相对稳定的科研方向是关键. 世界华人消化杂志  2003;
11:1857-1861

22 成军, 李克, 王琳, 刘妍, 钟彦伟, 李莉. 丙型肝炎病毒核心蛋白结
合蛋白 6 猴同源基因的克隆化与序列分析. 中西医结合肝病杂志
2003;14:349-351

23 成军. 噬菌体表面展示技术的新发展及在病毒性肝炎研究中的应
用. 解放军医学杂志  2004;29:4-7

24 成军, 李克, 王琳, 陆荫英, 刘妍, 钟彦伟. 丙型肝炎病毒核心蛋白结合
视黄醇脱氢酶 11 蛋白. 世界华人消化杂志  2004;12:286-290

25 成军, 李克, 王琳, 陆荫英, 刘妍, 钟彦伟. 丙型肝炎病毒非结构蛋
白 5A 结合蛋白 37 小鼠同源基因的克隆化及结构分析. 世界华人
消化杂志  2004;12:291-297

26 成军. 肝炎病毒蛋白对肝细胞基因组转录调节及信号转导机制的
影响. 世界华人消化杂志  2004;12:253-257

27 王琳, 李克, 成军, 张健, 梁耀东, 刘妍. 丙型肝炎病毒非结构蛋白
5 A 反式激活基因 1 1 的克隆化研究.  胃肠病学和肝病学杂志
2003;12:257-259

1586                                                                                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 7 月 15 日  第 12 卷  第 7 期



28 纪冬, 成军, 王建军, 刘妍, 杨倩, 王春花, 党晓燕. 丙型肝炎病毒
非结构蛋白 NS3 反式激活基因 1 的克隆化研究. 胃肠病学和肝病
学杂志  2003;12:237-240

29 党晓燕, 成军, 刘妍, 邓红, 杨倩, 王建军, 纪冬, 王春花. 丙型肝炎
病毒非结构蛋白 NS3 反式激活基因 2 的克隆化研究. 胃肠病学和
肝病学杂志  2003;12:241-244

30 刘敏, 成军, 王琳, 张树林. 丙型肝炎病毒核心蛋白反式激活基因
HCTP4 的克隆化研究. 胃肠病学和肝病学杂志  2003;12:233-236

31 李强, 梁耀东, 成军, 王琳, 程明亮. 丙型肝炎病毒非结构蛋白
NS5A 反式激活基因 NS5ATP9 的克隆化研究. 胃肠病学和肝病学
杂志  2003;12:254-256

32 邵清, 成军, 白雪帆, 王琳, 张健, 梁耀东, 刘敏, 李强. 丙型肝炎病
毒非结构蛋白 NS3 反式激活基因 6 的克隆化研究. 胃肠病学和肝
病学杂志  2003;12:245-247

33 王建军, 杨倩, 成军, 刘妍, 纪冬, 党晓燕, 王春花. 丙型肝炎病毒
非结构蛋白 NS5A 反式激活基因 NS5ATP6 的克隆化研究. 胃肠病
学和肝病学杂志  2003;12:251-253

34 刘妍, 段惠娟, 成军, 王建军, 陆荫英, 牟劲松, 王琳, 张玲霞. 丙型
肝炎病毒非结构蛋白 NS5A 反式激活 SV40 病毒启动子的研究. 军
医进修学院学报  2003;24:81-83

35 成军. 病毒性肝炎发病机制中的反式调节机制. 世界华人消化杂
志  2003;11:888-896

36 王建军, 刘妍, 成军, 杨倩, 杨艳杰. 丙型肝炎病毒核心蛋白上调
NIP3 基因表达研究. 世界华人消化杂志  2003;11:951-954

37 王建军, 刘妍, 成军, 杨倩, 杨艳杰. 丙型肝炎病毒核心蛋白上调细
胞周期调节蛋白 Wee1 基因表达研究. 世界华人消化杂志  2003;
11:947-950

38 杨倩, 刘妍, 成军, 王建军, 杨艳杰, 张树林. 丙型肝炎病毒核心蛋
白上调层粘连蛋白 B1 链基因表达. 世界华人消化杂志  2003;11:
955-958

39 杨倩, 刘妍, 成军, 李克, 王建军, 洪源, 张树林. 丙型肝炎病毒核
心蛋白结合蛋白 6 上调新生多肽相关复合物 α 多肽基因的表达.
世界华人消化杂志  2003;11:959-962

40 张健, 成军, 王琳, 邵清, 陆荫英, 梁耀东, 陈天艳, 洪源. 丙型肝炎
病毒 E2 蛋白结合蛋白的酵母双杂交筛选研究. 解放军医学杂志
2003;28:765-777

41 张健, 成军, 王琳, 邵清, 陆荫英, 梁耀东, 陈天艳, 洪源. 丙型肝炎
病毒非结构蛋白 5B 结合蛋白的酵母双杂交筛选研究. 解放军医
学杂志  2003;28:768-770

42 王琳, 李克, 成军, 张键, 邵清, 梁耀东, 陈天艳, 刘妍, 钟彦伟, 洪
源. 丙型肝炎病毒非结构蛋白 5A 结合蛋白 37 基因的克隆. 解放
军医学杂志  2003;28:774-776

43 王春花, 郎振为, 成军, 刘妍, 王建军, 杨倩, 纪冬, 党晓燕. 乙型肝
炎病毒 X 蛋白反式激活基因 XTP8 的克隆. 世界华人消化杂志
2003;11:1883-1888

44 王春花, 成军, 郎振为, 刘妍, 王建军, 杨倩, 纪冬, 党晓燕. 乙型肝
炎病毒 X 蛋白反式激活基因 XTP7 的克隆. 世界华人消化杂志
2003;11:1878-1882

45 王建军, 成军, 刘妍, 杨倩, 纪冬, 党晓燕, 王春花. 丙型肝炎病毒
核心蛋白反式激活基因 TAHCCP2 的克隆. 世界华人消化杂志
2003;11:1893-1896

46 邵清, 成军, 白雪帆, 王琳, 张健, 梁耀东, 刘敏, 李强. 应用淋巴细
胞表达型 cDNA 文库的酵母双杂交技术筛选白细胞中 HCV NS3
蛋白结合蛋白基因. 世界华人消化杂志  2003;11:1897-1900

47 张健, 刘妍, 成军, 王琳, 邵清, 梁耀东, 刘敏. 丙型肝炎病毒非结
构蛋白 NS5A 反式激活基因 NS5ATP5 的克隆. 世界华人消化杂志
2003;11:1901-1904

48 巨立中, 钟彦伟, 成军, 王建军, 洪源. 丙型肝炎病毒非结构蛋白
NS5A 反式激活基因 NS5ATP9 启动子序列的确定及转录活性的
鉴定. 中西医结合肝病杂志  2003;14:357-359

49 巨立中, 钟彦伟, 成军, 王建军, 洪源. 丙型肝炎病毒核心蛋白反
式激活基因 HCTP4 启动子序列的确定及转录活性的鉴定. 中西
医结合肝病杂志  2003;14:354-356

50 杨倩, 成军, 洪源, 刘妍, 王建军, 党晓燕, 张树林. 丙型肝炎病毒
非结构蛋白 5A 反式激活基因 2 的克隆化研究. 中西医结合肝病
杂志  2003;14:352-353

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2004年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消息消息消息消息消息 •

世界华人消化杂志 2005 年由月刊改为半月刊

本刊讯  中国科技期刊引证报告（2003 年版）：2002 年度世界华人消化杂志总被引频次 4151，影响因子 1.926，即年指标

0.424，他引总引比 0.45，引用刊数 173，扩散因子 4.2， 被引半衰期 2.99，地区分布数 26，机构数 138，国际论文比 0.03,
基金论文比 0.27. 2002 年度各学科影响因子较高的 3 种期刊排名：世界华人消化杂志影响因子 1.926，临床医学排名第 2 位. 2002
年度总被引频次较高的 20 种期刊排名：世界华人消化杂志总被引频次 4151, 排名第 1 位. 世界华人消化杂志被评为中国科技核心

期刊,《中文核心期刊要目总览》2004 年版内科学类的核心期刊, 中国科技论文统计源期刊，2001 年度第一届中国百种杰出学术期

刊. 世界华人消化杂志的英文摘要被美国《化学文摘》,荷兰《医学文摘库 / 医学文摘》,俄罗斯《文摘杂志》收录.  为适应我国

消化病学专业基础与临床研究的快速发展, 从2005年开始,世界华人消化杂志将由月刊改为半月刊,大16开,160页,每月1,15日出版,

50 元 / 期，全年 24 期，邮发代号 82-262，北京报刊发行局发行. （世界胃肠病学杂志 2004-06-15）

成军, 等. 小鼠和大鼠 NS5ATP4同源基因序列的生物信息学分析                                                  1587



World Chin J Digestol  2004 July;12(7):1588-1592
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 幽门螺杆菌 H pylori •

幽门螺杆菌外膜蛋白对Helicobacter pylori 感染的诊断

姜   政, 黄爱龙, 郑   健, 陶小红, 蒲   丹, 王丕龙

姜政, 陶小红, 蒲丹, 王丕龙, 重庆医科大学第一附属医院消化科
重庆市  400016
黄爱龙, 郑健, 重庆医科大学肝炎研究所  重庆市  400010
姜政, 男, 1965-06-06, 四川省武胜县人, 汉族, 2003 年重庆医科大学博士
毕业, 副教授, 主要从事胃肠疾病的研究.
重庆市科委应用基础研究计划项目, No. [2002]18-86
国家自然科学基金资助, No. 30371318
项目负责人: 姜政, 400016, 重庆市渝中区医学院路 1 号, 重庆医科大学第
一附属医院消化内科.  jiangz@mail.china.com
电话: 023-68891218
收稿日期 2004-03-20   接收日期 2004-04-13

Helicobacter pylori outer membrane
proteins in diagnosis of Helicobacter
pylori infection

Zheng Jiang, Ai-Long Huang, Jian Zheng, Xiao-Hong Tao,
Dan Pu, Pi-Long Wang

Zheng Jiang, Xiao-Hong Tao, Dan Pu, Pi-Long Wang, Department of
Gastroenterology, the First Affiliated Hospital, Chongqing Medical
University, Chongqing 400016, China
Ai-Long Huang, Jian Zheng, Institute of Viral Hepatitis, Chongqing
Medical University, Chongqing 400010, China
Supported by the Basic Research Fund of Science and Technology Com-
mittee of Chongqing, No.[2002]18-86; National Natural Science Foun-
dation of China, No. 30371318
Correspondence to: Dr. Zheng Jiang, Department of Gastroenterology,
the First Affiliated Hospital, Chongqing Medical University, Chongqing
400016, China. jiangz@mail.china.com
Received: 2004-03-20    Accepted: 2004-04-13

Abstract
AIM: To examine the serological response of patient with
various upper gastrointestinal diseases and Helicobacter pylori
(H pylori ) infection to H pylori outer membrane proteins
(OMP) with Mr18 000 and 26 000 acquired by gene recom-
binant technique, and to determine its diagnostic significance.

METHODS: The recombinant vectors encoding OMP of
H pylori with M r18 000 and 26 000 identified by restriction
enzyme or PCR were used to transform and express in
BL21 (DE3) E. coli respectively. After purification with Ni2+-
NTA agarose resin, the colloid gold kits were prepared
with purified recombinant proteins to detect H pylori infection
and disease associated with H pylori by immunity-marker
technology. We selected 150 patients with H pylori infection
and digestive symptoms without previous treatment, including
chronic superficial gastritis (n =60), duodenal ulcer (n =30),
gastric ulcer (n =30), and gastric cancer (n =30) during one
year. Simultaneously, 33 cases without digestive symptoms
and H pylori infection were used as controls. All sera were
collected and the antibody responded to specific proteins of
H pylori was tested with the colloid gold test kit. Taking as
reference a combination of standard diagnostic methods (13C
urea breath test, cultivate) and the classic enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) serological tests was com-

pared with the results of this technique, and the sensitivity,
specificity and accuracy of the colloid gold test were evaluated.

RESULTS: After purification with Ni2+-NTA agarose resin,
the purities of recombinant fusion proteins were all about
95%. The ELISA results showed that recombinant fusion
proteins could be recognized by monoclonal antibody of
anti-H pylori with Mr18 000 and 26 000 respectively. The
results detected using colloid gold kits were as follows: all
patients’ sera infected with H pylori showed response to
recombinant protein with Mr 26 000 were 94.0%, while
95.0%, 96.7%, 96.7% and 90.0% of patients with H pylori-
infected chronic superficial gastritis, duodenal ulcer, gastric
ulcer, and gastric cancer respectively, showed responses.
Compared with the serum-based ELISA results in detecting
H pylori-infection, there was no significant difference with
the colloid gold kits (P >0.05). The sensitivity, specificity,
and accuracy of the rapid test kit with Mr 26 000 protein
were 94.0%, 97.0%, and 94.5%, respectively; To recombinant
protein with Mr18 000, 52.0%, 40.0%, 40.0%, 53.3% and
86.7%, of patients with H pylori-infected chronic superficial
gastritis, duodenal ulcer, gastric ulcer, and gastric cancer
respectively, showed responses. There were a significant
difference (P <0.05) in the detecting rates of H pylori in-
fection between gastric cancer (86.7%) and the other dis-
eases (43.3%). The results showed the colloid gold kits
with Mr26 000 proteins of H pylori could be used as a
conventional examination method, with similar sensitivity
and specificity as other conventional examination method,
and simultaneously a significant association was found
between the serologic response to Mr 18 000 OMP antigen
and malignant outcome of H pylori infection.

CONCLUSION: The two colloid gold kits with Mr18 000 and
26 000 proteins of H pylori, can be a useful tool for detect-
ing H pylori infection, as well as predicting H pylori related
gastrointestinal diseases, such as gastric malignancy and
peptic ulcer.

Jiang Z, Huang AL, Zheng J, Tao XH, Pu D, Wang PL. Helicobacter
pylori outer membrane proteins in diagnosis of Helicobacter pylori
infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1588-1592

摘要
目的: 通过检测伴有H pylori感染的上消化道疾病患者血
清对 H pylori OMP 的反应性，来探讨基因重组 H pylori
OMP 对 H pylori 感染及其相关性疾病的诊断价值，为
进一步开发诊断试剂盒及其临床应用奠定基础.

方法: 分别将已鉴定、测序的含 H pylori Mr 为 18 000，
26 000 OMP 重组质粒转化表达菌 - 大肠杆菌 BL21 中，
让其大量表达、纯化，制备金标免疫检测试纸; 选择
2002-01/2002-12 因消化道症状来我院就诊的 H pylori
阳性患者 150 例，经胃镜证实: 慢性浅表性胃炎 60 例;



胃溃疡 30 例; 十二指肠球部溃疡 30 例; 胃癌 30 例，以
及 33 例 H pylori 阴性的健康者作为对照，分别采用以
H pylori Mr 为 18 000，26 000 OMP 为抗原制备金标免疫
检测试纸，对 183 例受试者血清进行特异性抗体检测.

结果: 重组蛋白经 Ni2+-NTA 琼脂糖树脂纯化后，其纯
度高达 95% 以上，经检测其抗原性良好. 用金标免疫
试纸对 H pylori 感染的上消化道疾病患者 150 例，以
及 H pylori 阴性的健康者 33 名进行了检测，其结果为:
26 000 OMP 对 H pylori 感染的检出率为 94.0%，对慢
性浅表性胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡以及胃癌
患者中 H pylori 感染的检出率分别为 95.0%，96.7%，
96.7% 和 90.0%，与常规 ELISA 方法检测结果相比，
二者无显著性差异(χ2 检验，P >0.05)，其敏感性、特
异性和准确性分别为 94.0%、97.0%、94.5%; 而 18 000
OMP 对 H pylori 感染患者的检出率为 52.0%，对慢性
浅表性胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡和胃癌患者中
H pylori 感染的检出率分别为 40.0%、40.0%、53.3%
和 86.7%，对胃癌患者中 H pylori 感染检出率 86.7% 与
慢性浅表性胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡总检出率
43.3% 相比，具有显著的差异性(P <0.05). 因此以 26 000
OMP 的金标免疫检测试纸可以作为H pylori感染的常规
检测方法，他与常规 ELISA 检测方法相比具有可靠的
特异性以及敏感性，同时与 18 000 OMP 金标免疫检测
试纸一起，对胃癌患者中H pylori感染检出率高对胃肠
道肿瘤特别是胃癌的诊断及预测方面具有独特之处，
这值得进一步的研究.

结论: H pylori Mr 18 000，26 000 OMP 金标免疫检测试
纸对 H pylori 感染及其相关性疾病，尤其对消化道恶
性肿瘤的诊断及预测具有重要的价值，可以作为常规
检测手段对消化道溃疡及肿瘤高危人群进行检测.

姜政, 黄爱龙, 郑健, 陶小红, 蒲丹, 王丕龙. 幽门螺杆菌外膜蛋白对Helicobacter
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0   引言

自 1983 年 Marshall 和 Warren 从慢性活动性胃炎患者的

胃黏膜中分离出 H pylori 之后，H pylori 与上胃肠道疾

病之间的关系受到消化学界和微生物学界的极大关注.

我国普通人群的感染率为 50-80% [1]，每年新增感染人

数近千万. H pylori 感染不但与 B 型胃炎、消化性溃

疡、MALT 淋巴瘤、胃癌的发生有密切关系[2-13]，而且

与肠外疾病的发生也有重要作用[14-16]，在动物实验中

已证明 H pylori 的致癌性[17]，世界卫生组织已明确指出

H pylori为第一类致癌因子. 因此对H pylori感染的诊断

及其治疗显得十分必要.

         常规诊断方法有着各自的适应范围和特点[18-23]. 鉴于

ELISA 可同时处理大量标本，适合流行病学调查、研

究等特点，应用较为广泛[24]. 目前 H pylori 血清 ELISA
抗原主要采用 H pylori 的培养所得，由于 H pylori 培养
条件比较苛刻，需要用特殊的厌氧培养设备，不易获
得大量的有效抗原成分; 而基因重组的纯化抗原，目前
H pylori 多种 OMP 基因已被克隆，并在大肠杆菌中得
到了成功表达[25-30]，但低分子 OMP 应用于 H pylori 的诊
断，目前国内外很少报道. 为了获得大量的纯化 H pylori
低分子的 OMP 抗原，我们采用了基因重组技术，分
别构建了 H pylori Mr 为 18 000，26 000 OMP 编码基因
重组载体，并在大肠杆菌中得到了高效表达，对其抗原
性进行了鉴定[31-34]. 因此我们将纯化的重组融合OMP用
于以抗原抗体反应及胶体金标记技术为基础的金标免
疫检测试纸，对H pylori感染及其相关疾病的诊断价值
进行了研究如下.

1   材料和方法

1.1 材料  BL21/pET32a(+)/Omp26，BL21/pET32a(+)/
Omp18 和 H pylori 18 000，26 000 低 Mr OMP mAb 由本
实验室构建、鉴定; 收集 2002-01/2002-12 上消化道症
状就诊 H pylori 阳性患者血清 150 例，以及 H pylori 阴
性健康者血清 33 名，要求所有受试者在 4 wk 内未服
用抗生素、糖皮质激素、H 2 受体拮抗剂以及质子泵
抑制剂. 13C尿素呼吸实验由海德威公司提供; 金标免疫
检测试纸(分别以 H pylori Mr 为 18000，26 000 OMP 制
作金标免疫检测试纸，由肝炎所提供); Ni2+-NTA 多聚
组氨酸蛋白纯化试剂盒为 QIAGEN 产品; 超声破碎液
(50 mmoL/L NaH2PO4，300 mmoL/L NaCl，pH 7.0); 洗
涤液(50 mmoL/L NaH2PO4，300 mmoL/L 的 NaCl，
20 mmoL/L imidazole，pH7.8); 洗脱液(50 mmoL/L
NaH2PO4，imidazole 300 mmoL/L 的 NaCl，250 mmoL/L
Imidazole，pH7.8)由肝炎研究所提供.
1.2 方法  将酶切、PCR 鉴定的重组载体转化大肠杆菌
BL21，随后分别挑选含重组载体 pET32a (+)/Omp18 和
pET32a(+)/Omp26的单克隆菌落于盛有2 mL LB培养基的
各试管中(含氨苄青霉素 100 mg/L)，于 37 ℃，250 r/min
培养过夜，次日将过夜培养液加入盛有 100 mL LB(含
氨苄青霉素 100 mg/L)、容积为 500 mL 的三角瓶中，
各培养500 mL细菌液，于37 ℃培养至A600为0.4-0.6时，
加入终浓度为 1.0 mmoL/L 的 IPTG，诱导表达 4 h，以
4 ℃，10 000 r/min 离心 15 min，收集菌体，于 -20 ℃

冻存备用; 由于重组载体表达的融合蛋白质 C 端带有 6

聚组氨酸，故表达产物用 Ni2+-NTA 树脂纯化. 分别制

备 500 mL 细菌培养液，离心，菌体混悬于 50 mL 超声

破碎液中，在35%×600 W低温条件下，超声破碎40 min，

以 4 ℃ 10 000 r/min 离心 15 min，将上清液按常规方

法过滤柱子(Ni2+-NTA agarose)，以 10 mL 洗涤液洗脱

2 次，然后以 10 mL 洗脱液洗脱并分 3 段收集过滤液，

分别取 3 段收集液 10 µL 以等量 2 ×蛋白上样缓冲液混

匀，煮沸 5 min，进行 15% SDS-PAGE 凝胶电泳. 同时
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采用相应的单克隆抗体以及免疫的动物血清，以
Western blot方法检测表达的目的蛋白的生物活性. 同时
进行蛋白质含量的检测; H pylori外膜蛋白金标免疫检测
试验是采用高度特异性的抗原抗体反应及胶体金标记
技术，通过双抗原夹心法(抗原 - 抗体－抗原)，实现
对 H pylori 抗体特异检测. 即: 将重组 H pylori 抗原包被
在反应膜 - 硝酸纤维素膜上作为检测带，同时将重组
H pylori 抗原标记上胶体金作为显色剂，利用双抗原夹
心法原理，一步检测血清样品中的 H pylori 抗体. 关于
金标免疫检测试纸组装示意图如图1所示. 其结果判断
标准为: 阴性(-)，表示出现一条紫红色条带，位于质
控区(C)内. 如样本中不含特定的 H pylori 抗体蛋白，胶
体金抗体在层析过程中不会被固定在膜上检测带内的
单抗免疫，因而测试区内(T)不会出现一条紫红色检测
带. 质控区内(C)所显现的紫红色条带是判定是否有足够
的样品液，层析过程是否正常的标准，同时也作为试剂
的内控标准. 阴性结果表明，待测样品中不含 H pylori
抗体蛋白; 阳性(+)则表示质控区(C)出现一条紫红色条
带，同时在测试区(T)内也出现一条紫红色条带. 如果待
测样品中H pylori抗体蛋白浓度高于其检测阈值时，抗
原免疫金与检测带上的另一单抗结合，因此在测试区
内(T)出现紫红色检测带. 阳性结果表明，特定 H pylori
抗体蛋白含量在阈值以上; 无效则是在质控区(C)未出现
紫红色条带，表明不正确的操作过程(图 2); 所有受
试者经 13C 呼吸试验、细菌学培养上述检查方法中，
任意一种检测为阳性，被确定为 H pylori 感染; 而前
二种检测手段中任意一种检测为阴性，说明该患者无
H pylori 的感染. 若 H pylori 感染患者，H pylori OMP 金
标免疫检测为阴性，则视为假阴性; 若无 H pylori 感染
患者，H pylori OMP 金标免疫检测出现阳性，则视为
假阳性，以此来判断 H pylori  OMP 金标免疫检测试纸
在临床中的应用价值.

图 1  金标免疫检测试纸组装示意图

图 2  H pylori 外膜蛋白金标试纸检测示意图. A: 阴性; B: 阳性; C: 无效.

2   结果

2.1 重组融合蛋白的质和量  分别收集BL21/pET32a (+)/

Omp18 和 BL21/pET32a(+)/Omp26 菌体，进行 15% SDS-

PAGE，结果发现，经 IPTG 诱导后，融合蛋白的表

达量分别占菌体总蛋白的 18.96%，26.38%. 同时分别

将LB培养基制备的大量细菌混悬于超声破碎液中，在

35% × 600 W 低温条件下，超声破碎 40 min，以 4 ℃

10 000 r/min 离心 15 min，将上清液按常规方法过柱

(Ni2+-NTA agarose resin)，以洗涤液洗涤 2 次，然后洗

脱液洗脱，并分 3 段收集，分别取 3 段收集液 20 µL 以

等量 2 ×蛋白上样缓冲液混匀，煮沸 5 min，以 150 g/L

SDS-PAGE 进行凝胶电泳，通过染色、脱色，可见

大部分目的蛋白在第 2 段收集液中，通过 Image Master

Totallab v1.11 软件进行凝胶自动扫描分析，分别获得

了纯度达 95% 以上的 1.25 g/L 的重组融合蛋白，其 Mr

为 3 8000，46 000 的融合蛋白，其中 Mr 20 000 的蛋

白为pET32a(+)所表达. 目的蛋白能够被相应H pylori Mr

为 18 000，26 000 的 OMP mAb 以及免疫的动物血清

所识别，说明表达的目的蛋白的生物活性良好.

2.2 金标免疫检测 H pylori 感染  对 H pylori 感染的上

消化道疾病患者 150 例，以及 H pylori 阴性的健康者

33 名进行了金标免疫试纸检测，其结果为: 26 000

OMP 对 H pylori 感染的检出率为 94.0%，对慢性浅表

性胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡以及胃癌患者中

H pylori 感染的检出率分别为 95.0%，96.7%，96.7%

和 90.0%，与常规的 ELISA 检测方法相比，二者无显

著性差异(χ 2 检验，P >0.05)，其敏感性、特异性和

准确性分别为 94.0%，97.0%，94.5%; 而 18 000 OMP 对

H pylori 感染的检出率为 52.0%，对慢性浅表性胃

炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡和胃癌患者中 H pylori

感染的检出率分别为 40.0%，40.0%，53.3% 和 86.7%，

对胃癌患者中 H pylori 感染检出率 86.7% 与慢性浅表

性胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡总检出率43.3% 相

比，具有显著的差异性(P <0.05，表 1-2). 分别采用 Mr

18 000，26 000 OMP 金标免疫检测试纸对 H pylori 感

染检测结果比较(见图 3).

图 3  Mr 18 000, 26 000 OMP 金标免疫检测试纸对 H pylori 感染检测

结果比较.
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表 1  Mr 18 000, 26 000 OMP 金标免疫检测试纸对 H pylori 感染检测

的结果

试验方法        受试者例数    阳性      阴性      假阳性    假阴性

ELISA 183      144       32             1 6

26 000 胶体金 183      141       32             1 9

18 000 胶体金 183       78       33           0            72

表 2  Mr 18 000, 26 000 OMP 金标免疫检测试纸对 H pylori 感染检测

的结果

试验方法       受试者例数     年龄            阳性     阴性

Mr 26 000 OMP

慢性浅表性胃炎 60 50.3±15.9 57 3

胃溃疡 30 57.3±13.2 29 1

十二指肠球部溃疡 30 46.5±14.2 29 1

胃癌 30 64.7±17.4 27 3

Mr 18 000 OMP

慢性浅表性胃炎 60 50.3±15.9 24        36

胃溃疡 30 57.3±13.2 12        18

十二指肠球部溃疡 30 46.5±14.2 16        14

胃癌 30 64.7±17.4 26         4

3   讨论

所有 H pylori 都表达 Mr18 000、26 000 外膜蛋白，而
且与其他菌群的外膜蛋白无交叉反应[33]. 我们在大肠杆
菌中表达了完整的 H pylori Mr18 000，26 000 OMP，
经 Western-blot 鉴定，有很强的抗原性. 分别将重组蛋
白作为抗原，采用高度特异性的抗原、抗体反应及胶
体金标记技术，通过双抗原夹心法(抗原 - 抗体－抗
原)，一步检测血清样品中的 H pylori 抗体，建立检测
H pylori 特异性 IgG 的金标免疫检测试纸，从而实现了
对H pylori特异抗体的检测. 我们通过Ni2+-NTA agarose
resin，将重组蛋白进行纯化，并且将蛋白浓度调整到
1 g/L，同时将胶体金的颗粒直径调整到 40-60 nm，并
将抗体的浓度调至最佳，获得稳定性的胶体金标记物
以及满意的实验效果.
        本实验我们选择了H pylori感染的上消化道疾病患
者 150 例，以及 H pylori 阴性的健康者 33 名作为对照，
金标免疫检测试验结果为: 26 000 OMP 对 H pylori 感染
的检出率为 94.0%，对慢性浅表性胃炎、胃溃疡、十二
指肠球部溃疡以及胃癌患者中H pylori 感染的检出率分
别为 95.0%，96.7%，96.7% 和 90.0%，与常规的 ELISA
检测方法相比，二者无显著差异(χ2 检验，P >0.05)，其
敏感性、特异性和准确率分别为94.0%，97.0%，94.5%;
而 18 000 OMP 对 H pylori 感染患者的检出率为 52.0%，
对慢性浅表性胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡和胃癌
患者中 H pylori 感染的检出率分别为 40.0%，40.0%，
53.3% 和 86.7%，对胃癌检出率 86.7% 与慢性浅表性
胃炎、胃溃疡、十二指肠球部溃疡总检出率 43.3% 相

比，具有显著的差异性(P <0.05). 因此以 26 000 OMP
的金标免疫检测试纸可以作为H pylori感染的常规检测
方法，与常规的检测方法相比具有可靠的特异性以及
敏感性，同时与 18 000 OMP 金标免疫检测试纸一起，
在胃肠道肿瘤的诊断和预测方面具有独特之处，这值
得进一步的研究，上述结果与文献[35]报道一致. 据
Raymond et al 报道，以免疫印迹方法检测 H pylori 血清
抗体，发现对H pylori Mr 26 000 OMP抗原敏感性89.4%，
特异性 87.9%，正确率为 88.7%; 同时 Shiesh et al 报道，
H pylori阳性患者的血清对H pylori低分子量OMP116 000
(CagA)，89 000(VacA)，60 000(Hsp)，45 000，35 000，
30 000，26 500 和 19 500 的反应性分别为 76.5%，
42.9%，23.6%，46.7%，84.1%，76.5%，82.9% 和
32.4%，同时提出 H pylori 低分子量 OMP 19 500，
26 500 对上消化道溃疡、恶性肿瘤的高危人群可以作
为有效的检测抗原.
        研究发现表明，虽然所有的H pylori菌株都能表达
Mr 为 18 000，26 000 的 OMP，刺激机体产生相应的
抗体，但抗体的产生与抗原分子大小、机体的免疫状态
等诸多因素有关，而且抗体滴度的衰减与相应抗体分
子大小等密切相连，本实验结果也表明，26 000 OMP
对H pylori感染患者的阳性检出率(86.7%)明显高于18 000
OMP对H pylori感染的检出率(52%); 而胃癌的发生是一
个多因素、多阶段的过程，在慢性胃炎 - 萎缩性胃炎 -
肠上皮化生 - 异型增生 - 胃癌这样一个漫长的过程中，
各种致病因子可能单独或协同作用于癌变的起始阶段，
实验结果也表明 18 000 OMP 对胃癌的 H pylori 感染的
检出率(86.7%)与 26 000 OMP 对胃癌的 H pylori 感染的
检出率(90.0%)几乎一致，综上所述，Mr 为 18 000，
26 000 的 OMP 不仅可作为检测 H pylori 感染的一种标
志性抗原，同时对胃癌以及胃癌高发人群的筛选具有
重要的价值.
        总之，用 OMP 作为抗原而建立的金标免疫检测试
验用于检测抗H pylori IgG抗体是可行的. 该方法体现了
快速、简单以及无痛苦，具有可靠的特异性，而且与其
他检测方法相比，具有对胃癌患者H pylori感染检出率
高对胃肠道肿瘤特别是胃癌的诊断及预测方面具有独
特之处.
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Abstract
AIM: To study the relationship of Helicobacter heilmannii
(Hh) infection with esophageal diseases in Chaoyang,
Guangdong Province, China.

METHODS: A total of 92 cases of endoscopic biopsies and
esophagostomies were collected. Hh and Helicobacter py-
lori (Hp) infection were detected by Warthin-Starry silver
stain.

RESULTS: Among 92 cases, 43 cases were Hh positive
(46.74%), 32 cases were Hp positive (37.78%), and mixed
infection with Hh and Hp were detected in 12 cases (13.04%).
Among 43 Hh positive cases, there were 19 cases of esoph-
ageal carcinoma, 14 esophagocardiac adenocarcinoma, 3
esophageal ulcers, 4 epithelial hyperplasia, 1 esophagitis
and 1 Barrett’ esophagitis. Following-up data showed that
16 patients had a history of raising dogs, swines or cats,
in which Hh infection were found in 10.23 patients denied
having a history to contact the animals mentioned above,
in which 8 cases were Hh positive.

CONCLUSION: Hh infection has a close connection with
esophageal carcinoma, cardiac adenocarcinoma and epi-
thelial hyperplasia, and may be a high risk factor for those
diseases in the area. The pathogenesis of the disease may
be related to domestic animal raising.

Zhou ZS, Ma CC, Liao ZH, Zhao Y, Zheng YX, Pan WX, Huang CY.
Relationship between Helicobacter heilmannii infection and esoph-
ageal diseases in Chaoyang, Guangdong Province, China. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1593-1595

摘要
目的: 探讨广东省潮阳地区海尔曼螺杆菌(Helicobacter

Heilmannii，Hh)感染与食管疾患的关系.

方法: 集我院内镜活检标本和连有部分食管的胃切除标本，

共 92 例. 以 Warthin-Starry 银染色，镜检 Hh 和幽门螺杆

菌(Helicobacter Pylori，Hp). 结果与临床和病理结果对比

分析.

结果: 92 例共检出 Hh(+)者 43 例，占 46.74%，Hp(+)者

32 例，占 37.78%，二者混合感染者 12 例，占 13.04%.

43 例 Hh (+)者中: 食管癌 19/33 例(占本组的 20.65%，占

该疾病的 57.58%，下同)，食管贲门腺癌 14/22 例(15.22%，

63.64%)，食管溃疡 3/11 例(3.26%，27.27%)，食管上皮增

生 4/8 例(4.35%，50.0%)，食管炎 1/3 例(1.09%，33.33%)，

食管平滑肌瘤 1/2 例(1.09%，50.0%)，Barrett 食管 1/1

例(1.09%，100%). 随访家中养有猪狗猫或其中之一者16

例，Hh(+)者 10 例(62.5%)，未养上述动物者 23 例，其中

Hh(+)者 8 例(34.78%).

结论: 食管 Hh 感染明显与食管癌、食管贲门腺癌、食管

上皮增生等相关，Hh感染可能是潮阳地区上述疾病高发的

重要因素之一，感染又可能与该地区普遍养有猪狗猫等动

物有关.

周志韶, 马澄城, 廖赞豪, 赵毅, 郑永雄, 潘文雄, 黄盛宜. 广东潮阳地区海尔

曼螺杆菌感染与食管疾病的相关性研究. 世界华人消化杂志  2004;12(7):

1593-1595

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1593.asp

0   引言

海尔曼螺杆菌是新发现的胃内另一种螺杆菌，有关其
与相关疾病的关系，报告较少，而与食管疾病的关
系，几乎无报告. 本文试图通过螺杆菌感染这个侧面，
探讨粤东地区食管疾病高发与之可能的关系.

1   材料和方法

集我院 1999-01/2001-01 期间，内镜食管活检或胃活
检同时取有食管及手术切除胃标本同时连有食管者，
共 92 例. 标本甲醛固定，石蜡包埋，HE 染色，同时
以连续切片作 Warthin-Starry 银染色(均设阳性对照)，
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高倍镜或油镜下观察 Hh 和 Hp 感染状况，以食管检出
阳性为难，胃检出阳性食管未检出者未列入. 同时复习
病史和 HE 切片，39 例随访了家中有否养有猪狗猫等
动物. 结果与临床及病理结果对比分析.

2   结果

2.1 临床概况  男 59 例，女 33 例，男∶女 =1.79∶1，
最大年龄 83 岁，最小年龄 17 岁，平均年龄 55.4 岁，

年龄分布见表 1.
2.2 螺杆菌检出率及其与食管疾病的关系  92例中Hh(+)
者 45 例(48.91%)，Hp(+)者 32 例(34.78%)，Hh 与 Hp
混合感染者 12 例(13.04%). 螺杆菌感染与年龄分布，见
表 1. 从表 1 可以看出 Hh 感染 51 岁以上者占 66.67%，
61 岁以上占 48.89%. 螺杆菌感染与食管疾病的关系，
见表 2，从表 2 可以看出 Hh 感染明显与食管癌(主要为
鳞癌)、食管贲门腺癌和食管上皮增生等病变相关.

表 1  螺杆菌感染的年龄分布

年龄段(岁) 20↓           21-30          31-40          41-50                 51-60                61-70                 71 ↑                   合计

例数   1 3            11             17            17            26            17 92

Hh (+)数   1 1 6 7 8            11            11 45

Hp (+)数 5 6 7 6 8 32

二者均(+)数 2 2 3 2 3 12

表 2  食管疾病与螺杆菌检出率

疾病  n           Hh (+)数(%)           Hp (+)数(%)         二者均(+)数(%)          继发霉菌感染

食管癌(鳞癌为主) 33 19 (57.58) 9 (27.27) 5 (15.15) 8

食管贲门腺癌 22 14 (63.64)    11 (50)   2 (9.09) 2

食管溃疡 11   3 (27.27) 5 (45.45) 2 (18.18) 1

食管上皮增生   8       4 (50)   3 (37.5)                  2 (25)

慢性胃炎顺取食管   4       2 (50)

食管炎   3   1 (33.33) 1 (33.33) 1 (33.33)

食管胃黏膜异位   3   3 (100)

食管“平肉”   2       1 (50)

Barrett 食管   1     1 (100)

图 1  广东潮阳地区海尔曼螺杆菌感染与食管疾病的相关性研究. A-D: 示海尔曼螺杆菌. Warthin-Starry 银染色 ×7 425; E: 示幽门螺杆菌. Warthin-

Starry 银染色 ×7 425.

A B C

D E
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      另有胃体癌顺取食管 2 例，食管血管畸形、食管
淋巴瘤和贲门癌术后食管溃疡各 1 例，共 5 例，均未
检出螺杆菌.
2.3 Hh感染与家养有关动物的关系  随访家养猪狗猫或
其中之一者 16 例，Hh(+)者 10 例(62.50%)，Hp(+)者
5 例(31.25%)，Hh 和 Hp 均(+)者 3 例(18.75%). 未养上
述动物者 23 例，其中 Hh(+)者 8 例(34.78%)，Hp(+)者
11 例(47.83%)，Hh、Hp 均(+)者 2 例(8.70%). 养动物
者 Hh 感染明显高于未养者.

3   讨论

Hh是Dent et al [1]于1987年发现的定植于胃的不同于Hp
的另一株螺杆菌，已有报告其感染率明显低于 Hp，但
我国南方的感染明显高于国外[2]. 现今认为他与消化性
溃疡(Pu)、胃癌、胃黏膜相关淋巴瘤(MALT-ML)和活动
或非活动性胃炎等密切相关[2-12]. 但其在食管的检出及其
与食管疾患的关系，几乎无报告. Debongnie et al [13]曾
报告1例食管炎活检检出Hh; Queiroz et al [14]对猪的研究
发现Hh强有力的与自然发生于猪的部分食管溃疡和溃
疡前病变伴行，并伴有相应部位的炎症，作者认为 Hh
在这些病变的发病机制上是一个重要因素; Roosendaal et
al [15]对猪的研究也发现Hh和猪的胃溃疡及部分食管溃疡
相关，也认为 Hh 在猪食管病变的发生上是一个重要因
素. 本组结果显示Hh在食管疾病的检出率高达48.91%，
且主要见于老年人，61 岁以上者占 48.89%，并且明显
与一些食管疾患相关，尤其是食管癌和食管上皮增生，
分别达57.58% 和50%，而食管贲门腺癌竟高达63.64%.
这明显提示 Hh 是这些疾病发生的一个重要因素，也
说明潮阳地区食管癌、食管贲门腺癌等高发与Hh的高
检出率不无关系，可能是一个不可忽视的重要因素. 现
今认为，Hh 感染来源于某些动物，尤其家养食肉动物
和观赏动物，如猪狗猫等，他们被认为是 Hh的自然宿
主，是传染给人类的贮存库和危险的感染源[8,10, 16-18]，
而潮阳地区家养猫猪狗等相当普遍，在农村猪为放
养，是具有感染 Hh 的环境条件的，当然也不能忽视
人到人这一可能的传播途径. 故在潮阳地区消化道疾病
的防治上，根除螺杆菌的传播应予重视，并应从人和
动物两方面着手. 已有报告证实抗 Hp 治疗方案对 Hh
有效[7, 9, 11, 18-19].
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Abstract
AIM: To explore the effects of Chinese medicine Ganzhifu
decoction on fatty liver in rats.

METHODS: The fatty liver model was established by feeding
with high caloric laboratory chaw and alcohol. Sixty male
Wistar rats were randomized into 6 groups, i.e. a normal
control group, a model group, three Ganzhifu groups treated
with Ganzhifu decoction (giant knotweed 20 g, rhubarb 5 g,
Bupleurum 10 g) in different concentrations and a metformin
group. All the animals were killed after treatment for 8
weeks. The activities of alkaline phosphatase and gamma
glutamyl transferase, blood lipid, liver triglycerin and patho-
logical changes in all groups were assayed.

RESULTS: The activities of alkaline phosphatase and
gamma glutamyl transferase, blood lipid, liver triglycerin
of model group increased significantly (ALP: 8 156±2 696
vs 4 478±2 229; GGT: 52±14 vs 24±21; TG: 615±106 vs
454±113, P <0.05; Liver triglycerin: 53±10 vs 27±8, P <0.01).
Liver histology showed mild to moderate steatosis. Those
indexes of Ganzhifu groups were significantly lower than
those of model group (ALP: 5 666±2 187 vs 8 156±2 696;
GGT: 24±14 vs 52±14; TG: 442±148 vs 615±106; Liver
triglycerin: 35±4, 36±6, 38±6 vs 53±10, P <0.05, P <0.01).
The hepatic steatosis was also improved. Liver triglycerin

of metformin group was significantly reduced (32±1 vs
53±10, P <0.01), but there was no significant difference
in other indexes between metformin and model groups.

CONCLUSION: Ganzhifu decoction can protect fatty liver
in rats.

Lu FE, Dong H, Gao ZQ, Xu LJ, Wei SC, Wang KF, Zou X. Effect of
Chinese medicine Ganzhifu decoction on murine fatty liver induced by
alcohol and high fat feeding. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):
1596-1599

摘要
目的: 观察中药肝脂复煎剂对酒精和高脂饲养诱导的大鼠脂

肪肝的防治作用.

方法: 采用高浓度酒精灌胃合高脂饲料饲养制备大鼠脂肪肝

模型，同时给予不同剂量肝脂复煎剂治疗，以二甲双胍为

对照. 通过检测血清肝酶谱、肝组织匀浆甘油三脂含量和

肝脏组织学变化，观察不同剂量肝脂复煎剂对脂肪肝的防

治作用.

结果: 模型组大鼠肝脏出现明显的脂肪变性，肝酶活性

(ALP、GGT)、血脂和肝组织甘油三脂含量升高(ALP:

8 156 ± 2 696 vs  4 478 ± 2 229; GGT: 52 ± 14 vs 24 ± 21;

TG: 615 ± 106 vs 454 ± 113，P <0.05; 肝 TG: 53 ± 10 vs

27 ± 8，P <0.01). 肝脂复剂量组肝细胞脂肪变显著减轻，

肝酶活性(ALP、GGT)、血脂和肝组织甘油三脂含量较模

型组显著下降(ALP: 5 666±2 187 vs 8 156±2 696; GGT:

24 ± 14 vs 52 ± 14; TG: 442 ± 148 vs 615 ± 106; 肝 TG:

35 ± 4，36 ± 6，38 ± 6 vs 53 ± 10，P <0.05-P <0.01)，

二甲双胍组肝组织甘油三脂含量较模型组下降(32 ± 1 vs

53 ± 10，P <0.01)，其余指标无显著差异.

结论: 肝脂复煎剂对脂肪肝具有良好的防治作用.

陆付耳, 董慧, 高志强, 徐丽君, 魏世超, 王开富, 邹欣. 中药肝脂复煎剂对酒

精和高脂饲养诱导的大鼠脂肪肝的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(7):

1596-1599

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1596.asp

0   引言

脂肪肝是由多种疾病和病因引起的肝脏脂肪性变[1-6]. 流
行病学调查表明主要为酒精、肥胖等引起的慢性脂肪
肝[7-12]. 肝脂复煎剂治疗脂肪肝多年，取得了满意疗效.



为进一步观察其防治实验性脂肪肝的药理作用，特进
行该复方防治脂肪肝的实验研究.

1   材料和方法

1.1 材料  清洁级♂ Wistar 大鼠 60 只，体质量 150 ±
10 g，由华中科技大学同济医学院实验动物中心提供.
测血脂和肝酶的试剂盒均购自浙江东瓯生物工程有限
公司; 猪油，玉米油购自超市; 胆固醇购自郑州利伟生
物化工有限公司. 肝脂复煎剂(组成: 虎杖 20 g，生大黄
5 g，柴胡 10 g. 将虎杖、生大黄用乙醇回流提取 2 次，
合并提取液，回收乙醇至无醇味，得浸膏 1; 另将柴胡
用水煎煮 2 次，将提取液合并浓缩得浸膏 2; 将 1、2
合并即得肝脂复煎剂浸膏.)由同济医院药剂科提供，
每克浸膏含生药 3.5 g，双蒸水稀释成不同浓度备用.
盐酸二甲双胍片由法国里昂医药工业公司生产，研制
成粉末，双蒸水溶解成含药 10g/L 混悬液，其余试剂
均为分析纯.

1.2 方法  ♂ Wistar 大鼠 60 只，适应性喂养 1 wk 后随

机分为 6 组，即正常组、模型组、肝脂复低、中、高

剂量组(浸膏浓度依次为 0.05，0.1，0.2 kg/L)和二甲

双胍组，每组 10 只. 正常组予标准饲料饲养，生理盐

水 10 mL/kg 灌胃，2 次 /d，其余各组均高脂饲料(835 g/kg

标准饲料 +15 g/kg 胆固醇 +50 g/kg 猪油 +100 g/kg 玉米

油)饲养，60 mL/L 酒精按 10 mL/kg 灌胃，2 次 /d. 肝脂

复各剂量组每日 14:00 分别按照肝脂复低中高剂量给

予灌胃，二甲双胍组给二甲双胍混悬液10 ml/kg每日灌

胃，各组均正常饮水，观察大鼠的食欲、体重、行为、

状态、毛发及死亡情况，连续 8 wk. 末次给药 24 h 后，

20 g/L 戊巴比妥钠(30 mg/kg)进行腹腔麻醉. 腹主动脉取

血，常规制备血清. 同时称体质量及肝质量，摘取部分

肝组织进行生化指标测试和HE 染色. 用赖氏法测ALT，

AST 活性，酶法 GGT、ALP，总胆固醇(TC)、三酰

甘油(TG)的含量. 取新鲜肝脏适量，制成组织匀浆，用

抽提液(甲醇与氯仿 1∶1，V/V)抽提脂质，用分光光

度法测定 TG 的含量. 将取出的肝组织用中性甲醛固
定，石蜡包埋，HE染色，光镜下观察肝组织学的改变，
肝细胞脂肪变等情况.
        统计学处理  实验数据以mean±SD表示，组间比较
采用 t 检验.

2   结果

模型组及实验观察组大鼠毛发光泽度差，体重增长较
缓慢，多数大鼠食欲差. 正常组大鼠则精神状态好，食
欲佳. 体质量及肝质量/体质量均无显著性差异. 将各组
死亡大鼠剔除，最后共取得有效标本 50 份.
2.1 血清肝酶谱变化  模型组与正常组比较，ALT 与
AST 有升高趋势，但无显著性差异. 而 ALP 与 GGT 则
显著升高; 与模型组比较，肝脂复低剂量组ALP与GGT
则显著降低(P <0.05，表 1); 二甲双胍组肝酶活性则无

显著改善.

表 1  各组大鼠酶活性的变化 (mean±SD, nkat/L)

分组 n         ALT                AST              ALP              GGT

正常组 9    347 ± 154        970 ± 763  4 478 ± 2 229     24 ± 21

模型组 8    412±168       1 157±211    8 156±2 696a     52±14a

低剂量组           10    302± 137      1 102±300    5 666±2 187c    24±14c

中剂量组 9    459 ± 134     1 498 ± 281   8 230 ± 2 539     46 ± 25

高剂量组 8    386 ± 173     1 402 ± 329   7 251 ± 3 215     46 ± 9

二甲双胍组 6    560 ± 126       1624 ± 370     7000 ± 4555      29 ± 31

aP <0.05 vs 正常组; cP <0.05 vs 模型组.

2.2 血清和肝组织匀浆脂质的变化  模型组血清TG较正
常组显著升高(P <0.05)，但各治疗组中只有高剂量组
降低血清 TG 作用明显(P <0.05)，并显示出剂量相关性.
模型组肝组织 TG 显著升高(P <0.01)，各治疗组均显示
出降低肝组织 TG 的作用(P <0.05-P <0.01，表 2). 模型
组血清 TC 有升高趋势，但无显著性差异.

表 2  各组大鼠血清及肝匀浆脂质的变化 (mean±SD)

分组 n       血清 TG(umol/L)    血清  TC(umol/L)   肝 TG(mg/g)

正常组 9 454 ± 113           1 513 ± 191       27 ± 8

模型组 8 615 ± 106a           1 857 ± 455       53 ± 10b

低剂量组         10 551 ± 214           1 582 ± 421       35 ± 4d

中剂量组 9 527 ± 182           1 887 ± 329       36 ± 6c

高剂量组 8 442 ± 148c           1 954 ± 488       38 ± 6c

二甲双胍组 6 650 ± 190           1 814 ± 198       32 ± 1c

aP <0.05，bP <0.01 vs 正常组; cP <0.05，dP <0.01 vs 模型组.

2.3 病理学改变  正常组大鼠肝色鲜红、边缘锐利、质
韧; 模型组大鼠肝外观呈奶油黄或红黄相间，体积明显
增大，边缘变钝，质地变软，切面略带油腻感. 药物
防治组肝外观均接近对照组. 光镜下正常组大鼠肝小叶
清晰，肝细胞索排列整齐，模型组肝小叶中央静脉区小
泡状脂肪变，小叶内及汇管区灶性炎细胞浸润(图1); 高
倍镜下，大鼠肝小叶中心带肝细胞中出现大小不等的脂
肪滴，一些肝细胞核则被脂肪滴挤得明显偏位(图2). 肝
脂复组肝病理学改变较模型组显著减轻(图 3-6)，二甲
双胍组较模型组亦有明显改变(图 7，8).

3   讨论

脂肪肝目前缺乏有效防治的药物[13-16]. 肝脂复煎剂成分为
虎杖、大黄、柴胡，其中虎杖、大黄苦寒，既可清热解
毒燥湿，又可活血化瘀，柴胡调肝理气. 现代研究也表
明，对酒精性肝病的治疗，活血化瘀的方剂可以奏效 [17].
肝脏组织切片镜检结果表明，肝脂复 3 个剂量组肝脏
脂肪变性程度都比模型组明显减轻. 肝脂复高剂量是低
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图 1  模型组大鼠肝脏病理改变. HE×l00. 图 2  模型组大鼠肝脏病理改变. HE×400.

图 3  肝脂复组大鼠肝脏病理改变. HE×l00. 图 4  肝脂复组大鼠肝脏病理改变. HE×400.

图 5  肝脂复组大鼠肝脏病理改变. HE×l00. 图 6  肝脂复组大鼠肝脏病理改变. HE×400.

图 7  二甲双胍组大鼠肝脏病理改变. HE×l00. 图 8  二甲双胍组大鼠肝脏病理改变. HE×400.
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剂量的4倍; 不同剂量肝脂复对于脂肪肝的影响有较大
差异. 低剂量组改善肝功能效果较好，而降低血脂效果
不明显; 高剂量组降低血脂效果优于低剂量组，但对肝
功能改善不如低剂量组，提示脂肪肝和高脂血症的发
生并不平行[18-21]. 肝脏是药物代谢的主要器官，尚无降
脂药物有效防治脂肪肝的足够证据[22]，并且，脂肪化
的肝脏比正常肝脏更不耐受降血脂药物治疗. 在综合治
疗的基础上，酌情应用降血脂药物，但需适当减量和监
测肝功能. 因此，脂肪肝的治疗不应滥用降脂药物[23].
        实验采用文献[24]报道的造模方法，加以改进，成
功地制造出大鼠的脂肪肝模型.模型组肝小叶中央静脉
区小泡状脂肪变; 血清学指标也表明模型组 GGT、ALP
均高于正常组，具有显著性差异(P <0.05)，说明本研
究模型复制成功[25-26]. 其中 ALT、AST 未见明显差异，
有资料显示脂肪肝患者的此两项指标可仅轻度增高[27]，
而 GGT 是反映肝细胞功能的敏感指标[28-29]. 因此，GGT
常作为酒精所引起脂肪肝的重要监测指标[30-31].
       肝脏是血清胆固醇的重要来源，有极旺盛的胆固
醇合成能力，在肝细胞功能受损时，从其处理血浆脂蛋
白和合成胆固醇到组装血浆脂蛋白的全过程，都可发
生障碍，血清胆固醇可不升高. 实验中，大鼠长期灌入
乙醇，肝细胞功能受损，故血清总胆固醇未见明显升
高. 而血清甘油三酯显著增高，与文献[32]报道一致.
肝脏甘油三酯明显增多、沉积，可能与酒精灌胃和高脂
喂养有关. 二甲双胍能促进肝细胞脂蛋白合成转运，减
少甘油三酯在肝脏沉积，实验中，二甲双胍组肝脏甘油
三酯含量与模型组比较显著降低，但未显示出明显的降
低血脂和改善肝功能的作用，与文献报道不一致，可能
与样本较少，用药剂量及疗程不足等有关. 实验结果证
明，肝脂复煎剂对大鼠脂肪肝有良好的防治作用. 但用
药组无1例能达到治愈脂肪肝的目的，这可能与实验中
用药同时仍持续高脂饮食和酒精饲养有关.
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Abstract
AIM: To study the effects of berberine on ion channels in
isolated rat hepatocytes.

METHODS: Tight-seal whole-cell patch-clamp techniques
were performed to investigate the effects of berberine on
the delayed outward potassium currents (IK) and Ca2+ re-
lease-activated Ca2+ current (ICRAC) in enzymatically isolated
rat hepatocytes.

RESULTS: Berberine 1-300 µmoL/L reduced IK in a concen-
tration-dependent manner with EC50 of 39±5 µmoL/L and
nH of 0.82±0.05 (n =8). When the bath solution was changed
to tetraethylammonium (TEA) 8 mmol/L, IK was inhibited.
Berberine 30 µmol/L reduced IK at all membrane potentials
examined, especially at potentials positive to +60 mV (n =8,
P <0.05 or P <0.01 vs control). Berberine 1-300 µmoL/L
also inhibited ICRAC in a concentration-dependent manner.
The fitting parameters were as follows: EC50=47±11 µmoL/L,
nH= 0.71±0.09 (n =8). The peak value of ICRAC in the I-V
relationship was decreased by berberine 30 µmol/L at po-
tential negative to -80 mV (n =8, P <0.05 vs control). But
the reverse potential of ICRAC occurred at voltage=0 mV in
all cells.

CONCLUSION: Berberine has inhibitory effects on potas-
sium and calcium currents in isolated rat hepatocytes, which
may be involved in the hepatoprotective effect.

Wang F, Cheng L, Zhao G, Zhou HY, Yao WX. Effects of berberine on
potassium and calcium currents in isolated rat hepatocytes. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1600-1603

摘要
目的: 研究小檗碱对大鼠肝细胞延迟外向钾电流(IK)和钙释

放激活钙电流(ICRAC)的影响.

方法: 用酶消化法分离大鼠肝细胞，应用全细胞膜片钳技

术，研究小檗碱对大鼠肝细胞延迟外向钾电流(IK)和钙释放

激活钙电流(ICRAC)的影响.

结果: 小檗碱1-300 µmoL/L浓度依赖性地抑制IK，其 EC50

值为 39±5 µmoL/L，nH 为 0.82±0.05，30 µmoL/L 小檗碱

在膜电位为+60 ~+140 mV显著降低IK 幅值，I-V曲线下移

(n =8，P <0.05 or P <0.01 vs control). 小檗碱 1-300 µmoL/L

亦浓度依赖性地抑制 ICRAC，EC50 值为 47±11 µmoL/L，nH

为 0.71±0.09. 小檗碱 30 µmol/L 使各膜电位下ICRAC 幅值降

低，对内向电流和外向电流均明显减小，尤其减小膜电位

为-100 ~-80 mV时的ICRAC 幅值(n =8，P <0.05 vs control).

结论: 小檗碱对大鼠肝细胞钾电流和钙电流均有抑制作用，

该作用可能与其肝保护作用有关.
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0   引言

小檗碱(berberine，Ber)是从毛茛科黄连属(Coptis chinensis
franch)根状茎中提取的异喹啉类生物碱. Ber可浓度依赖
性地抑制豚鼠心室肌细胞延迟整流钾电流和L-型钙电
流[1-2]. Hwang et al [3]报道Ber可拮抗叔丁基过氧化氢(tert-
butyl hydroperoxide，t -BHP)诱导的大鼠氧化应激性肝
损伤，降低血清转氨酶及碱性磷酸酶，增加肝血流量，
增强肝细胞再生能力，促进肝损伤的修复过程. Ber 的
肝脏保护作用是否与其对肝细胞离子通道的作用有关，
目前尚未见相关研究报道. 我们采用全细胞膜片钳技术，
研究 Ber 对大鼠肝细胞延迟外向钾电流(IK)和钙释放激
活钙电流(ICRAC)的影响，以期从通道水平阐明其肝保
护作用的机制.

1   材料和方法

1.1 材料  D-Hanks 液成分为(mmoL/L): NaCl 137，KCl
5.4，NaH2PO4 0.5，Na2HPO4 4.16，Glucose 5.5，用



NaOH 调节 pH 值至 7.3. KB 液成分为(mmoL/L): Glutamic
acid 70，KCl 130，taurine 15，K2HPO4 10，MgCl2

0.5，HEPES 10，Glucose 11，EGTA 0.5，用 KOH
调节 pH 值至 7.4. 记录 IK 的细胞外液为改良 Tyrode 液
(mmol/L): NaCl 144，KCl 4.0，CaCl2 1.8，MgCl2 0.53，
Na2HPO4 0.33，HEPES 5，Glucose 5.5，用 NaOH 调
节 pH 值至 7.4. 电极内液为(mmoL/L): KCl 130，K2ATP
5.0，creatine phosphate 5.0，HEPES 5.0，用 KOH 调
节 pH 值至 7.4. 记录 ICRAC 的细胞外液为(mmoL/L): NaCl
140，KCl 2.8，CaCl2 10，MgCl2 0.5，HEPES 10，
Glucose 11，用 NaOH 调节 pH 值至 7.4. 电极内液为
(mmoL/L): Potassium glutamate 145，NaCl 8.0，MgCl2 1.0，
MgATP 0.5，EGTA 10，HEPES 10，用 CsOH 调节 pH
值为 7.2. Ber 为黄色结晶粉末，Mr: 407.85，纯度>95%，
购自宜昌制药厂. Collagenase I，HEPES，K2ATP，creatine
phosphate，Potassium glutamate 和 MgATP 均为 Sigma 公
司产品. EGTA 购自 Fluka Biochemika 公司.
1.2 方法  采用改良的 Seglen 法 (Methods Cell Biol 1976;
13: 29-83). 成年 Wistar 大鼠(雌雄不限，180±20 g，由
华中科技大学同济医学院实验动物部提供)采用 30 g/L
戊巴比妥钠 50 mg/kg ip 麻醉. 肝素抗凝，行门静脉插
管. 首先用无 Ca2+，无 Mg2+ 的 D-Hanks 液灌流肝脏数
分钟，直至肝脏内残血排尽. 改用含 I 型胶原酶 0.3 g/L
D-Hanks 液，循环灌流 10 min，直至肝实质变软，压之
凹陷不易恢复，肝包膜下组织呈“龟背状”裂隙为止.
灌流液均用 O2 饱和，并保持 37 ℃恒温. 完整剥离肝脏
并置于 4 ℃的 D-Hanks 液中撕碎，制成混合肝细胞悬
液. 细胞悬液经 200 目筛网过滤至离心管中，500 r/min
离心 2 min，去上清，重复离心 3 次以除去非肝实质细
胞. 细胞接种在盖玻片上，并保存在 4 ℃ KB 液中，供
8 h 内使用. 此方法可获得 85-95％活细胞. 有活性的肝
细胞胞体在相差显微镜下透亮呈圆形，细胞膜完整无
损且边界清晰. 而无活性的肝细胞肿胀，出现空泡及胞
膜破损. 将盖玻片放入1 mL的灌流槽中，置于倒置显微
镜 (XD-1012B，南京) 载物台上. 用细胞外液冲洗多余
的组织碎片和未覆着在盖玻片上的细胞. 采用全细胞膜
片钳技术，在电压钳模式下记录电流. 实验在室温(20-
22 ℃)下进行. 玻璃毛胚GG-17(南京六合泉水教学实验

仪器厂)经微电极拉制仪(pp-83，Narishige，Japan)分
两步拉制成尖端直径为 1-1.5 µm 的电极，充灌电极内
液并浸入细胞外液后电阻为2-4 MΩ 电极与膜片钳放大
器(PC-II 型，华中科技大学)连接，放大器通过 12 位 A/
D和D/A 数据转换器(DA-1型，华中科技大学)由计算机
控制. 刺激产生和信号采集由 Pclamp 软件(IbbClamp32，
华中科技大学)控制. 电极入水后补偿液接电位，然后再
进行封接，封接电阻达 1 GΩ 以上，补偿快电容. 破膜
后调节慢电容补偿和串联电阻补偿(50-80%)，以减少
钳位误差和记录信号失真. 当记录电流稳定，即电流幅
度保持稳定时开始加药进行实验.
        统计学处理  实验数据用 mean±SD 表示，采用 t 检
验进行统计学处理，P <0.05 表示差异有显著性.

2   结果

2.1 Ber 对大鼠肝细胞 IK 的影响  保持电位为 -50 mV，
以0.1 Hz的频率，施予+140 mV，900 ms的除极化脉冲，
可引出一外向电流，此电流可被 TEA 8 mmoL/L 阻滞，
即 IK. 将测试脉冲末的电流幅值作为 IK 的幅值. Ber 10，
30 µmoL/L 分别使 IK 由给药前的 2 815±243 pA 减小至
2 273±202 pA和1 889±137 pA (抑制率分别为19.3±2.7%
和 34.1±6.0%). 1-300 µmoL/L 浓度依赖性地抑制 IK，经
Hill 方程拟合后，EC50 为 39±5 µmoL/L，nH 为 0.82±0.
05(图1B). 保持电位为-50 mV，施予+30 ~+140 mV，阶
跃为 10 mV，900 ms 的除极化脉冲，记录 IK，并以各
电流幅值对相应除极化膜电位作图得 IK 的 I-V 曲线(图
1A，1C). Ber 30 µmoL/L 在膜电位为 +60 ~+140 mV 显著
降低 IK 幅值，I-V 曲线下移(n =8，P <0.05 or P <0.01
vs control).
2.2 Ber 对大鼠肝细胞 ICRAC 的影响  保持电位 0 mV，以
0.2 Hz 的频率，施予 -100 mV，200 ms 的脉冲刺激，
可记录到 ICRAC. Ber 10，30 µmoL/L 分别使 ICRAC 由给药
前的 -238±22 下降至 -195±18 pA 和 -162±17 pA(抑制
率分别为18.2±3.5%和32.1±4.0%). Ber 1-300 µmoL/L浓
度依赖性地抑制 ICRAC，EC50 为 47.2±10.9 µmoL/L，nH

为 0.71±0.09(图 2B). 保持电位 0 mV，以 0.2 Hz 的频率，
施予 -100 ~+80 mV，持续时间为 200 ms，阶跃为 20 mV
的脉冲刺激，得到一系列电流，即 ICRAC，分别测量

图 1  Ber 对大鼠肝细胞 IK 的影响. A: Ber 30 µmoL/L 前后 IK 的变化. 虚线代表零电流水平. B: Ber 对 IK 量效曲线的影响. C: Ber 30 µmoL/L 对 IK I-
V 曲线的影响. n =8, mean±SD . aP <0.05，b P<0.01 vs control.
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各膜电位下的 ICRAC，以各脉冲下电流幅值对相应膜电
位作图得 ICRAC I-V 曲线(图 2A，C)，其反转电位约为
0 mV. Ber 30 µmoL/L 使各膜电位下 ICRAC 幅值降低，对

ICRAC; 另一种为 IP3 通过与内质网 IP3 受体结合，主动地
耗竭 Ca2+ 贮库，迅速激活 ICRAC

[16-18]. 我们主要通过在电
极内液中加入高浓度 EGTA 鳌合胞内 Ca2+，缓慢激活
ICRAC

[19].
       Ca2+ 作为第二信使，在肝细胞的糖原合成与分解、
电解质转运，以及肝细胞的生长增生过程中起着重要
作用. 一旦细胞内外 Ca2+ 失衡，细胞将遭受功能性损
伤，甚至死亡[20-23]. 缺血再灌注肝损伤时，肝细胞内
Ca2+ 超载发生早，明显先于肝细胞内其他生物化学改
变，很可能是重要的始动因素之一[24-26]. 肝细胞内 Ca2+

超载可激活磷脂酶和蛋白水解酶，促进氧自由基大量生
成，使线粒体内ATP的合成减少，是受损肝细胞死亡的
最后共同通路，也是细胞凋亡的关键因素之一[27-29]. 因
此，阻断肝细胞内 Ca2+ 超载这一重要环节，对于减轻
肝缺血再灌注损伤，保护肝功能，具有重要的临床意义.
        Ber 抑制 ICRAC 的 EC50 为 47.20 µmoL/L，高于其抑制
心肌细胞电压依赖性钙通道的 EC50 [30]. Ber 对这两种电
流的敏感性不同进一步说明 ICRAC 不同于电压依赖性的
Ca2+ 通道. Ber 通过抑制肝细胞 IK，减少钾离子外流，
有利于维持肝细胞内外离子环境的稳定，调节肝脏的
代谢. 另外 Ber 通过抑制肝细胞 ICRAC，阻滞 Ca2+ 内流，
防止肝细胞内 Ca2+ 超载，从而发挥其肝保护作用.

4     参考文献
1 Li Y, Fu LY, Yao WX, Xia GJ, Jiang MX. Effects of benzyltetrahydro-

palmatine on potassium currents in guinea pig and rat ventricular
myocytes. Acta Pharmacol Sin  2002;23:612-616

2 Li BX, Yang BF, Zhou J, Xu CQ, Li YR. Inhibitory effects of
berberine on IK1, IK, and HERG channels of cardiac myocytes.
Acta Pharmacol Sin  2001;22:125-131

3 Hwang JM, Wang CJ, Chou FP, Tseng TH, Hsieh YS, Lin WL,
Chu CY. Inhibitory effect of berberine on tert-butyl hydroper-
oxide-induced oxidative damage in rat liver. Arch Toxicol  2002;
76:664-670

4 Roman R, Feranchak AP, Troetsch M, Dunkelberg JC, Kilic G,
Schlenker T, Schaack J, Fitz JG. Molecular characterization of
volume-sensitive SK (Ca) channels in human liver cell lines.
Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol  2002;282:G116-122

内向电流和外向电流均明显减小，尤其减小膜电位
为 -100~-80 mV 时的 ICRAC 幅值，但不改变 I-V 曲线
的形状及反转电位(n =8，P <0.05 vs control).

3   讨论

我们首次观察到 Ber 对大鼠肝细胞 IK 和 ICRAC 均有抑制
作用. 许多非兴奋细胞膜的电学改变与其生理功能直接
相关，如瞬时外向钾电流调节血小板的黏附和聚集. 肝
细胞是一种非兴奋性细胞，其膜电位在调节肝脏代
谢，物质转运以及细胞容积等方面起重要作用，如影
响葡萄糖生成，氨基酸转运和胆盐摄取速度等[4]. 膜电
位主要由细胞内、外K+ 浓度及细胞膜对K+ 通透性所决
定. 文献报道，跨膜胆汁酸的转运与 K+ 有关. 细胞内低
K+ 时，可使胆汁淤积[5-6]. 另外，细胞 K+ 平衡与维持肝
细胞的水化状态和蛋白代谢亦密切相关. 肝脏缺血缺氧
时，肝细胞体积与 K + 电导增加，导致细胞死亡[7-8].
Nietsch et al [9]研究表明改变K+通道活性所引起的膜电位
改变可能是人肝细胞瘤凋亡的机制之一，抑制 K+ 通道
可延迟肝细胞凋亡和死亡. Neveux et al [10]研究表明钾通
道阻滞剂通过影响大鼠肝细胞的能量代谢而发挥保护
作用.
        Hwang et al [3]报道，Ber(0.5，5 mg/kg，ip)对 t-BHP
诱导的大鼠氧化应激性肝损伤具有保护作用. 我们观察
到，Ber 浓度依赖性地抑制 IK，其剂量范围与 Hwang et al
的报道相似，我们亦发现海葵毒素(anthopleurin-Q，
AP-Q)能选择性地增大大鼠肝细胞 IK，该作用与其抗
CCl4 所致肝损伤有关[11]. 而本实验中表明 Ber 通过选择
性地抑制大鼠肝细胞 IK，来拮抗 t-BHP 诱导的大鼠氧
化应激性肝损伤. 这种矛盾现象主要是由于 CCl4 和 t-
BHP 诱导肝损伤的作用机制不同. Ber 对 t-BHP 诱导的
肝损伤有保护作用，而对 CCl4 诱导的肝损伤没有保护
作用，这与本课题组的实验结果相一致[12].
        Ca2+内流主要包括3种方式: 依靠浓度梯度的被动扩
散，受体门控性钙通道和电压依赖性钙通道. 大鼠肝细
胞不存在电压依赖性Ca2+ 通道，但具有钙释放激活的钙
通道，在调节肝细胞膜内外Ca2+ 交换中起重要作用[13-15].
ICRAC 能通过两种耗竭 Ca2+ 库的方式激活. 一种为 EGTA
通过鳌合胞内 Ca2+，被动地耗竭 Ca2+ 贮库，缓慢激活

图 2  Ber 对大鼠肝细胞 ICRAC 的影响. A: Ber 30 µmoL/L 前后 ICRAC 曲线的变化. 虚线代表零电流水平. B: Ber 对 ICRAC 量效曲线的影响. C: Ber 30 µmoL/L
对 ICRAC I-V 曲线的影响.  n =8, mean±SD. aP <0.05 vs control.
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Abstract
AIM: To identify the effects of spironolactone on expres-
sions of transforming growth factor β1 and tissue inhibitor
of metalloproteinase-1 and to evaluate the curative effect
of spironolactone.

METHODS: Thirty four male SD rats were randomly di-
vided into 3 groups: Hepatic fibrosis model group: the rats
were injected with 400 mL/L CCl4 3 mL/kg subcutaneously
two times a week; Spironolactone group: the rats were
injected with 400 mL/L CCl4 3 mL/kg subcutaneously two
times a week; Spironolactone equivalent to 20 mg/kg per
day was given intragastrically; Normal control group: nor-
mal chow. Hepatic tissue was observed with light micros-
copy to compare histological alterations dynamically. The
expression of transforming growth factor β1 and tissue in-
hibitor of metalloproteinase-1 was detected by RT-PCR.

RESULTS: The grades of fibrosis in spironolactone group
were less than those in hepatic fibrosis model group at
the end of the week 10 (P <0.05). However, at the end of
week 13, there was no significant difference between the
two groups. The expression of TGFβ1 and TIMP-1 mRNA
was up-regulated when fibrogenesis occurred (P <0.05).
Although at the end of week 10 there was an inclination
that the levels of TGFβ1 and TIMP-1 mRNA in spironolac-
tone group were less than those in  hepatic fibrosis model
group, there was no significant difference between two
groups.

CONCLUSION: The expression of TGFβ1 and TIMP-1 mRNA
is up-regulated significantly when fibrogenesis occurs.
Spironolactone may have a fibrogenesis-inhibiting effect
on CCl4 -induced hepatic fibrosis in some degree. Spirono-
lactone has no significant effect on the expression of TGFβ1

and TIMP-1 mRNA

Huang X, Zhu G, Wang L. Effects of spironolactone on rat liver fibrosis
and expression of transforming growth factor β1 and tissue inhibitor of
metalloproteinase-1. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1604-1607

摘要
目的: 探讨醛固酮受体拮抗剂螺内酯对TGFβ1和TIMP-1表

达的作用，评价螺内酯的抗纤维化作用.

方法:♂ SD 大鼠 34 只，随机分为 3 组. 肝硬化模型组:

400 mL/L CCl4 油 3 mL/kg，sc，2 次 /wk;螺内酯组: CCl4

油注射的同时予螺内酯20 mg/(kg/d)灌胃;正常对照组: 正常

饮食、饮水. 光镜下动态观察组织学改变，RT-PCR 检测

肝组织中TGFβ1 和TIMP-1的表达.

结果: 10 wk 时，螺内酯组肝纤维化级别显著低于肝纤维

化模型组(P <0.05); 但在 13 wk，螺内酯组与肝纤维化模

型组相比无显著性差异. 肝纤维化时 TGFβ1 和 TIMP-1

mRNA水平与正常组相比显著升高(P <0.05). 在10 wk时，

螺内酯组TGFβ1 TIMP-1 mRNA水平与肝纤维化模型组相

比有下降的趋势，但无显著性差异.

结论: TGFβ1和TIMP-1在肝纤维化时表达显著增加，螺内

酯对肝纤维化有一定程度的抑制作用，但对 TGFβ1 和

TIMP-1 mRNA的表达作用不明显.
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0   引言

肝损伤时释放转化生长因子 β1(TGFβ1)等可直接激活肝
星形细胞(HSC)，而活化的 HSC 又可自分泌 TGFβ1 进
一步发挥作用. 在肝纤维化形成过程中，除了胶原的合成
增多外，胶原降解减少也是一个重要因素. I，Ⅲ型胶
原主要由基质金属蛋白酶 -1(MMP-1)降解，金属蛋白酶
组织抑制因子 -1(TIMP-1)可与 MMP-1 特异性结合而抑
制其活性. 肝纤维化时 TIMP-1 的表达显著增加[1-14].
TGFβ1 不仅能促进胶原的合成，而且可增加 TIMP-1 表
达[15]，因而是肝纤维化过程中关键的细胞因子之一. 近
年来的研究表明，除肾上腺外，心脏、血管、脑、
肝、肺、肾等均能合成醛固酮，并且在器官纤维化中具
有重要作用.醛固酮受体拮抗剂螺内酯能有效减轻心脏
和肺的纤维化程度[16-24]. 为了探讨螺内酯对肝纤维化的



作用及其机制，我们研究了螺内酯对 CCl4 诱导的大鼠
肝纤维化程度以及肝组织TGFβ1和TIMP-1表达的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  ♂ SD 大鼠 34 只，清洁级，质量 250-300 g.
购自上海中英合资必凯公司. 随机分为 3 组. 肝纤维化模
型组(15 只): 400 mL/L CCl4(精制橄榄油配制)sc，3 mL/kg，
2 次 /wk;螺内酯组(13 只): 在 CCl4 诱导肝纤维化的同时，
予螺内酯(溶于蒸馏水中)20 mg/(kg/d)灌胃; 正常对照组(6
只): 正常饮食、饮水. 分别于造模后 10，13 wk 末处
死肝纤维化模型组及螺内酯组大鼠各 6 只，正常对照
组 6 只大鼠全部于 13 wk 末处死. 取肝脏右叶组织，中
性甲醛固定，石蜡包埋，切片，HE 染色后由同一病理
专科医师按文献[25]标准进行肝纤维化分级. 0 级正常，
6 级为早期肝硬化. RT-PCR 试剂盒、dNTP、TaqDNA
聚合酶等均为大连Takara公司产品. 所用引物由上海生
工生物工程技术服务有限公司合成. TGF-β1引物序列为
上游 5’CTTCAGCTCCACAGAGAAGAACTGC3’，下
游 5’CACGATCATGTTGGACAACTGCTCC 3’，扩
增长度 324 bp; TIMP-1 引物序列为上游:5’GACCTGG
TCATAAGGGCTAAA 3’，下游:5’GCCCGTGATGAG
AAACTCTTCACT 3’，扩增长度 219 bp; β-actin 引物
序列为上游:5’GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA 3’，
下游:5’CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC 3’，扩
增长度 540 bp.
1.2 方法  大鼠肝组织总 RNA 抽提，操作步骤按说明
书进行. 剪取 50-100 mg 肝组织加入 Trizol 试剂(美国
Gibcol 公 司)溶液 1 mL，冰浴中彻底匀浆，在匀浆后
的样本中加入氯仿 0.4 mL，混匀，冰置 15 min 后 4 ℃
12 000 g 离心 15 min. 取上清液，加入等体积的异丙
醇，混匀，放置 10 min 后 4 ℃ 12 000 g 离心 10 min，
弃上清液，加入 75% 乙醇 1 mL，混匀，4 ℃ 7 500 g
离心 5 min，弃去上清液. 紫外分光光度计于 260 nm 波长
测定RNA含量. 然后按逆转录反应试剂盒操作程序进行逆
转录合成 cDNA. 取总 RNA 4.5 µg，逆转录酶 1 µL，dNTP
混合物(10 mmoL/L)2 µL，olig dT-Adaptor 引物 1 µL，
10×PCR 缓冲液 2 µL，MgCl2 (25mmol/L)4 µL，RNA 酶
抑制剂 0.5 µL，加无 RNA 酶水至总体积 20 µL. 反应条
件: 30 ℃ 10 min，42 ℃ 60 min，99 ℃ 5 min，5 ℃

5 min，合成 cDNA. PCR 扩增反应体系: dNTP 混合物
(10 mmoL/L) 0.5 µL，10×PCR 缓冲液 2 µL，MgCl2

(25 mmoL/L)1.2 µL，Taq 酶(5 MU/L)0.25 µL，上下游
引物(20 mmol/L)各 1 µL，逆转录 cDNA 产物 2 µL，其
余为无RNA酶水，反应总体积20 µL. TGF- β1扩增参数:
首先 94 ℃预变性 5 min; 然后 94 ℃变性 30 s，61 ℃退
火 1 min，72 ℃延伸 45 s，共 35 个循环，最后 72 ℃
10 min以充分延伸. TIMP-1扩增参数: 首先94 ℃预变性
5 min; 之后94 ℃变性 1 min; 退火56 ℃ 2 min; 延伸72 ℃
1.5 min; 共 35 个循环，最后 72 ℃，10 min，终止反应.
分别以相同条件扩增鼠 β-actin，作为内参照. 取 15 µL
CR产物于15 g/L的琼脂糖凝胶电泳. 凝胶图像分析系统
(上海天能科技有限公司)检测 DNA 条带平均灰度值.
        统计学处理  等级资料采用Ridit检验; 计量资料用
均数 ± 标准差(mean±SD )表示，两组均数比较用 t 检验.

2   结果

肝纤维化模型组大鼠毛色暗淡，厌食，消瘦，尿色深
黄，死亡3只. 螺内酯组大鼠毛色较好，食欲尚可，质量
较重，死亡 1 只. 正常组大鼠一般情况良好，无死亡.
2.1 肝纤维化程度  肝纤维化模型组 10 wk 时汇管区纤
维组织增生，伴明显的P-P桥(汇管区间的桥状纤维化)
或 P-C 桥(汇管区 - 中央静脉间纤维组织增生)形成，或
可见结节形成. 螺内酯组肝纤维化程度低于模型组，两
组肝纤维化分级有显著性差异(P <0.05，表 1). 13 wk
时，肝纤维化模型组和螺内酯组均纤维组织增生明
显，肝纤维化分级两组无显著性差异 (P >0.05). 但螺内
酯组仅有 1 只大鼠发生肝硬化，而肝纤维化模型组则
有 3 只. 肝硬化发生率有下降的趋势(表 1)图 1.

图 1  肝纤维化大鼠肝组织 TGF-β1 的表达. 1: 肝纤维化 5 级; 2: 肝纤维
化 3 级; M: PCR marker.

表 1  病理学改变

肝纤维化分级
t /wk 分组 n

0 1 2 3 4 5           6

10 肝纤维化模型组 6 0 0 1 0 0 2           3

螺内酯组 a 6 0 0 2 1 2 1           0

13 肝纤维化模型组 6 0 0 0 0 1 2           3

螺内酯组 6 0 0 1 3 0 1           1

aP <0.05，vs 10 wk 肝纤维化模型组.
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2.2 TGFβ1 和 TIMP-1mRNA  肝纤维化时 TGFβ1 和
TIMP-1 mRNA水平与正常组相比显著升高(P <0.05). 在
10 wk 时，螺内酯组 TGFβ1，TIMP-1 mRNA 水平与肝
纤维化模型组相比有下降的趋势，但 10 及 13 wk 两组
间表达均无显著性差异(表 2; 图 2-4).

图 2  肝纤维化大鼠肝组织 TIMP-1 的表达. 1: 肝纤维化 4 级; 2 : 肝纤
维化 3 级; M: PCR marker.

图 3  10 wk TGF-b1, TIMP-1mRNA 的表达. aP <0.05, vs 正常组;
bP <0.01, vs 正常组

图 4  13 wk TGF-β1, TIMP-1mRNA 的表达. aP <0.05, vs 正常组;
bP <0.01, vs 正常组

3   讨论

在实验性大鼠肝纤维化的发展过程中，肝脏编码醛固

酮合成酶的 CYP11B2 基因表达明显上调. 由于 CYP11B2

基因编码的是醛固酮合成后期阶段的关键酶，因此，

提示醛固酮合成增加与肝纤维化的形成可能有密切关

系. 原位杂交显示CYP11B2定位于肝星状细胞(HSC)内[26].

在体外用无血清培养基培养原代 HSC 和 HSC-T6 细胞

株，同样能检测到 CYP11B2mRNA 的表达和醛固酮的

合成[27]. 说明HSC表达和合成醛固酮. 进一步研究发现，

醛固酮可促进体外培养 HSC-T6 的Ⅰ，Ⅲ型前胶原

mRNA 的表达与胶原合成，并对 TIMP-1mRNA 的表达

也具有促进作用[28-29].

       螺内酯作为醛固酮的拮抗剂，可通过与醛固酮竞

争性地结合受体，以抑制醛固酮的作用.本结果显示，

在 10 wk 时，螺内酯组大鼠的肝纤维化程度较模型组

明显减轻，具有统计学意义(P <0.05). 至 13 wk 时，模

型组有 3 只大鼠发生肝硬化，而螺内酯组仅有 1 只. 从

肝纤维化分级来看，螺内酯组大多处于2级(1只)和3级

(3 只)，而模型组为 4 级(1 只)和 5 级(2 只). 虽然统计学

处理二组之间无显著差异，但螺内酯组肝硬化的发生

率和肝纤维化程度均较模型组有下降趋势. 这可能与实

验大鼠数量较少有关，增加样本量有可能使这一趋势

更加明确. 这表明螺内酯对 CCl4 诱导的肝纤维化，特

别是在早期具有一定的预防作用，与文献[26]报道的一

致.推测在肝纤维化早期，肝组织中醛固酮的表达量可

能相对较少，因此螺内酯的拮抗作用较为明显，以后随

着病程发展，醛固酮含量增多，螺内酯的竞争性抑制作

用被削弱. 研究发现[30]，随着肝纤维化的进展，醛固

酮的生成增加，对此提供了证据.此外，肝纤维化是一

个由多种因素共同参与、相互作用的复杂过程，醛固酮

只是其中的因素之一. TGFβ1，TIMP-1 在肝纤维化时

表达显著增加，但 10 及 13 wk 螺内酯组和模型组间表

达均无显著性差异. 提示螺内酯对肝纤维化的抑制作用

有可能不是通过直接抑制 TGFβ1、TIMP-1 的表达实现

的.另外，我们仅对 TGFβ1，TIMP-1 的转录水平进行
了研究，还没有观察两个分子在转录后蛋白质水平有
无变化. 关于醛固酮对肝纤维化的作用及其机制，目前

尚未完全明了，有待进一步深入研究.

表 2  TGF-β1, TIMP-1mRNA 的表达(mean±SD)

t /wk 分组 n        TGFβ1      TIMP-1

10 肝纤维化模型组 6            2.0 520 ± 0.7 487a          1.2 721 ± 0.4 866a

螺内酯组 6            1.3 939 ± 0.3 526a          1.0 044 ± 0.2 101b

13 肝纤维化模型组 6            1.5 429 ± 0.4 725a          1.1 197 ± 0.1 607b

螺内酯组 6            2.1 679 ± 0.7 825b                       1.2 262 ± 0.1 452b

13 正常组 6            0.8 970 ± 0.1 980          0.5 986 ± 0.1 157

aP <0.05, vs 正常组; bP <0.01, vs 正常组.
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Abstract
AIM: To measure the expression of COX-2 in gastric mucosa
of chronic atrophic gastritis (CAG) caused by hot high-salt water
in rats and to study the pathogenesis of atrophic gastritis
caused by hot high-salt diet.

METHODS: The atrophic gastritis rat model was made by
hot high-salt water ig perfusion. The expression of COX-2
in gastric mucosa in 4, 8, 12, and 32 wks was detected by
immunohistochemical method and the PEG2 levels were
tested by ELISA.

RESULTS: All the model group rats formed CAG at the end
of 12 weeks with the following pathological changes of
CAG under microscope, such as thin mucosa layer, thick
muscle layer, decreased glands, and infiltration of inflam-
matory cells. With the time prolonging, the atrophy of gas-
tric mucosa became more seriously. There was little or no
expression of COX-2 in gastric mucosa in normal control group.
While in hot high-salt water perfusion group, there was a
little expression from the 8th week, and over expression in
12th week. There was a significant difference between the
two groups (4.5±2.1%, vs 14.7±5.7%, P <0.05). The ex-
pression of COX-2 increased with the time and it reached
the peak value in the 32th week. The PEG2 levels in hot
high-salt water perfusion group increased in the 12th week.
There was a significant difference between the two groups
(125.6±21.2 ng/g vs 188.4±37.6 ng/g, P <0.05), and it
reached the peak value in the 32th week.

CONCLUSION: COX-2 plays an important role in the for-
mation of atrophic gastritis and and alteration of diet
habition may help prevent the formation of atrophic gas-

tritis and gastric cancer.

Tao M, Zhang L, Zhang LX, Jiang M, Cao GZ. Expression of COX-2 in
gastric mucosa of atrophic gastritis caused by hot high-salt water in rats.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1608-1611

摘要
目的: 检测热盐水灌胃导致的大鼠萎缩性胃炎(CAG)胃黏膜

组织 COX-2 的表达情况，探讨长期热咸饮食造成萎缩性

胃炎的机制.

方法: 用热盐水灌胃建立大鼠萎缩性胃炎动物模型，用免

疫组化方法检测各实验组 4，8，12，32 wk 胃黏膜组织

COX-2的表达情况，用ELISA方法检测胃黏膜组织PGE2

的含量.

结果: 灌胃至 12 wk 时出现胃黏膜层变薄，固有层腺体减

少，固有层纤维结缔组织增生，黏膜肌层明显增生，慢性

炎细胞浸润等萎缩性胃炎表现，随着热盐水灌胃时间的延

长，32 wk 胃黏膜萎缩程度明显加重.正常对照组大鼠胃

黏膜组织细胞COX-2蛋白不表达或仅有微量表达; 实验组

8 wk 开始有少量表达，12 wk 胃黏膜出现萎缩时，COX-

2表达明显增加，与正常组相比具有显著差异(4.5±2.1％

vs 14.7±5.7％，P <0.05). 后随着灌胃时间的延长，COX-

2 的表达持续性上升，32 wk 达高峰. 实验组 12 wk PGE2

水平升高，与正常组相比有显著差异(125.6 ± 21.2 ng/g

vs 188.4 ± 37.6 ng/g，P <0.05)，32 wk 升至最高.

结论: 在热盐水引起的大鼠萎缩性胃炎的形成和发展过程，

COX-2 扮演了重要角色，提示热咸饮食可导致萎缩性胃

炎的发生，而改变喜食高盐热烫的饮食习惯将有助于预防

萎缩性胃炎及胃癌的发生.
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0   引言

环氧合酶(cyclooxygenase，COX)是合成前列腺素(PGs)
的关键酶.COX 有两种，COX-1 是结构酶，其产生的
前列腺素与胃肠黏膜的完整性相关. COX-2 是诱导型
酶，参与炎症等病理反应过程[1-2]. 最近许多研究表明，
COX-2的表达和胃肠道肿瘤发生相关[3-12]. 慢性萎缩性胃
炎属癌前状态，他是胃癌发生的重要环节. 为此，我们
对热盐水所致的大鼠萎缩性胃炎胃黏膜 COX-2 表达进



行动态观察，探讨热咸饮食对胃黏膜 COX-2 表达的影
响及其与萎缩性胃炎形成的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  健康、性成熟 7 周龄♂ SD 大鼠 56 只，体
质量 170-200 g，由第四军医大学动物实验中心提供;
SP 即用型试剂盒、生物素化的二抗由北京中山公司提
供; COX-2 一抗、PGE2 ELISA 试剂盒由 R ＆ D 公司提
供; 吲哚美辛购自Sigma公司; 其余化学试剂均购自第四
军医大学; 全自动酶联免疫分析仪由 Tecan 公司提供.
1.2 方法

1.2.1 大鼠萎缩性胃炎动物模型的制作  SD 大鼠 56 只，
采用架式笼养，恒温 24 ± 1 ℃，湿度 50-60%. 按随
机化原则分为 2 组，正常对照组 24 只，25 ℃蒸馏水
2.5 mL 灌胃，1 次 /d; 实验组 32 只，55 ℃ 150 g/L 盐
水 2.5 mL 灌胃，1 次 /d 进行造模[13]，制模过程中每隔
4 wk，处死对照组和模型组大鼠各 4 只，观察胃黏膜
动态变化. 制模成功后，处死模型组和对照组各一半大
鼠，其余继续按上述方法喂养至 32 wk 处死. 用 10 g/L
的戊巴比妥钠 5 mL/kg 腹腔注射麻醉动物，取出鼠胃，
沿大弯剪开胃腔，生理盐水冲净，然后沿小弯侧全层切
取一段长 1 cm 宽 0.5 cm 的胃窦及部分胃体组织，置于
40 g/L 中性甲醛溶液中固定 24 h，石蜡包埋，HE 染
色，进行病理组织学观察. 参照1994年美国休斯顿胃炎
诊断分类标准及井冈山会议胃炎诊断分类标准对胃窦、
胃体黏膜组织学各项指标进行评定，组织切片由专人
采取盲法阅片. 部分切片作免疫组化检测，并留取新鲜
标本置液氮中保存，待测 PGE2.
1.2.2 COX-2 蛋白的免疫组织化学检测  采用 SP 即用

型试剂盒，一抗工作浓度 1∶300. 切片常规脱蜡至
水，在 pH6.0 的枸櫞酸缓冲液中热修复抗原 10 min，
自然冷却，30 mL/L H2O2 封闭 30 min，正常山羊血
清 37 ℃封闭 30 min，滴加一抗 4 ℃过夜，次日滴加生
物素化羊抗兔 IgG，37 ℃，30 min，滴加 SABC 复合物，
37 ℃，30 min，DAB 显色. 以上各步骤除血清孵育后
甩干血清直接加一抗外，均以 PBS 洗涤 3 次，5 min/ 次.
显微镜观察显色满意后自来水冲洗 5 min，苏木精复
染，脱水透明封片. 实验中以PBS代替一抗作为阴性对
照，以人结肠癌细胞 COX-2 为阳性对照.高倍镜下选
取5个有代表性的视野(阳性细胞较多)计数，胞质出现
棕黄色颗粒为 COX-2 阳性细胞，每个视野观察 100 个
细胞，计算阳性细胞的平均表达率.即阳性细胞占总细
胞的百分比，未被染色或阳性细胞数<5% 的视野视为
阴性.
1.2.3 胃黏膜组织 PGE2 检测  胃黏膜组织置于含有
28 mmoL/L吲哚美辛(防止试验过程中新生成前列腺素)
的 Krebs 液中，匀浆、离心，取上清，PGE2 测定 ELISA
试剂盒，根据试剂盒提供的标准步骤测定，由 ELISA 自
动度数仪测定及计算，结果以黏膜蛋白中 ng/g PGE2
表示.
        统计学处理  采用 t 检验，用 SPSS 统计软件分析.

2   结果

2.1 大鼠萎缩性胃炎模型的建立  灌胃至 12 wk 时出现
胃黏膜层变薄，固有层腺体减少，固有层纤维结缔组织
增生，黏膜肌层明显增生，慢性炎细胞浸润等萎缩性胃
炎表现，随着热盐水灌胃时间的延长，32 wk 胃黏膜萎
缩程度明显加重(图 1).

图 1  萎缩性胃炎大鼠胃黏膜 HE × 200.A: 正常大鼠胃黏膜; B: 实验组 12 wk.

图 2  大鼠胃黏膜 COX-2 蛋白表达 SP × 400. A: 正常对照组; B: 实验组 12 wk; C: 实验组 32 wk.
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2.2 COX-2 免疫组织化学检测结果  COX-2 蛋白阳性
反应物为棕黄色，主要位于胞质. 正常对照组大鼠各周
胃黏膜组织细胞 COX-2 蛋白不表达或仅有微量表达，
实验组大鼠在 8 wk 开始有少量表达，12 wk 胃黏膜出
现萎缩时，COX-2 表达明显增加，主要位于固有层
腺体，胞质出现棕黄色颗粒，弥漫性分布，与正常
组相比具有显著差异.后随着灌胃时间的延长，COX-2
的表达持续性上升，32 wk 达高峰(表 1，图 2).
2.3 胃黏膜组织 PGE2 检测结果  实验组 12 wk PGE2 水
平升高，与正常对照组相比有显著差异，32 wk 升至
最高，与 12 wk 相比差异也有显著性(表 1).

3   讨论

研究表明，正常胃黏膜无 COX-2 表达，而肠化生、
不典型增生和腺瘤样上皮组织中 COX-2的表达明显增
高，提示 COX-2 的过表达可能是胃癌的早期事件[14-15].
本结果表明，热盐水刺激形成萎缩性胃炎过程中，胃黏
膜中 COX-2 的表达逐渐增强，并且随萎缩程度加重，
COX-2 的表达呈持续性上升，PGE2 的水平也同时升
高，提示在萎缩性胃炎这一胃癌前状态发生过程中，
COX-2呈现了过度表达. COX-2的过表达诱发肿瘤发生
的机制尚不清楚.动物实验发现 COX-2 的表达增加了
PGE2 的合成[16]，这与本结果一致.PGE2 可诱导细胞增
生并刺激 bcl-2 蛋白表达，后者抑制细胞凋亡，使细
胞增生和细胞凋亡失衡而促进肿瘤发生[16-17]. 张玲霞 et
al [18]研究发现，在热盐水灌胃引起大鼠萎缩性胃炎过
程中，细胞增生指数和凋亡指数均明显升高，其调控基
因 Bcl-2 和 Fas 也呈现高表达.因此，热盐水可能通过
诱导 COX-2的高表达而改变细胞某些增生和凋亡基因
的表达，使细胞增生和细胞凋亡失衡，从而促进胃黏
膜上皮细胞的恶性转化.COX-2的高表达还可通过抑制
NK，LAK，TCL 细胞活性，使免疫监视功能下降，导
致肿瘤发生. 另外，COX-2 有过氧化酶活性，可使致癌
剂发生氧化反应，从而导致致癌剂激活.
       慢性萎缩性胃炎是胃癌前状态，与胃癌的发生密
切相关[19-34].流行病学调查显示，长期高盐饮食可导致
萎缩性胃炎，甚至胃癌的发生[35].动物实验也证实长期
过热饮食可引起大鼠胃黏膜萎缩[36].最近的调查显示，
高盐和热烫饮食是上海市居民胃癌的危险因子[37].本结果
提示，热咸饮食在短期内可导致大鼠萎缩性胃炎的发

生，COX-2呈现了过度表达现象，同时伴有PGE2升高.
本研究结果提示，在萎缩性胃炎这一胃癌前状态发生
发展过程中，COX-2 发挥着极其重要的作用，这为胃
癌前状态和胃癌的预防提供了新的思路，也同时提示
改变喜食热烫高盐的饮食习惯有助于预防萎缩性胃炎
和胃癌的发生.
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Abstract
AIM: To compare the mixed lymphocyte reactions (MLR)
of human lymphocytes response to xenogenic murine lym-
phocytes and the allogenic human lymphocytes in vitro.

METHODS: Xeno-and allo- MLRs were set up and cellular
classification study of xeno- and allo- MLRs were performed.

RESULTS: Human T cells response to xeno-cells was
weaker than to allo-cells (P <0.05). Cellular classification
study indicted that it was mainly CD4+ T cell involved in
both allo- and xeno-MLRs, the former through direct and
indirect pathways and the latter through indirect pathway.
In addition, CD8+ T cell was involved in the reaction as
well.

CONCLUSION: Xeno-MLR is weaker than allo-MLR.
Xenogenic cells can only stimulate T cells through indirect
pathway. Both MLRs share similar requirements for APCs,
and human CD4 T cells are the major response cells.

Wang YY, Wang YJ, Zhang R. Comparison of mixed lymphocytic reac-
tions to both xenogenic murine and allogenic human lymphocytes.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1612-1615

摘要
目的:  对比体外人外周血淋巴细胞对于异种小鼠细胞和同种

异体细胞混合淋巴细胞反应.

方法: 建立异种 - 同种混合淋巴细胞反应模型，进行分类

细胞反应试验.

结果: 人外周血淋巴细胞对于异种小鼠细胞的反应明显低于

对于同种异体细胞的反应(P <0.05). 细胞分类研究显示: 在

异种混合淋巴细胞反应中，主要是CD4+ T细胞通过间接途

径受小鼠抗原刺激而增生; 在同种混合淋巴细胞反应中，主

要是CD4+ T细胞通过直接途径受同种异体抗原刺激而增

生. 在两种混合淋巴细胞反应中，CD8+ T 细胞也参与.

结论: 异种混合淋巴细胞反应弱于同种混合淋巴细胞反应，

异种细胞只通过间接途径刺激T细胞. 同种和异种混合淋巴

细胞反应均需要抗原提呈细胞参与，CD4+T淋巴细胞是反

应的主要细胞.

王英禹, 王云杰, 张瑞. 同种和异种混合淋巴细胞反应及分类混合淋巴细胞反

应的比较. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1612-1615
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0   引言

移植排斥与组织相容性抗原密切相关，T 细胞能直接
识别同种移植物的组织相容性抗原. 移植时，供体抗原
可以通过多种途径激活受体的免疫应答系统，产生免
疫应答，激活淋巴细胞，发生移植排斥. 其中包括:
CD4+ 细胞与 MHC II 抗原反应; CD8+ 细胞与 MHC I 抗
原反应. 细胞间的反应被两种不同但是相关的途径介导:
直接途径和间接途径. 直接途径是T细胞直接作用于完
整的同种异源供体细胞的 MHC 分子，引起免疫应答
的途径; 间接途径是供体的抗原通过受体的抗原提呈细
胞上的 MHC 分子作用于 T 细胞，引起免疫应答的途
径. 在异种移植排斥反应中，T 细胞激活途径尚不完全
清楚，本试验对此进行了深入的研究.

1   材料和方法

1.1 材料  10 个无关自愿者的血(JR 医院，牛津，英
国)用来准备人外周血单个核细胞(PBMC). Harlan-Olac
试验用小鼠，6 周龄. (1)外周血单个核细胞 / 淋巴细胞
(PBMC)的置备 将甘素化的新鲜去红细胞混悬液室温下
加入等量 PBS 混匀，每 10 mL 去红细胞 /PBS 混悬液中
加入 Ficoll-Hypaque 液 3 mL. 18 ℃，2 000 r/min，离



心 30 min. 移除上层的血浆和血小板，3倍体积的 HBSS
冲洗细胞，18 ℃，1 300 r/min，离心 10 min. 去除
上清液. HBSS 重新混匀细胞、冲洗并离心 1次，去除上
清液. 混悬细胞于 RPMI-10. 用胎盘蓝计量细胞的活性.
(2)小鼠脾细胞混悬液的置备 处死小鼠，摘取脾置于
60 × 15-mm petri 皿中剪碎，加入 RPMI-10 3 mL; 碾
磨组织碎块至仅有结蒂组织存留; 用6 mL注射器和19G
针头反复抽吸数次，进一步离散组织; 200 µm 尼龙网
过滤组织; 加入 RPMI-10 5 mL; 18 ℃，1 000 r/min，离
心 10 min，去除上清液，混悬细胞沉淀于 RPMI-10
20 mL，重复离心 1 次，混悬细胞沉淀于 RPMI-10 5 mL;
加入红细胞溶解缓冲液 5 mL; 室温下孵育 5 min; 加入
PBS 冲洗细胞，室温下，1 000 r/min，离心 10 min，
去除上清液. 重复此步骤. 混悬细胞沉淀于适量 RPMI-
10 备用. (3)刺激细胞的制备: 将准备用作刺激用细胞置
入 60Co 罐中 15 s，接受约 20Gy 的放射线照射灭活.
1.2 方法  基础混合淋巴细胞反应(MLR) 的建立: 计数人
外周血淋巴细胞(PBMC)和小鼠的脾单细胞混悬液，用
RPMI-10 AB 调整他们的细胞密度至 2.5 × 109/L; 调整
刺激用细胞密度至 2.5 × 109 /L; 分装反应细胞至 96 孔
微滴度板: 每个反应小孔中分装100 µL人外周血单核细
胞(每个实验条件准备 3 个小孔); 加入 100 µL 照射后的
刺激细胞之相应的小孔中 (人外周血单核细胞和小鼠的
脾单细胞混悬液)，使用 RPMI-10AB 100 µL 和 PMA
100 µL 分别作为阴性和阳性对照; 放入潮湿的 37 ℃，
50 mL/L CO2 孵箱中孵育; 分别在 2、4 和 6 d 进行[3H]
掺入，3、5 和 7 d 收获细胞. 在终止细胞培养前 18 h 每
个培养孔中加入 1.85GBq/L [3H]胸腺嘧啶(总量 37MBq)
20 µL; 使用多孔细胞收获仪吸取、溶解细胞并转移
DNA 至滤纸，洗掉未结合的[3H]胸腺嘧啶; 将滤纸放入
样品袋，加入 scintillation 混合液 5 mL 并密封; 在 scin-
tillation 计数仪中计数样品直至标准误2% . 计数背景和
不同试验条件下平均cpm. 相同条件下不同培养孔间差
异应小于20% . 人和小鼠淋巴细胞的筛选，CD4 和CD8
细胞的分离 使用 Miltenyi Biotec 公司(USA)提供的试剂
盒及磁性分离仪和方法.
       统计学处理  使用 SPSS 11.0 软件分析，所用统计
方法为 Kruskal-Wallis 检验. 采用 EXCEL 软件作图.

2   结果

2.1 原发异种 / 同种混合淋巴细胞反应筛选时间点  对

细胞活性、各种细胞之间的反应及反应持续时间进行

试验(图 1). 醋酸豆蔻酸佛波醇(PMA)刺激细胞分裂增生

明显，在第 3 d 达到最高，以后逐步下降，说明细胞有

分裂增生的能力. 异种刺激细胞(XS)不增生，说明照射

后小鼠脾细胞丧失了分裂增生的能力. 未加入刺激的人

外周血淋巴细胞(R)增生很弱; 加入经照射的同种刺激细

胞(AS)、异种刺激细胞(XS)的人外周血淋巴细胞均分裂

增生活跃，前者刺激细胞分裂增生的能力更强，他们

均使细胞分裂增生在 5-7 d 达到最高，因此我们选择
该时间点建立基础混合淋巴细胞反应.

图 1  原发异种 / 同种混合淋巴细胞反应的连续时间点试验及结果.

2.2 原发异种 - 同种混合细胞反应的对比  照射的人外

周血淋巴细胞(AS)和小鼠的脾单细胞混悬液(XS)作为阴

性对照，PMA 刺激作为阳性对照. 人外周血淋巴细胞

(R)作为反应细胞. 对比原发异种-同种混合淋巴细胞反

应. 第 5 d，未加入刺激的人外周血淋巴细胞分裂增生

很低，反应了细胞在培养液中自然分裂增生的能力，

与加入刺激物组对比有显著差异，(P <0.01 图 2)，说

明这种自然的分裂增生对于对比加入同种和异种刺激

物的混合淋巴细胞反应干扰很小; 同种混合淋巴细胞反

应(AS+R)组明显高于异种混合淋巴细胞反应(XS+R)组，

说明经照射的人外周血淋巴细胞的刺激作用明显强于

经照射的小鼠的脾单细胞混悬液，他们之间存在显著

差异(P <0.05). 第 7 d，同种混合淋巴细胞反应(AS+R)

组和异种混合淋巴细胞反应(XS+R)组反应均升高. AS+R

组明显高于XS+R组，他们之间存在显著差异(P <0.05).

第 7 d 与第 5 d 的反应结果相似，证实了原发异种 - 同

种混合淋巴细胞反应模型中各个细胞间相互反应的能

力. 通过这组试验说明同种混合淋巴细胞反应明显高于

异种混合淋巴细胞反应.

图 2  原发异种 - 同种混合淋巴细胞反应第 5, 7 d 结果.

2.3 原发异种 - 同种混合细胞反应第 5 d 比较  用不同
的刺激细胞进行刺激，以了解原发异种 - 同种混合淋
巴细胞反应在不同个体之间的差异. 3 只小鼠的脾单细
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胞混悬液(XS1-3)分别刺激3个不同个体的外周血淋巴细
胞(R1-3)和3个不同个体的外周血淋巴细胞(AS1-3 和R1-3)
相互刺激之间的比较(图 3A-C). 不同的小鼠脾单细胞
混悬液(XS)刺激同一人血样中的淋巴细胞(R)，反应结
果相似，说明对于人淋巴细胞而言，不同小鼠个体的
刺激作用间个体差异不明显; 不同的人外周血淋巴细
胞(AS)刺激同一人血样中的淋巴细胞(R)，反应结果相
似，说明对于人细胞而言，不同人个体的刺激作用间
个体差异不明显; 同种混合淋巴细胞反应(AS+R)组反
应结果明显高于异种混合淋巴细胞反应(XS+R)组，说
明人外周血淋巴细胞的刺激作用强于小鼠的脾单细胞
混悬液.
2.4 CD4+/CD4-细胞作为反应细胞的混合淋巴细胞反

应  分别用CD4+ 和CD4-细胞作为反应细胞(图4). 我们
发现 XS+R(CD4+)与 R 组细胞分裂增生相似，无差异显
著(P >0.05)，说明 CD4+T 细胞不能被异种细胞直接激
活，证实在异种混合淋巴细胞反应中 CD4+T 细胞不能
通过直接途径激活; XS+ R(CD4-)组细胞分裂增生高于R
组(P <0.05)，说明异种细胞能刺激 CD4- 细胞(含 APC
的CD8+T细胞)分裂增生; XS不能刺激CD4+T细胞但是
可以刺激 CD4- 细胞分裂增生，因为前者不含 APC 而
后者内有 APC 和 CD8+ 细胞; AS+R(CD4+)组高于 R 组
(P <0.05)，说明同种细胞可以直接刺激 CD4+T 细胞分
裂增生; AS+R(CD4-)组高于 R 组(P <0.05)，说明同种细
胞能刺激 CD4- 细胞(含 APC 的 CD8+T 细胞)分裂增生;
AS+R(CD4+)组远远高于 AS+ R(CD4-)组(P <0.05)，说

明 CD4+T 细胞是同种混合淋巴细胞反应中的主要反应
细胞，对 CD4+ 和 CD4- 细胞，AS 均可刺激分裂增生，
前者明显强于后者，AS 本身含有 APC，而发生分裂
增生的主要是CD4+T细胞. 同种混合淋巴细胞反应中淋
巴细胞激活存在直接和间接两种途径，直接途径在同
种混合淋巴细胞反应中发挥了重大作用.
2.5 CD8+/CD8- 细胞作为反应细胞的 MLR  分别用
CD8+ 和 CD8- 细胞作为反应细胞，(图 5). 我们发现
XS+R(CD8+)组与 R 组细胞分裂增生相似，无差异显著
(P >0.05)，说明 CD8+T 细胞不能被异种细胞直接激活，
证实在异种混合淋巴细胞反应中CD8+T细胞不能通过直
接途径激活; XS+R(CD8-)组远远高于 R 组(P <0.05)，说
明异种细胞能刺激 CD8- 细胞(含 APC 的 CD4+ 细胞)分
裂增生; XS不能刺激CD8+T细胞但是可以刺激CD8-细
胞，因为前者不含 APC 而后者内有 APC 及 CD4+T 细
胞; AS+R(CD8+)组高于 R 组(P <0.05)，说明同种细胞可
以直接刺激CD8+T细胞分裂增生; AS+R(CD8-)组高于R
组，说明同种细胞能刺激 CD8- 细胞(含 APC 的 CD4+
细胞)分裂增生; AS+R(CD8-)组远远高于AS+R(CD8+)组
(P <0.05)，说明 CD4+T 细胞是同种混合淋巴细胞反应
中的主要反应细胞，CD8+T 细胞为次要反应细胞，对
CD8+ 和 CD8- 细胞，AS 均可刺激分裂增生，后者明显
强于前者，AS 本身含有 APC，而发生分裂增生的主要
是CD4+T细胞. 同种混合淋巴细胞反应中淋巴细胞激活
存在直接和间接两种途径，直接途径在同种 MLR 中发
挥了重大作用.

图 3  A: 血样(人)1 原发异种 - 同种混合淋巴细胞反应第 5 d 的比较; B: 血样(人)2 原发异种 - 同种混合淋巴细胞反应第 5 d 的比较; C 血样(人)3 原
发异种 - 同种混合淋巴细胞反应第 5 d 的比较.

图 4  人 CD4+/CD4- 淋巴细胞作为反应细胞的异种 - 同种混合淋巴细
胞反应第 5, 7 d 的比较.

图 5  用人 CD8+/CD8- 细胞作为反应细胞的异种 - 同种混合淋巴细胞
反应第 5, 7 d 比较.
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3   讨论

我们检测了体外人外周血淋巴细胞及其中不同亚群细
胞在同种和异种细胞刺激下分裂增生的情况. 目的在于
了解移植排斥反应中免疫细胞的反应，对比免疫细胞
在同种和异种细胞刺激下分裂增生的异同与不同亚群
细胞反应的异同，借以了解人细胞免疫系统在移植排
斥中识别外来抗原进而排斥抗原的途径. 了解这一途径
有助于在进行同种 / 异种移植时，通过干扰这一途径
减少移植排斥反应. 我们检测了人外周血淋巴细胞对异
种刺激源(小鼠)和同种异体刺激源体外混合淋巴细胞反
应的情况. 发现同种 / 异种混合淋巴细胞反应均在第 5-
7 d达到高峰; 同种混合淋巴细胞反应反应明显高于异种
混合淋巴细胞反应; CD4+/CD4- 细胞分别作为反应细
胞，结果显示: 异种细胞不能刺激CD4+ T细胞但是可以
刺激 CD4- 细胞，对 CD4+/CD4- 细胞，同种异体细胞均
可刺激分裂增生，CD4+ T细胞分裂增生明显强于CD4-
细胞; 分别用CD8+/CD8-细胞作为反应细胞，结果显示:
异种细胞不能刺激 CD8+ T 细胞但是可以刺激 CD8- 细
胞，对 CD8+/CD8- 细胞，同种异体细胞均可刺激分裂
增生，CD8- 细胞分裂增生明显强于 CD8+ T 细胞.
        鼠-人之间的异种混合淋巴细胞反应是T细胞依赖
型的，尤其是 CD4 反应细胞[1]. 我们的实验证实了这一
点，同时发现 CD8 细胞也在其中发挥了作用. 对于识别
小鼠反应细胞的那种目标抗原，大多数报道为 MHCII，
少数为MHCI，不论识别那种抗原，均说明T细胞在鼠-
人之间的异种 MLR 中的重要性[2]. 也有为数不多的试验
说明了，在鼠 - 人之间的异种 MLR 中抗原提呈细胞的
依赖性[3]. 我们发现，人主要是 CD4+ T 细胞通过识别经
过 APC 的提呈鼠抗原引发免疫应答，CD8T 细胞起次要
作用.  还有试验用小鼠细胞作为反应细胞，发现用
MHCII 特异性抗体阻断时，鼠 - 人之间的异种 MLR 受
到抑制[4]. 总之，在鼠 - 人之间的异种 MLR 中 CD4+T 细
胞、APC和MHCII为反应的主要途径，CD8+ 细胞、APC
和 MHC I 为反应的次要途径.
        过去的体外混合淋巴细胞反应实验结果差异很大.
以不同的反应细胞，其中包括: 人、绵羊、山羊豚鼠、鸭、
鹅、大鼠、小鼠等[5-9]，试验结果显示异种混合淋巴细
胞基础反应缺失或很低. 与之相反，也有许多研究显示:
异种混合淋巴细胞反应与同种混合淋巴细胞反应相似
或更高. 我们的试验结果表明: 以人外周血淋巴细胞作为
反应细胞，异种混合淋巴细胞反应明显低于同种混合
淋巴细胞反应. 这种试验结果不一致与许多因素有关. 在
豚鼠-小鼠之间的异种混合淋巴细胞反应中，以豚鼠作
为反应细胞，辅助性 T 细胞也不能直接被小鼠 MHC 激
活，在反应时加入豚鼠的有丝分裂刺激血清时，这种反
应被激活，而加入小鼠的有丝分裂刺激血清无效，说明
小鼠的淋巴因子不能对豚鼠的 Th/Tc 的激活产生影响.
另外，鼠-人之间的异种混合淋巴细胞反应中，以人为
反应细胞，加入异体人的IL-1这种反应被激活. 这些报

道均说明了淋巴因子在跨种反应中的重要性，对 CD4
分子的研究显示人CD4分子与小鼠的MHC II分子之间
有完全作用或削弱了的作用. 结合其他在异种混合淋巴
细胞反应中 Tc 细胞反应缺失的研究[10-11]，我们倾向于
认为对于 T 细胞不能识别异种 MHC 这一缺陷，不仅仅
是淋巴因子产生了影响. 认为较高的异种MLR反应是由
于识别异种抗原的 T 细胞水平较高，T 细胞通过自身
的 MHC 识别异种抗原所致.
        在移植排斥反应中，辅助性T细胞扮演了重要的脚
色. 通过我们的试验可以得出这样的结论: 异种排斥体外
引起的细胞反应明显低于同种排斥反应; 同种移植的细
胞排斥反应有直接和间接两种途径，而异种移植的细
胞排斥反应只有间接途径. 在两种排斥反应中，CD4+和
CD8+ T 细胞亚群均发挥作用，CD4+ T 细胞作用更为明
显. 有试验表明去除CD4+细胞有助于延长异种移植物的
存活时间. 但是对于同种异体移植物无效. 本试验可以部
分解释其原因. 通过异种和同种 MLR 的对比，我们看到
了移植的新希望: 当有效的抑制了体液排斥反应后，异种
移植也许比同种异体移植排斥的免疫抑制更易于控制.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship among portal hyper-
tension, splanchnic hyperdynamic disturbances and splanchnic
angiopathy by observing splenic arterial and venous patho-
logical changes, to discuss the relationship between the
abnormal local endothelium-derived vasoactive substances
in portal veins and the activation of the pathway of me-
chanical force signal transduction in vascular endothelial cells
by investigating the expression of eNOS  ET-1  PKC  NF-κB in
vascular endothelial cells of  portal hypertension, and
to explore the role of extracellular matrix in the pathogen-
esis of portal hypertensive angiopathy by detecting the
expression of  type I and type II procollagen mRNA in splenic
vein of portal hypertensive patients.

METHODS: Splenic arteries, veins from portal hypertensive
patients (n =20) and normal people (n =10) were removed
and observed under optical and electron microscopes.
Immunohistochemistry and double labeling immunofluo-
rescence combined with laser scanning confocal micro-
scope were used to investigate the expression of eNOS
ET-1 NF-κB and PKC protein in endothelial cells of splenic
veins from portal hypertensive patients (n =20) and portal
veins from Wistar rats (n =15). Total RNA was extracted
and type I and type II procollagen mRNAs  in splenic vein
of portal hypertensive patients (n =20) were examined by
using the method of reverse transcriptional polymerase
chain reaction with semiquantitative method.

RESULTS: The endothelium of splenic arteries was dam-
aged and the internal elastic membrane and medial elastic

fibers of the splenic artery wall were broken and degenerated.
The endothelium of splenic veins was remarkably thickened
and endothelial cells integrated with the formation of mural
thrombus. The tunica media thickened significantly because
of hypertrophy of smooth muscle. Fiber and connective
tissues increased in amount. Under the electron microscope,
atrophy, apoptosis and phenotypic changes were seen in
smooth muscle cells of splenic arteries. There were some
red blood cells and pathelets congregation around the
damaged endothelium. Synthesis type of smooth muscle
cells accounted for a large part of the total cells in splenic
veins. There were plentiful rough endoplasmic reticulum
and Golgi complex within the cytoplasm of smooth muscle
cells. The endothelium of splenic veins was damaged, in-
dicating that a lot of collagen fibers and some blood com-
ponents accumulating around the damaged endotheliun.
The positive signal of PKC was observed in cytoplasm and
cell membrane.The PKC expression in endothelial cells in the
splenic/portal vein of portal hypertensive patients/rats
showed positive or strong positive signal, and positive sig-
nal were also observed in some smooth muscle cells in
these specimens. But the PKC expression in endothelial
cells in the control groups was negative or mild positive.
The result of eNOS, ET-1 and NF-κB expression examined
by double labeling immunofluorescence combined with
laser scanning confocal microscope showed that the fluo-
rescence were mostly localized in the endothelium of
vessel. The intensity of fluorescence in the portal hyper-
tensive patients/rats were significantly higher than that in
control group. Human I procollagen mRNA expression of
portal hypertensive patients in splenic vein showed a in-
significant pattern with control group (P >0.05), however,
human III procollagen mRNA expression  in portal hyper-
tensive patients were much higher than that of control
group (P <0.01).

CONCLUSION: In this study, the mechanical signal pathway
of endothelial cell is activated in portal hypertension and
the upregulation of ET-1 and eNOS are related with the
activation of this pathway. Type III procollagen and col-
lagen may be one of the major extracellular matrix which
deposits and results in neointimal formation and vascular
remodeling in the pathogenesis of portal hypertensive
vasopathy. Our research also shows that pathological
changes of splenic arteries and veins are accompanied
with portal hypertension. There may be an interactive re-
lationship among portal hypertension, splanchnic hyper-
dynamic disturbances and splanchnic angiopathy.

Li T, Li HY, Zhang T, Ni JY, Yang Z. Splenic angiopathy in portal
hypertension. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1616-1622

摘要
目的: 通过观察门脉高压症患者脾动脉和脾静脉的病理学改

变和门静脉高压时其血管内皮细胞 eNOS，ET-1，PKC，

NF-κB 的表达以及Ⅰ，Ⅲ型前胶原 mRNA 在门脉高压症



时脾静脉壁的表达，从而探讨门静脉局部内皮源性血管活

性物质异常与内皮细胞应力信号转导通路激活的关系和细

胞外基质在门脉高压性血管病变发生中的作用以及门脉高

压症、内脏高动力循环和门脉高压性内脏血管病变三者之

间的相互关系.

方法: 采用光镜和电镜方法观察20例门脉高压症患者和10

例正常对照组的脾动脉和脾静脉的形态学改变; 用免疫组化

和免疫荧光激光扫描共聚焦显微镜技术检测20例门静脉高

压症患者脾静脉和15只门静脉高压大鼠模型门静脉内皮细

胞 eNOS，ET-1，PKC，NF-κB 的表达，探讨门静脉高压

时其血管内皮细胞eNOS，ET-1表达改变与信息分子PKC，

NF-κB 的关系; 用逆转录聚合酶链反应检测Ⅰ、Ⅲ型前胶

原mRNA 在20例门静脉高压症患者脾静脉壁的表达.

结果: 光镜下可见脾动脉内膜破损，内弹性膜和弹力纤维

断裂和变性; 脾静脉内膜局灶性增厚，内皮细胞不完整，附

壁血栓形成，中膜平滑肌显著增厚，纤维结缔组织明显增

多. 电镜下可见脾动脉平滑肌细胞变性，坏死，表型从收缩

型向合成型转化，红细胞、血小板聚集在破损内皮周围; 脾

静脉血管平滑肌细胞以合成型为主，其胞质中含有丰富的

粗面内质网和高尔基体，整个管壁沉积有大量胶原纤维，并

排列紊乱，内膜损伤，血液有形成分聚集，内皮表面形态

不规则，凹凸不平. PKC的阳性表达见于细胞的胞质、胞膜.

门静脉高压患者脾静脉和实验组大鼠模型门静脉内皮细胞

PKC表达呈阳性或强阳性，其血管平滑肌细胞也可见阳性

信号. 对照组则呈阴性或弱阳性表达. eNOS，ET-1与NF-

κB双重免疫荧光标记的激光扫描共聚焦显微镜检测显示荧

光定位均主要在血管内皮，三者在门静脉高压症患者脾静

脉和实验组大鼠模型门静脉内皮的荧光信号强度均显著高

于对照组. 门静脉高压症患者脾静脉壁Ⅰ型前胶原mRNA表

达强度与非门脉高压症患者无显著性差异(P >0.05); 门静脉

高压症患者脾静脉壁Ⅲ型前胶原mRNA表达强度明显高于

非门脉高压症患者(P  <0.01).

结论: 门静脉高压时其血管内皮细胞ET-1和eNOS表达上

调与该通路激活有关. Ⅲ型前胶原及胶原可能是门静脉高压

症时导致血管构型改建的重要细胞外基质，门脉高压症时

合并有脾动脉和脾静脉病变，门脉高压症和内脏高动力循

环以及内脏血管病变之间互为因果关系.
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0   引言

随着门静脉压力的升高，内脏血管可发生明显的病理
改变，如广泛的门体交通支形成和内脏大动脉、静脉
的构型改建等，称为门静脉高压性血管病变，他既是
内脏血管对高动力循环状态的适应与代偿，又可加剧
门静脉高血压，同时也是曲张静脉破裂出血的直接原

因之一[1-2]. 我们采用光镜和电镜的方法对门脉高压症患
者的内脏血管进行观察，以探讨门脉高压症和内脏高
动力循环以及内脏血管病变之间的相互关系; 采用免疫
组化和免疫荧光激光扫描共聚焦显微镜技术检测门静
脉高压症患者脾静脉和门静脉高压大鼠模型门静脉内
皮细胞 eNOS，ET-1，PKC，NF-κB 的表达，探讨
门静脉高压时其血管内皮细胞eNOS，ET-1表达改变与
信息分子 PKC，NF-κB 的关系; 用逆转录聚合酶链反
应检测Ⅰ，Ⅲ型前胶原 mRNA 在门静脉高压症患者脾
静脉壁的表达，探讨其在门脉高压性血管病变发生中
的作用及意义如下.

1   材料和方法

1.1 材料  2002-06/2002-10在同济医院肝脏外科中心和
蔡甸区血防所门脉高压症患者20例，男15例，女5例，
平均年龄 41 岁. 肝功能 ChildA 级 14 例，B 级 6 例. 内镜
检查均有中度或重度食管胃底静脉曲张，并脾功能亢
进和脾肿大. 病理证实血吸虫肝纤维化12例，肝炎后肝
硬化8 例. 有 1次或多次上消化道大出血病史 8例. 行单
纯脾切除术 12 例，行脾切除加贲门周围血管离断术 8
例. 对照组为 10 例无肝硬化的外伤性脾破裂患者，男
6 例，女 4 例，平均年龄 38 岁，均行急诊脾切除术. 术
中均取脾门附近的一段脾动脉和脾静脉. 雄性Wistar大
鼠，质量 180-220 g，构自本校实验动物中心. 共 25
只，随机分为门静脉高压组(实验组，15 只)和对照组，
10只). 参照Benoit et al (Am J Physiol 1984;247:G485)介绍
的方法，采用门静脉部分结扎制作大鼠门静脉高压模
型，术后 2 wk 处死尚存活的动物(实验组 12 只，对照
组10只)，可见实验组大鼠门静脉系统血管较对照组明
显增多、增粗，取门静脉主干约 1 cm. eNOS，ET-
1，多克隆兔抗及 NF-κB 单克隆鼠抗、荧光素 FITC、
Cy3 购自武汉博士德生物工程有限公司，PKC 检测试剂
盒购于北京中山公司，共聚焦激光扫描显微镜为德国
Leica TCS-SP. PCR 仪: 美国 PT Ｃ－ 200 型，MJ Research
Inc 公司生产; UVP 凝胶成像分分析系统: 英国 UVP 公司
生产; M-MLV 逆转录酶，Oligo(dT)15 Primer，DNTP，
TaqNA 聚合酶，美国 Promega 公司生产; PCR  Marker: 大
连宝生物工程公司生产.

1.2 方法

1.2.1 光镜和电镜观察  血管标本用 40 g/L 中性缓冲甲

醛固定后常规石蜡包埋连续切片(5 um 厚)HE 染色，光

学显微镜(Olympus)下观察. 将新鲜血管标本切成 1 mm3

1 min 内置于 25 mg/L 戊二醛作前固定 2 h，pH7.4 磷酸

缓冲液冲洗，再以 10 g/L 锇酸在 4 ℃作后固定 2 h，然

后用递增浓度的酒精和丙酮脱水，环氧树脂Epon812包

埋，切成超薄切片，铅铀(醋酸 - 铀 - 柠檬酸铅)双染，

OPTON EM 10C 型透射电镜(德国产)观察. 另酒精脱水

后，临界点干燥，真空喷镀，置于日立 S-520 型扫描电
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镜观察并拍照.
1.2.2 免疫组化染色  (1)切片常规脱蜡至水，蒸馏水新
鲜配制 30 mL/L H2O2，室温 10 min 以灭活内源性过
氧化物酶，蒸馏水洗 3 次，滴加正常山羊血清封闭液，
室温 30 min，减少非特异性背景染色. 甩去多余液体，
不洗. 滴加一抗(1∶100)，4 ℃过夜，0.1 moL/L PBS
洗 5 min × 3 次. 滴加生物素化二抗，37 ℃ 30 min，
0.1 moL/L PBS 洗 5min × 3 次. 滴加试剂 SABC，37 ℃
30 min，0.1 moL/L PBS 洗 5 min × 4 次. DAB 显色: 使
用 DAB 显色试剂盒. 取蒸馏水 1 mL，加试剂盒中 A，
B，C 试剂各一滴，混匀后加至切片. 室温显色，镜
下控制反应时间 3-10 min，蒸馏水洗涤. 苏木素轻度复
染. 脱水，透明，封片. 显微镜下观察. 以 PBS 替代一抗
作为阴性对照，以已知阳性片作为阳性对照. PKC阳性
呈棕黄色，定位于细胞质中. 光镜下选取内皮细胞区域
输入 HPIAS-1000 医学彩色全自动图像分析系统分析，
结果用平均吸光度表示. (2)另滴加一抗 NF-κB(1∶100)
＋ eNOS / ET-1(1∶100)，4 ℃过夜，0.1 moL/L PBS
洗 5 min × 3 次. 滴加生物素化鼠 IgG ＋ FITC(1∶50)，
37 ℃ 25 min，0.1 moL/L PBS 洗 5 min × 3 次. 滴加生物
素化兔 IgG ＋ Cy3(1∶50)，37 ℃ 25 min，0.1 moL/L
PBS洗5 min×4次. 水溶性封片剂封片，共聚焦显微镜
下观察. 我们用 488 nm 波长的蓝色激光激发 FITC，在
510-530 nm 下接收，此时FITC 发出绿色荧光; 用568 nm

波长的绿色激光激发 Cy3，在 600-650 nm 下接收，此

时 Cy3 发出红色荧光. 观察时先在光镜下找到待检区

域，然后分别激发FITC和Cy3，检测内皮细胞区域的荧

光分布和强度，其中绿色荧光的分布和强度反映 NF-

κB 的定位和表达强度，红色荧光则反映 eNOS / ET-1
的表达情况，结果以单位面积的平均荧光强度表示.
1.2.3 Ⅰ，Ⅲ型前胶原 mRNA 的表达  (1) RT-PCR 引
物采用 Primer Primer5.0 版本设计，人(α1)I 型前胶原
(Genbank Z-74615):上游引物 5’-ACCGCAAACCTTTC
TACTTC-3’.下游引物 5’-GGT5GTCTGTCTCCCCTC
ACTC-3 ’.  产物长度 465  bp . 人(α 1 ) I I I 型前胶原
(GenbankX-14420)上游引物 5’-TGAAGGGGCAGGGA
ACAAC-3’.下游引物 5’-AAGGCGAGTAGGAGCAG
T-3’. 产物长度 384 bp. 人 GAPDH (Genbankm 33197)作
为看家基因内参照. 上游引物 5’-GGATTTGGTCGTA
TTGGG-3’.下游引物 5’- GGAAGAGGTGATGGGAT
T-3’. 产物长度 384 bp. 脾静脉组织总 RNA 提取采用
Trizol 一步法提取: 从 -80 ℃冰箱中取出组织，解冻; 切
取约 100 mg 组织置平皿中剪碎; 将组织转入匀浆器中，
加入 Trizol 试剂 1 mL，研磨匀浆; 将匀浆的组织转入
1.5 mL EP 管，超声粉碎 5 s × 4 次; 加入氯仿 0.2 mL，
剧烈振荡 15 s，静置 5 min; 12 000 g 2-8 ℃离心 15 min;
取上层水相，约 0.6 mL，加入异丙醇 0.5 mL，静置
10 min; 12 000 g 2-8 ℃离心 5 min，弃上清，加入 DEPC
水处理的 75% 乙醇 1 mL; 7 500 g 2-8 ℃离心 5 min，弃

乙醇，室温放置 5-10 min 至即将干燥; 加入 DEPC 处
理水 50 mL，溶解 RNA，60 ℃温育 10 min. RNA 定量，
以上操作均在冰上进行. 每分样品取总 RNA 5 mg，加入
Oligo(dT) 15 µL(1 µg)，补足 DEPC 水至 27 µL，70 ℃温
育 5 min 变性. 变性后加入 5 × Buffer 8 µL，4 × dNTP
2 µL，RNA 酶抑制剂 1 µL，MMLV 2 µL (400 U). 总体
积 40 µL 进行 42 ℃ 1 h 逆转录反应，再经过 95 ℃ 5 min
变性. PCR 反应体系: 10 × Buffer 5 µL，25 mM MgCl2

3 µL，4 × dNTP 1 µL (10 Pmol/mL 原液)，上游引物
1 µL(10 Pmol/mL 原液)下游引物 1 µL(10 Pmol/mL 原液)，
cDNA 5 µL，Taq 酶 1 µL (3u/µL)，DEPC 处理水 33 µL，
总体积 50 µL，反应条件(α1)I 型前胶原: 退火温度 55 ℃，
30循环; (α1)III型前胶原: 退火温度52 ℃，30循环; GAPDH:
退火温度 51 ℃，30 循环. 取 PCR 扩增产物 10 mL 加样于
15 g/L 琼脂糖凝胶，电泳缓冲液为新鲜配制的 TAE 液，
电压为 5 V/cm，紫外灯下观察结果. 每一份标本重复实
验3次. 采用英国UVP凝胶成像分析系统对PCR产物电
泳条带进行密度分析，目的基因表达强度 = 目的基因
RT-PCR 产物吸光度÷ GAPDH RT-PCR 产物吸光度.
        统计学处理  所有数据均以均数 ± 标准差(mean±SD)
表示，采用 SPSS 11.0 统计分析软件，经方差齐性检
验后，用单因素方差分析(ANOVA)和 t 检验进行分析，
aP <0.05 被认为具有统计学意义.

2   结果

2.1 形态学结果  与非肝硬化患者相比，肝硬化患者脾
脏明显增大，脾动脉壁和脾静脉壁明显增厚，管径明显
增加，弹性减弱. 光镜下正常脾动脉壁内膜光滑，有完
整的内皮细胞，内膜下无平滑肌细胞. 中膜由多层平滑
肌纤维组成，其间夹杂有胶原纤维和弹性纤维. 肝硬化
患者脾动脉的内膜明显增厚，内皮细胞不完整，内弹力
膜断裂，中膜平滑肌紊乱(图1A，B). 正常脾静脉内膜完
整，内皮细胞无破坏，肝硬化患者脾静脉内膜局灶性增
厚，内皮细胞不完整，内膜损伤，附壁血栓形成(图1C，
D).  透射电镜下正常脾动脉平滑肌细胞呈梭形，细胞核
呈长圆形. 胞质中有肌丝、线粒体、内质网、高尔基复
合体等细胞器和糖原颗粒. 肝硬化患者脾动脉内皮损伤，
内弹性膜断裂，弹性纤维亦有断裂. 中膜平滑肌细胞数
量增多，并迁移至内膜下，部分萎缩、变性，局部胞质
坏死形成空泡. 线粒体数目增多，嵴消失，形成空泡. 整
个管壁内胶原纤维明显增多并排列紊乱. 部分肌细胞胞
质内出现较多粗面内质网、核糖体及高尔基体，而肌丝
减少，表明平滑肌细胞由收缩型向合成型转变(图 2A，
B). 正常脾静脉内膜光滑，内皮细胞无破坏，肝硬化患
者脾静脉壁内膜损伤，血管平滑肌细胞以合成型为主，
其胞质中含有丰富的粗面内质网和高尔基体，整个管
壁沉积有大量胶原纤维，并排列紊乱(图 2C，D). 扫描
电镜下正常脾静脉内膜光滑，有完整的内皮细胞(图
3 A ) ，肝硬化患者脾静脉内膜损伤，内皮细胞不完
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整，血液有形成分聚集，内皮表面形态不规则，凹

凸不平(图3B，C). 正常脾动脉内膜完整，内皮细胞无破

坏(图4A)，肝硬化患者脾动脉内膜损伤，红细胞、血小

板聚集在损伤部位周围(图 4B，C).

2.2 免疫组化染色  PKC 的阳性表达见于细胞的胞质、

胞膜. 门静脉高压患者脾静脉和实验组大鼠模型门静脉

内皮细胞 PKC 表达呈阳性或强阳性(图 5A，B)，其血管

平滑肌细胞也可见阳性信号. 对照组则呈阴性或弱阳性

表达(图 5C，D). eNOS、ET-1 与 NF-κB 的荧光定位

均主要在血管内皮，三者在门静脉高压患者脾静脉和

实验组大鼠模型门静脉内皮的荧光信号强度均显著高

于对照组(图 6A-C; 7A-C; 表 1).

2.3 Ⅰ，Ⅲ型前胶原 mRNA 的表达  门脉高压症患者脾
静脉壁Ⅰ型前胶原mRNA表达强度为0.3 868±0.03 582，

非门脉高压症患者为 0.3 642 ± 0.03 318，二组间差异
无显著性(P >0.05). (图 6B).门脉高压症患者脾静脉壁Ⅲ
型前胶原 mRNA 表达强度为 1.1 855 ± 0.2 140，非门脉
高压症患者为 0.1 095 ± 0.1 558，门脉高压症时脾静脉
壁Ⅲ型前胶原表达明显增高(bP <0.01 图 8).

表 1  门脉高压脾静脉内皮细胞表达 eNOS, ET-1, NF-κB 的激光扫描

共聚焦显微镜检测(荧光 A 值, mean±SD)

分组         n        ENOS       ET-1      NF-κB

患者门脉高压组     18   95.6 ± 28.3       107.4 ± 30.1   90.1 ± 31

对照组      10   57.9 ± 27.4   56.4 ± 18.9   48.4 ± 19.3

分组

大鼠门脉高压组     12   88.7 ± 28.5   91.0 ± 32.5   90.3 ± 32.9

对照组      10   50.9 ± 16.5   51.1 ± 19.0   48.1 ± 19.1

图 1  门脉高压患者脾动静脉变化(HE). A: 脾动脉内膜增厚, 弹力膜断裂, 中膜平滑肌明显增厚, 排列紊乱(× 200); B: 脾动脉中膜平滑肌明显增厚, 排
列紊乱(× 400). C: 脾静脉内膜损伤局灶增厚及附壁血栓(× 40); D: 脾静脉内膜明显增生(× 200).

图 2  门脉高压患者脾动静超微结构(TEM). A: 脾动脉内皮脱落, 由增生的平滑肌和纤维结缔组织代替, 胶原纤维明显增多(× 6300); B: 脾动脉内弹
力膜断裂(× 5 000); C: 脾静脉平滑肌由收缩型向合成型转化, 粗面内质网增多(× 6 300); D: 脾静脉粗面内质网增多、密体、密斑减少，平滑肌细
胞向合成型转化(× 1 000).
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图 3  脾静脉扫描电镜观察. A: 正常内膜完整(× 2 500); B: 内皮损伤, 红细胞聚集内皮表面形态不规则, 凹凸不平(× 1 500); C: 脾静脉内膜损伤, 形
成血栓, 红、白细胞及血小板聚集成团(× 1 000).

图 4  脾动脉扫描电镜观察. A: 正常内膜光滑(× 4 000); B: 内膜损伤, 血小板聚集在损伤内膜周围(× 3 000); C: 内膜损伤, 血液有形成分聚集在损
伤内膜周围(× 2 000).

图 5  脾静脉 PKC 表达的免疫组化染色. A: 门脉高压患者(× 400); B: 门脉高压大鼠(× 400); C: 外伤性脾破裂患者(× 200); D: 假手术大鼠(× 200).
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3   讨论

门脉高压症脾静脉内膜损伤较重，这是由于门脉压力

和血流量增高的结果. TCM 表明，平滑肌细胞的表型

发生转变，因为在损伤因子如细胞因子[3-4]、生长因

子[5]、剪切力[6-7]、氧应激[8]增加等作用下，VSMC 可

由正常的收缩型转变为合成型[9-10]，合成型 VSMC 的收

缩蛋白表达受抑制，而产生大量细胞外基质(ECM)，

并向内膜下迁移. 光镜下可见中膜平滑肌增厚，这是血

管对压力增高的一种适应性代偿反应，脾动脉中膜平

滑肌细胞变性、萎缩，表型从收缩型向合成型转变，是

因为压力和流量负荷增加压迫管壁滋养血管而引起供

血不足，造成血管壁缺血性损伤所致. 扫描电镜下可见

图 6  大鼠门静脉 ET-1, NF-κB 双重免疫荧光标记的激光扫描共聚焦显微镜成像图. A 门脉高压 (× 200); B: 门脉高压 (× 400); C: 假手术组(× 200).

图 7  患者脾静脉 eNOS, NF-κB 双重免疫荧光标记的激光扫描共聚焦显微镜成像图. A 门脉高压(× 400); B 门脉高压(× 400); C 外伤性脾破裂(× 400).

图 8  门脉高压症脾静脉壁 I, III 型前胶原 mRNA 的表达. 205 bp 处条带为内参照 GAPDH, 465 bp 处条带为 (α1) I 型前胶原 mRNA, 384 bp 处条带
为(α11) III 型前胶原 mRNA. 1, 3 为非 PHT 对照标本(1), 5, 7 为非 PHT 对照标本(2); 2, 4 为 PHT 标本(1), 6, 8 为 PHT 标本(2).

脾动脉内膜的损伤，但其损伤程度较静脉轻，这主要

是由于门静脉系统直接最先受累的缘故. 另外，光镜下

可见脾动脉的内弹力膜断裂，这是由于门脉高压症时

内脏处于高动力循环状态，血流量及流速增加，对血

管壁的侧压力及切应力增大，血管长期处于充血扩张

状态，这种机械、物理刺激引起内皮细胞脱落，弹

力膜断裂. 内弹力膜断裂使血管壁缓冲血流冲击能力下

降，当血流量增大时，无法通过弹力膜的作用收缩血

管，调节血流量，有利于高动力循环的发展.

        eNOS，ET-1 阳性信号主要位于血管内皮细胞，而

PKC 和 NF-κB 除在内皮细胞上表达外，在血管平滑肌

细胞也有一定程度的表达. 门静脉高压症患者和大鼠模

型其脾 / 门静脉血管内皮细胞 ET-1 表达显著高于对照
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组，提示门静脉系统血管内皮细胞 ET-1 的合成增多

是导致门静脉高压局部ET-1浓度增高的重要因素. ET-

1 通过与其特异性受体结合发挥强大的缩血管作用，
使门静脉回流阻力增加而进一步增高门静脉压力. 对门
静脉高压时 ET-1 合成增多的原因国内外已有研究. 我
们认为，除了内毒素和各种细胞因子的作用外，这种
血流动力学的改变可能是刺激内皮细胞ET-1合成增多
的重要因素之一. 我们以内皮细胞为对象，探讨其eNOS
的表达变化与门静脉高压的关系. 结果表明，门静脉高
压患者和大鼠其脾 / 门静脉内皮细胞 eNOS 表达均显著
高于对照组，提示门静脉高压时局部 NO的增高与其内
皮细胞eNOSmRNA表达的上调有密切关系. PKC是重要
的细胞内信号传导分子，NF-κB是内皮细胞上可被机械
力激活的主要转录因子之一，参与许多基因的表达调
控，本结果表明，在门脉高压患者和大鼠，其脾 / 门静
脉内皮细胞 PKC、NF-κB 的表达显著高于对照组，因
此我们认为在门静脉高压时，门静脉血流动力学的改变
可激活局部内皮细胞的 PKC、NF-κB 信号传导通路.
        胶原纤维是一种重要的血管细胞外基质蛋白，可
保持血管壁的韧性与强度. 本结果表明，门脉高压症时
脾静脉壁Ⅲ型前胶原 mRNA 表达较非门脉高压症患者
增高约 5-6 倍(bP <0.01)，而Ⅰ型前胶原 mRNA 表达与
非门脉高压症患者相比差异无显著性(P >0.05)，我们
认为Ⅲ型前胶原 mRNA 在门脉高压症脾静脉壁的高表
达，可能是促进血管构型改建的一个重要因素. 关于I，
III型前胶原基因表达调控过程，目前并不十分清楚. 已
发现有多种因子可促进VSMC上调I，III型前胶原mRNA
的表达，如 FGF[11]，Ang-II[12]等，综上所述，门静脉
血中 ET-1 和 NO 的增高是由于门静脉系统内皮细胞合
成增多所致，内皮细胞合成 NO 的增多与其 eNOS 表达
上调有关. 门静脉高压时其血管内皮细胞的机械应力信
号通路被激活，内皮细胞 ET-1 和 eNOS 表达上调与该
通路激活有关. Ⅲ型前胶原及胶原可能是门静脉高压症
时导致血管构型改建的重要细胞外基质，门脉高压症
时合并有脾动脉和脾静脉病变，肝硬化等导致的肝内
血流受阻是门脉高压症形成的始动因素，一方面，门脉
高压症可促进内脏高动力循环和内脏血管病变的形成
和发展. 另一方面，内脏血管病变又可促进门脉高压症

和内脏高动力循环的形成与发展. 这三个因素在肝硬化
门脉高压症的发病机制中具有相互作用的关系，并共
同参与形成曲张静脉破裂出血.
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Abstract
AIM: To explore the clinical feasibility and superiority of
hand-assisted laparoscopic surgery (HALS) technique
through lap disc hand-assisted device and to extend the
application range of HALS.

METHODS: Appropriate pneumoperitoneum was sustained
and the trocars and lap disc device were placed according
to the position of lesion and operative demand, then the
operation of dissection, separation and cut with ultrasoni-
cally activated shears (UAS) were completed directing under
the assisted-hand. One case of pancreatic cyst, one case
of primary multiple cancers of colon, one case of retro-
peritoneal tumor, one case of large hepatic abscess and
one case of β-mediterranean anemia were successfully
treated with this procedure.

RESULTS: The effects of lap disc hand-assisted device were
excellent and the operations were completed successfully.
The patients recovered quickly with small trauma and there
were no complications after the operations.

CONCLUSION: The lap disc hand-assisted device can fairly
meet the demands of minimally invasive operation. It is
more convenient in the operation with the lap disc hand-
assisted device, which gets back the surgeons’ tactile
sensation. The technique of HALS can complete almost all
kinds of abdomen surgical operation and will have prom-
ising prospects.

Fang CH, Zhang W, Ma JX. Surgical treatment of complex abdominal
diseases by hand-assisted laparoscope through lap disc device. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1623-1625

摘要
目的: 探讨经蓝碟手辅助腹腔镜下外科技术在腹部外科疾病

诊断、手术切除上的可行性和优越性，扩大经蓝碟手辅助

腹腔镜下外科技术的适用范围.

方法: 建立二氧化碳气腹、根据病变的部位和手术的要

求，放置 Trocar 和蓝碟装置. 在左手的引导下，用超声刀

进行解剖、分离、切割等技术，分别对胰腺囊肿，腹膜后

肿瘤，多发性结肠原发癌，巨大肝脓肿和β-地中海贫血巨

脾各 1 例进行治疗.

结果: 手术均顺利完成，术中出血少，创伤小，术后近

期效果良好.

结论: 蓝碟手助器的良好性能特点能很好满足该手术的需要.

由于恢复了术者手的触觉感，在手术操作上更为方便，

经蓝碟手辅助腹腔镜下可完成目前开腹手术时各种腹部外

科疾病的手术治疗.

方驰华, 张伟, 马俊勋. 经蓝碟手辅助腹腔镜治疗腹部外科疑难疾病. 世界华

人消化杂志  2004;12(7):1623-1625

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1623.asp

0   引言

手辅助腹腔镜技术(hand-assisted laparoscopic surgery，
HALS)恢复了术者的触觉并加强了手眼的协调性，是
一种将开放手术的简便和微创手术的临床益处相结合
的技术[1]. 在应用 HALS 技术过程中，为使术者的辅助
手能够伸入腹腔，同时维持气腹状态，传统的手助器采
用胶水黏着或者充气固定于皮肤的组合结构设计，不
仅使用繁琐费时，而且术者的手也被限制在手助器内，
不能方便进出[2]. 随着新一代手助器蓝碟(Lap disc)的出
现，很好地克服了上述缺陷.我们采用经蓝碟手辅助下
腹腔镜成功的对 5 例腹部外科疑难疾病进行手术切
除，获得满意疗效.

1   材料和方法

1.1 材料  胰腺囊肿 1 例，女，75 岁，因全身皮肤
黄染伴中上腹部放射性疼痛 10 d 入院，CT 报告: 肝内
外胆管扩张，胰头部巨大囊肿并压迫胆总管下端. 多发
性结肠原发癌 1 例，女，52 岁，因下腹部间歇性隐
痛伴体重减轻3 mo入院. 术前经纤维结肠镜及病理检查
确诊为乙状结肠高分化腺癌，结肠肝曲低分化腺癌. 腹

膜后肿瘤 1 例，女，32 岁，CT、MRI 提示: 腹膜后
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肿瘤，大小约 5 cm × 4 cm(图 1). 巨大肝脓肿 1 例，

男，73 岁，表现为肝区持续性胀痛或隐痛，伴寒战、

发热、乏力、纳差、恶心、呕吐、白细胞及中性粒细

胞升高等全身脓毒征象，B 超发现肝脏第 VII、VIII 段

巨大多房性肝脓肿，β- 地中海贫血并巨脾 1 例，男，

20 岁，体检发现脾脏巨大，B 超检查: 脾脏下级平脐，

厚度 10 cm. 蓝碟手助器，超声刀系统和腹腔镜系统.

1.2 方法  在气管内插管全麻下采用经蓝碟手辅助腹腔

镜外科技术完成手术. 手术操作要点: 以左手既能控制手

术区域又不妨碍手术操作为原则，根据病变部位、术

者左手掌大小及蓝碟直径确定安放蓝碟手助器切口的大

小和部位. 蓝碟手助器直径为 12 cm (图 2)，在此区域内

避免放置 Trocar，以免损坏手助器的底圈，造成术中漏

气. 对于胰腺囊肿患者，取右中下腹部经腹直肌切口，置

入蓝碟手助器，镜下手辅助穿刺抽出淡黄色液体(图 3)，

明确囊肿部位，纵行切开囊肿，缝合胰腺囊肿壁，常

规行囊肿空肠Roux-en-Y吻合. 在腹膜后肿瘤切除术中，

取左下腹直肌旁切口置入蓝碟手助器，腹腔镜下见肿瘤

位于腹膜后，左髂总动脉分叉处，表面光滑，基底固定，

无搏动感，大小约5 cm×4 cm，表面布满血管(图4). 超

声刀切开肿瘤表面腹膜，辅助手协助钝性分离，牵引瘤

体，超声刀紧贴肿瘤底部逐次分离. 于肿瘤的右上方分

离来自髂动脉供应肿瘤的血管，放置钛夹，完整切除

肿瘤. 多发性结肠原发癌根治手术中取左下腹直肌切

口，置入蓝碟手助器. 在手辅助下按照结肠肝曲癌根

治常规游离右半结肠、乙状结肠和降结肠下段. 解除

气腹，保护切口，将游离的结肠肝曲至小切口拖出，切

除病变肠段，行回结肠端端吻合. 同样方法切除左侧病

变肠段，行乙状结肠和降结肠端端吻合，送检标本两

端切缘未见癌细胞，系膜未见转移淋巴结. 在巨脾切除

术中，取右上腹经腹直肌切口为辅助切口，辅助手协

助显露脾门周围解剖，切断脾门血管，顺利切除脾脏.

巨大脾脏套入消毒好的塑料袋中，剪碎后分批取除. 巨

大脓肿经术前 B 超和术中穿刺确定脓肿位于肝脏 VII、

VIII 段，取脐旁经腹直肌切口，放置蓝碟手助器，充

分游离右半肝后，镜下穿刺抽脓，未见有胆汁样液体，

超声刀切开小口脓腔，吸净脓液. 用分离钳及手指轻轻

打开分隔，扩大引流. 再反复冲洗脓腔,吸净腹腔内液体,

分别于脓腔内， 肝下间隙置一根双套管，术后持续负

压吸引.

2   结果

在辅助手的配合下顺利进行探查、分离、切开、缝

合、引流，并通过辅助切口取出巨大的标本，手术顺利

完成，术中出血少，创伤小，无手术并发症，术后恢复

迅速顺利.

图 1  CT、MRI 提示：肿瘤位于腹膜后, 大小约 5 cm × 4 cm. 图 2  测量蓝碟手助器大小.

图 3  在手辅助下胰腺囊肿穿刺明确诊断. 图 4  将巨脾剪碎后分次取出.
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3   讨论

手辅助腹腔镜外科技术(HALS)的最大特点是恢复了对

于外科医生的触觉感和手术操作的手眼协调性，辅助

切口也使得较大的标本更容易取出[3]. 蓝碟手助器容易

放置，密闭性能好，不仅在手进出腹腔过程中保持气

腹，还能够很好的保护切口边缘. 本组 1 例结肠癌经肠

镜确诊为乙状结肠下段高分化腺癌、结肠肝曲低分化

癌，患者采用HALS技术，不仅可以很好的显露病变区

域，确定癌肿大小，保护重要组织器官，还可以在镜下

为手术操作提供引导，保证手术的安全性. 充分游离的

病变肠管可以在手术的后期经辅助切口提出，在直视

下进行手工吻合，既安全便捷又可以减少因采用腔镜

下吻合器械(如 Endo-GIA 等)患者的经济负担.体现了

HALS 技术良好的临床应用效果. 由于手的保护和引

导，使得一些在完全腹腔镜下较为困难的操作变得安
全简便，这在腹膜后肿瘤的显露、游离及脾门大血管
的解剖中表现尤为突出. 位于 VII，VIII 段的巨大肝脓
肿，由于显露困难，在完全腹腔镜下进行较为困难，
往往需要中转开腹，但是借助 HALS 技术则可以顺利
完成肝脏游离、脓肿开窗引流、保护腹腔其他脏器等
一系列操作. 在胰腺囊肿患者的手术中，先应用 HALS
技术进行探查和准确穿刺，明确诊断.

4     参考文献
1 Targarona EM, Gracia E, Rodriguez M, Cerdan G, Balague C,
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Abstract
AIM: To investigate the impact of psychosocial parameters
on the quality of life (QOL) in healthcare seeking patients
with irritable bowel syndrome (IBS).

METHODS: QOL and psychosocial parameters in consecutive
41 patients with IBS irritable bowel syndrome (IBS) according
to Rome II criteria were measured by questionnaires includ-
ing IBS-QOL, Pittsburgh sleep quality index (PSQI) and symp-
tom checklist-90 (SCL-90), coping style, social supports,
respectively. In the meantime, 37 normal subjects were served
as a control group. The relationship between IBS-QOL and
psychosocial parameters was investigated by regression
analysis.

RESULTS: Compared with normal subjects, all subscales
scores of QOL were lower (P <0.05, respectively), especially
in dysphoria, interference with activity, health worry, social
reaction, and overall score (P =0.000, respectively). In
addition, IBS patients had more psychiatric symptoms
(40.24±4.5, t =2.63, P =0.047), and higher scores of
depression (0.64±0.24, t =2.53, P =0.020) and anxiety
(0.67±0.30, t =2.16, P =0.016). The score of negative cop-
ing (40.79±8.01, P <0.05), fancying (4.95±2.1, P =0.001)
and withdrawal (4.81±2.1, P =0.004), as well as subjec-
tive supporting (23.92±4.2, P =0.046) in IBS was higher
than that in normal subjects. Among IBS patients, the quality
of sleep and daily functions significantly decreased, PSQI
and sleep disturbances as well as soporific using was mark-
edly increased. Multiple regression analysis showed poorer
quality of life in IBS was related with sleep quality (β =0.281),
negative life event (β =-0.363)and anxiety (β =-0.175).

CONCLUSION: QOL in healthcare seeking patients with IBS
is impaired significantly, which is negatively associated
with the abnormalities of many of psychosocial parameters.

Wang WA, He JQ, Hu JP, Zeng ZY, Chen W. Impact of psychosocial
parameters on quality of life in patients with irritable bowel syndrome.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(7):1626-1630

摘要
目的:  探讨影响就诊肠易激综合征(IBS)患者生活质量的心

理社会因素.

方法: 采用肠易激综合征生活质量量表、心理学症状自评

量表(SCL-90)、生活事件量表、特质应对方式问卷、应

付方式问卷、社会支持评定量表及匹兹堡睡眠质量指数对

符合罗马II标准连续在消化专科门诊的41例IBS患者进行

测评，并与同期诊断的匹配的37名健康自愿者对照. 通过多

元逐步回归分析探讨心理行为因素对患者生活质量的影响.

结果: 与正常组相比，IBS组生活质量的8个因子和总分均

显著降低(P <0.05)，其中即烦躁不安、冲突行为、社会

反应、健康忧虑降低最为明显(P =0.000). 此外，IBS 患者

精神症状明显 (40.2 ± 4.5，t =2.63，P =0.047)，焦虑

0.67 ± 0.30，t =2.16，P =0.016) 和抑郁(0.64 ± 0.24，

t =2.53，P =0.020)积分也显著增高.IBS 患者的消极应对

(40.8 ± 8.0，P <0.05)，幻想(4.95 ± 2.1，P =0.001)和退避

(4.81 ± 2.1，P =0.004)以及主观支持(23.9 ± 4.2，P =0.046)

积分 均明显高于正常人. 同时IBS 患者的睡眠质量、日间

功能显著降低，PSQI、睡眠障碍积分和安眠药应用显著增

加. 多元回归分析显示IBS 患者的生活质量降低与睡眠质量

(β=0.281)和负性生活事件(β=-0.363)及焦虑状态(β=

-0.175)关系更为密切.

结论: IBS患者生活质量降低与多种心理社会参数异常呈明

显的负相关.

王伟岸, 何剑琴, 胡品津, 曾志荣, 陈为. 心理社会因素对肠易激综合征患者
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0   引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome，IBS)是常见的
功能性肠病(functional bowel disease，FBD)[1]. 由于缺乏
客观评价疾病活动状态的生物学标志，健康相关生活
质量(health related quality of life，HRQOL)已成为这类



疾病患者临床终效研究的重要评价指标[2-9]. 因此，了解

影响IBS患者HRQOL的社会文化背景、心理社会因素以

及躯体症状特征有助于制订针对性的治疗策略[5, 10-12]. 不少

学者采用普适性HRQOL测评工具[13-17]，所得结果差异很

大. 近年来国际上越来越重视疾病专用生活质量 (quality of

life，QOL)工具在 IBS 临床研究中的应用 [2-5,18-22]，其中

Drossman et al  (Am J Gastroenterol  2000;95:999-1007) 编

制的 IBS 专用生活质量量表(IBS-QOL)是该类量表中的

典范，已在多个国家应用，我们已获授权对该量表进行

汉化和校正，发现该量表同样适合国人应用[19-20]. 尽管

心理行为因素在IBS发病中具有重要作用已成共识，但

心理行为因素对IBS者HRQOL的影响还鲜见系统研究.

因此，我们采用 Drossman et al. 编制的 IBS-QOL，评

价影响就诊 IBS 患者 HRQOL 的心理行为因素.

1   材料和方法

1.1 材料  根据 IBS 罗马Ⅱ标准[1]，2002-02/2002-03 在

中山大学附属一院消化内科连续就诊的 IBS 患者 41

例，男 19 例，女 22 例，年龄 12-71(37.1 ± 14.5 岁)，其

中腹泻型 19 例，便秘型 10 例，腹泻便秘交替型 12 例;

性别、年龄、教育年限、婚姻状况(已: 否)、患者自评的

家庭经济状况(小康:  非小康)匹配的对照组来自同地区的

健康自愿者 37 名(男 17 名，女 20 名，年龄 38.1 ± 14.

7 岁). 所有调查对象均经血常规、血沉、血生化、粪常

规、腹部 B 超、钡剂和 / 或肠镜等检查，排除器质性疾

病，且无明显的神经精神病史及药物酒精滥用史.

1.2 方法  量表包括评价精神症状的临床症状自评量表

(SCL-90)、评价应对策略的特质应对方式问卷和应付

方式问卷、社会支持评定量表、汉化的匹兹堡睡眠质

量指数 (PSQI)，量表及记分方法按相应文献(均引自中

国心理卫生杂志社. 心理卫生评定量表手册，增订版. 北

京，1999); QOLQOLQOLQOLQOL 评价采用汉化后的 IBS-QOL[20-22] . PSQI

量表由 23个条目构成，分为 7个域，包括睡眠质量(S1)、

入睡时间(S2)、睡眠时间(S3)、睡眠效率(S4)、睡眠障碍

(S5)、安眠药物(S6)和日间功能(S7)，每个成份按 0，1，

2，3 计分，各域分相加为 PSQI 总分，总分越高示睡眠

质量越差. 调查对象根据指导语单独完成，个别文化程

度低的患者在经过专门训练的医生指导下完成. 各个量

表的. IBS-QOL 包括 34 个条目，分为 8 个方面，即烦

躁不安(Q1)、冲突行为(Q2)、身体角色(Q3)、健康忧

虑(Q4)、饮食限制(Q5)、社会反应(Q6)、异性概念(Q7)和
家庭关系(Q8). 每一方面得分通过转换使其值在 0-100
范围内，得分越高生活质量越好.
        统计学处理  采用 SPSS 8.0 进行统计分析，量表各
指标用 mean±SD 表示; 两样本均数比较用 t 检验，多样
本均数比较用ANOVA检验，多样本比率比较用χ2检验.
并采用逻辑回归分析评价心理社会因素对 IBS-QOLQOLQOLQOLQOL 的
影响，P <0.05 作显著性差异的检验标准.

2   结果

2.1 IBS 患者心理社会因素和 IBS-QOL 的测评  与正常
人相比，IBS-QOLQOLQOLQOLQOL 测评结果差异非常显著(见表 1). 与
正常人相比，IBS 患者精神症状总积分(T)(40.2 ± 4.5，
t = 2.63，P =0.047)、阳性项目数(P)(0.65 ± 0.31，
t =1.98，P =0.001)、痛苦水平(S)(1.44 ± 0.57，t =1.98，
P =0.001)、抑郁(0.64 ± 0.24，t =2.53，P =0.020)和
焦虑(0.67 ± 0.30，t =2.16，P =0.016)评分明显增高.
IBS 患者消极应对(PC)积分(40.8 ± 8.0)明显高于正常人
(35.5 ± 7.6，P <0.05)，而积极应对(AC)积分 IBS 患者
(24.9±7.6)和正常人(27.2±7.8)无明显差异(P >0.05). 进
一步对调查对象进行应付的具体方法测评，结果显示
IBS 患者的应付方式不同于正常人，IBS 患者的幻想
(4.95 ± 2.1 vs 3.49 ± 1.9，t =3.86，P =0.001)和退避
(4.81 ± 2.1 vs 3.37 ± 2.1，t =3.94，P =0.004)积分显
著增高. 社会支持度测评显示，IBS 患者的主观支持度
积分(22.1 ± 3.5)明显低于正常人(23.9 ± 4.2，t =1.14，
P =0.046). 与正常组相比，IBS 组睡眠质量(1.46 ± 0.69，
P =0.000)、睡眠障碍(1.41 ± 0.52，P =0.015)、安眠
药物(0.75 ± 0.42，P =0.035)、日间功能(1.23 ± 0.90，
P =0.007)和 PSQI(7.97 ± 3.54，P =0.000)积分均明显增高.

表 1  IBS 患者和正常对照 QOL 的比较

IBS-QOL              正常组       IBS 组          P 值

Q1            96.6 ± 6.0    79.8 ± 18.8          0.000

Q2            96.2 ± 7.1    79.0 ± 22.8          0.000

Q3            97.8 ± 7.1    87.4 ± 18.7          0.004

Q4            97.8 ± 5.1    83.1 ± 21.7          0.000

Q5            97.3 ± 5.2    89.0 ± 16.1          0.012

Q6            96.8 ± 6.2    83.4 ± 17.4          0.000

Q7            97.6 ± 7.7    82.0 ± 25.6          0.001

Q8            97.1 ± 6.0    84.8 ± 21.2          0.001

总分            97.0 ± 5.0    82.6 ± 18.4          0.000

2.2 心理社会因素对 IBS-QOL 的影响          回归分析发现

SCL-90 的躯体化(ST)、强迫症状(OC)、人际敏感(PS)、

抑郁(D)、焦虑(A)、敌对(R)、恐怖(P)、偏执(L)和精神

病性(PD)诸因子均与 IBS-QOL 呈明显负相关(表 2). 应

付方式中合理化应对方式与 IBS-QOL 总分呈负相关

(表 3). 负性事件刺激量和总刺激量与生活质量的多项

指标负相关(表4). 睡眠质量与多项IBS-QOL指标负相

关各项及总分均呈显著负相关(表5). 以IBS-QOL总分

作为应变量，分别以 SCL-90、生活事件、特质应对

方式、应付方式、社会支持和睡眠质量各观察指标作为

自变量，作多元逐步回归分析，结果进入方程的自变

量(及其 β 值)分别是负性事件刺激量(-0.363)、焦虑

(-0.175)和睡眠质量(0.281)，方程复相关系数 r =0.409，

F =10.832.
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表 2  IBS-QOL 与 SCL-90 相关分析

IBS-QOL   T        P        S      ST     OC      PS        D        A        R        P        L      PD

Q1   -0.553b   -0.554b   -0.280b   -0.530b   -0.475b   -0.414b         -0.533b         -0.452b            -0.406b   -0.422b   -0.319b   -0.394b

  Q2   -0.607b   -0.607b   -0.375b   -0.600b   -0.537b   -0.470b   -0.577b   -0.461b   -0.406b   -0.440b   -0.330b   -0.418b

  Q3   -0.577b   -0.577b   -0.343b   -0.482b   -0.467b   -0.490b   -0.602b   -0.432b   -0.400b   -0.453b   -0.355b   -0.474b

  Q4   -0.595b   -0.595b  -0.354b   -0.463b   -0.505b   -0.506b   -0.587b   -0.486b   -0.462b   -0.483b   -0.338b   -0.508b

  Q5   -0.603b   -0.603b   -0.386b   -0.571b   -0.523b   -0.504b   -0.607b   -0.433b   -0.321b   -0.482b   -0.344b   -0.455b

  Q6   -0.557b   -0.558b   -0.356b   -0.549b   -0.488b   -0.435b   -0.538b   -0.454b   -0.369b   -0.376b   -0.279b   -0.419b

  Q7   -0.545b   -0.546b   -0.407b   -0.585b   -0.470b   -0.401b   -0.525b   -0.388b   -0.311b   -0.354b   -0.276b   -0.378b

  Q8   -0.618b   -0.618b   -0.342b   -0.604b   -0.549b   -0.546b   -0.586b   -0.507b   -0.339b   -0.502b   -0.413b   -0.463b

总分   -0.635b   -0.636b   -0.379b   -0.601b   -0.549b   -0.506b   -0.619b   -0.496b   -0.424b   -0.477b   -0.360b   -0.471b

aP <0.05, bP <0.01.

表 3  特质应对方式、应付方式与 IBS-QOL

IBS-QOL     PC   AC 解决问题   自责   求助   幻想   退避 合理化

Q1 -0.160 0.128   0.008 -0.079 -0.006 -0.013   0.019 -0.218a

Q2 -0.106 0.052 -0.055   0.011   0.021   0.040   0.040 -0.187a

Q3 -0.154 0.027 -0.040 -0.111 -0.002   0.008 -0.065 -0.270b

Q4 -0.172 0.118   0.050 -0.057 -0.017 -0.006   0.063 -0.157

Q5 -0.058 0.030 -0.089 -0.043   0.050 -0.017 -0.095 -0.253b

Q6 -0.109 0.074 -0.058 -0.052 -0.002 -0.016 -0.040 -0.132

Q7 -0.044 0.044 -0.146 -0.011 -0.110 -0.037   0.017 -0.171

Q8 -0.128 0.095 -0.010 -0.059   0.074 -0.037   0.035 -0.172

总分 -0.135 0.084 -0.038 -0.053   0.004 -0.003   0.005 -0.215a

aP <0.05, bP <0.01.

表 4  IBS-QOL 与生活事件、社会支持相关分析

IBS-QOL       正性事件           负性事件 总刺激量    总支持分         客观分           主观分 利用度

Q1 0.147 -0.287b -0.293b  -0.082 -0.165 -0.020            0.008

Q2 0.237a -0.338b -0.360b -0.129 -0.187a -0.043 -0.078

Q3 0.269b -0.461b -0.478b  -0.148 -0.228a -0.043 -0.083

Q4 0.149 -0.457b -0.444b  -0.093 -0.158 -0.016 -0.051

Q5 0.208a -0.331b -0.347b -0.095 -0.158 -0.039 -0.010

Q6 0.159 -0.183 -0.203a -0.078 -0.173            0.013 -0.034

Q7 0.127 -0.231a -0.237a -0.116 -0.180 -0.042 -0.044

Q8 0.179 -0.349b -0.356b -0.019 -0.091   0.018            0.040

总分 0.206a -0.357b -0.370b -0.108 -0.187a  -0.026 -0.037

aP <0.05, bP <0.01.

表 5  IBS-QOL 与睡眠质量相关分析

IBS-QOL      S1     S2     S3     S4     S5    S6     S7   PSQI

Q1 -0.253a -0.076 -0.097 -0.055 -0.143 -0.071 -0.135 -0.212a

Q2 -0.283b -0.041 -0.135 -0.086 -0.098 -0.008 -0.062 -0.185

Q3 -0.240a -0.066 -0.161 -0.135 -0.226a -0.046 -0.076 -0.221a

Q4 -0.307b -0.070 -0.167 -0.075 -0.102 -0.074 -0.037 -0.202a

Q5 -0.243a -0.085 -0.236a -0.190 -0.152 -0.126 -0.183 -0.281b

Q6 -0.188 -0.028 -0.137 -0.080 -0.114 -0.048 -0.060 -0.159

Q7 -0.369b -0.108 -0.214a -0.233a -0.286b -0.108 -0.114 -0.325b

Q8 -0.190 -0.088 -0.066 -0.032 -0.106 -0.099 -0.055 -0.160

总分 -0.281b -0.071 -0.152 -0.104 -0.155 -0.066 -0.098 -0.227a

aP <0.05, bP <0.01.
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3   讨论

QOL 作为一个重要的终效评价指标，已广泛应用于临床
研究[2-5]. IBS患者的健康质量受到不同程度的影响 [6, 8-21]. 我
们采用疾病专用的 IBS-QOL 发现 IBS 组 QOL 总分及各
因子分(即烦躁不安、冲突行为、身体角色、异性概念、
社会反应、饮食限制、健康忧虑和家庭关系)均显著低
于正常组，进一步说明 IBS 患者的 QOL 是明显降低的.
影响 IBS 患者 QOL 的因素是多方面的，不仅包括患者
的躯体症状，还涉及患者所处的社会文化背景、患者的
心理行为因素和就诊状态以及人口学因素[2, 5, 9, 11, 15]. 基
层医疗单位就诊患者的 QOL 明显好于综合性医学中心
就诊的患者[8, 9, 11, 15, 21]，心理因素和躯体症状分别是影
响IBS患者QOL的独立因素[16, 22-26]女性性别[2, 9]和睡眠质
量[25-26]也可能是影响患者QOL的重要因素. 我们重点探
讨了 IBS 患者心理行为因素与 IBS-QOL 的关系，发现
IBS 患者精神症状多项评分(抑郁、焦虑等积分增高明
显)不同于正常人，并且消极应对积分明显高于正常人，
常常通过幻想和退避来应对具具具具具体生活事件，其主观社
会支持度积分也明显低于正常人. 与正常组相比，IBS
组的睡眠质量明显降低. 这些有助于说明就诊 IBS 患者
存在多种心理行为异常. 这些心理行为因素的外在表现
反映在患者的疾病行为上，是生活质量测评的重要内
容[2-3]. 因此，我们进一步评价了这些心理行为因素与患
者 QOL 的关系，发现以 IBS-QOL 总分作为应变量，以
睡眠指数各领域评分作自变量，多元逐步回归分析显示
睡眠质量对 QOL 影响明显，F 2 =7.9%，即 QOL 可由睡
眠质量解释的比例是 7.9%. 这提示临床上对 IBS 患者进
行QOL评价时，不应忽视患者的睡眠质量. IBS患者QOL
与生活事件总刺激量尤其是负性事件刺激量、SCL-90总
分及躯体化、强迫症状、人际敏感、忧郁、焦虑、敌对、
恐怖、偏执和精神病性诸因子高度负相关，说明心理认
知异常和应付策略不当是影响IBS患者QOL的重要因素.
       IBS 治疗的重要目标是提高患者的 QOL[19, 27]. 因此，
QOL 已成为评价 IBS 病情转归和治疗效果的重要指
标[2,19-20, 28-32]. 研究发现对有心理行为异常IBS患者进行心
理行为治疗，可有效缓解临床症状，提高患者的 QOL，
减少有限医疗资源的不当占用[19-20, 28-32]. 我们还发现，尽
管总体上心理行为因素对就诊 IBS 患者 QOL 有明显影
响，但不同 IBS 患者心理行为特征又有差异. 这是值得
重视的，临床上应采用个体化的治疗措施，纠正IBS患
者的心理行为异常. 在本研究中，IBS 病例来自区域医
学中心的专科门诊，无疑存在明显的病例选择偏畸. 为
探讨心理行为因素与 IBS 患者 QOL 的明确关系，应进
一步研究不同就诊状态 IBS 患者生活质量的影响因素.
致谢: IBS 专用生活质量量表汉化由 Drossman DA，

Patrick DL 等三方联合授权王伟岸进行.
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摘要
溃疡性结肠炎(ulcerative colitis，UC)是一种反复发作的难

治性肠病，其病因和发病机制复杂，迄今尚不十分清楚，

诸多基因与之密切相关. 免疫功能的异常是UC发病的关键

因素之一，多种细胞因子参与UC的发生发展; 凋亡基因、

癌相关基因与UC肠道病变及癌变密切相关; UC具有较高

的遗传倾向，遗传基因表达失调; 最新的基因表达谱研究

也显示UC与多种基因表达异常相关.
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0 引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis，UC)是一种反复发作的
难治性肠病，其病因和发病机制复杂，迄今尚不十分
清楚，但诸多研究显示其与遗传、免疫、环境等因素密
切相关，并存在着高于正常人群5-8倍的癌变率[1]. 近年
来，随着分子生物学技术和基因研究的快速发展，溃疡
性结肠炎相关基因表达研究取得一定进展，从多角度
对其病因和发病机制进行了探索.

1  细胞因子基因表达异常与 UC 的发生发展

免疫功能的异常是 UC 发病的关键因素之一，细胞因
子在其病理过程中起着重要作用. 重要的促炎细胞因子
有 IL-1β、IL-6、IL-8、TNF-α 等，抗炎细胞因子
有 IL-1ra，IL-4，IL-10，TGF-β 等，促炎性细胞因
子和抗炎性细胞因子的平衡调节，对维持肠道正常免
疫反应具有十分重要的病理生理意义[2-5].
        白介素 1(IL-1)是一种具有多种生物活性并能作用
于体内多种组织和器官的细胞因子，他在局部和全身
炎症及免疫反应中起核心作用，能诱导其他炎症细胞
因子(如 IL-6)、趋化因子、黏附分子、急性时相蛋白和
组织重建酶等的合成. IL-1 被公认为是介导 UC 发病的
重要细胞因子之一，可以产生对中性粒细胞等炎症细
胞的趋化作用，吸引其进入肠道病变部位，从而引

起 — 系列的肠道病变，如结肠上皮的损伤、小血管

炎、隐窝脓肿等，最终造成 UC 的发病. 相关动物实
验研究中发现，正常大鼠结肠黏膜 IL-1βmRNA 表达
阴性，UC 大鼠结肠黏膜 IL-1βmRNA 表达增高[6-9] ，
Street 、朱峰 et al 临床研究也显示 UC 患者肠黏膜活检
组织 IL-1βmRNA 表达显著增强，且在长期反复发作
型 UC 中表达增高更加明显[10-12]，并有学者认为 IL-
1mRNA 可作为监测 UC 病情活动和评价临床疗效的指
标，还可监测 UC 早期或潜在活动[10].
        IL-6 是主要由 T、B 细胞和单核 - 巨噬细胞分泌的
细胞因子，在机体的炎症反应和免疫调节过程中发挥
重要作用. 可协同 IL-1 诱导 T淋巴细胞表达 IL-2 和IL-
2R，促进 T 细胞的增生[13] ，也可促进 B 细胞的终未
分化，诱导免疫球蛋白的分泌，加强细胞毒T细胞及自
然杀伤细胞溶解细胞的能力[14] . 研究表明 UC 患者结肠
黏膜中 IL-6 主要来自巨噬细胞，也可由结肠上皮细胞
分泌，LPS、IL-1、TNF-α 、集落刺激因子等能刺
激 IL-6 的产生[15]，其作为重要炎症和免疫介导因子参
与 UC 的病理过程. IL-6mRNA 在溃疡性结肠炎大鼠脾
脏和结肠黏膜中大量表达，而正常对照组大鼠未见表
达[6]. 研究发现细胞因子IL-6mRNA的表达在UC活动期
均高于非活动期[16-17]，UC 病变部位的固有层单核细胞
(LPMC)表达大量 IL-6mRNA 并且分泌大量 IL-6 蛋白，
且与疾病活动性呈正相关[18].

       IL-8 是吸引、激活多形核中性白细胞的重要细胞

因子，该细胞在 UC 病变肠道内大量存在. 诸多研究显

示 IL-8mRNA 的表达在 UC 发病机制中起到了重要作

用，他们作为炎症递质，介导了黏膜病理损伤. 已有研

究表明，UC 患者可能存在短暂的 IL-8 基因表达稳定

性的改变[19]，UC 患者肠黏膜活检组织 IL-8mRNA 表达

与对照组相比明显升高，且与HF-κB DNA结合活性呈

显著正相关[11]，在疾病活动期高于非活动期[16]，并可

作为监测 UC 病情活动和评价临床疗效的指标之一[10].

        李琪佳 et al [17]对 UC 结肠黏膜 TNF-α 表达与 UC 不
同时期浸润的炎细胞免疫表型之间的关系的研究显示，
TNF-αmRNA 的表达在活动期高于非活动期. Akazawa
et al 发现 UC 患者结肠黏膜 TNF-αmRNA表达增高，并
与炎症活动程度相关[9, 20]，动物实验研究也显示相同结
果[21]. 因此，可知促炎症因子 TNF-α 在 UC 的发病过程
中也发挥着重要作用.
        IL-10 是 Th2 细胞、B 淋巴细胞、单核以及巨噬细
胞产生的一种具有多向性生物活性的免疫抑制因子，
起初称为“细胞因子合成抑制因子”(cytokine synthe-



sis inhibiting factor，CSIF)，后命名为 IL-l0[22]. 许多研
究证明 IL-10 具有广泛的抑制促炎细胞因子的作用，
他几乎抑制所有促炎细胞因子的合成与释放，如单核
细胞产生 TNF-α、IL-1、IL-6 和 IL-8 以及 T 细胞分
泌 IL-2 和 IFN-γ等，还促进抑炎细胞因子白介素 1 受
体拮抗剂的合成，因而具有抑制炎症反应的作用[23-26].
而有关 IL-10 在 UC 中表达的研究显示出不同的结果，
也得到不同的解释，Niessner et al发现与对照组相比活
动期 UC 患者肠黏膜 IL-10 mRNA 表达较对照组显著增
高，认为IL-10是控制IBD炎症反应的重要调节因子[27];
Akagi et al[28]的临床研究也显示，UC 患者炎症和非炎
症肠组织IL-10 mRNA表达均显著增高; 而Gasche et al [29]

报道，UC 患者肠组织中 IL-10 mRNA 表达减少，其
炎性结肠黏膜固有层单核细胞产生 IL-10 减少及对
rhIL-10 反应减弱. Roussomoustakaki et al [30]的研究显示
ANCA(+)UC 患者的 IL-1RA 基因 2 频率明显高于 ANCA
(-)UC患者. Bulois et al [31]用RT-PCR方法分析患者的结
肠黏膜发现: 当 UC 患者组织学损伤评分>2 分，中性粒
细胞浸润>10% 和有隐窝脓肿时，IL-10/IL-8 mRNA 表
达显著下降，IL-8 和 IL-10 之间的失衡与结肠黏膜组
织损伤有关.
        Inoue et al [32]观察了61例溃疡性结肠炎患者，并设
18例炎症对照组和16例非炎症对照组. 应用RT-PCR检
测结肠组织中 IL-2、IFN-γ、IL-4、IL-10、IL-13
和 IL-15 基因表达的变化. 结果 UC 患者 IL-10 表达比
率(75.4%)高于非炎症对照组(37.5%, P <0.01)，IL-4 阳
性表达率(41%) 高于炎症对照组(5.6%, P < 0.01) 和非炎
症对照组. IL-4 (66.7% vs 20.6%，P <0.01) 和 IL-13
(63.0% vs 29.4%, P <0.01) 在活动期UC阳性表达高于非
活动期 UC. IL-2, IFN-γ、和 IL-15 阳性表达率在各组
临床、肠镜、病理炎症分级中均无差异. 提示在活动性
UC 中，IL-4 作为中枢与其他 Th2 样细胞因子共同发
挥作用，而 Th1 样细胞因子和 IL-15 与 UC 局部炎症无
明显相关. Sawa et al [33]应用实时定量PCR检测显示活动
性 UC 患者结肠黏膜 IL-1β、IL-4、IL-5、IL-8、
IL-12p40、IFN-γ 和 TNF-αmRNA 表达显著增高.
        其他相关细胞因子在UC中基因表达研究，如Seegert
et al [34]通过对 21 例 IBD 患者(包括 10 例 UC 患者)的研究
显示其炎性肠黏膜的IL-16mRNA及其蛋白表达显著增
高，并能促进其他促炎性细胞因子的分泌，如 IL-1β、
IL-6、IL-15、TNF-α 等. 王晓娣 et al [35]对 UC 患者
病变部位的黏膜固有层CD+

4T细胞(LP-CD+
4T)与非受累

部位的 L P - C D +
4T 细胞比较，他们表达大量的 I L -

17mRNA 并自发分泌大量 IL-17 蛋白. Nielsen et al [36]结
果显示，IL-17 mRNA 在中度和重度活动性 UC 中表达
增高，在活动性 UC 中 IL-12 mRNA 表达水平上调，
缓解期 IL-12 mRNA 表达水平与对照组无差异.
        Autschbach et al [37]应用实时定量RT-PCR对IBD中
35 个编码细胞因子，化学增活素和肠道中的相关分子

的 mRNA 进行分析. 结果 IFN-γmRNA 呈高水平表达.
Lawrance et al [38]应用原位杂交和免疫组化法分析 TGF-β
和 IGF-1 mRNA 在 CD 肠纤维化、CD 炎症、UC 炎症
和对照组肠组织中的表达. TGF-β和IGF-1 mRNA在UC
表达增高局限在固有层和黏膜下层，同时在该分布区
伴有炎细胞浸润，III 型胶原和 I 型胶原表达比率也增
高，与炎症浸润相一致. 结果提示TGF-β和IGF-1参与患
者肠道细胞外基质的重构，他们表达的增高依赖于炎症
浸润的范围和存在度，而不是炎症性肠病的类型. di Mola
et al [39]研究显示溃疡性结肠炎中，神经生长因子(NGF)
mRNA 表达增加 58% (2.4-fold; P <0.01)，其高亲和力受
体 TrkA mRNA 表达增加 50% (1.5-fold; P <0.05). 巨噬细胞
集落刺激因子(M-CSF)在炎症性肠病肠组织损伤中可能
也起着一定作用，Klebl et al [40]研究发现患者肠组织M-
CSF 表达频率增高，但并未发现黏膜 M-CSF mRNA 水
平增高.

2   凋亡基因、癌基因表达异常与 UC 癌变相关性

溃疡性结肠炎发病过程中存在细胞凋亡的异常，并受
多种因素的影响. 目前越来越多的证据提示，肠上皮细
胞的凋亡加速与炎症细胞(如中性粒细胞)的凋亡抑制是
导致溃疡性结肠炎结肠组织损伤和免疫紊乱的重要机
制之一[41-42]. 同时，溃疡性结肠炎的形成和演化过程中
存在着一系列的癌相关基因表达变化，慢性复发型溃
疡性结肠炎患者具有明显癌变倾向. 癌基因在溃疡性结
肠炎癌变过程中发挥着极为重要的作用.
        Bcl-2基因是人们在研究B细胞淋巴瘤中发现的一种
异常表达的原癌基因，位于第 18 号染色体短臂(18q21.3)，
近年发现，Bcl-2 为一种细胞凋亡抑制基因，有人又
称之为自身免疫基因[43]. 促凋亡基因 bax 在决定细胞凋
亡中也起着重要的作用，Bax 是 1993 年在人前 B 细胞
基因文库发现的一种新基因，是 bcl-2 家族的新成员，
功能上与抗凋亡基因 bcl-2 相反，可与 bcl-2 形成异源
二聚体，从而抑制 bcl-2 的功能，bax/bal-2 的比率决
定了凋亡的发生与否，当促凋亡基因 bax 表达过量时，
促进凋亡的发生[44]. 而 Iimura et al [45]研究 Bax/Bcl-2 系
统在诱导 U C 炎症结肠上皮细胞凋亡的作用中发现
CD95，Bcl-xL 和 Bcl-2 蛋白在正常和 UC 结肠上皮表达
水平相当，而Bax蛋白和mRNA表达在正常结肠和非活
动期 UC 结肠上皮表达一致，在 UC 炎症结肠上皮 Bax
蛋白和mRNA表达显著下降. 研究首次显示Bax在UC炎
症结肠上皮表达降低，提示在 UC 炎症性结肠黏膜 Bax/
Bcl-2 系统似乎并未参与上皮细胞凋亡.
         Fas/FasL也是溃疡性结肠炎肠上皮细胞凋亡的重要
途径之一. 正常结肠上皮细胞表达 CD95(Fas)，只有少
量 CD95 配体(FasL)阳性细胞散在分布邻近的肠上皮
中，凋亡细胞数量也明显增加，Fas和FasL结合形成死
亡诱导信号复合物于固有层，而在溃疡性结肠炎组织
中，FasL 阳性细胞数量明显增加，其最终引起细胞
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凋亡; FasL 在活动性溃疡性结肠炎病变部位表达增强，
可直接使表达 Fas 的结肠上皮凋亡，并且可通过 IL-8
的产生，增加中性粒细胞和淋巴细胞的迁移和活性，
从而导致溃疡性结肠炎黏膜的进行性损害[46-48]. Ueyama
et al [47]对正常和 UC、CD 患者结肠黏膜标本的研究显
示，FasL mRNA 在 UC 结肠黏膜病变部位表达增强，但
在与活动性 CD 和活动性直肠炎型 UC 相关的黏膜中表
达不明显; FasL mRNA表达发生在单核细胞浸润的病变
部位. Fas 在 UC、CD 和正常的上皮细胞表达，而 FasL
在 CD3 淋巴细胞浸润的活动性损伤黏膜固有层表达，
认为 Fas-FasL 诱导的凋亡参与 UC 的黏膜损伤.
        p53是一种参与DNA修复及诱导细胞凋亡的DNA结
合蛋白，野生型 p53 像一个“分子警察”那样监督着
DNA 的完整性. 当 DNA 受到各种基因毒剂损伤时，野
生型 p53 诱导细胞进入 G1 期，抑制细胞增生，直到
DNA 修复. 如损伤不能被修复，野生型 p53 就诱导那些
细胞凋亡的基因转录，使其进入细胞凋亡状态. 当野生
型 p53 基因突变时，便失去了对细胞的监视作用，细
胞因遗传不稳而产生突变和染色体畸变，最后导致细
胞癌变. Yoshida et al [49]在对溃疡性结肠炎的研究中发现
长期溃疡性结肠炎患者存在着p53基因突变. Fujii et al [50]

发现 UC 患者有发生结肠癌的高风险，UC 患者再生上
皮组织中p53外显子5-8突变发生频繁. Hussain et al [51]

的研究也显示 UC 中 p53 突变增加，具有癌变倾向.
Brentnall et al [52]对溃疡性结肠炎活检标本的非分化异常
细胞进行了检测，结果 30% 检出 p53 基因改变，并发
现 p53 突变是早于 p53 杂合子丢失的遗传事件，p53 突
变与非整倍体性密切相关. 刘变英et al [53]对大肠癌及癌
前病变多个相关基因表达的探讨发现 p53 在大肠癌、
大肠腺瘤、溃疡性结肠炎及正常组织中高表达率分别
为 55%、57%、50%、0%，突变率分别为 37.5%、
14.3%、8.3%、0%，有显著差异(P< 0.05). 提示 p53
基因高表达在大肠癌前病变即已发生，与大肠癌的发
展阶段有关. 李志 et al [54]应用改进的非同位素 PCR-
SSCP方法对溃疡性结肠炎及溃疡性直肠癌(UCACRC)患
者的活检及手术标本进行 p53 基因的检测研究结果显
示，溃疡性结肠炎、癌旁组织及 CRC 分别检出 28.6%
(6/21)、31.6%(6/19)及 47.4%(9/19)的病例发生 p53 基因
改变. 认为 p53 基因的改变在 UCACRC 不是晚期事件.
Heinzlmann et al [55]对 190 例患者(包括 UC73 例，CD58 例
及对照组49例非肿瘤、10例结直肠癌)的结肠灌洗液分析
p53和 K-ras的突变情况. 结果在癌症患者突变发生最频繁
(5/10，50%)，而在非肿瘤对照组很少发生(1/49，2.0%). 在
CD 患者中发生率为 15.4%, 广泛性 UC 中为 18.6%, 左半
结肠 UC 中 13.3%, 远端 UC 中为 6.7% (P >0.05). 与疾病
病程呈正相关(≥11 a, P <0.05).
         对于溃疡性结肠炎细胞凋亡的基因调控研究表明，
在 p53 基因表达升高的同时，溃疡性结肠炎癌变后 c-
myc 基因表达亦有显著升高. c-myc 基因亦具有诱导增

生与结肠细胞细胞凋亡的双向作用，而 c-myc 基因诱导
细胞凋亡则需要p53基因的参与[56-57]. Macpherson et al [58]研
究显示c-myc原癌基因在UC患者结肠组织中表达增高.
刘变英 et al [53]对大肠癌及癌前病变多个相关基因表达
的探讨亦发现 C-myc 基因在大肠癌、大肠腺瘤、溃疡
性结肠炎及正常组织中高表达率分别为 95%、63.3%、
66.7%、0%.
       此外，对溃疡性结肠炎癌相关的基因研究还发现
在大肠癌、大肠腺瘤、溃疡性结肠炎及正常组织中 p73
基因高表达率分别为82.5%、81.6%、41.7%、15.4%，有
显著差异(P< 0.05)，仅大肠癌组检出 7 例 p73 基因缺失.
DCC 基因高表达率、突变率、缺失率在大肠癌分别为
5%、47.5%、40%，大肠腺瘤分别为 4.1%、14.3%、
18.4%，溃疡性结肠炎分别为 16.7%、25%、0%，正
常组仅 1 例高表达. K-ras 基因在大肠癌、大肠腺瘤、
溃疡性结肠炎中高表达率分别为 60%、57.1%、58.3%，
突变率分别为 40%、25.4%、16.7%，正常组织无高
表达或突变[53]. Kitamura et al [59]发现HGF-Met系统参与
UC 炎症黏膜修复过程，并为 HGF 和 c-met 基因异常表
达提示 UC 患者具有癌变倾向的观点提供了证据. 他们
研究了肝细胞生长因子(HGF)和 c-met 基因在 UC 患者、
UC相关性结直肠癌患者和正常对照结肠黏膜标本中的
表达. 结果与对照组比较UC炎症肠黏膜中HGF和c-met
基因表达显著增高，在UC相关性结直肠癌周围炎症组
织 HGF 基因表达亦显著增高，c-met 基因在 UC 相关性
结直肠癌肠黏膜中高水平过度表达. Hisamatsu et al [60]的
研究显示IFN-诱导的基因家族1-8U在UC相关癌强烈
表达，在未癌变的 UC 患者肠黏膜中也表达增强，但
正常黏膜无表达.

3  基因多态性与 UC 遗传倾向

众多研究显示，U C 具有较高的遗传倾向，一般认
为，不同血统人中，与 U C 相关联的抗原不同，提
示 UC 通过 MHC 系统带有遗传倾向或带有与本病有关
联基因的人群对本病的易感. 董跃斌 et al [61]对 UC 的
MHC-DR 和 DQ 基因多态性与正常人群进行了分析研
究，结果表明，人类 MHC-DRB1*0301 和 MHC-
DQB1*0301 与汉族人溃疡性结肠炎具有显著相关性，
呈正相关，可能为汉族人 U C 易感基因或易感亚基
因，尤其是 DRB1*0301. 殷石 et al [62]从免疫、遗传学
角度对 32 例溃疡性结肠炎患者及 101 名无血缘关系的
健康人进行 HLA- Ⅰ类(A、B、C)、Ⅲ类(C-4|A、C-
4|B、BF)基因频率及红细胞免疫功能进行测定，结果
UC 患者的 HLA-B-5|、B-27| 基因频率显著增高，而
C-4|AQ-0| 的基因频率显著降低，其他基因(HLA-A、
B 、C 、A 、C - 4 | B 、B F ) 和 U C 无明显相关，提示
HLA- B-5|、B-27| 是我国 UC 的易感基因，C-4|A Q-
0| 是抗性基因.
        彭仲生et al  [63]则研究了溃疡性结肠炎患者的人类白
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细胞抗原 -DR(HLA-DR)基因分型，并分析其与抗中性
粒细胞抗体(ANCA)及疾病分型的关系. 对81例UC患者
和123名健康者分析结果发现: UC患者ANCA的阳性率
为55.0%，对照组均为阴性; UC患者HLA-DR2及DR15
基因阳性率分别为 58.8% 和 40.0%，较对照组 30.1%、
17.9% 显著增高; 与 ANCA(-)UC 患者比较，ANCA(+)UC
患者的 DR15 基因阳性率显著增加，而 DR16 基因阳性
率显著降低; 慢性持续型UC DR2和DR15基因阳性率较
其他型显著增加. 认为在 ANCA 阳性和阴性的 UC 中，
分别由 DR15 和 DR16 基因阳性率增加所致，HLA-DR
基因分型与临床分型有关. Stokkers et al [64]有关HLA-DR
研究的 18 篇报道荟粹分析，发现 HLA-DR2 与 UC 密
切相关，即使剔除日本人的研究报道仍然相关，DR2基
因频率增加由DR15基因频率增加所致. Futami et al [65]的
研究则显示中国人UC亦与HLA-DR2及DR15基因相关
联. 而 Yang et al [66]的研究发现，ANCA(+)UC 与 HLA-
DR2 基因有关，ANCA(-)UC 与 HLA-DR4 基因有关.
       对于 IL-1ra 基因多态性是否与 UC 易患性有关，一
直有争论，彭仲生 et al [67]对 81 例 UC 患者和 114 名健
康者进行 IL-1β、IL-1RA、IL-4 基因多态性分析. 发
现中国汉族UC患者与IL-4内含子3的基因多态性相关
联，UC 患者 IL-4RP1 基因频率明显降低，而 RP2 基
因频率明显增加，与正常人的差异发生在抗中性粒细
胞胞质抗体(ANCA)(+)UC 患者; 中国汉族 UC 患者与 IL-
1β、IL-1RA 基因多态性无关联. 但 Bouma et al 发现 IL-
1ra 第 2 位等位基因及单型 TNF-C 与 UC 病情程度有显
著关系[68-69].
       淋巴毒素 α(LTα)，亦称肿瘤坏死因子 β(TNF-β)，
由激活的 T 细胞分泌，在炎症性肠病黏膜炎症免疫等
方面具有上行调节等重要作用. 夏冰et al [70-71]检测湖北
地区汉族 UC 和 CD 患者及健康对照者 LTαAspH1 以及
IL-1RA 基因多态性，观察不同种族对 UC 和 CD 遗传
易感性的影响. 研究结果显示中国湖北地区汉族 UC 和
CD 患者与正常对照组 LTαAspH1 基因多态性无显著性
差异，IL-1RA 基因多态性无显著性差异，提示该基因
多态性与汉族人 UC 无显著性相关. 还发现炎症性肠病
淋巴毒素α 基因型 1 和 2 杂合子略高于正常对照组，而
且淋巴毒素 α 等位基因 2 与周围血单个核细胞诱生的
高水平肿瘤坏死因子 α 产量有关. 白介素 1 受体拮抗剂
基因多态与炎症性肠病无显著性相关. 认为: 中国人群炎
症性肠病患者淋巴毒素 α 基因可能对肿瘤坏死因子 α
产生起一定作用. 荷兰 Pena 小组的研究显示 LTα 基因
第一内含子 AspH1 限制性片段性长度多态性在 IBD 与
正常组比较差异无显著性[72].

4   溃疡性结肠炎基因表达谱研究

生物芯片是近几年发展起来的一项前沿生物技术，他
可快速、高效、大规模、高通量及平行性获取相关生物
信息，自 1995 年 Stanford 大学的 Schena 和 Brown et al

发表第一篇基因表达谱芯片文章以来，基因芯片已被
广泛应用. 近年来，已有部分科学工作者应用该技术进
行溃疡性结肠炎的相关研究. Dieckgraefe et al [73-74]应用
cDNA array 技术对 UC 患者和炎症、非炎症对照标本
UC结肠黏膜基因表达谱进行研究与分析. 认为DNA ar-
ray 研究能够提供有关疾病发病机制的大量信息，发现
一些炎症递质有可能决定着活动性 UC 特殊组织学特
征. 并在应用 Affymetrix 公司基因芯片杂交实验研究中
发现，IBD 患者结肠黏膜 Reg (regenerating) 基因家族中
Reg Iα、Reg Iβ 和 Reg III mRNA 表达增高.  研究提示
Reg  Iα 可能在炎症中起阻止上皮细胞凋亡的作用.
Dieckgraefe et al 应用Affymetrix 基因芯片杂交和组织病
理学评分的研究结果显示Reg家族基因表达增高明显，
进一步研究显示，结肠黏膜 Reg Iα、Reg Iβ 和 Reg III
mRNA 过度表达. Uthoff et al [75]应用该技术对 UC 和 CD
患者炎性肠黏膜进行分析，发现与 CD 患者比较，UC
患者 588 种基因中 Sarp1(凋亡相关蛋白 1)、fz、dvl 表
达增高，提示Wnt 信号传导途径可能参与 UC的致癌作
用. Nakajima et al [76]用高密度寡核苷酸方法对葡聚糖硫
酸钠小鼠结肠炎模型进行基因表达谱研究，并用实时
定量 PCR 方法验证，发现约 12 000 基因中，下调基因
包括: (1)癌基因; (2) 炎症递质相关基因，如干扰素-γ等;
(3)水、电解质相关基因; (4) 其他. Lawrance  et al [77]应用
DNA 基因芯片，观察了炎症性肠病(溃疡性结肠炎和克
隆氏病)炎症结肠组织基因表达谱. 结果除了显示一些以
前确定和 IBD 相关基因及一些预期上调的细胞因子、
趋化因子基因的表达改变，免疫功能相关基因，如
IGHG3、IGLL2 与 CD74，炎症相关基因 HNL、NGAL,
增生相关的GRO基因等各种基因在 UC中过度表达. 已
被确定的癌相关基因如 DD96，DRAL 和 MXI1 仅在 UC
中有不同程度表达. 在UC和CD中均过度表达的有REG
基因家族和钙结合蛋白 S100 基因 S100A9 与 S100P. 自
然的抗微生物防御素DEFA5和 DEFA6 基因仅特异性地
在 CD 中过度表达.

5   其他

溃疡性结肠炎的发病涉及多种因素，除了遗传、癌
变、凋亡、细胞因子等相关基因外，还有许多其他
基因的改变与之相关. 在炎症结肠中电解质和盐转运的
吸收与分泌会发生紊乱，Lohi et al [78]比较正常和炎症
结肠黏膜三种肠盐运输的主要递质性纤维化跨膜转导
调节因子(CFTR) (Cl- channel)，SLC26A3 (Cl-/HCO
exchanger) 和 SLC9A3 (Na+/H+ exchanger) mRNA及其蛋
白的表达. 将结肠组织标本依据组织学炎症程度分为 3
组. 结果发现 CFTR mRNA 在轻、中、重度炎症结肠
组织中均表达增高，以中度炎症结肠黏膜中最为显
著，CFTR 蛋白在正常和炎症组织中均有表达. 而尽管
SLC26A3 mRNA 在重度的 UC 肠组织中表达减少，但
SLC26A3 蛋白表达在各组中无差异. SLC9A3 mRNA 在
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中度和重度炎症组表达显著改变. 提示肠道炎症影响了
这三种主要肠盐运输递质的表达，提高了 Cl- 的跨皮
分泌和限制了上皮对 NaCl 的吸收，从而导致 UC 患者
腹泻的发生.
        Renzi et al [79]应用原位杂交方法观察在正常和炎症
肠组织中P物质 受体(NK-1R) 和神经激肽A 受体(NK-
2R)表达. 发现在 CD 和 UC 患者中 NK-1R 和 NK-2R 基
因表达均上调. Goode et al [80]应用RT-PCR检测正常组
织和 UC、CD 患者结肠组织神经激肽 -1 受体(NK-1R)
mRNA 表达. 在 IBD 肠黏膜活检组织 NK-1R mRNA 表
达量显著上调，明显高于非炎症肠黏膜组织.  v o n
Lampe  et al [81]观察到 UC 患者活检组织基质金属蛋白
酶(MMPs)和他们的组织抑制因子TIMPs 的基因与蛋白表
达. 结果 MMP-2、MMP-14 和 TIMP-1 mRNA 在炎症组
织中显著增加，炎症性肠病溃疡结肠黏膜中增加 9-12
倍. 但 TIMP-2 mRNA 表达未见改变. MMP-1 和 MMP-3
mRNA 表达与组织急性炎症程度密切相关，与 UC 患者
正常结肠组织标本相比 MMP-1、MMP-3 mRNA 表达增
加 15 倍. MMP-1、MMP-3 mRNA 等的过度表达提示在
IBD结肠组织改变和损伤过程中该类酶起着重要作用. 还
有研究显示炎症性肠病患者肠上皮细胞巨噬细胞炎症蛋
白 -3α(MIP-3α)mRNA 及其蛋白表达增高[82].
        此外，Gassler  et al [83]采用不同方法分析 CD 和 UC
患者活动期、非活动期炎症肠黏膜组织及非炎症组织
结合分子变化情况，发现在活动性IBD组织中结合蛋白
及其 mRNA 显著下调，非活动性炎症组织中只有上皮
细胞钙粘蛋白等少数结合分子有此趋向，非炎症组织
中的结合分子表达与正常对照组无明显差异，显示结
合分子的表达下调与炎症过程密切相关. Wang et al [84]通
过对大鼠三硝基苯磺酸(TNBS)灌肠后 HO 活性和 HO-1
基因表达的研究，发现血红素氧合酶在 TNBS 诱导的
大鼠肠道炎症过程中起保护作用. Masuda et al [85]发现UC
结肠巨噬细胞金属蛋白酶和骨桥蛋白 mRNA 与对照组
相比表达增高，与 UC 溃疡的形成相关.

       总之，随着人类对基因研究的深入，促进了对各

种疾病的认识和治疗效果的提高. 溃疡性结肠炎作为一

种复杂的难治性疾病，其发病似乎涉及免疫系统、环

境、以及尚未确定的慢性肠道炎症易感基因之间的相

互作用. 但在基因表达调控、机体免疫及细胞分化等重

要生命活动中都并非每个基因单独发挥作用，众多基

因是作为一个统一的整体对机体进行调节，发挥作用

的. 近几年有关溃疡性结肠炎相关基因的研究即显示其

涉及到免疫相关基因、凋亡相关基因、癌相关基因、遗

传基因等诸多基因，基因芯片的应用给溃疡性结肠炎

的研究提供了新的有效方法，但迄今为止尚未发现其

特异性的易感基因以及针对性的治疗基因. 因此，在溃

疡性结肠炎病因和发病机制方面还有待我们继续探索

与研究，从而寻找出更加有效的治疗方法，解决溃疡性

结肠炎患者的疾苦.
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摘要
幽门螺杆菌(Helicobacter pylori，Hp)感染是胃癌发生的重

要病因和促进因子，但其确切的致癌机制尚不清楚. 近年来

研究表明，环氧化酶 -2(cyclooxygenase-2，COX-2)在胃

癌及癌前病变中表达增加，在肿瘤的发生、发展过程中起

重要作用. Hp感染可能通过多种途径诱导COX-2表达，刺

激胃上皮细胞增生，使细胞增生和凋亡失衡，促进胃癌的

发生和发展.
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori，Hp)感染是胃癌发生的
重要病因之一，但其确切的致癌机制尚不清楚. 近年研
究表明，环氧化酶 -2(cyclooxygenase-2，COX-2)在多
种肿瘤尤其是消化系肿瘤中表达增加. 体内外实验研究
表明，Hp 感染可通过多因素、多途径上调 COX-2 表
达. 本文对近年来有关 Hp 感染及其诱导的 COX-2 表达
在胃癌发生中作用的研究进展综述如下:

1  Hp 感染与胃癌及癌前病变

流行病学资料提示长期 Hp 感染可导致胃黏膜的萎缩、
肠上皮化生及异型增生，最终形成胃癌[1-3].  因此，
1994年世界卫生组织国际癌症研究机构已正式将Hp列
为第一类生物致癌因子. 近年来动物实验研究、胃黏膜
上皮细胞培养和 Hp 根除干预实验等均证实了 Hp 感染
致胃癌的危险性[4-6]. Hp细胞毒素相关基因A(cagA)阳性
菌株具有更强的毒力和危险性，cagA+ 菌株感染后胃黏
膜上皮细胞损害明显并影响壁细胞的分泌功能，导致
胃酸分泌减少，胃内细菌过度生长，促使硝酸盐降解
为亚硝酸盐和亚硝胺等致癌物. 因此，cagA+ Hp 感染与
癌前病变和胃癌的发生密切相关[7].
        然而，Hp 感染致胃癌发生的确切机制目前尚不十
分清楚. 现已证明，Hp 感染可激活炎症反应中多种细
胞因子、自由基和一氧化氮(NO)的释放，这些物质均

可刺激细胞增生并有DNA损伤作用[8-9]. Hp及其CagA蛋
白可能促进细胞凋亡抑制基因Bcl-2表达，诱导抑癌基
因 p53 突变，从而使细胞增生和凋亡失平衡，最终导
致胃癌的发生[10-11]. 细胞外基质成分的降解在肿瘤细胞
侵犯周围组织和远处转移中发挥重要作用，而基底膜
基质的降解与基质金属蛋白酶(MMPs)和组织型金属蛋
白酶抑制剂(TIMP)的活性密切相关. 最近研究表明，
Hp 感染可能通过改变 MMPs 和 TIMP 的表达而参与胃
癌的转移过程[12].

2  COX-2 表达与胃癌和癌前病变

2.1 COX-1 和 COX-2 在胃黏膜中的表达  环氧化酶
(cyclooxygenase，COX)是花生四烯酸合成前列腺素
(PGs)过程中一个重要的限速酶，已知 COX 至少有 2 种
亚型，即 COX-1 和 COX-2. COX-1 以基本构成的形式
普遍存在于各种组织，促使生理性 PGs 的合成，以维
护自身稳定功能. COX-2 与 COX-1 有 59-61% 的同源
性，在没有受到刺激的正常组织或细胞，COX-2 表达
极少甚至不能测出. 而 Hp 相关性胃炎的胃小凹上皮细
胞、腺上皮细胞和胃溃疡组织中的巨噬细胞、成纤维细
胞以及胃癌的肿瘤细胞内均可见COX-2表达[13-14]. 但也
有研究认为在正常胃黏膜中有 COX-2 表达，Hp 感染
性胃炎中 COX-1 和 COX-2 表达均增加[15].
2.2 COX-2 在胃癌和癌前病变中表达增加  COX-2 与
细胞增生和肿瘤发生密切相关，正常情况下 COX-2 几
乎不表达或表达甚少，而在炎症因子、生长因子、内毒
素和促癌剂等刺激下，COX-2 表达迅速增加，并参
与炎症过程和肿瘤的发生、发展[16].  众多研究显示，
COX-2 在胃癌和结直肠癌中表达增加[17-18]. Son et al [19]

应用 RT-PCR 检测 32 例根治性胃癌手术标本中 COX-
2 mRNA 表达，结果显示癌组织中 COX-2 mRNA 显著
高于癌周正常组织. 汪步海et al [20]对内镜诊断并手术证
实的 36 例 Hp 阳性胃癌患者的癌组织及其邻近组织标
本中 COX-2 的表达状况进行了回顾性分析，免疫组化
染色显示，COX-2 蛋白弥漫性表达于近腺体的黏膜上
皮细胞，而黏膜下固有层无表达. COX-2 蛋白在胃癌早
期阶段(癌前病变)即开始表达，在癌症发展的整个过程
中均呈高表达状态，肠上皮化生、异型增生和胃癌中
COX-2 蛋白表达强度无显著性差异. 但也有研究认为，
随着癌前病变的进展COX-2蛋白表达递增[21]. COX-2蛋
白在肠型胃癌的表达显著高于弥漫型胃癌[20, 22-23]，表明
COX-2蛋白的表达与胃癌的组织来源有关. Han et al [24]



应用 RT-PCR 和免疫组化方法检查 50 例胃癌组织标
本，COX-2 高表达者占 76%，肿瘤直径大于 5 cm、
伴 6 个以上淋巴结转移和非印戒细胞癌中 COX-2 高表
达更为显著. COX-2 表达与胃癌分期、浸润深度及预
后有关[25]. 但也有研究认为，尽管 COX-2 在胃癌的发
生和发展中起重要作用，但与胃癌分期及预后并无相
关性[23].
2.3 COX-2的致癌和促癌机制  尽管COX-2与胃癌的发
生发展密切相关，但 COX-2 表达在肿瘤发生、发展中
的作用机制尚不明确. COX-2可能经多种途径促进细胞
增生、抑制细胞凋亡、调节肿瘤新生血管形成和增加癌
细胞的侵袭性等而发生致癌和促癌作用. 吴汉平et al [26]应
用反义核酸技术，将 COX-2 编码 cDNA 序列反向插入
真核表达载体并转入 COX-2 高表达的胃癌细胞，使之
在胞内稳定、持续地转录COX-2 基因的互补 RNA链以
封闭靶基因，从而制备了 COX-2 基因表达持续下调的
细胞模型. 结果显示胃癌细胞中高表达的COX-2受抑制
后，癌细胞在体内外增生均减慢，表明 COX-2 高表达
与肿瘤细胞增生等恶性表型密切相关. 动物实验发现，
COX-2 表达增加 PGE2 合成，PGE2 可诱导细胞增生并
刺激 Bcl-2 蛋白表达，后者可抑制细胞凋亡，使细胞
增生和凋亡失去平衡而促进肿瘤发生[27-28]. 免疫组化检
查胃癌患者COX-2和血管内皮细胞生长因子(VEGF)表
达，以微血管密度(MVD)作为肿瘤血管生成的指标. 结
果显示 COX-2 和 VEGF 表达呈显著相关性，二者均为
阳性时平均MVD水平显著高于阴性组[29]. 血管生成与胃
癌关系的实验研究结果显示，血管生成在胃癌发生的
早期即已启动，与胃癌发生、发展密切相关[30]. 因此，
COX-2 促进 VEGF 相关的肿瘤血管生成，可能是其在
致癌和促癌中发挥作用的另一重要途径.

3  Hp 感染与 COX-2 表达

3.1 Hp 感染诱导 COX-2 的表达  Hp 感染和 COX-2 表
达在胃癌的发生、发展中均起重要作用，Hp 作为促癌
因子诱导 COX-2 表达，Hp 感染者胃黏膜中 COX-2 表
达明显增加. McCarthy et al [31]用免疫组化检查结果表明，
Hp 感染相关的急、慢性胃窦炎的胃上皮细胞和单核细
胞中 COX-2 蛋白表达增加. 虽然根除 Hp 减少胃黏膜
COX-2 表达，但不能逆转肠上皮化生. 陆红 et al [32]报
道，胃黏膜 COX-2 表达与慢性炎症细胞的浸润程度密
切相关，根除 H p 后胃上皮细胞 C O X - 2 表达减弱.
Kimura et al [33]研究表明，根除 Hp 后胃黏膜上皮细胞
COX-2 表达显著减少，但根除 Hp 对肠上皮化生的胃
黏膜 COX-2 表达无明显影响. 动物实验表明，C57BL/6
小鼠感染 Hp 24 h 后 COX-2 mRNA 及其蛋白、PGE2 水
平和胃小凹厚度均显著高于对照组，而 COX-2 抑制剂
etodolac 则有效地阻断了 Hp 诱导的 PGE2 合成及胃小凹
增厚[34]. Romano et al [35]将 MKN28 胃黏膜细胞株分别与
Hp 及大肠杆菌孵育培养，24 h 后发现 Hp 组 COX-2

mRNA 水平增加 5 倍，COX-2 催化合成的 PGE2 增加 3
倍，而 COX-1 表达无变化. 大肠杆菌组 COX-1、COX-
2 表达和 PGE2 水平均无明显改变，结果表明 Hp 在体
外能够特异性诱导胃黏膜细胞表达COX-2. Guo et al [36]

研究了 31 例胃腺癌手术标本，用免疫荧光染色和 PCR
等方法证实，cagA+ 株 Hp 感染的胃癌组 COX-2 表达水
平显著高于 cagA- 株感染的胃癌组，而 5 例 COX-2 无
明显表达的胃癌组织中均未扩增到 cagA 基因产物，提
示cagA+ Hp 菌株感染引起的 COX-2表达上调在胃癌的
发生中可能起重要作用. Chen et al [37]分析 71 例胃腺癌
手术标本，经单变量及多变量分析发现 COX-2 表达阳
性组与 Hp 感染和血管侵入密切相关，COX-2 表达阳
性组的胃癌预后显著差于 COX-2 表达阴性组. 另外，
干预实验显示 Hp 根除后，萎缩性胃炎胃黏膜中 COX-
2 基因表达明显下调[38].
3.2 Hp 感染诱导 COX-2 表达的机制  目前，Hp 感染
诱导胃黏膜 COX-2 表达的机制尚待阐明，可能是 Hp
感染引起胃黏膜损伤刺激 COX-2 表达，也可能是 Hp
感染及其毒素直接诱导 COX-2 表达[35]. 国内外研究表
明，Hp 细菌悬液、超声提取物甚至 Hp 细菌培养液均
可诱导培养细胞的 COX-2 表达. Hp 感染可能通过炎症
细胞释放细胞因子的间接作用，亦可能是直接诱导胃
黏膜炎症细胞表达 COX-2，再通过旁分泌机制和信号
传导引起上皮细胞表达COX-2[31]. Takahashi et al [39]用Hp
感染蒙古沙鼠，Western blot 检查结果显示在正常的或
Hp 感染 2 wk 后的胃黏膜中无 COX-2 蛋白表达. 然而，
Hp 感染 4 wk 以后，胃黏膜中 COX-2 蛋白表达及 PGE2

水平均明显增加. 虽然该实验未能说明 Hp 及其毒素能
否直接诱导 COX-2 表达，但结果至少提示 Hp 感染引
起的炎症反应可能与 COX-2 表达密切相关. Hp 感染后
炎症细胞释放多种细胞因子，如白介素 -1β(IL-1β)、
白介素 -8(IL-8)、肿瘤坏死因子 -α (TNF-α)以及氧自
由基等，均为 COX-2 表达的诱导剂[40]. 这些因子通过
多细胞传导途径及细胞核因子 κB(NF-κB)诱导 COX-2
表达，而 NF-κB 是胃黏膜上皮细胞受 Hp 刺激而转录
基因的主要递质[41].
        近来研究表明，Hp 感染常伴有高胃泌素血症，胃
泌素在 Hp 感染相关的 COX-2 过度表达中可能起一定
作用. Konturek et al [42]用胃癌细胞株KATO-Ⅲ在浓度渐
增的胃泌素中孵育，结果显示 COX-2 和促肝细胞生长
因子(HGF)的 mRNA及蛋白均呈现剂量依赖性增加，提
示胃泌素可能直接刺激 COX-2 的表达. Jones et al [43]报
道，HGF诱导大鼠胃上皮细胞(RGM1)COX-2表达增加.
因此，Hp 感染也可能通过刺激胃泌素分泌，经过直
接的或间接的作用上调 COX-2 表达.
       总之，Hp感染通过 COX-2途径诱导胃上皮细胞增
生，COX-2表达可能参与了Hp相关性胃炎向癌前病变
及胃癌的演变过程. 因此，根除 Hp 和特异性 COX-2 抑
制剂的使用可能成为预防胃癌的有效手段.
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摘要
Sp1/Krüppel 样转录因子(Sp1-like and Krüppel-like tran-

scription factors，Sp1/ KLFs)是参与真核细胞转录的高度

相关锌指蛋白，以细胞和启动子特异性方式通过调控富含

GC 启动子的基因表达，参与调节细胞功能如细胞增生、

凋亡、分化和肿瘤形成.
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0   引言

启动基因转录是非常复杂的过程，与 Sp1/Krüppel 样转
录因子家族相关的序列特异性 DNA 连接蛋白在调控基
因转录中发挥作用. 在 Sp1/Krüppel 样转录因子家族中
Sp1 首先被克隆和纯化，在 SV40 启动子中 Sp1 通过 3
个 Cys2His2 锌指与富含 GC 的位点特异性结合. 在果蝇
属胚胎调节因子 Krüppel 中也存在类似的 DNA 结合区，
随后具有与 Sp1 高度相似锌指结构的其他转录因子相
继发现，形成一个新的 Sp1/Krüppel 样转录因子(KLFs)
家族[1-7]. 他们存在于从线虫属到人类的种属中，参与
基因转录复制[8-10]. 在人类存在 21 个 Sp1/KLFs 基因，大

鼠中有 17 个 Sp1/KLFs 蛋白与人同源，而小鼠则有 11
个同源(表 1). 目前对于人类和其他物种的 Sp1/KLFs 蛋
白的功能和结构尚无系统比较，Sp1/KLFs 家族与各种
富含 GC 的 DNA 元件结合而调节转录、细胞生长和控
制生物形态发育，除了 KLF2 (LKLF)和 KLF1 (EKLF)
外，编码 Sp1 样蛋白的基因是随意分布在整个基因组
中，其产物功能独立，这与其他重要的进化调节因子
如 Hox 转录因子、KRAB 因子截然不同[11-13]. 根据序列
和结构相似性将Sp1/KLFs家族分为三个亚家族(图1A).
与 Sp1 高度相关的命名为 Sp1-6 形成亚家族 I，其他的
组成另外两个亚家族 II 和 III，依次命名为 KLF1-16.

1   Sp1/ Krüppel 样转录因子家族结构和功能特征

作为具有功能的位点特异性转录因子至少有 DNA 结合
区、核定位信号和转录调控区. Sp1/KLFs 家族蛋白的
主要特征是含有高度保守的 DNA 结合区(同源性超过
65％)，在羧基端存在 3 个 Cys2His2 锌指(图 1B)，锌指
可能参与蛋白之间的相互作用[14]. Sp1/KLFs蛋白家族的
氨基端变化较大，含有转录激活区或转录抑制区，在锌
指内或与其相邻区存在核定位序列[15-16].
1.1 Sp1/KLFs 锌指区  与 Sp1/KLFs 家族成员 C 末端区
相邻的是具有 81 个氨基酸的 DNA 结合区，由 3 个锌指
组成，锌指均含有 Cys2His2 的共同序列 C-X2-5-C-
X3-(F/Y)-X5- ψ - X2-H-X3-5-H (X 代表任何氨基酸，
ψ是疏水残基)[17]. Sp1 与该家族的其他成员的氨基酸相
似性至少在66.7％ (图1B). 在前两个锌指中各含有23个
氨基酸而第 3 个锌指则含有 21 个氨基酸. 锌指之间有 7

mSp5
Sp4
Sp3       Ⅰ
Sp1
Sp2
mSp6
BTEB5
KLF16
KLF9
KLF13  Ⅲ

KLF11
KLF15
KLF4
KLF2
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个氨基酸的高度保守序列 TGE(R/K)(P/k/r)(F/y)X 连接.
1.2 Sp1/KLFs转录调控区  尽管Sp1/KLFs家族成员均具
有高度相似的 DNA 结合活性，但功能各异，如 Sp1
是最为有效的转录激活因子之一[7, 18]，KLF11(TIEG2)
则是转录抑制因子[19-20]. 该家族成员是激活因子或是抑
制因子，主要依赖与他们结合的启动子以及相互作用
的共调节因子的功能. 通过氨基端的特异激活区和抑制
区而与共激活或共抑制因子作用发挥调节转录的功能
(图 2). Sp1 和 Sp3 氨基端的富含谷氨酰胺区与转录因子
TAFII130 相互作用而使转录激活[21-26]. KLF3 (BKLF)，
KLF8 (BKLF3)和 KLF12 (AP2-rep)氨基端的 PVALS/T 基
序与属于C末端结合蛋白(CtBP)家族的抑制因子结合而
抑制转录[4,27].  同属亚家族 III 的 TIEG 蛋白(TIEG1/
TIEG2，KLF10/KLF11)和 BTEB 蛋白 (BTEB1，BTEB3/
BTEB4，KLF9，KLF13/KLF16)均有保守的抑制性序
列，他们共有一个保守基序即 Sin3 相关的 α- 螺旋，他
与转录抑制因子 Mad1 的 SID 区相互作用，这些 SID 区
通过与组蛋白脱乙酰转移酶共抑制因子复合物mSin3A
相互作用而介导转录抑制[20]. 而某些细胞信号事件可能

改变这种功能，如在 KLF11 SID 区相邻的四个残基磷
酸化参与细胞外的调节激酶 2(ERK2)信号，干扰与
mSin3A 的相互作用而导致抑制功能丧失[28].
1.3 Sp1/KLFs 核定位信号区  该家族大部分蛋白与调节
生长或发育相关(表1). 如敲除大鼠Sp1基因则导致发育
迟缓并在出生后早期死亡. KLF1和 KLF2分别在红细胞
和T淋巴细胞中特异性表达，敲除 KLF1则导致在红细
胞形成出现选择性缺陷，而敲除 KLF2 则与 T 细胞的静
止和存活相关[29]. Nakamura et al [30]认为Sp1/KLFs家族成
员可能参与毛囊、肢芽等细胞的分化. Sp1 在恶性肿瘤
中的表达和活性比在良性肿瘤中要高，认为 Sp1 可能
参与肿瘤的形成[31]. KLF6与人脑垂体肿瘤的发生相关，
新近研究表明他还可能参与直肠癌 、脑星型胶质瘤和
鼻咽癌的发生[32]. 与之相似的是KLF4可促进一些肿瘤细
胞如乳腺癌的生长[33-34]，其作用与一些肿瘤抑制因子
被下调相似[35]，这些基因在不同细胞的肿瘤形成转化
中发挥不同的作用. 最近有报道 KLF6 可能作为前列腺
癌肿瘤抑制因子而存在[36]，当 KLF6 的转录调控区发
生突变时其抑制细胞生长的作用降低.

图 1  哺乳类 Sp1 /KLFs 家族. A: 人 Sp1/KLFs 蛋白家族和小鼠 Sp5/p6(mSp5/mSp6)的系统树; B: Sp1 /KLFs 蛋白家族成员锌指区序列对比.

图 2          Sp1/KLFs 蛋白家族的结构特征.

S/T Q S/T Q Sp1, Sp2, Sp3 and Sp4

SID R2 R3 KLF10 and KLF11

SID NLS KLF9, KLF13 and KLF16

Acidic Inhibitory NLS KLF1, KLF4 and KLF2

PVALS/T KLF3, KLF8 and KLF12

Repression and activation domains Zinc-finger motifs

B
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表 1  Sp1 /KLFs 蛋白家族

蛋白 
KLF 

成员 
种类 

染色体 

定位 

转录活性 

(功能区域) 
表达方式 

相 互 作 用 的 共 激 活 子

和/或共抑制因子 
细胞功能 

Sp1  
人 小鼠  

大鼠 果蝇属 
12q13 激活因子(富含 Q 区) 普遍表达 

CRSP,p300/CBP, 

TAFII130 
胚胎发育 

Sp2   17q21 未知(富含 Q 区)  未知 未知 

Sp3   2q31 
激活因子或抑制因子(富

含 Q 区) 
普遍表达 未知 未知 

Sp4  
人 小鼠  

大鼠 
7p15 激活因子(富含 Q 区) 脑 未知 

出生后存活  

雄性生殖 

mSp5  小鼠 未知 未知 普遍表达 未知 未知 

Sp6 KLF14 人 小鼠 17q21 激活因子 普遍表达 未知 未知 

EKLF KLF1 人 小鼠 19p13 激活因子(酸性区) 
红细胞  

肥大细胞 

p300/CB PCAF  

SWI/SNF mSin3A 
红细胞形成 

LKLF 

KLF2 
LLF2 人 小鼠 19p13 激活因子(酸性区) 

肺 血管  

淋巴细胞 
未知 

血管和肺的发育

T 细胞存活 

BKLF KLF3 
人 小鼠  

大鼠 
4p14 

激活因子/抑制因 

子(PVALS/T 基序) 

形成红细胞的 

组织 脑组织 
CtBP2 未知 

GKLF KLF4 
人 小鼠  

大鼠 斑马鱼 

9q31 

 

激活因子和/或抑制因子

(酸性区) 
消化道 p300/CBP 抑制增生 存活 

IKLF KLF5 
人 小鼠  

大鼠 
13q21 激活因子 

消化道  

上皮组织 
未知 细胞生长 

CPBP KLF6 人 小鼠 10p15 激活因子 谱表表达 未知 
肿瘤因子 

 

UKLF KLF7 人 小鼠 2q32 激活因子(酸性区) 普遍表达 未知 细胞周期停滞 

BKLF3 KLF8 人 Xp11 抑制因子 普遍表达 CtBP2 未知 

BTEB1 KLF9 人 小鼠  9q13 激活因子/抑制因子(SID) 普遍表达  神经轴突生长 

TIEG1 KLF10 人 8q22 抑制因子 普遍表达 mSin3A 凋亡 抑制增生 

TIEG2/ 

FKLF 
KLF11 人 2p25 

激活因子和/或抑制因子

(SID,R2, R3) 
普遍表达 mSin3A 抑制增生 

AP-2rep KLF12  13q21 抑制因子 脑. 肾 肝 肺 CtBP1 未知 

BTEB3/RFLA

T-1/FKLF-2 
KLF13 

人 小鼠  

大鼠 
15q12 

激活因子/抑制因子 

(SID, R2 R3) 

 

普遍表达 
mSin3 PCAF  

p300/CBP 
抑制增生.  

KKLF KLF15 
人 小鼠  

大鼠 
3q13 抑制因子 普遍表达 未知 未知 

BTEB4 

mDRRF 
KLF16 人 小鼠 19q13 抑制因子(SID) 普遍表达 mSin3A 

致癌物的 

新陈代谢 

BTEB5  人 7 未知 未知 未知 未知 

 



2  Sp1/Kr üppel 样转录因子参与转录调节的机制

Sp1/Krüppel样转录因子家族成员与共抑制/激活因子
相互作用参与转录调节，研究表明组蛋白乙酰化和去
乙酰化可能是 Sp1/KLFs 蛋白是激活 / 抑制因子的功能
转换开关. 组蛋白去乙酰化酶特异性抑制因子 HDAC1
的过度表达通过TSA可明显抑制KLF4启动子的转录活
性[37]. 在大肠癌细胞系中 KLF4 的 5’不翻译区的超甲
基化可能是 KLF4 作为肿瘤抑制因子的原因之一[38]，
KLF4也可通过抑制组氨酸脱乙酰化酶的启动子发挥抑
制因子的功能[39]. KLF13 可激活如 SV40，趋化因子
RANTES, β - 球蛋白的启动子[22,40-41]，却抑制细胞色
素 P450 CYP1A1[34]，这表明 KLF13 部分反式调节活性
是启动子依赖性. Song et al [16]研究表明 CREB 结合蛋白
(CBP)共激活因子和他的同源物 p300，CBP/p300相关因
子(PCAF)结合，KLF13锌指区乙酰化，可使KLF13 DNA
结合活性活化，尽管在 KLF13 氨基区没有相关的激活
因子存在，但该区域仍可能具有激活区的功能. 最近发
现的三个独特抑制区 SID, R2和R3[20]，均存在于KLF13
的氨基区，可与 mSin3A 组氨酸脱乙酰化共抑制因子复
合物相互作用，使KLF13抑制CYP1A1的表达. 而KLF13
的SID残基与具有激活功能的氨基区重叠，则KLF13以
激活因子存在[16]. 运用转基因技术可确定与Sp1/KLFs氨
基区相互作用的新结构[42].
        总之，近年对 Sp1/Krüppel 样转录因子的研究已取
得很大进展，但是他们的精确结构、生化功能，以及氨
基区的转录调节功能是目前研究的热点. 而整个家族成
员形成一个功能网络相互重叠，因此该家族成员在转
录调节中相互关系，以及在人类疾病如肿瘤发生中的
作用尚待进一步研究.
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摘要
正常肠屏障可防止肠道内细菌和内毒素侵入血液循环，但

是在高温环境下， 肠黏膜会出现功能紊乱，引起肠道屏障

功能损害. 现主要从肠屏障功能的组成，高温对肠屏障功

能损伤的机制，肠屏障功能改变的测定，对高温下肠屏障

功能障碍的防治等方面综述高温对肠屏障功能的损伤.
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0  引言

肠道作为消化器官，在维持机体正常营养中起着极其重
要的作用. 正常情况下，肠道上皮细胞具有屏障作用[1]，
可防止肠道内细菌和内毒素侵入血液循环. 中暑是环境高
温和 / 或剧烈体力活动时，因热的作用而引的一种急
性热致疾病，其中最严重的一种是热射病 [2-5]. 近期研
究表明，内毒素(Endotoxin，ET)在中暑发生中起着不可
忽视的作用[6]. 当机体体温升高到一定程度，肠黏膜对
ET 的通透性增大，导致肠内细菌、内毒素易位. 同时
肠道 ET 大量入血，刺激人单核巨噬细胞释放肿瘤坏
死因子 -α(Tumour Necrotic Facter-α 即 TNF-α)等细胞
因子，这些细胞因与 ET 共同作用，引起机体肠道屏
障功能损害. 肠道被认为是机体应激时的中心器官之一.
因此，了解高温对肠屏障功能损害有着重要临床意义.
正常肠屏障功能的维持依赖于肠道所具有的特定功能，
是由上皮、分子与免疫等组成的复杂功能[7-10]. 他能防止
肠道内细菌、细菌产物逸至肠道外进入机体. 正常情况
下，肠黏膜表面生长着大量的厌氧菌，可抑制其他侵入
性微生物的增生与过度生长; 另外，上皮细胞对CL离子
的主动转运可促进肠腔内液体流量而对有害物质起冲
刷作用，同时肠道作为体内最大的免疫器官之一，含有
大量免疫活性细胞的如各种Ｂ或Ｔ淋巴细胞亚群、浆
细胞、巨噬细胞、中性粒细胞等. 这些细胞都有助于防
止由肠腔内微生物入侵所引起的全身感染. 然而，肠道
最重要的屏障是肠上皮本身和覆盖在黏膜表面及小肠
绒毛表面并延伸到腺管的黏液胶. 相邻肠上皮细胞顶端
之间为紧密连接，该连接封闭了顶部的细胞间隙，可

阻止大分子物质进入. 紧密连接由多蛋白质复合物组
成，对物质转运起选择性作用，使许多物质如脂肪多
糖、一系列由细菌产生的前炎症物质等无法通过，于
是这些物质大量存在于远端小肠及结肠肠腔中. 近年来
的研究提示，紧密连接还具有相当大的可控制性，其
开放和关闭受肠腔内物质、细胞因子等各种生理及病
理刺激的调节[11]. 肠黏膜中柱状上皮细胞是主要的吸收
细胞，其他类型细胞如杯状细胞、肠内分泌细胞及
Paneth 细胞对肠黏膜上皮屏障起协调增强作用. 另外，
在肠道上还有一种结构比较特殊的细胞 -M 细胞. 该细
胞是属于与胃肠道滤泡相关的特异性上皮细胞，其主
要生理功能是快速摄入特殊抗原及微生物，并呈递给
淋巴滤泡中的免疫细胞，以引起有效的免疫反应. Ｍ细
胞只覆盖在黏膜淋巴小结的穹隆上，是肠道上惟一具
有通透性的上皮细胞，因而是肠黏膜屏障的一个薄弱
环节，成了病原体入侵的门户. 抗原大分子及一些病
毒、细菌、原生动物通过胞饮及吞噬作用而进入Ｍ细胞
胞质内，从而突破黏膜屏障，然后与黏膜上皮下具有免
疫活性的细胞相互作用而引起黏膜和全身免疫反应[12].

1  高温对肠屏障功能损伤的机制

关于中暑的发生和发展机制，目前仍不清楚. 近年来，
国外学者认为，肠源性内毒素入血在中暑的发生和发
展中具有重要作用[13-17]. 目前，人们对应激性肠屏障功
能改变的病理生理机制提出了许多观点. 然而，由于肠
屏障功能的复杂性，没有哪一种单一机制能解释肠屏
障功能不全的方方面面.
1.1 内毒素      第一军医大学热卫系罗炳德教授对动物受
热致死过程中血浆中ET含量的动态变化水平进行了研
究[18]，认为 ET 在中暑发病过程中起很大作用. 内毒素
是革兰阴性菌细胞壁的脂多糖(LPS)成分，类脂 A 是
LPS 的“毒力中心”. 正常机体肠腔内含有大量细菌及
内毒素，正常胃肠黏膜既能选择性地吸收营养成分，又
能有效防止微生物及毒素的侵入. 正常肠黏膜可允许少
量内毒素通过进入门静脉，而少量内毒素对维系肝脏
网状内皮系统处于激活状态有一定意义. 机体在高温环
境下，肠黏膜有可能发生通透性增高，导致细菌和内毒
素易位[19-21]. 内毒素可以激活补体，和血液凝固、产
生刺激血管的激肽、产生激活巨噬细胞的白介素1(IL1)
和恶病质素(cachectin). 当门静脉血内毒素浓度增高时，
又可使肝脏免疫功能受损，同时肝脏枯否细胞吞噬内
毒素后可释放一系列花生四烯酸产物及细胞因子，如



前列腺素、血栓素、肿瘤坏死因子(TNF)、IL1、IL6
等引起全身多脏器的损害，可使患者对治疗的反应性
降低[22]. 反过来，内毒素又可使肠黏膜通透性进一步增
高[23]，造成恶性循环，进一步加重病情.
1.2 氧自由基      由于在高温环境因素可以显著改变机体
的能量代谢，使得高温环境下机体微循环障碍加重，
ATP 生成减少，过氧化脂质反应增强[24]，并通过分解
产物和氧自由基的过氧化引起细胞损伤[25-26]. 氧自由基
最容易攻击生物膜磷脂中的不饱和脂肪酸，引发链式
脂质过氧化反应，产生脂质过氧化物. 脂质过氧化物是
不稳定的，能分解生成一系列的复杂产物，包括形成新
的氧自由基，引起蛋白质分子内和分子间的交联，从而
使功能蛋白丧失活性，氧自由基对细胞的损伤机制是
多方面的[27-29]，主要包括对细胞膜的损伤，线粒体的
损伤，而且认为自由基除了可直接损伤血管内皮细胞
外，还可通过其他递质间接影响微血管通透性，由于自
由基产生大量增加，使血管调节素作用减弱，从而导致
微血管通透性升高[30]. 目前，氧化剂损伤肠屏障功能的
确切机制还不清楚. 在各种体外实验模型中，如双氧水
或超氧根离子等氧化剂能提高肠上皮细胞通透性，并
能通过促进过多的肌动蛋白聚合作用来破坏细胞骨架，
而细胞骨架是肠黏膜保持完整性的关键组成部分. 反应
性氧代谢产物能引起 ATP 耗竭[31]，也是引起肠屏障功
能不全的一个重要因素.
1.3 ATP 耗竭      尽管人们普遍认为 ATP 耗竭能增加上皮
或内皮细胞的通透性，其确切机制还不清楚. ATP 耗竭
可破坏肌动蛋白微丝[32]，而以肌动蛋白为基础的细胞
骨架的正常功能，对维持正常肠上皮细胞通透性是相
当必需的，ATP 耗竭通过干扰正常的细胞内钙平衡而
促进细胞骨架紊乱[33-34].
1.4 细胞因子及炎症递质      肠含有大量淋巴细胞[35-38]，能

分泌许多细胞因子及炎症递质以刺激与调控肠的免疫

功能. 免疫细胞反应失控时，将损伤肠道屏障功能. 细

胞因子和炎性递质[39-41]损伤中以及相互间的作用尚不十

分清楚，主要包括肿瘤坏死因子、干扰素、白介素，血

小板激活因子等，这些分子均有细胞毒作用，可直接引

起肠黏膜组织水肿和破坏. 高温环境下，肠道 ET 大量

入血，刺激人单核巨噬胞释放肿瘤坏死因子 -α(TNF-

α)等细胞因子，提高动物模型上皮细胞的通透性. 虽然

其确切机制还不明了，但已知 INFγ或加上其他细胞因

子能刺激一氧化氮(NO)的生成[42-43]其机制可能为细胞因

子引发 NO 合成酶生成，引起过多 NO 而导致肠上皮通

透性增高. NO 是 L 精氨酸的分解产物，其对心血管、

神经和免疫系统有重要的调节和影响的自由基[44-47]，

而且对胃肠道的生理和病理生理有多方面的作用[48-53].

肠道内许多细胞类型均可产生NO，如肠肌层神经元、血

管内皮细胞及肠上皮; 黏膜下炎症细胞包括肥大细胞、

巨噬细胞及多形核白细胞等都是 NO 的潜在来源[54]. 此

外，肠腔内细菌为另一种潜在的 NO 来源. NO 对肠上

皮通透性有调节作用[55-56]. 研究表明，NO 可调节生理
状况下的黏膜屏障功能，并能下调急性病理生理状态
下的肠上皮通透性. NO对肠屏障的保护机制包括维持血
流、抑制血小板与白细胞黏附、调节肥大细胞反应、
并能清除超氧化物等反应性氧代谢产物. 然而一些研究
结果提示，NO 的过度生成对肠黏膜屏障的完整性有
害. 高浓度的 NO 可破坏肌动蛋白细胞骨架、抑制 ATP
生成、松散细胞紧密连接等引起肠上皮通透性增大.
NO生成的持续增加尚可引起氧化剂的形成过度. 氧化剂
抑制线粒体功能而引起DNA分裂及细胞程序性死亡[57].
细胞程序性死亡使肠上皮出现短时的裸区而引起肠屏
障功能减退，并易于发生细菌移位[58-59].
1.5 黏膜酸中毒      黏膜酸中毒是由于局部缺氧产生大量
酸性代谢产物堆积所引起. 文献[60]报道在实验性粪性腹
膜炎的研究中发现黏膜pH值下降与肠通透性增加相一
致. 酸中毒本身可直接引起细胞代谢障碍、组织损伤，
也可间接通过细胞外Ca离子的内流增加而使细胞及组
织水肿加重，上皮通透性增加；应用 Ca 离子通透拮抗
剂可以减轻肠黏膜损伤程度[61].

2  肠屏障功能改变的测定

目前临床上直接观察肠屏障功能仍很困难，多采用间
接方法进行测定. 常用的方法有绒毛结构的评估及肠通
透性的监测.
2.1 黏膜结构          肠道黏膜是防止细菌和内毒素移位的最
外层屏障，因而黏膜结构的改变可引起肠屏障功能的
改变. 通过光镜观察绒毛高度、黏膜厚度及腺管深度是
黏膜结构改变最常用的测量参数，并已广泛用于动物
和人的研究中. 但由于这些参数未包含细胞大小、生长
率及绒毛宽度的信息及不同的研究引用不同的测量方
法，因而对所得结果还有待进一步论证.
2.2 肠通透性      可采用酶学分光光度法测定血浆D-乳酸
水平评价肠黏膜通透性. 应用高压液相色谱法测量尿中
乳果糖和甘露醇的含量也是一种灵敏和可靠的方法，
测量乳果糖、甘露醇排泄率的比值可反映肠黏膜通透
性，可作为监测肠屏障功能的有效指标[62-64].

3  对高温下肠屏障功能障碍的防治

随着对肠屏障功能障碍机制理解的不断深入，有助于

提高危重患者肠道衰竭的防治水平，改善危重患者肠

道的反应性，减少细菌移位的发生. 目前，人们对肠衰

竭防治措施通常包括以下几个方面: (1)选择了一些抗内

毒素的药如甘氨酸(G)，甘氨酸能对ET的致热性产生有

效的抑制，且破坏其结构，山莨菪碱是临床抗感染性休

克的常规用药，动物实验证实，其具有稳膜作用，在细

胞膜水平上抑制宿主细胞与内毒素的结合，并能增强
巨噬细胞系统清除内毒素的能力，山莨菪碱能提高动
物对高温的耐受性，对中暑内毒素血症有一定的预防
作用. (2)改善肠系膜灌注，保持肠道足够的氧供对维持
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肠屏障尤为重要. (3)危重患者的热量和蛋白质需要量增
加，因而进行营养支持很重要. 早期肠内营养有助于保
持肠道屏障功能，提高免疫功能，减轻对创伤的高代
谢反应. 一些特殊营养物质，如谷氨酰胺、精氨酸、
核苷酸等，可改善肠道和全身的免疫功能，增强对肠
道结构和功能的保护作用. (4)调节应激时的代谢反应，
有利于改善肠道的结构和功能. 这些治疗措施包括抗内
毒素制剂、抑制细胞因子及其他炎症反应活性成分的
合成、清除氧自由基、保持内源性 NO 的水平、抑制交
感神经过度兴奋、添加生长因子等. (5)合理应用抗生
素，避免发生菌群失衡. 必要时，行选择性肠道清洁，
以改善肠道微生态环境.
       总之，肠黏膜屏障损伤涉及微生态、免疫及分子
生物学等诸多领域，是个相当复杂的过程. 近年来，通
过大量的动物实验和临床研究，在肠黏膜屏障损伤的
原因、发生发展过程以及对机体的影响等方面取得了
不少成绩，为肠屏障功能障碍的诊断和防治打下了基
础，但也仅仅是一个轮廓性的了解，具体到参与其中的
细胞、分子及相互间的作用等仍有许多不够明确之处，
有待进一步深入地研究与探讨.
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摘要
丙型肝炎病毒(HCV)感染是全球关注的公共卫生问题，对

HCV分子生物学特性的深入探讨有赖于实验模型的建立. 建

立理想的 HCV 动物模型，不仅有利于丙型肝炎疫苗的研

制，同时对深入研究丙型肝炎慢性化机制，包括病毒变异

与宿主免疫应答以及与疾病的关系等，均具有重要意义.

文章主要介绍了黑猩猩、猴、树鼩转基因鼠以及人鼠嵌合

肝模型感染 HCV，同时探讨了该模型体系存在问题及应

用前景.
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0   引言

由于缺乏良好体外细胞复制系统和小动物模型，使
HCV发病机制的研究还局限于HCV感染自然史的观察
和黑猩猩的实验感染. 但黑猩猩是受保护动物，数量有
限，价格昂贵，不易获得，因此近年来人们一直致
力于 HCV 体外细胞感染模型及小动物感染模型的研
究，以期促进 HCV 发病机制、治疗药物筛选及疫苗
等方面研究. 有关黑猩猩的研究已较为深入，而猴和树
鼩(Tupaia)也已被证实可感染 HCV. 此外，转基因和免
疫耐受的人鼠嵌合肝模型的研究取得了一定进展.

1   黑猩猩

黑猩猩是公认的最好的 HCV 感染实验模型，已经证实
HCV 在黑猩猩体内能复制，黑猩猩对 HCV 的应答与
人体相似，对 HCV 感染产生的免疫保护力也很差，不
论是自限性感染或是慢性感染，这些黑猩猩可再感染
其他 HCV 分离株，甚至同一 HCV 分离株[1]，HCVRNA
水平和肝受累范围与人类感染 HCV 相似[2]. 然而，与人
类感染 HCV 后 E2 表现出极高的异质性相反，Bassett
et al [3]报道一组实验感染HCV黑猩猩的自然史不同于典
型人类感染. 这些黑猩猩 HCV 的清除率较高(61%)，包
膜蛋白抗体的产生率较低(抗 E1: 22%; 抗 E2: 15%)，且
包膜蛋白氨基酸的变异率亦较低. Major et al [4]亦发现了
类似现象，即 HCV E2 区氨基酸很少改变. 我们观察了

HCV 在黑猩猩中传代和慢性感染时 HVR1 区变异状

况，发现非同义替换率较人感染时低，非同义替换与同

义替换的比率也下降[5]. 说明出现上述差异可能与黑猩猩

选择性免疫压力低有关，也就是说尽管人和黑猩猩体内

HCV 复制率是相似的，但由于黑猩猩的免疫选择压力

低，从而减少了HCV基因的变异. Mizukoshi et al [6]为了鉴

定黑猩猩在感染HCV后免疫应答中主要组织相溶复合物

HLA系的分子和免疫学上的意义发现，黑猩猩的MHCⅠ

和人共同的等位基因 HLA-A1，-A2，-A3，和 -B7 具有

紧密功能的同源性，并且HCV感染后产生的HCV肽均

能够被黑猩猩和人的组织适合抗原系所识别. 因此，通

过感染黑猩猩有利于研究HCV感染后免疫病理[7-9]，设

计、评价疫苗[10-13].

        黑猩猩感染HCV后病毒血症有3种表现形式: (1)暂
时性: 多于感染后 2 wk 出现，持续 9-38 wk，表现为
自限性感染; (2)持续性: 病毒血症可持续至少 6 mo 以
上，甚至长达 11 a，表现为慢性感染; (3)间断性: 病毒血
症呈间断性阳性，也表现为慢性感染. HCV RNA在黑猩
猩血清中存在时间短，表现为自限性感染居多，形成慢
性感染的概率报道不一. 慢性感染的黑猩猩HCV RNA大
部分持续阳性[14-15]，但有少部分呈间歇性阳性[16].
        Shimizu et al [17]研究发现，黑猩猩接种 HCV 后3-
4 d 即可于血清中检测出 HCV RNA，7 wk 时 HCV RNA
水平达峰值，为 107-108CID/L，同时血清 ALT 水平
最高. 感染后 3 d，肝细胞活检即可检测到 HCV RNA.
Farci et al [18]发现，在 HCV 感染的 6 只黑猩猩中，4
只病毒血症持续 17(10-27 wk)，随后血清 HCV RNA 消
失，而另 2 只则在观察的 36 mo 内持续阳性. Schlauder
et al [19]从实验感染 HCV 10 a 的黑猩猩血清中检测到

HCV RNA，说明 HCV 黑猩猩中长期存在. 而 Prince

et al [20-21]发现 1 只黑猩猩在接种 HCV 后 1-16 wk 内，

HCV RNA 呈弱阳性，至 5，6，9 mo 时为阴性，而

8，10 mo 及其后血清都为阳性，可见 HCV RNA 在黑
猩猩体内有持续性及间歇性表达两种，1 次 PCR 检测
阴性不能确定HCV 已经停止复制，而必须进行动态观
察. 黑猩猩感染 HCV后，其肝组织 HCV RNA 的变化与
血清HCV RNA的阳转时间、高峰时间、持续时间完全
一致，说明血清 HCV RNA 的检测可准确反映 HCV 在
肝细胞中的复制情况.

2  猴

1995 年，夏宁邵 et al [22-24]报道了猕猴实验感染 HCV 的



结果. 他们用HCV阳性的献血员血清经静脉接种6只食
蟹猴、3 只恒河猴和 3 只熊猴. 结果 9 例猕猴出现不同
程度的肝炎症状，12 例血清 ALT 升高，2 例出现黄
疸，5 例抗 HCV C22IgG 抗体阳性，4 例抗 HCV E2-
24 IgG 抗体阳性，10 例抗 HCV C33cI gG 抗体阳性，
2 例抗 HCVNS4-40 IgG 抗体阳性，11 例抗 HCV NS5-
A IgG 抗体阳性，无 1 例抗 HCVNS5-B IgG 抗体阳性，
9 例 HCV-RNA 阳性. 肝病理检查示肝细胞气球样变，
点状坏死及少许纤维组织增生. 仅 1 例呈碎片坏死，界
板破坏，纤维组织增生明显，汇管区炎性细胞浸润.
并在内质网里看到约 30 nm 的类病毒颗粒，免疫组化
显示 3 只动物肝组织内 HCVNS3 抗原阳性. 他们还进行
了传代感染研究，发现各代间 5’UTR-C 区核苷酸和
氨基酸的同源性均很高，分别为 95.25-98.07% 和 92.
84-98.21%.
        1997 年，Garson et al [25]尝试用小绢猴(tamarin)作为
HCV 感染模型. 用 HCV 感染血清静脉注射 3 只小绢猴，
检测各种血清指标及肝组织病理学改变，血清 HCV
RNA 只在注射后 10 min 呈阳性，未检测到主动免疫应
答产生的抗 -HCV，但有一只小绢猴在注射后 1 wk 尚
可检测到被动输入的抗 -HCV，未见肝组织有炎症反
应，提示小绢猴不是 HCV 的易感动物. 近年有关猴作
为 HCV 感染模型的报道不多，其作为可供研究 HCV
使用模型的可能性有待验证.

3  树鼩

树鼩(tree shrew，tupaia)介于啮齿类与灵长类之间，与
人类有近缘关系. 树鼩共有 11 种，其中 8 种 T.belangeri
分布在中国，主要生活在云南和广西两省. 树鼩体积
小，经济易得，目前已可进行人工繁殖，适合作为动物
模型. 试验证明，树鼩对 HBV、HDV 等肝炎病毒相对
易感. 1997 年，王海平 et al [26]报道用 HCV 阳性血清经
静脉接种 6 只树鼩，对照组则注射正常人血清，隔天
再次接种. 结果发现全部实验组树鼩在试验过程中都出
现一过性的精神差、食欲下降、轻度腹泻及尿黄等，持
续约 1 wk. 接种后 2-3 wk，有 3 只树鼩血清 HCV RNA
呈间歇性阳性，9-11 wk，有 2 只 ALT 水平升高，峰
值达 108 µkat/L. 实验组树鼩肝组织活检，可见汇管区
淋巴细胞浸润、肝细胞脂肪变及嗜酸性变等与人 HCV
感染相似的病理改变，免疫组化发现阳性颗粒分布于
肝细胞质中，电镜检查发现肝细胞线粒体及滑面内质
网出现中毒性改变.
       我们也发现，树鼩接种 HCV 阳性血清后，出现不
同程度的肝炎症状，血清 ALT 升高. 肝组织表现为急
性或慢性肝炎的病理学变化，肝组织中HCV抗原阳性.
血清 HCV RNA 均呈间歇性阳性，并可在肝组织中检
测到负链HCV RNA(复制中间体). 还发现有感染肝外组
织的可能[27]. 谢志春et al [28]对HCV感染树鼩模型进行了
更为深入的研究. 他们用不同亚型 HCV 分离株进行接

种，并比较了正常树鼩和经辐照树鼩的感染状况. 发现
经辐照后，树鼩的 HCV 病毒血症持续时间更长，抗 -
HCV 滴度更高. 病毒血症持续最长的树鼩在接种后2 wk
检测到 HCV RNA，一直持续到第 7 wk，然后消失，
到 14 wk 和 27 wk 时又再出现; 用原位 PCR 检测到肝细
胞中的 HCV RNA，HCV 主要分布在肝细胞质靠近核
膜一侧[29].
        虽研究表明树鼩可急性感染 HCV，同时原代树鼩

肝细胞分离培养后可感染 HCV[30]，但目前难以建立树
鼩慢性 HCV 感染模型，而且 HCV 感染树鼩后病毒的
复制及表达水平不高. 另外，目前我国的树鼩多为野生
型，ALT 基础水平一般较高(可能为寄生虫感染等因素
导致的肝损伤)，不易饲养及繁殖，所获得的感染结
果多不肯定，因此给建立 HCV 树鼩感染模型带来很大
困难.

4  转基因小鼠模型

转基因技术自1980 年代初发展起来现已成为生命科学
领域中普遍应用的常规技术手段，他利用细胞核显微
注射等技术将外源 DNA 导入动物，使其在基因组中稳
定整合并表达.  自1995年Koike et al 第一次成功地建立
起了 HCV 转基因小鼠模型以来[31]，各种转基因小鼠模
型相继问世，从而不仅为研究HCV感染细胞的机制，病
毒在肝细胞内的装配、转运及免疫病理提供了重要的技
术保证，也为抗 HCV 药物的研究提供了新的方法.
        HCV 转基因小鼠主要为结构基因转基因小鼠，在
病毒导致肝炎、肝脂肪变及肝癌的致病机制方面的研
究居多. Pasquinelli et al [32]将编码 HCV 结构蛋白的 C、
E 基因分别插入到鼠主尿蛋白(Mup)启动子下游，建立
携有 HCV 基因片段的转基因小鼠.  Kawamura et al [33]构
建了HCV结构基因转基因鼠，经长期的观察共同发现:
没有任何生化及病理学证据表明小鼠肝细胞有损伤、
炎症及肿瘤发生. 谭文杰 et al [34]将 HCV 的 5’- 非编码
区和结构基因插入于pcDNA3表达载体中所获得的转基
因小鼠系，同样未发现小鼠的病理损伤，不过在小鼠
的心、肾、肝中均同时检出 Fas 抗原，其表达水平
与核壳蛋白的表达呈正相关. Honda et al [35]建立的HCV
结构基因转基因鼠与正常小鼠相比，转基因鼠对 Fas
抗体更为敏感，这似乎显示 HCV 结构基因的复制和表
达与肝细胞的损伤无直接相关性，而 HCV 的致病可能
是 HCV 的基因表达诱导 Fas 系统并激发特异性杀伤性 T
细胞(CTL)细胞转型与免疫损伤; Soguero et al [36-37]. Moriya
et al [38]应用超速离心、Western blotting 杂交法及免疫染
色法确定了 HCV 结构蛋白转基因小鼠肝细胞内结构蛋
白的亚细胞定位. 此外，为了了解 HCV 核壳蛋白是否
具有致肝细胞病变效应，构建了 2 个独立的转基因小
鼠系[39]. 自 2 mo 起，病理检查就发现鼠肝细胞质中出
现了空泡样变; 3 mo 脂肪变形成，16 mo 有肝细胞癌
(HCC)的出现[40]. 值得注意的是，HCV 包膜蛋白转基因
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小鼠并未出现任何肝组织学改变. 此外，Perlemuter et
al [41]在转基因鼠中发现 HCV 核壳蛋白的过量表达可以
抑制极低密度脂蛋白(VLDL)的分泌和装配，导致微粒
体甘油三酯转移蛋白(MTP)的活性降低及 VLDL 颗粒的
缩小. 成军 et al [42]发现约 80% 的 HCV 结构基因的转基
因小鼠模型发生肝脏等内脏的脂肪变，为研究 HCV 慢
性感染引起的脂肪变奠定了基础.
        最近，我国 HCV 转基因小鼠的研究获得了较快发
展. 任进余et al成功地建立了稳定表达与诱导表达HCV
结构基因转基因小鼠. 在稳定表达型小鼠中发现，HCV
结构基因在小鼠发育早期的高表达，可导致死胎; 中度
表达可致多脏器严重的组织损伤; 低表达或不表达则使
小鼠幸存; 低表达小鼠6月龄后80%以上可发生肝细胞
脂肪变性. 研究结果提示，HCV 结构基因具有明显细
胞毒作用，且与表达水平密切相关. HCV 结构基因高
表达，可迅速导致小鼠多脏器严重损伤，46.7％的小鼠
在 3-5 d 内死亡，从而证实 HCV 结构蛋白具有明显的
直接致细胞病变作用. 另外，免疫组化研究后得出结
论，高表达核型 HCV-core 在肝细胞凋亡或坏死区域
多见，HCV-E2 表达区可见肝肾细胞脂肪变性、间质
性肺炎、肺肉芽肿等，提示 HCV-core、E2 致病机
制可能不同.
        转基因小鼠还可以用于HCV感染导致HCC发病机
制的研究[43-45]. Moriya et al [46]报道了对HCV核壳蛋白转
基因鼠致癌机制的研究. 他们认为，HCV 核壳蛋白可
能通过改变肝内氧化 / 抗氧化系统而致癌，此外可直
接引起脂代谢紊乱. 通过 C18:0 脂肪酸途径间接诱发肝
癌. Lerat et al [47]也在 HCV 转基因鼠中观察到了肝脂肪
变，同时认为，表达HCV结构蛋白基因会致脂肪变，而
表达低水平的非结构蛋白基因会使癌变的概率提高. 在
HCV 非结构基因转基因小鼠的研究中，Matsuda et al [48]

将全长的 HCV cDNA 转入 C57 小鼠，结果只有一个鼠
系有 HCV 蛋白的表达，且表达水平低下.
        虽然转基因小鼠作为HCV感染模型的报道较多[49-52]，
但各方研究发现不尽相同[53]，且存在许多问题[54]; 转基
因小鼠处于免疫耐受状态，对 HCV 导致肝细胞损伤的
原因，究竟是病毒的直接作用还是病毒与机体免疫系
统的相互作用尚有争议，并难以用于疫苗的研发. 要建
立更为理想的 HCV 转基因鼠，尚需进一步加强基因结
构、功能、表达调控和转基因动物技术方法的研究.

5   人鼠嵌合肝模型

5.1 转基因人鼠肝细胞重构动物模型  由于受MHC种族
特异性的限制，肝炎病毒不能感染动物肝细胞，随着分
子生物学技术的发展，使移植人肝细胞到免疫缺陷的
小鼠肝脏中成为可能，并使重构于小鼠肝脏的人肝细
胞可用于分析代谢性或病毒性肝病的基因治疗和探讨
生物机制[55-58]. 既往研究发现移植的肝细胞虽能和宿主
肝实质一体化[59]，但在正常的受体肝脏，移植肝细胞

只能显示出有限的数量增长活性[60]. 通过转基因小鼠或
(和)免疫缺陷小鼠建立的人鼠嵌合肝，却显示了受体肝
细胞重构后的选择性生长活性[61]，有助于移植肝细胞
的生长. 表达尿激酶纤维蛋白溶酶原激活因子(urokinase-
type plasminogen activator，uPA)的转基因鼠就是其例，
uPA基因由白蛋白启动子(Alb- uPA)转录调控. uPA的表
达具有肝细胞毒性，故以肝细胞为靶目标的转基因
Alb-uPA 的表达会逐渐耗尽宿主肝细胞，而移植的肝
细胞却可以多细胞系的增长. 然而宿主鼠某些内源性的
肝细胞可消除转基因的表达，导致宿主和人肝细胞竞
争性生长; 为避免转基因的消除，可采用与不同小鼠品
系杂交，从而分别形成了HBV[57]和HCV体内感染模型.
        Mercer et al [62]所建立的感染HCV的小型动物模型-
人鼠嵌合肝，无疑是巨大的进步. Alb-uPA 转基因鼠和
严重联合免疫缺陷小鼠(C.b-17/SCID/bg 株)杂交后，把
人肝细胞移植到纯合子 Alb-uPA 的杂交鼠中所建立的
嵌合肝，人肝细胞数量在小鼠肝内重构可达 50% 以上.
且纯合子 Alb-uPA 的杂交鼠以持续产出人白蛋白为特
性. 接种HCV感染的病毒血清后在移植了人肝细胞的小
鼠中75%都可以产生持续性病毒血症. 直到35 wk HCV
RNA 的滴度仍可持续在 3×107-3×109 拷贝 /L，这和感
染人群相似. 此外，接种 HCV 感染血清后病毒滴度近
3 倍增长，HCV 负链 RNA 可在移植的肝细胞中发现，
且 HCV 病毒蛋白定居于肝细胞结节，其通过血液途径
造成数代小鼠的感染充分证实了该感染模型可合成和
释放感染性的病毒颗粒. 该嵌合体作为第一个适合于研
究 HCV 体内感染的小鼠模型，优点在于[63]: (1)HCV 感
染处于人肝细胞的微环境中，这区别于病毒感染黑猩
猩及其他动物模型; (2)成功的感染有望从不同的HCV阳
性血清接种后分离不同的HCV型别; (3)最重要的是该系
统可反映HCV自然感染的全过程; (4)不但可检测抗病毒
效力，同时可用于其他如药物作用及代谢的研究. 不
过，其尚存在一些未知的问题: (1)免疫系统在 HCV 发
病过程中占有重要地位，而该模型无法用于发病机制
的研究，从而无法研究有效疫苗. 然而，用人类免疫系
统成分重塑免疫功能可扩展该模型在这方面的研究[64];
(2)获得该模型是否方便、简易、杂交的紊乱以及近
35% 的新生 SCID(Severe combined immunodeficiency
disease)小鼠死亡率使得操作上较为艰难; (3)要获得移植
用的新鲜肝组织来源有限，这急需大力发展有效的冷
冻技术; (4)非实质肝细胞在宿主小鼠肝内大量生长，并
且在肝细胞中相互作用，他们很可能扮演着某些未知
的角色，至少具有高分化的功能.
5.2 HCV三聚体小鼠(HCV-Trimera mouse)  Ilan et al [65]

在建立了乙型肝炎病毒三聚体小鼠(HBV-Trimera Mouse)

后，同样运用致死剂量辐射去除正常小鼠的免疫系

统，再与 SCID 小鼠骨髓细胞进行重构，最后将已经感

染了HCV的人肝细胞移植到鼠肝内建立HCV三聚体小
鼠[66]. 病毒血症(HCV RNA)水平在移植后 18 d 达到高
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峰，HCV 感染率近 85%. 复制中间体(HCV RNA 负链)

也可在肝细胞中发现. 通过这种模型不仅可检测HCV内

源性核糖体位点抑制物的活性来评估抗HCV药物的效

力，且能产生抗 HCV 人单克隆抗体(HCV AB(XTL)68).

该模型目前已走入产业化的道路，便于获得.

5.3 大鼠 - 人肝细胞嵌合体  转基因人鼠肝细胞重构动

物模型是用无免疫活性的小鼠作为受者来克服异种移

植引发的排斥反应，而大鼠 - 人肝细胞嵌合体却是把

人肝细胞移植到正常大鼠肝内，诱导产生针对移植物

的特异耐受建立的动物模型. 免疫系统在出生后不久就

可区分“自我”和“非我”，所以如果动物在胚胎发育

时期接触到外来抗原，他们会逐渐对这些抗原产生耐

受，允许异种移植物在大白鼠中存活. Ouyang et al [67]在

大白鼠妊娠15-17 d时，给予子宫胚胎腹膜腔注射人肝

细胞，导致胚鼠对人肝细胞特异性耐受; 在其出生 24 h

内脾内注射原代人肝细胞，从而形成人鼠嵌合肝模型.

混合淋巴细胞的测定表明胚胎时期接触到人肝细胞的

鼠，出生后对人肝细胞的移植耐受. 经观察，移植了人

肝细胞的耐受鼠在移植后的 16 wk 发现了人白蛋白基

因，且移植细胞具有一定的功能活性，如表达人白蛋白

的mRNA和人白蛋白基因产物，而抗人白蛋白抗体尚未

被发现. 如果在出生 1 wk 接种 HBV，此后第 3 d 耐受鼠

的血清可产生 HBsAg. 经过至少 60 d 的观察，鼠血清

病毒水平可增长 5 倍，并持续保持 0.7 ng/L. 人血清白

蛋白染色阳性的肝细胞中用免疫组化发现近 30% 的

HBsAg 阳性. 血清 HBV DNA 在感染后 1-15 wk 均可发

现，代表病毒复制的共价闭合环状 DNA(cccDNA)也能

在肝脏和血清中检测到. 这些数据表明原代人肝细胞移

植到正常免疫力的啮齿动物，不仅能够存活并且保持

上述特性，足够证明该模型能产生人血清白蛋白并可

被HBV感染[68-69]. 这种人鼠嵌合肝同样能运用于HCV的

感染. 此外建构在正常免疫系统基础上的动物模型，为

研究免疫反应、发病机制、抗病毒治疗和开发强效疫苗

开辟了道路.

          转基因和人鼠嵌合肝模型的实用性和有效性还需要

在实践中不断证实. 不过，人鼠嵌合肝的建立和发展已

经为研究病毒性肝炎提供了更佳的手段.
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影响因子记录中国期刊进步足迹
《科学时报》  2004-06-24 报道: 美国科学信息研究所的《期刊影响因子 - 网络版》(The Journal Citation Reports on the Web)
6月 18 日公布了 2003 年度 5907 种来源期刊的影响因子. 中国期刊影响因子较 2002 年再创新高.
      2003年 SCI网络版收录中国学术期刊 76种，2003年 JCR网络版公布的是前两年在收的 70种中国期刊(含中国机构主办由外国

出版商代为出版的期刊)的影响因子. 经统计， 70 种期刊的影响因子总值为 39.718,平均值为 0.567;  若按收录期刊 76 种计算平均

值为 0.523.
     中国学术期刊年年都有进步. 就整体而言，中国在 1999年以前未曾有过影响因子达到 1的期刊，2000年仅有 1种期刊影响因子

刚好为 1，2001 年有 2 种期刊影响因子超过 1，2002 年则有 6 种期刊影响因子超过 1，而 2003 年共有 11 种期刊影响因子超过 1.
    从收录期刊数和影响因子平均值来看，1997 年～2003 年收录中国期刊总数分别为 36 种，45 种，57 种，63 种，66 种，

70 种和 76 种;  有影响因子的期刊分别为 21 种，32 种，37 种，48 种，60 种，64 种和 70 种. 按收录期刊总数计算影响因子

平均值，7 年分别为：0.125;  0.159;  0.178;  0.240;  0.351;  0.422 和 0.523，若仅按有影响因子的期刊数计算平均影响因

子，则这 7 年分别为：0.214;  0.224;  0.274;  0.313;  0.386;  0.452 和 0.567.
    从各年度中国期刊影响因子最高值看，1997 年 -2003 年分别是：0.513(《中国科学：B 辑》); 0.818(《高能物理与核物理》);
0.839(《生物医学与环境科学》); 1.000(《地质学报》); 2.102(《细胞研究》); 2.532(《世界胃肠病学杂志》); 3.318(《世界胃

肠病学杂志》). 这几串单向变化的数字已清晰记录了中国期刊整体进步的足迹.
     近两年连续排在中国期刊影响因子第一位的《世界胃肠病学杂志》(World Journal of Gastroenterology)，自 1998 年开始

被 SCI 收录. JCR 2000 年度报告中，该刊影响因子为 0.993，2001 年为 1.445 �在这两年也均是中国期刊中影响因子较高者. 该
刊在 SCI 中归属 ” 胃肠病学与肝脏病学 ”(Gastroenterology & Hepatology)类目，此类目 2001 年和 2003 年都是收录 47 种专业期

刊，该刊影响因子在这两年中分别排在此类目第 27 位、第 11 位，可谓后起之秀.
     中国期刊影响因子提高较快有以下原因: 一是国家对科研投入大幅增长，科研创新条件改善，使高水平科研成果不断增多，从

而投送到国内期刊上发表的高质量研究成果相应增加，期刊质量得以提高. 二是经过各方面的努力，我国期刊编辑规范化程度和国

际化程度有一定提高. 三是 SCI 近年新增入选中国期刊较多，中国期刊的增多开始产生了一定的 ”协同效应 ”. 四是部分期刊实现了

印刷版、电子版并存发行的发展态势，提高了期刊的显示度和可获得性. 五是不少期刊出版周期有所缩短，增强了时效性. 六是中

国期刊原有指标基数较低，在低指标基础上提高指标相对容易.
    《世界胃肠病学杂志》等刊影响因子快速提升，除上述原因外，该刊编辑部的开放意识和网络技术帮了大忙. 该刊在中国学

术期刊中不仅建设了比较理想的期刊网站，还率先加入了美国国立医学图书馆(National Library of Medicine,NLM)的 PubMed 系统，

通过 PubMed 系统为读者提供 1998 年以来的全文免费查阅和下载. 随后又加入了 Free Medical Journals 免费查阅网站和Directory
of Open Access Journals 免费查阅网站，利用这些重要的期刊免费开放平台，广泛向全世界开放，让全世界同行不仅能检索到，

还能免费下载使用其全文. 编辑部紧跟时代步伐的开放意识、利用网络技术的能力和服务作者、服务读者的精神，为作者投稿、

读者查阅下载极大地提供了方便，同时也赢得了期刊声誉、期刊显示度和利用率的明显提高.
     中国学术期刊进步很大，但相比国际名刊还有不小差距. 如 2003 年 JCR 中影响因子最高值为 52.280;  6907 种来源期刊的平

均影响因子值为 1.592. 显然中国期刊的发展仍是任重道远. 国家科技部、自然科学基金委员会、中国科学院等科技管理部门和学

术机构应继续支持中国学术期刊;  各学科院士、学术带头人要积极关心中国学术期刊，为之献计献策，将自己高水平科研成果

更多地投送到国内期刊上发表，使中国学术期刊获得进一步发展，取得更好的成效.
     注：由 The Journal Citation Reports on the Web直接从 ”Peopls R China”检索只有 67 种期刊. 文中 70 种中国期刊是按我国

通常采用的统计方法，计入了包含了由中国电子学会主办的《电子学报》(Chinese Journal of Electronics)、由中国化学学会主办

的《高分子科学》(Chinese Journal of Polymer Science) 及《亚洲天然产品研究杂志》(Journal of Asian Natural Products Research)
3 种在境外或国外出版的期刊. 按 67 种期刊统计，其影响因子总值为 38.022,平均值也为 0.567.  (科学时报 2004-06-24 赵基明)
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摘要
乙型肝炎(Hepatitis B)是一种致命性的肝脏疾病，系感染

HBV 所致，是世界上最常见的传染病之一，在我国 HBV

感染率非常之高，因此乙型肝炎的抗病毒治疗成为国内、

外专家的研究热点，且其进展很快. 但由于单一药物治疗效

果不佳，抗乙肝病毒的联合 / 序贯治疗已得到了专家们的

共识. 目前最常见的抗病毒药物仍为干扰素以及核苷类似物

(如拉米夫定)，他们之间的联合应用可以取得较好的效果.
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0   引言

病毒性肝炎临床抗病毒治疗研究进展很快，已有一些

较好的抗病毒药物及免疫调节药物在临床应用并取得

一定效果，传统医学在治疗领域中也发挥着重要作用.

但抗病毒治疗效果尚不十分满意，主要因为肝炎病毒

为细胞内寄生和复制; 肝炎病毒，如: 乙型肝炎病毒

(HBV)、丙型肝炎病毒(HCV)等易发生变异; HBV DNA

可与宿主细胞染色体整合，整合后的 HBV DNA 不易

被抗病毒药物清除; HBV DNA在复制过程中，以共价闭

环(ccc)DNA 作为复制模板，而目前的抗病毒药物尚不

能彻底清除 ccc DNA; 慢性乙型肝炎易形成人体免疫耐

受，对抗病毒药物治疗效果不佳. 基于上述种种原因，

目前所应用的抗病毒药物只能抑制病毒的复制，还不

能从根本上清除病毒. 尤其是单独应用某一种抗病毒药

物. 但是只要能清除复制的病毒就可能缓解炎症活动，

就可能停止向肝硬化、肝细胞癌进展，这一点已取得专

家们的共识. 因此，今后慢性病毒性肝炎抗病毒的治疗，

是在继续研制高效、低毒的抗病毒新药的前提下，应用

现有的抗病毒药物，探索不同抗病毒药物一起使用的

联合治疗(combined therapy)或先后使用的序贯治疗

(sequential therapy)是目前研究的主流方向[1-7].

1   联合 / 序贯治疗的目的和原则

1.1 联合 / 序贯治疗的目的  提高治疗有效率，延迟耐
药性的发生. 目前大多数患者只能达到抗病毒的有限目
标，对慢性乙型肝炎抗病毒治疗，目前还只能要求持续
清除血液中的病毒复制标志物，如 HBeAg，HBV DNA
和病毒聚合酶(DNAp). HBeAg 转换伴血清 HBV DNA 消
失(斑点杂交)，同时肝内病毒量明显减少，复制型病
毒消失，随着病毒靶抗原的清除，肝组织炎症缓解而血
清 ALT 下降. 干扰素 α(IFN-α)，以拉米夫定、阿地福
韦、恩替卡韦为代表的核苷类似物，以及胸腺素 α1 为
代表的免疫调节因子，是目前临床上用于抗 HBV 治疗
的主要药物，这些临床上已经应用的抗病毒药在单独
用药情况下，都分别在部分(25-40%)患者中取得了不
同程度的抗病毒治疗效果，但不满意，鉴于 HBV 与人
免疫缺陷病毒(HIV)在分子生物学特性上有诸多相似之
处，不同作用机制的抗HIV药物组成所谓“鸡尾酒”疗
法，在抗 HIV 治疗中，已经发挥了重要作用[8]. 而目前
应用的抗 HBV 药物作用机制不尽相同，因此完全有理
由进行探索抗 HBV 的不同药物的一起作用的联合治
疗，或先后使用的序贯治疗，增加治疗的有效率，减少
药物的耐药性，以取得更好的抗病毒治疗效果. 而且不
同抗病毒药物的作用机制不同，诱导病毒产生突变的
形式也不同，同时对多种抗病毒药物耐药的病毒，其自
身的复制、生存能力也明显下降，因此联合 / 序贯用药
具有明显的优越性[9].

1.2 联合/序贯治疗的原则  当前对于慢性病毒性肝炎联

合 / 序贯抗病毒治疗，虽已取得专家们的共识，但由

于国际、国内尚无统一方案，因此联合 / 序贯抗病毒

治疗存在很大的随意性，导致联合 / 序贯用药的种

类、剂量、疗程多种多样，有些难以到达联合 / 序

贯治疗抗病毒的目的，使医生和患者面对多种组合而

感到无所适从，甚至造成一种错觉，以为任何 2 种或 2

种以上抗病毒药一起使用即为联合治疗，而只要联合

就可能增加疗效，忽略不恰当的联合可能对人体带来

的潜在的影响和不必要的经济负担. 因此在明确联合抗

病毒治疗的目的前提下，界定其原则尤为必要. 联合 /

序贯抗病毒治疗的原则就是合理性，即(1)最大限度的

抑制病毒复制，减少基因变异的机会; (2)提高机体抗

病毒特异性免疫; (3)加强肝脏各种细胞，包括肝实质

细胞的抗病毒能力，争取彻底清除体内残留肝炎病



毒，防止复发，达到根治目的. 因此考虑联合 / 序贯

抗病毒的治疗之前，应对被治疗的患者病原学诊断，

临床类型、病程、病情严重程度、药物作用机制、

副作用等情况进行综合分析，认真进行设计，慎重决

定和选择抗病毒药物，谨慎严密制定有效的联合 / 序

贯治疗方案[10-11].

1.3 联合 / 序贯抗病毒治疗的策略  多靶点切断 HBV 复
制途径. 根据药物抗HBV作用的不同靶点联合 /序贯使
用抗病毒药. 如: 理想的联合/序贯用药中每种药物的作
用机制应是不同的，因此可以选择抑制病毒核酸多聚

酶活性，抑制病毒 mRNA 的生成，及能够结合病毒外

壳抗原、整合和清除过多的抗原(如 HBsAg)等不同作
用机制的抗病毒药联合. 增强机体的免疫功能. HBV 虽
无直接致肝细胞病变的作用，但可以诱发人体的免疫
应答，使肝细胞发生免疫病理，引起炎症、坏死和
纤维化病变. 因此用一些免疫调节剂激活细胞毒T淋巴
细胞(CTL)、自然杀伤(NK)细胞、淋巴因子激活的杀
伤(LAK)细胞，激活抗原特异的 B 细胞等，改善宿主
的抗病毒状态，从而达到抑制 HBV 复制的目的[12].

2   抗病毒药物的免疫治疗基础

肝炎病毒是导致病毒性肝炎肝脏病变的始动因素，抗
病毒治疗是当今病毒性肝炎治疗学中的研究热点，因
此抗病毒药的免疫治疗基础有助于联合/序贯用药的选
择，目前抗病毒治疗药有如下几类药: (1)化学类药物，
主要有核苷类似物，如:阿糖腺苷，单磷酸无环鸟苷，泛
昔泛韦，拉米夫定，还有非核苷类药物，如膦甲酸钠、
苏拉明等; (2)生物类药物，主要有干扰素及其诱导剂，
特异性转移因子、胸腺激素、免疫核糖核酸等; (3)植
物天然药物，很多主要由苦参素、香茹多糖、云芝多糖、
猪苓多糖、黄芪、苦味叶下珠等.
2.1  抗病毒药物的作用机制  这些抗病毒药物分别作用
于病毒复制的不同时期和靶位，产生抑制病毒复制的
作用. 研究较多的仍然是干扰素和核苷类物. 抗病毒药作
用于病毒复制过程: (1)黏附: 病毒感染宿主细胞首先通过
病毒的外膜蛋白，与宿主细胞膜上的相应受体结合，
使病毒黏附于细胞表面. 作用于这一环节的抗病毒药有:
病毒特异的中和抗体，如免疫球蛋白、单克隆或多克
隆抗 -HBs 抗体，常加干扰素 α 合用，增加疗效. (2)穿
入: 病毒吸附于宿主细胞表面后，通过细胞的胞饮作
用，病毒穿过宿主细胞膜，进入细胞内. (3)脱壳: 进入
细胞中的病毒可脱去外壳，使病毒核酸复制，目前没
有作用于穿入和和脱壳过程的抗HBV的药物. (4)生物合
成: 病毒核酸(DNA或RNA)可以复制、转录和翻译病毒蛋
白，作用此环节的抗病毒药有干扰素 α，核苷类似物
等，非核苷类似物膦甲酸钠等. 这些药物抑制乙肝 HBV
DNA 复制，阻止肝内病毒感染健康的肝细胞. (5)组装和
释放: 病毒核酸和蛋白合成后，可在宿主细胞内装配成
新的病毒，从细胞内释放到细胞外，重新感染新的宿

主细胞. 清除含 HBV 的肝细胞，只有通过细胞免疫才能
完成，干扰素 α 和胸腺素具有免疫调节作用，能强化
体内细胞毒性淋巴细胞和自然杀伤细胞的功能，或促
进感染了 HBV 的肝细胞表面人白细胞抗原 -I(HLA-I)型
抗原表达，从而增强细胞免疫介导的肝细胞-病毒共死
亡反应[13].
       从药物分子生物学看，干扰素 α 作为一种糖蛋白，
不能直接灭活病毒，他主要作用于细胞受体，使细胞内
产生抗病毒蛋白，以阻断细胞内的病毒复制. 抗病毒的
分子作用机制，在于抑制病毒蛋白合成，抑制病毒增强
子的活性，抑制病毒蛋白转录、装配和释放，对 DNA、
RNA 病毒均有效. 而核苷类药，除病毒唑抑制病毒
mRNA 合成，抑制转录酶而抑制病毒，其他均是抑
制病毒逆转录酶，乙肝病毒多聚酶活性，达到抑制
病毒复制. 但是乙肝病毒感染肝细胞，乙肝病毒 DNA
进入肝细胞核并停留于此，形成 ccc DNA，作为稳定
的宿主 DNA 存在，不受核苷类似物、非核苷类似物
影响，不被干扰素 α 清除，成为治疗后复发原因. 他
们对于整合型的病毒难以发挥抗病毒作用. 在慢性HBV
感染过程中，HBV 特异性的 TH2 细胞因子为主的反
应，有助于抗体产生，但以白介素 -2(IL-2）为代
表的TH1 型细胞因子对病毒生活周期和宿主免疫反应
的影响尚待进一步探讨.
2.2 机体的免疫应答状态  慢性肝炎的肝损害发病机制
虽与进行性活动性病毒复制密切相关，但先由宿主的
免疫反应所决定. 因此，联合 / 序贯治疗前要充分考虑
机体的免疫应答状态. 宿主的免疫状态大致分为4类. (1)
免疫耐受类. 像乙型肝炎表面抗原携带者，持续外周血
HBsAg 阳性，机体对此无细胞增生或细胞毒反应，因
此打破机体免疫耐受状态成了这类患者的重要治疗环
节. 用重组类似乙型肝炎病毒包膜抗原的模拟抗原或组
建改变抗原逞递途径的新型免疫原，如: 治疗性疫苗，
(核酸疫苗，DNA 疫苗). 激活免疫耐受，从而打破宿主
免疫耐受状态，即可预防又可治疗. (2)免疫抑制或免疫
功能低下类. 如慢性乙型肝炎细胞免疫、体液免疫应答
低下，对促有丝分裂原植物血凝素(PHA)的细胞增生反
应低下，血清免疫球蛋白水平较低，有时血清存在细胞
免疫反应的抑制因子. 此类患者应全面提高特异性及非
特异性免疫应答，并尽可能及时观察免疫低下纠正的
情况. (3)自身免疫类. 可检测到自身抗体，(如抗核抗体、
抗线粒体抗体、抗肝细胞抗体，以及抗肝 / 肾微粒体
抗体)，出现对人正常细胞的细胞免疫反应，对这类患

者应根据个体特异性采用降低免疫应答的方案，如用

肾上腺皮质激素，同时采用抗病毒治疗，抑制病毒抗原

的表达，对此类患者的治疗也有帮助. (4)免疫复合物类.

血清中补体水平低下，肝外组织中有免疫复合物沉积，

血清中也可发现免疫复合物，伴有肝外其他脏器的免

疫复合物沉积导致的疾病，(如肾病、关节病)，治疗时可

短期应用激素，辅以其他免疫调节因子，对治疗会有裨

李莉, 等. 抗乙型肝炎病毒的联合序贯治疗                                                        1657



益，但慢性乙型肝炎患者病毒状态复杂，临床治疗中
应对个体特异性进行综合评价.

3   联合 / 序贯抗病毒治疗方法的选择

在慢性乙型肝炎病毒感染治疗中，不是随意选两种抗
病毒药结合即为联合治疗. 根据抗HBV作用的不同位点
联合 / 序贯抗病毒治疗是今后的发展方向，如不同种类
核苷类似物的合用，或与干扰素α等抗病毒合用等.干扰
素 α 适用于 HBV DNA 低水平，因此对高水平 HBV DNA
的患者，预先应用拉米夫定抑制HBV DNA，可望提高干
扰素 α 疗效. 另外，干扰素 α 的作用目标是已感染 HBV
的肝细胞，而拉米夫定仅能抑制 HBV DNA，并不能清
除肝细胞内 HBV，二者联合理论上是合理的. 单一核苷
类似物，如拉米夫定、泛昔洛韦尚不足以清除多数慢性
感染者的HBV，并可能诱导耐药病毒出现. 联合应用不
同的核苷类似物以提高疗效，降低耐药性出现.
        近年来，抗 HBV 的核苷类似物的研究取得很大进
展[14-16]，其抗病毒共同点: (1)迅速抑制病毒 DNA 的逆
转录过程，对蛋白的合成影响较慢; (2)易于诱导 DNA
多聚酶的突变形成耐药性; (3)停药后易于复发. 一些新型
核苷类似药进入II期临床，显示良好前景. 如阿地福韦，
不仅抗病毒还有免疫调节作用，其优势是对拉米夫定
等核苷类药耐药的病毒株具有抑制作用，恩替卡韦也
对拉米夫定耐药病毒株有效. 与干扰素α联合使用的效
果有待研究.
        当前已进入一个对慢性病毒性肝炎治疗的新时期，
尤其是慢性乙型肝炎，目前采用抗病毒、免疫调节、改
善肝功能和抗纤维化的综合治疗中，抗病毒治疗是其
中最重要的治疗措施. 由于抗病毒治疗存在着疗效不满
意，容易复发等缺点，今后将针对不同抗病毒靶位和
机制进行药物的联合 / 序贯治疗展开深入研究，把慢
性病毒性肝炎的治疗提高到一个新的水平.
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摘要
我国肝源性糖尿病多继发于慢性肝炎，肝硬化，这类患

者存在不同程度的肝损害，治疗更要考虑周全，综合治疗，

使血糖得到控制. 根据肝源性糖尿病的特点，明确肝源性

糖尿病的治疗目的和降低血糖的达标标准，以便合理地进

行综合治疗，原则禁用口服降糖药，尽量早用胰岛素，除

了药物，目前对糖尿病的治疗已进展到胰腺移植，胰岛细

胞移植，人工毛细血管装置的胰岛细胞移植，还有对重型

肝炎，肝硬化实施肝移植，这些是否适合肝源性糖尿病以

及移植后一系列问题尚研究中.
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0   引言

各种肝病导致肝实质损害，诱发糖代谢紊乱，临床表
现以高血糖，葡萄糖耐量减低为特征[1]. 这种继发于肝实
质损害的糖尿病称之为肝源性糖尿病(hepatic diabetes)，
属 II 型糖尿病但又与之有所不同. 其病因尚未完全阐
明，目前尚属不能根治. 治疗要兼顾肝损害和糖尿病两
个方面，其原则在治疗原发肝病的同时，通过现代综合
治疗，使血糖得到控制. 因此，医生要根据肝源性糖尿
病的特点，明确肝源性糖尿病的治疗目的和降低血糖
的达标标准，以便合理地进行综合治疗[2].

1   肝源性糖尿病的特点和治疗目的

肝源性糖尿病发病机制主要是胰岛素抵抗，随着病情
发展也可以出现胰岛素分泌相对不足; 高胰岛素血症伴
内源性胰岛素敏感性下降. 葡萄糖耐量试验(OGTT)减
低，其曲线形态偏高，表现高峰、高坡或趋高型; 胰岛
素释放试验，高峰反应为主; C 肽释放实验正常，C 肽 /
胰岛素比值明显减少. 临床表现有的隐性，有的显性，
症状轻重不等，但典型的“三多”症状多不明显，
往往被慢性肝病症状所掩盖，极少发生酮症酸中毒等

并发症[3]. 肝源性糖尿病的治疗目的: 改善和保护肝功
能，降低高血糖，缓解症状; 纠正脂代谢紊乱及其他
代谢紊乱; 防治肝病及糖尿病各种急、慢性并发症的发
生和发展，降低死亡率; 通过教育，使患者掌握自我监
测，自我保健的能力，确保治疗达标[4]. 肝源性糖尿病降
糖治疗的达标标准: 餐后血糖 6.7-9.0 mmoL/L; 餐后 2 h
血糖 6.7-12.0 mmoL/L; 糖化血红蛋白 7.0-9.0%. 肝源性
糖尿病降糖治疗控制标准(见表 1).

表 1  肝源性糖尿病降糖治疗控制标准

         控制标准
指标

良好 临界                差

空腹血糖(mmoL/L) 4.4-6.1 ≤ 7.0           > 7.0

餐后 2 h 血糖(mmoL/L) 4.4-8.0 ≤ 10.0           > 10.0

糖化血红蛋白(%) < 6.2 6.2-8.0           > 8.0

总胆固醇(mmoL/L) < 5.2 ≥ 5.2          ≥ 6.5

高密度脂蛋白 - 胆固醇(mmoL/L) > 1.1 1.1-0.9           < 0.9

甘油三酯(mmoL/L) < 1.5 <2.2           ≥ 2.2

低密度脂蛋白 - 胆固醇 < 2.5 2.5-4.4            > 4.5

体重指数(kg/m2)

    男 < 25 < 27            ≥ 27

    女 < 24 < 26            ≥ 26

血压(KPa)         < 17.3/10.6            21.3/12.6     > 21.3/12.6

1 控制良好是理想指标, 应因人而异, 老年肝源性糖尿病无必要达到.

2   肝源性糖尿病的治疗现状

目前肝源性糖尿病的治疗已经达到了一个新高度. (1)积
极合理治疗肝脏疾病，通过修复肝细胞，改善肝功，恢
复肝细胞膜受体的数目及受体结合的能力; (2)进行肝源
性糖尿病教育. 肝源性糖尿病是一种全身疾病，坚持合
理治疗是一项长期、细致和艰苦的过程，需医生、患者
及家属配合，教育的目的是让患者对肝源性糖尿病的
基础知识、特点以及饮食、药物治疗、自我监测和护理
等有初步认识，意识到治疗的终身性和长期性，使其积
极配合达到最佳的治疗效果; (3)饮食治疗. 饮食治疗是
糖尿病的基本疗法之一，无论对哪一型糖尿病，适当控
制饮食，都可减轻胰岛 β 细胞的负担，有利病情控制.
即使需要药物治疗的糖尿病患者如忽视饮食，单纯依
赖药物也难以奏效. 糖尿病的饮食治疗原则从18世纪末
即已存在，但至今发生了很大变化，自 1980 年代以
来，糖尿病膳食结构已转变为高碳水化合物、低脂
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肪、低蛋白、高纤维素膳食，其中碳水化合物占总
热量的 55-65%，脂肪占总热量的 20-30%，以不饱
和脂肪酸为主，蛋白质占总热量的 10-15%，膳食纤
维总量每日 40-60 g，胆固醇含量每日 300 mg，食盐
每日 6 g，鼓励进食富含维生素及微量元素易于消化饮
食. 每日膳食总热量要根据患者体重、年龄、性别、
有无并发症、工作性质、劳动强度而定. 肝源性糖尿
病的饮食治疗原则和原发性糖尿病相似，只是注意兼
顾肝病及糖尿病两方面，如有食管静脉曲张的肝硬化
患者，注意选用适宜的高纤维膳食的摄入，有肝性脑
病，则限制蛋白质的摄入等;  (4)运动疗法. 运动疗法也
是糖尿病的基本治疗之一，但是肝源性糖尿病由于存
在肝细胞损伤，肝功能异常往往使此项治疗受到限制.
一般鼓励进行适量的日常生活活动，活动时间不宜过
长且在餐后 30 min 后开始进行，餐后 2 h 以后要保持
相对安静.  对轻、中度慢性肝炎，尤其较肥胖的患
者，肝功能正常可以进行适量的运动[5]. 同原发性糖尿
病一样也要制定运动处方，即以患者体力和耐力及肝
功能为基础，制定符合本人状况的运动程序，包括运动
种类、运动量、注意事项等. 其益处不但降低血糖还
能改善精神状态，提高生活质量[6].

3   降糖药临床应用进展

口服降糖药物是糖尿病治疗的重要手段，近 90% 的糖
尿病患者均有可能接受口服降糖药治疗，包括肝源性
糖尿病. 虽然现在专家主张口服降糖药禁用于肝性糖尿
病，但由于患者对胰岛素使用存在种种的误区和顾
虑，所以临床仍有不少病例选择口服降糖药[7].
3.1 磺脲类(SU)制剂  所有磺脲类降糖药均是磺胺衍生
物，是中等强度的降糖药. 其作用刺激胰岛 β细胞分泌
胰岛素，减少肝糖输出. 近年来还观察到某些磺脲类
药，如达美康、糖适平有刺激周围组织中受体、受
体后作用，增加胰岛素受体的数目和亲和力，促进葡
萄糖转运载体(Glut)向细胞膜转位，刺激葡萄糖激酶活
性等. 副作用: 低血糖，中度增加体重，肝功能异常但
发生率少不足 2%，过敏反应如皮疹、红斑、搔痒、
溶血性贫血等. 骨髓抑制则非常少见. 此类药的种类有:
第一代: 氯磺丙脲、甲磺丁脲(D860，甲糖宁)，由于
其严重的副作用，低血糖，肝功能损害等，目前基
本淘汰. 第二代: 格利苯脲(优降糖、达安疗)、格利赫
素、格利吡嗪( 吡磺环己脲、美吡达、灭糖尿、瑞
易宁或格列吡嗪控释片)、格利齐特(达美康、甲磺吡
胺)、格利喹酮(糖适平、糖肾平). 第二代药物作用强
副作用小，成为磺脲类选用的主流，其降糖作用的强
弱依次为优降糖>美吡达>达美康>糖适平. 肝源性糖尿
病患者原则上不适于使用此类药，因为从理论上讲 SU
制剂刺激胰岛 β 细胞分泌胰岛素，并不能很好控制肝
源性糖尿病的血糖，同时还有可能引起肝损害. 在实际
工作中，当患者肝功正常或肝功能损害极轻，拒绝使

用胰岛素，以及存在胰岛素分泌相对不足的情况下，
临床也有使用并取得一定疗效. 因此，值得特别注意的
是尽量选择对肝功影响小的 SU 制剂，如达美康、糖
适平来治疗肝源性糖尿病，对重症肝炎、肝硬化晚
期、肝功能衰竭的患者要避免使用. 第三代: 格利美脲
(格列美嗪)，临床应用尚少，有待进一步使用观察[8].
3.2 双胍类降糖药物  双胍类降糖药物于本世纪50年代
发现，引致了苯乙双胍和二甲双胍的广泛使用. 但因为
其可以引起严重的危及生命的乳酸中毒，1970 年代除
了中国和印度，大多数国家已停止使用苯乙双胍(降糖
灵、苯乙福明)，目前已极少应用基本淘汰. 现在临床
使用只有二甲双胍(甲福明、降糖片、格华止). 并在欧
洲和亚洲已广泛应用许多年. 该药降糖降脂减肥，其作
用机制不十分清楚，目前认为主要通过降低肝糖产生、
降低胃肠道对葡萄糖的吸收，增加肌肉组织、脂肪组织
胰岛素受体的数目和给合力; 促进葡萄糖运载体向膜转
运，增加外周组织对糖的摄取. 尤其适合肥胖的 II 型
糖尿病患者. 副作用为恶心、食欲降低、腹泻，这些
现象是暂时的，与食物同服可减少这些症状. 本药最大
的副作用是乳酸性酸中毒，发生的机率并不高，大多
发生于肾功不全或药物过量(>3 g/d)的患者. 肝源性糖尿
病原则也是禁用. 但临床对轻型肝损害的糖尿病仍在使
用，如果应用也应避免在严重肝损害时使用，尤其避
免用于肝硬化晚期，肝功衰竭和肾功不全的患者. 对老
年人也要谨慎用药. 该药与其他降糖药联合用药，作用
优于单独用药[9].
3.3 葡萄糖苷酶抑制剂  于 1980 年代上市，作用机制
与磺脲类及双胍类均不同，通过抑制小肠黏膜刷状缘
膜 α- 葡萄糖苷酶，延缓碳水化合物在肠道吸收，从
而降低餐后血糖. 该药有防止胰岛 β细胞疲劳，改善血
糖控制的作用. 第一个葡萄糖苷酶抑制剂有效成分为阿
卡波糖(拜糖苹)，他是生物合成的假性四糖. 第二个葡
萄糖苷酶抑制剂的有效成分为伏格列波糖(倍欣片)，
抑制小肠黏膜 α - 葡萄糖苷酶的作用比阿卡波糖强，
与其他降糖药物合用会有低血糖出现，单独应用则不
会. 此类药的副作用最常见的是腹胀、腹泻、排气过
多，一般以 2  w k 左右缓解，偶有腹痛、便秘、恶
心，罕见过敏反应如皮疹、搔痒等. 无症状 ALT，AST
等酶升高，该药与其他降糖药联合应用可有效降低餐
后血糖，适合肝源性糖尿病空腹血糖正常，餐后血糖
升高的患者. 但失代偿肝硬化继发糖尿病常有消化吸收
障碍，使用该制剂后在胃肠道不能较好发挥改善血糖
控制的作用，腹胀加重. 因有肝酶升高故有严重肝损害
者慎用，转氨酶不超过正常 2 倍可小量使用，有恶化
趋势则停用. 肝功衰竭、重度肾功减退、有严重糖尿
病并发症者则禁用[10].

3.4 促胰岛素分泌剂  瑞格列奈(诺和龙)，1998 年上

市，是一新型口服非磺脲类抗糖尿病药物，对胰岛素的

分泌有促进作用. 是第一代餐时血糖调节剂，不直接刺
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激胰岛素分泌，不抑制胰岛素的生物合成，而是通过
关闭胰岛 β 细胞膜中 ATP- 依赖性钾通道，使细胞内
钙增加，达到增加胰岛素分泌的效果，是有效的一线
单独治疗药，适合所有 II 型糖尿病患者包括肥胖与非
肥胖，与二甲双胍合用比各自单独应用疗效好，磺脲
类药失效改用此药也能取得较好疗效. 副作用极少，不
引起肝、肾功能损害和严重低血糖，偶有胃肠道反
应，过敏反应，有中度肝脏与肾脏损害患者对此药有较
好耐受性，理论上较适合肝损害不重的肝源性糖尿病，
餐后血糖升高及胰岛素分泌相对不足的患者，临床应用
尚少，其作用和副作用都有待进一步使用观察[11-15].
3.5 胰岛素增强剂  指噻唑烷二酮(TZDs)衍生物，又称
格列酮. 1982 年研究其降脂作用，同时发现还有减肥
降低血糖作用，其作用机制是通过活化过氧化物酶增
生活化因子受体 γ(PPRA-γ)，调控葡萄糖、脂肪代
谢，促进脂肪细胞分泌，并直接影响增加胰岛素敏感性
的许多过程，如胰岛素受体激酶活性、胰岛素受体磷酸
化过程、胰岛素受体数量，达到降低血浆葡萄糖和胰岛
素水平，改善糖耐量，保护胰岛 β 细胞的作用. 抗糖尿
病的作用强弱顺序: 罗格列酮>曲格列酮>塞格列酮>恩
格列酮. 该类药副作用: (1) 体重增加(等于或大于磺脲类
药); (2) 水肿; (3) 严重肝损害. 因此目前曲格列酮均已退
出市场. 肝损害的作用是否为 TZDs 类药共同作用，有
待进一步研究. 鉴于此肝源性糖尿病应禁用该类药[16-18].
3.6 胰岛素  胰岛素自 1922 年用于临床以来已有 80 a 的
历史. 近几十年由于人胰岛素及胰岛素类似物问世，以
及注射技术、给药方法的不断改进，胰岛素的应用已进
入一个全新的时代. 到目前为止每个糖尿病患者都有使
用胰岛素的机会，而胰岛素亦适合任何一型糖尿病，迄
今无任何降糖药可以取代胰岛素在糖尿病治疗中的地
位[19]. 1970-1980 年代成功合成人胰岛素，一种是半合
成人胰岛素，以猪胰岛素等原料，将其 B 链上 30 位的
丙氨酸转换为苏氨酸而获得. 另一种是利用基因重组工
程生物合成人胰岛素，人胰岛素的优点: (1)免疫原性大
大降低，胰岛素抗体的生成率 30% 以下，故过敏反

应和其他副作用少; (2)效价强，相应剂量降血糖作用比

动物胰岛素增强30%左右; (3)皮下注射吸收快，但作用

短于动物胰岛素. 目前胰岛素的给药途径和注射方法有

很大改革，可多种途径给药，如肛栓，腹膜内给药，鼻

吸入及肺吸入等，但均因有刺激性，吸收不规则而未被

常规采用. 1970年代以来研制口服胰岛素，用脂质体膜

包被防止在胃部破坏，但由于仍是吸收不规则，个体差

异大，难以预计有效血药浓度及降糖效果，目前未用于

临床. 注射方法以皮下注射最广泛，但注射工具有很大

改进，如一次性注射器，胰岛素泵与胰岛素笔，以
胰岛素笔最简便实用，近年还研制出压力喷雾注射器，
不但吸收快，还避免常规注射的痛苦，但尚未普及使用.
在胰岛素的应用和制剂选择方面，目前对 II 型糖尿病
使用胰岛素指征趋于积极态度，采用短效加中效或长

效的各种组合注射方案，尤其强化治疗方案常被临床
使用，现在认为强化治疗对防治糖尿病各种慢性并发
症具有重要意义，而被临床推崇使用. 预混制剂虽方
便，但缺点是无法分别调整各自剂量. 肝硬化时肝脏糖
原贮量下降，夜间低血糖，以每列前注射短效型胰岛素
较为合理[20].
       我国肝源性糖尿病多继发于慢性肝炎，肝硬化，
虽然血浆中胰岛素水平升高，但临床使用胰岛素仍然
有效，推测此类患者胰岛素是低生物活性，仍需外源性
胰岛素. 这类患者存在不同程度的肝损害，一般主张尽
早使用胰岛素，而不用口服降糖药. 对较轻的患者通过
饮食治疗和口服 α- 葡萄糖苷酶可以较好抑制血糖. 医
生在使用胰岛素之前应对各类胰岛素制剂的成分、来
源.  使用时间、含量要一清二楚，尽量选用人胰岛
素，患者的饮食也一定要定时定量，对治疗中密切监
测血糖也要一丝不苟，包括患者自测血糖，因要根据
所测血糖变化随时调整胰岛素剂量. 剂量使用的原则遵
循由小到大. 每日胰岛素量超过 200 u，提示体内产生
胰岛素抗体，一般在治疗 3-4 wk 出现抗体，随着时
间延长抗体逐渐上升，剂量越大越易产生抗体. 注意口
服降糖药转换胰岛素，二者用量之间无统一转换剂量
可以参考[21].
        近年来，一些胰岛素类似物问世. 1992年礼来公司
用基因重组技术成功制造人胰岛素类似物称 Lyspro，
具有与人胰岛素相同的生物活性，也在短效、长效制
剂，其实用价值有待进一步观察. 动物实验还证明 C 肽
具有血糖调节作用，C 肽又称连接肽，系胰岛素原在
形成胰岛素过程中裂解产生的片段，过去认为无生物
活性. 现认为他降低血糖，对胰岛素调节血糖有协同作
用. 其降血糖的作用未完全阐明，但他不依赖胰岛素受
体和酪氨酸刺激，不刺激升血糖激素分泌，不易被肝
摄取，在血中清除较缓慢，不影响胰岛素耐量，还
有一定的改善微循环、扩张小血管作用. 临床应用价值
有待进一步研究[22].
       总之，肝源性糖尿病降糖治疗，原则禁用口服降
糖药，尽量早用胰岛素，不但有效降低血糖，还可有利
肝细胞修复、肝功恢复. 但也有极少部分用胰岛素治疗
无效的难治性病例. 除了药物，目前对糖尿病的治疗已
进展到胰腺移植，胰岛细胞移植，人工毛细血管装置的
胰岛细胞移植，还有对重型肝炎，肝硬化实施肝移植，
这些是否适合肝源性糖尿病以及移植后一系列问题尚
待研究.
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摘要
抗病毒治疗一直是乙型病毒性肝炎治疗过程中的重要环

节，但目前所用的抗病毒治疗措施均有其局限性. 寻找新

的、有效的抗病毒治疗措施应从病毒的生命周期、机体的

免疫反应出发，以达到抑制病毒复制以至清除病毒的目的.

基因治疗方法也正处于研究阶段. 本文就目前乙型病毒性肝

炎的抗病毒治疗及其进展方面作一阐述.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)在慢性乙型肝炎(CHB)患者体内的
持续复制，可以导致不同程度的肝内炎症，而且与肝
硬化和肝细胞癌(HCC)的发生密切相关. HBsAg疫苗的广
泛应用，在一定程度上能够安全有效地预防 HBV 感
染，降低了感染的发生率[1]，而对于慢性 HBV 感染者，
应用抗病毒化学药物治疗，在抑制病毒活跃复制、阻止
威胁生命的肝脏疾病的发展方面也展现了良好的前景[2].
有效地进行抗病毒治疗，可以诱导疾病缓解，阻止肝硬
化进程，防止出现肝衰竭和 / 或肝细胞癌的严重后果.
HBV 感染的肝细胞与宿主免疫反应之间复杂的相互作
用极大地影响着疾病的临床过程，因而影响了临床处
理策略. 目前所用的抗病毒治疗主要是通过干预病毒复
制过程或者针对宿主抗病毒的不同环节，达到抵抗病
毒、保护机体的作用，但任何治疗方法都有其应用的局
限性，使 HBV 感染始终是困扰人们的难题，寻找新的
有效治疗药物也一直是人们不懈追求的目标.
      目前只有干扰素 α (IFNα )、拉米夫定、阿地福韦
(ADV)是获批准的治疗 CHB 的药物. 在 HBeAg 阳性和
HBeAg 阴性的 CHB 患者，这些药物治疗具有相似的短
期作用与有限的长期效应，因此，需要寻找新的治疗措
施，以克服他们所存在的局限性.  最近几种新的抗

HBV 复合物正在评估之中，其中包括恩替卡韦，emt-

ricitabine(LMV 的 5- 氟衍生物)，clevudine(L-FMAU)以

及其他的 L- 核苷例如 L- 脱氧胸腺嘧啶(L-dT).

       另外，某些免疫调节剂，例如白介素 -2(IL-2)、
干扰素 γ(IFNγ)、胸腺素 α、疫苗等的治疗效果尚有

争议[3-4]; DNA 疫苗治疗方法，虽然理论上似乎很有吸

引力，但在临床应用方面却没有更大的进展[4-5]; 两种

聚乙二醇化的干扰素，PEG-IFNα-2b、PEG-IFNα-

2a，是治疗慢性 HCV 的较有前途的药物，最近已经

应用于慢性乙型肝炎的治疗. 将来以上这些方法的发展
会为临床工作者提供更多的治疗选择.

1   病毒的生命周期

要确认潜在的抗病毒靶点，理解 HBV 生命周期是很关
键的. 成熟的HBV病毒颗粒由整合了病毒表面蛋白的脂
质双层包绕核粒核心组成. 核粒内部是结构紧凑、呈松
弛环状结构的 3.2 kb 的部分双链 DNA 基因组，具有重
叠的开放读码框架(ORF)，分别编码 HBsAg(L，M，S)，
HBcAg，HBeAg，聚合酶和 X 蛋白.
      HBV 的复制始于病毒与肝细胞表面的受体黏附，
介导病毒进入细胞，脱去核衣壳，转移至细胞核，松弛
环状基因组通过宿主细胞机制转化成cccDNA，这个复
制中间体是产生各种HBV RNAs的转录模板，包括前基
因组RNA(pgRNA)，为病毒复制所必须，也是有效治疗、
控制CHB的主要障碍. 3.5 kb的pgRNA的转录发挥三方
面的作用: (1)其翻译可以产生核心蛋白与聚合酶蛋白; (2)
参与核粒包装反应，其特异性由一个特殊的位于

pgRNA 的 5’- 和 3’- 末端的称为 ε 的茎 - 环 - 茎结
构所决定，宿主蛋白例如 Hsp90 可以稳定这种 pol-ε 的
相互作用[6]. 顺式翻译的核心蛋白在 pgRNA-pol 复合物
周围形成二聚体，自我排列形成病毒核粒; (3) 一旦装配
成核粒，pgRNA即发挥逆转录模板的作用: 聚合酶蛋白
结合至 5’-ε- 结构，作为自身引物起始并合成负链
DNA 的前 3 个核苷酸，新生 DNA 再转位到 pgRNA 的
3’- 末端，结合至 12 nt 的 DR1 互补序列，负链 DNA
在此继续合成，聚合酶蛋白的 RNA 酶 H 活性使模板
pgRNA降解. 这个RNA寡聚体转移至12 nt重复的DR2，
开始合成正链 DNA. 正链 DNA 从负链 DNA的 5’- 末端
延伸，出现了第3条链转换. 这由在负链DNA模板的一
个短的富余片段所促进，这个片段与正链 DNA 5’- 末
端的富余片段退火，因而使基因组环化[7]. 聚合酶蛋白
对正链 DNA 合成的成熟前终止引起特征性的部分双链
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基因组. 含有部分dsDNA的HBV核粒或者循环回核，增
加 cccDNA 的供应，或者在内质网和高尔基体进一步组
装. 成熟的病毒粒通过组成型分泌途径从细胞中运出.

2   宿主对 CHB 感染的反应

急、慢性 HBV 感染导致的肝脏疾病主要是由免疫反应
介导，理解对 HBV 免疫反应的复杂性与多样性，具有
免疫治疗意义. HBV 感染的动物模型例如 HBV- 感染
猿、HBV 转基因鼠的应用，对于研究免疫反应与肝脏
疾病、病毒的控制与清除方面具有重要意义[8-9]，但
是，动物模型的应用尚存在一定的局限性，尤其在
HBV- 转基因鼠模型中，缺乏 cccDNA 的产生与加工等
关键的 HBV 复制事件.
        HBV感染的过程受到免疫反应强烈程度的影响. 感
染早期、固有的和调节性免疫反应对于 HBV 的清除是
很关键的. 抗原提呈细胞，尤其是树突状细胞、自然杀
伤(NK)细胞、自然杀伤 T(NKT)细胞，在刺激 CD4+ 辅助
性 T 细胞、CD8+ 细胞毒性 T 细胞以控制肝内 HBV 复
制中起着重要的作用. 根据所分泌细胞因子的不同，这
些细胞可分为 Th1 与 Th2 细胞，诱导原发性细胞介导
的免疫反应. Th1 细胞主要产生 IL-2 ，Th2 主要产生白
介素 -4(IL-4)、白介素 -5(IL-5)和白介素 -10(IL-10)，
触发体液免疫反应以产生抗体. 当 Th1、细胞毒 T 淋巴
细胞(CTL)细胞都活化，并对病毒包膜、聚合酶、核心
蛋白产生多特异性抗体，可达到对 HBV 的清除[10]. 主
要活化 Th2 细胞以产生抗体的免疫反应可能会导致
HBV感染的持续，因此，T细胞亚群的不一致性可能是
导致新生儿与成人急性感染过程中，HBV 持续存在的
原因之一.
        一般认为，HBV 清除是通过 CTL 活化的穿孔素或
Fas-依赖性途径的细胞因子介导的对HBV感染细胞的
破坏，而现在有新的观点强调了细胞因子介导的非溶
细胞性 HBV 清除[9]: 在急性 HBV 感染的猿猴与 HBV 转
基因鼠的研究中发现，细胞因子，主要是肿瘤坏死因子
α (TNFα )，IFNγ 和 IFNα /β，可以不必杀死肝细胞而
抑制HBV复制; 在转基因鼠模型中诱导这些细胞因子，
能够至少干扰 HBV 生命周期的两条途径: HBV RNA 的
转录后降解以及清除含有 pgRNA 的非成熟核粒，导致
HBV 核心蛋白的翻译后缺失[10]. IFNα /β 可能活化与
dsRNA-依赖的蛋白激酶(PKR)和dsRNA-依赖的2’，5’-
寡腺苷酸合成酶有关的两条细胞路径，对双链 RNA 蛋
白激酶(PKR)的诱导可能导致HBV蛋白合成的抑制，而
对 2’，5’- 寡腺苷酸合成酶的诱导活化了 RNase L 以
降解 HBV RNA. IFNα/β和 IFNγ可诱导细胞基因的转录
改变[11]. 但是，这些细胞因子诱导的作用于 HBV 复制
的“分子抗病毒”的意义还不明确.
        通过转基因鼠研究，逐渐阐明了HBV RNA转录后
降解的基本分子基础[9]. 研究表明，在 TNFα 和 IFN 被
诱导后的病毒 RNA 降解过程中，细胞蛋白 -La 蛋白，

发挥着一定的作用. 在 HBV 中，这种蛋白特异地结合
一个在病毒 RNA 内的位于转录后调节元件的茎 - 环结
构 5’- 末端，可能介导 HBV RNA 的核移出. 最近研
究表明，La 蛋白上的特异性 HBV RNA 结合点可能是
潜在的抗病毒靶点. 目前，尚不了解在 CHB 患者中控
制HBV复制的非溶细胞过程的免疫反应. 从临床应用角
度，面对的挑战应该是建立免疫治疗方案，克服少数
炎症细胞浸润或肝细胞坏死的 T- 细胞低反应性[12-13]，
开拓非溶细胞的 HBV 从肝细胞中清除过程.

3   新治疗靶点

HBV 生命周期表明，除了逆转录过程，多数病毒过
程依赖于宿主细胞机制，其中最重要的是 cccDNA 的
产生与持续存在. 传统的病毒DNA合成抑制物例如核苷
类似物能够阻止或降低 cccDNA 新分子的产生，但是，
成功清除已存在嗜肝 cccDNA 只能通过非细胞溶解的
Th1 免疫反应或通过免疫介导的细胞杀伤作用[14-15]. 另
外，核苷类似物治疗 CHB 还能够(部分)恢复(特异性)免
疫反应，这一点很重要，这对于介导宿主对感染的持久
控制是必要的[16]. 总之，成功治疗 CHB 的重点是集中
到抗病毒与免疫调节方法治疗两方面内容上.
3.1 小分子抑制剂  核苷 / 核苷酸类似物是聚合酶抑制
剂，通过细胞激酶代谢成三磷酸形式，能选择性或竞争
性抑制病毒聚合酶的催化作用; 类似物的整合(如LMV和
ADV)也可以导致新生病毒基因组的链终止; 另外，由于
在HBV负链DNA的引物序列的核苷酸是5’-GAA-3 ’，
因而嘌呤核苷类似物能抑制聚合酶的引物活性[6-7, 17]. 许
多核苷/核苷酸类似物在CHB中的应用已得到检验，例
如拉米夫定、阿德夫韦、恩替卡韦、LY582563、MIV-
210 等.
       最近发现另外几种复合物具有 HBV 抑制的机制，
但与病毒聚合酶不相关. 第1种是苯丙酰胺衍生物: AT-
61 和 AT-130. King et al [18]表明 AT-61 并不影响总 HBV
RNA的产生或HBV DNA聚合酶的活性，但确实能明显
降低核壳化的 RNA. 重要的是，AT-61 和 AT-130 对于
野生型和多种不同 LMV- 抗性株具有同样的抗病毒活
性[19]. Feid et al [20]应用能够顺式包装HBV RNA的重组杆
状病毒系统和一个能够反式包装HBV核心蛋白的表达
载体系统观察了 AT-130 的作用机制: 体外研究表明，
AT-130 明显抑制了核壳化 HBV RNA 的产生，但对于
总 HBV RNA 没有作用，也并不影响核心蛋白或核粒
的产生，表明其本身能够干扰核壳化过程，其机制可
能是通过空间抑制或者与宿主细胞伴随蛋白例如Hsp90
相互作用. 苯丙酰胺不是水溶性的并具有极低的生物利
用度，成功地发展成抗病毒药还需要克服其潜在的毒
性和药物化学事件. 但是，这些发现证明了野生型与药
物抗性HBV能够非依赖于病毒聚合酶而被选择性地在
复制水平明显抑制.
      体内、外实验还表明，另一组复合物，异芳基二
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氢嘧啶(HAP)，也是潜在的 HBV 复制的非核苷抑制
子[21] ，HAP 复合物由 Bayer 公司发现，包括的候选分
子有Bay41-4109及其同种物Bay38-7690、Bay39-5493.
受 Bay41-4109 作用的 HBV 感染细胞，通过抑制病毒
核粒的形成导致核心蛋白的降解增加，在 HBV 转基因
鼠中也发现这些 HAP 复合物具有抗 HBV 的作用[21]. 这
种新的作用机制和高度特异性的抗病毒作用表明，
HAP 复合物可能会进入将来的临床研究. 第 3 种复合
物，LY582563，是一种 2- 氨基 -6- 芳硫 -9- 磷甲氧
乙基嘌呤双酯，一种新的核苷类似物，磷甲氧乙基
嘌呤的衍生物，其结构类似于ADV. 这种复合物具有极
好的抗 HBV 活性和较低的毒性[22]，对于具有 LMV-
抗性的HBV也是有效的，其作用机制及早期临床正在
研究之中.
3.2 基因治疗方法  基因治疗是将新的基因材料导入靶
细胞中，以产生对宿主细胞的治疗作用. 抗病毒基因治
疗策略如核酶、反义寡核苷酸、干扰肽或蛋白、治疗性
DNA 疫苗已经被研究用于 CHB 的分子治疗. 而且，治
疗或阻止 CHB 相关肝硬化或肝癌的分子策略也正在研
究之中[5， 23]. 一种新的分子治疗方法是siRNA. RNA干扰
是一种序列特异性的基因沉默的细胞过程，小双股
RNA靶向一个同源序列，通过细胞核酶使之裂解[24]. 大
约 22 nt 的 siRNA 导入哺乳动物细胞，能够导致细胞
mRNAs 特异性地沉默，而没有由长双股 RNA激活所诱
导的非特异性的干扰素反应，这种方法已经在细胞培
养中成功地用于 HBV 和 HCV 复制子 RNA[25]. siRNA 分
子可以显著降低病毒特异性蛋白表达和 RNA 合成，并
且这些抗病毒作用非依赖于IFN. siRNA以及传统的基因
治疗，虽然是很有前途的治疗方法，但在基因传递、
稳定性、毒性、抗性以及安全性等方面仍有很多问题
有待解决.

3.3 免疫调节治疗  免疫调节治疗的目的是刺激宿主

HBV-感染细胞的免疫反应而清除病毒感染. IFNα和胸

腺肽 α [4-5]已经用于临床，本文强调其他对治疗 CHB 有

用的免疫调节药物. 白介素-12(IL-12)与白介素-18(IL-

18)由活化的巨噬细胞和树突状细胞分泌. IL-12通过促

进 Th1 细胞反应在调节免疫系统中发挥重要作用[26]. 在

IL-12 存在的情况下，IL-18 能够作用于 Th1 细胞、NK

细胞和树突状细胞，诱导 IFNγ的产生[26-27] . 在 HBV 转

基因鼠的研究中表明，IL-12可能通过局部诱导淋巴细

胞分泌 IFNγ，IFNα /β 和 TNFα 而发挥间接抗病毒作

用，下调了肝内、外病毒的复制. 在应用 IFNα 治疗

患者中的观察表明，在 IFN-α 应答者中，IL-12 以及

IL-2，IFN-γ的水平明显高于无应答者[28]. 最近，IL-12

在 CHB 中的 I/II 期研究表明，剂量 0.25 与 0.5 µg/kg，

治疗 12 wk，血清 HBV DNA 显著降低，但是其总的

抗病毒作用低于 IFNα 或 LMV. 研究表明，短期的 IL-

12 治疗是安全的，副反应与 IFNα 相似. 在转基因鼠的

研究中，Kimura et al [27]表明 IL-18 通过 IFNγ、IFNα/

β 介导的非细胞病理过程，抑制了肝内 HBV 复制，这

些结果也说明 IL-18 能协同 IL-12 抑制 HBV 复制，表
明联合给予 IL-18 和 IL-12 对 CHB 是有治疗作用的.
        在病毒感染中，树突状细胞作为抗原递呈细胞，
对于刺激调节性免疫方面发挥重要作用. 他们刺激CD4+

和 CD8+T 淋巴细胞，产生影响 Th1/Th2 免疫平衡的细
胞因子[29]. 除了抗原递呈功能，激活的成熟树突状细胞
还能分泌许多 Th1 和 Th2 型细胞因子，如 IFNα /β，
TNFα，IL-1，IL-8 和 IL-12 等. HBV 感染时，树突
状细胞在影响 Th1、Th2 反应中的有关资料还很有限，
树突状细胞功能的损伤可能导致HBV慢性化[28-30]. 有趣
的是，树突状细胞虽然是免疫反应的刺激子，但另一方
面他又能通过 T- 细胞无反应性或 T 细胞排除诱导免疫
耐受性，其介导的耐受性尚不完全了解，而且这些细胞
是否能够导致新生儿耐受而引起HBV感染持续尚需进
一步探讨. 近年来，树突状细胞在处理免疫反应的效应
方面已有临床研究: 体外培养树突状细胞并用抗原(如重
组肿瘤与病毒抗原)刺激，然后自体转输，作为几种临
床实验的免疫治疗[31]，但树突状细胞在 CHB 免疫治疗
中的作用尚不成熟，应用合适的 HBV 蛋白激活树突状
细胞、克服免疫耐受、诱导多种对 HBV 的特异性免
疫需要深入研究 [32-33].
       目前，长期抗病毒治疗所致 HBV 耐药株的出现以
及治疗后较低的持续 / 长期应答率，是 HBV 治疗中两
个棘手问题，也给我们提出了新的挑战. HBV发病机制
的深入研究以及新免疫治疗方法的发现，可能会提供
一些有用的方法. 另外，在CHB治疗中，目前还不清楚
是单独应用核苷 / 核苷酸类似物治疗，还是应该在核
苷 / 核苷酸类似物基础上加用免疫调节剂，这需要进
行深入的临床研究. 在将来的应用中，也有可能进行三
联药物治疗，例如两种核苷 / 核苷酸类似物联合应用
PEG-IFN 等. 同时，新的抗 -HBV 药物的产生，包括
非核苷类似物，例如病毒包装抑制剂、免疫治疗(如
树突状细胞疫苗)，将来对 CHB 治疗可能会获得良效.
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摘要
HBV 感染是重要的传染病，对于抗HBV 的治疗显得尤为

重要，但在慢性 HBV 感染患者当中，有许多合并其他疾

病，对于需要运用免疫抑制剂或疾病本身就产生免疫抑制

的免疫受损宿主来说，在使用免疫抑制剂的同时，有可

能使得 HBV 再激活，从而出现肝炎的症状，治疗更加棘

手.拉米夫定可以迅速降低血清中 HBV水平，无论免疫抑

制的种类，包括肿瘤、器官移植、AIDS患者等，且可以应

用于对干扰素难以耐受的患者，在免疫受损宿主慢性乙型

肝炎患者抗病毒治疗中具有非常重要的地位.

纪冬, 成军, 董菁, 王建军. 拉米夫定在免疫受损慢性乙型肝炎患者抗病毒治

疗中的应用. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1667-1669
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)的感染在中国为 5-18%，明显高
于其他地区. 由于乙型肝炎疫苗的使用，在儿童中明显
降低了慢性 HBV 感染和肝癌(HCC)的发病率，但由于
存在着大量的HBV表面抗原(HBsAg)携带者，他们发展
为恶性肝脏疾病的可能性仍然非常的高，因此通过有
效的治疗来减少肝硬化、肝癌的发病率、死亡率尤为
重要[1-3]. 在慢性乙型肝炎患者当中，有许多都合并其
他疾病，如需要运用免疫抑制剂或疾病本身就产生免
疫抑制的免疫受损宿主(immunocompromised host)来说，
在使用免疫抑制剂的同时，有可能使得 HBV 再激活
(reactivation of HBV)，从而出现肝炎的症状，治疗显得
更加棘手.  拉米夫定(lamivudine)是第一个用于临床的抗
HBV 的核苷类似物药物，在慢性乙型肝炎的抗病毒治
疗过程中具有重要地位，他可以抑制 HBV 逆转录酶，
有效的减少急、慢性乙型肝炎的 HBV 病毒血症，使

用拉米夫定治疗 1 a 后，HBeAg 血清转换率可以达到
18%[4-5]. 现就拉米夫定在免疫受损慢性乙型肝炎治疗中
的应用作一综述.

1   免疫受损宿主及 HBV 再激活

免疫受损宿主概念的提出是在 20 世纪后期，指的是患
有免疫缺陷性疾病的患者或使用细胞毒性或免疫抑制
剂药物的患者. 一般包括: 肿瘤、器官或组织移植而需使
用免疫抑制剂治疗的患者以及人类免疫缺陷性病毒
(HIV)感染者[6]. 免疫受损宿主的免疫功能发生慢性损
害，使他们具有高风险的机会性或非机会性感染.
        HBV再激活指的是慢性HBV感染患者合并其他疾
病而使用细胞毒性或免疫抑制剂治疗期间出现的 HBV
复制，可以导致肝细胞连续性坏死及肝功能进行性的
下降，最终产生程度不一的损害，轻者表现为肝炎症
状，重者出现暴发性肝衰竭而死亡. HBV再激活可分为
两个阶段: 第一阶段: 发生在强烈的细胞毒性或免疫抑制
剂化疗期间，其特征是病毒复制的增加，主要表现为血
清HBV DNA，HBeAg，HBV DNA多聚酶的增加以及HBV
感染正常肝细胞. 第二阶段: 与细胞毒性或免疫抑制剂停
药后免疫功能恢复相关，从而产生迅速的免疫介导的
感染肝细胞的大量破坏. 临床上可以导致肝炎，肝衰竭
甚至死亡[7]. 这类患者由于高水平的病毒载量及细胞介
导的免疫受到抑制，对于干扰素 α 的治疗反应较差，
而且免疫抑制剂的应用也阻断了干扰素 α 的抗病毒作
用[8-9]，而拉米夫定在临床的应用此类患者的治疗效果
得到了很大的改善.

2   使用免疫抑制剂的慢性乙型肝炎患者的治疗

在慢性乙型肝炎患者接受免疫抑制剂或细胞毒性药物
治疗时，HBV 再激活是一个常见的合并症. 此类患者
通常可再分为两类. 一类为接受化疗的肿瘤患者，另一
类为器官移植后接受免疫抑制治疗的患者，虽然他们
使用免疫抑制疗法的原因不同，但其目的都是相同

的，就是抑制免疫反应. 如果没有太多关注于患者的慢

性HBV感染的背景，就会导致在治疗中引起HBV再激

活，出现转氨酶升高等一系列肝炎、甚至是暴发性肝炎

的表现，增加死亡率.

        HBV 感染合并肿瘤患者中，非霍奇金淋巴瘤(NHL)
化疗介导的 HBV 再激活已引起国内外专家的注意.
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Lok et al [10]报道的化疗后HBV再激活发生率: HBsAg阳
性患者发生黄疸型肝炎、非致死性肝衰竭、死亡率分
别为 22.2%，3.7%，3.7%; 抗 -HBs 阳性(伴 / 不伴抗 -
HBc 阳性)患者分别为 2%，2%，0; 血清学阴性患者
均为0. Faggioli et al [11]报道在98例接受化疗的NHL患者
中，其中12例(12.2%)出现急性肝炎的症状，8例为HBsAg
阳性患者，提示HBV再激活是产生肝炎的主要因素. 说
明HBV再激活可以在合并慢性HBV感染的NHL患者化
疗期间发生，并可产生极其严重的后果. Ahmed et al [12]

报道，1 例 54 岁 NHL 的患者化疗出现 HBV 再激活从而
引起急性肝炎(ALT>16.67 µKat)，使用拉米夫定(150 mg/
d)治疗，ALT迅速下降且HBeAg，HBsAg先后阴转，强烈
建议使用拉米夫定治疗化疗后 HBV 再激活所致的肝炎.
        原位肝移植(OLT)是治疗终末期肝脏疾病的最后手
段，肝炎病毒感染所致疾病是肝移植的主要原因之一，
因此抗病毒治疗与免疫抑制抗排斥治疗之间的平衡就
显得至关重要. 拉米夫定副作用小，与免疫抑制剂无互
相影响，在器官移植前后均可以抑制 HBV 复制，比干
扰素α 具有更多的优点. Andreone et al [13]使用拉米夫定
治疗(100 mg/d)25 例等待 OLT 的患者，所有患者血清
HBV DNA 经聚合酶链反应(PCR)法均为阳性，Child-
Pugh评分不低于7分. 结果显示拉米夫定在治疗前核心
突变 HBV 病毒株时的作用是非常重要的，不仅抑制病
毒复制，允许患者耐受 OLT 手术，而且可以在器官
短缺时，改善患者临床状态而延长等待 OLT 手术的时
间. Chan et al [14]使用拉米夫定治疗10例OLT术后患者，
其中3例为HBV所致暴发性肝炎，7例为终末期肝硬化.
4 例肝硬化患者(术后 HBV DNA 阳性)术后 10.5 mo 出现
YMDD 变异，3 例暴发性肝炎患者和另外 3 例肝硬化患
者(术前HBV DNA阴性)没有出现YMDD变异. 从而得出
结论为OLT术前若HBV DNA为阴性，术后使用拉米夫
定治疗不易出现 YMDD 变异. Ben-Ari et al [15]使用拉米
夫定治疗肝移植术后患者，得出以下结论: 肝移植患者
术后使用拉米夫定治疗引起HBV再激活主要感染了基
因型D型的HBV; 使用拉米夫定治疗期间可以出现野生
型HBV再现; 基因型耐药先于表型耐药出现; 在此类患
者治疗时建议进行病毒载量监测. 因此，可以使用拉米
夫定联合高效价免疫球蛋白进行抗病毒治疗，以减少
HBV 耐药[16].

3   合并 HIV 感染的慢性乙型肝炎患者的治疗

由于高效抗逆转录病毒疗法(HAART)方案的引入，人

免疫缺陷病毒-1(HIV-1)感染从一个致死性疾病转换为

慢性疾病，为获得性免疫缺陷综合征(AIDS)患者带来福

音. 在同性恋人群中，20% 的 HIV-1 感染者同时具有

HBV感染，因为他们具有相同的传播途径[17]. HBV感染

并没有改变AIDS的进程，但是在HIV感染患者中，HBV

感染更易转变为慢性过程，有更高的HBV复制水平，更

低的 ALT 水平和 HBeAg 血清转换率[18]，使得 HBV 的

感染更加的频繁、严重，从而最终导致了肝脏并发症
的发生，缩短了存活时间. 拉米夫定可以有效的减少
HIV 和 HBV 病毒复制，对于同时感染了 HIV，HBV 的
患者都有效[19].
        Nagai et al [20]使用 HAART(叠氮胸苷、拉米夫定、
印地那韦)治疗 1 例同时感染了 HIV，HBV 的同性恋患
者，4 wk 后 HBV DNA 多聚酶明显下降，HIV-1 RNA
阴转，说明了治疗有效的抑制了这些病毒的复制. Hoff
et al [21]对于拉米夫定治疗此类患者的疗效进行了评价. 19
例感染了 HBV，HIV 的患者接受了抗 HIV 治疗，包括
拉米夫定(150 mg，2 次 /d)，其中 12 例患者的治疗中
包括了蛋白酶抑制剂. 14例患者血清HBV DNA转阴(分
子杂交法)，17 例患者中有 6 例出现了 HBeAg 血清学转
换，19 例中有 1 例出现了 HBsAg 的血清学转换，在治
疗结束时，血清 ALT 中位数下降. 19 例患者中有 10 例
患者的 CD4+ 细胞计数中位数上升，HIV RNA 阴转.
Benhamou et al [22]对于 40 例 HBV，HIV 感染的患者进
行了研究，因为他们都处于 HIV 疾病进展期，并且不
能耐受除拉米夫定以外的其他治疗，因此均使用拉米
夫定进行治疗. 结果显示在 27 例治疗初期具有 HBV 高
病毒载量(血清 HBV DNA 浓度>5 ng/L)的患者中，26 例
患者(96.3%)病毒载量下降到 5 ng/L 以下，但 11.5% 的
患者仍可使用 PCR 法检测到 HBV DNA; 在 13 例治疗初
期低病毒载量(血清 HBV DNA 浓度<5 ng/L)的患者中，
有 6 例患者 PCR 法测不到 HBV DNA. 没有严重的不良
反应发生. 尽管这并不是随机双盲的试验，但仍可以说
明拉米夫定确实可以抑制 HBV，HIV 感染.
       虽然拉米夫定在治疗此类患者时取得了一定的效
果，但仍然存在着不足. 那就是YMDD变异所致HBV耐
药株的出现以及拉米夫定停药后HBV再激活所致的肝
炎表现. Wolters et al [23]使用拉米夫定治疗了 2 例患者，
1例在停用拉米夫定后出现了严重的HBV反跳，另1例
在治疗 18 mo 后出现了 HBV 耐药性突变. Altfeld et al [24]

报道了 1 例 AIDS 患者，既往曾感染过 HBV，使用不
含拉米夫定的HARRT治疗后，出现了HBV再激活的临
床和血清学表现，当再加入拉米夫定治疗后，HIV RNA
滴度下降，CD4+ T 细胞计数上升，HBV DNA 阴转并出
现了 HBsAg 的血清学转换. 这很好的说明了 HBV 再激
活很有可能是由于抗-HBs抗体滴度下降引起的，因为
HIV 感染引起了 CD4+ T 淋巴细胞数量减少和 B 细胞功
能不良. 拉米夫定停药后出现的HBV再激活值得特别注

意，因此治疗此类患者时，在停用、使用拉米夫定

时一定要严密监测HBV感染的血清学指标. 类似的报道

还有很多[25-27]，为了解决这个问题，研究者们开始寻

求更加有效的治疗方案. Matthews et al [28]研究了序贯与

联合抗病毒治疗此类患者的效果，最后得出结论认为序

贯治疗很难取得长期的抑制 HBV 复制的效果，而联合

治疗却可以使得两个或多个抗病毒药物互相补充，达到

较满意的疗效. Nelson et al [29]使用泰诺福韦(Tenofovir)、
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拉米夫定进行联合抗病毒治疗 HIV，HBV 感染 20 例患

者(其中 5 例此前未经过拉米夫定治疗，15 例已经过拉
米夫定治疗)，治疗结束时所有患者的 HBV DNA 病毒
载量及 ALT 均下降，5 例患者出现 HBeAg 血清学转换，
1 5 例既往使用过拉米夫定的患者中有 1 0 例出现了
YMDD 变异，1 例 YIDD 变异，再一次证明了联合其
他核苷类似物可以克服拉米夫定耐药问题.
       总之，拉米夫定可以迅速降低血清中 HBV 水平，
无论免疫抑制的种类，包括肿瘤、器官移植、AIDS 患
者等，且可以应用于对干扰素难以耐受的患者，以抑制
HBV 复制，延长患者生存期，提高生活质量，在免疫
受损宿主慢性乙型肝炎患者抗病毒治疗中具有非常重
要的地位，成为临床医生的有力武器. 但他也有足之
处，停药后易出现 HBV 再现，而较长期应用易出现
YMDD变异，引起HBV耐药，所以在应用过程当中，应
严密监测 HBV 复制指标，并权衡利弊，根据需要调整
用药剂量、时间，必要时辅以其他抗病毒药物联合治
疗，以加强疗效，避免不良反应的出现.
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摘要
虽然近年来对乙型肝炎病毒(HBV)基因组变异已进行了较为

系统的研究，但仍有许多问题尚未解决. 目前研究的热点

集中在HBV基因型的特点及临床意义和HBV聚合酶基因

变异与核苷类似物耐药性的研究. 根据聚合酶链反应-限制

性片段长度多态性(PCR-RFLP)基因型分型法，目前已将

前 - S 基因分为 A ，B ，C ，D ，E ，F ，G ，H 八种

基因型. 现就HBV基因型分型方法，基因型与肝炎疾病的

关系、预后以及与干扰素、拉米夫定等抗病毒疗效相关性

的研究作一综述.
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0   引言

我国是乙型肝炎发病大国，全球有 3.5 亿乙型肝炎病毒
(HBV)携带者，我国占三分之一，每年发病率在 6 000
万人次以上. 相关研究表明，HBV基因有着多种类型，不
同的基因型之间存在着致病性上的差异，同时病毒基因
变异可引起抗药性等不同的后果. 据了解，目前国内外
传统的临床诊断方法无法检测病毒的基因型，以致于难
以全面快速地反映 HBV 在患者体内的感染状况，在临
床上会表现为漏诊、盲目用药和延误治疗. 同时，目前
一些实验室采用的基因检测方法由于周期长、手段复
杂、费用高，无法做到临床推广. HBV 基因型概念提出
10 a 来，国内外学者从流行病学、分子生物学、临床医
学等方面对 HBV 基因型进行了大量的研究.

1   HBV 基因型及分型的方法

HBsAg 是 HBV 包膜的主要蛋白，根据其抗原性的不
同，将其分为 9 个主要的血清型(HBsAg 的亚型)，即
adw2，adw4，ayw1，ayw2，ayw3，ayw4，adrq+，
adrq- 和 ayr. Okamoto et al [1]通过对 HBV 全基因序列比
较后发现，血清亚型的区分并不能真正反应 HBV 基因
组的差异. 认为HBV核苷酸序列差异≥8%可定为不同

的基因型. 将18株不同血清型的病毒株分为4种基因型:
A 型(adw)，B 型(adw)，C 型(adw，adr，ayr)，D 型
(ayw). 其中 adw 血清型核酸序列变异程度最大. 1992 年
Norder et al依据S基因序列的异质性发现了两种的基因
型:E 型和 F 型，补充并完善了 HBV 基因分型，将 HBV
分为6种. 经研究发现HBV基因型与血清型间的关系为
A 型(adw1，ayw2)、B 型(adw1，ayw2)、C 型(adr，
ayr，adw2)、D 型(ayw2，ayw3)、E 型(ayw4)、F 型
(adw4). 不同的血清型可属同一基因型，而同一血清型可
分布于不同的基因型. 因此，血清型并不能反映基因组
的差异. 随后的研究证明，基因分型的方法较为正确[2-3].
       目前认为，HBV 基因型比 HBV 基因组的概念更具
有广泛的应用性，他可以更好的理解不同 HBV 株之间
的关系. 由于基因型概念的提出是建立在测序的基础上，
因而测序已成为主要鉴定基因型的方法. 目前用于HBV
基因型分型的方法有多种，如全基因序列测定，S基因
序列测定，克隆抗体酶联免疫黏附法(ELISA)基因型
分型法，聚合酶链反应 - 限制性片段长度多态性
(PCR-RFLP)基因型分型法等. 由 Lindh et al [4]最初建立
的 S 基因 PCR-RFLP 基因分型方法首次可区分 A-F 等
6 种不同的基因型. 由于前 -S 是 HBV 基因变异最大的
区域，而每一种基因型的变异是有限的，提示前 -S 区
最适于基因分型[5]. 随后 Lindh et al [6]，又建立了前 -S
基因PCR-RFLP基因分型法. 经过比较，用S基因PCR-
RFLP 基因分型法不能够分型的样本而使用前 -S 基因
PCR-RFLP 基因分型法可以明确分型，表明随后建立
的前-S基因PCR-RFLP 基因分型法是一种简明和完善
的基因分型方法. Mizoknmi et al [7]建立的 S 基因 PCR-
RFLP 基因分型法，用分子进化的方法将 68 例 HBV 已
知基因型的全基因序列及 S 基因序列排列后，发现了
每一种基因型独特的酶切位点，用 H p h l ，N c i l ，
Alwl，Earl 和 Nlalv 等 5 种限制性内切酶，酶切可区分
A，B，C，D，E 和 F 基因型. 酶切图谱简明直观. 目
前根据HBV全基因核苷酸序列异源性≥8％或者S基因
区核苷酸序列异源性≥４％，将不同病毒株分为不同
的基因型，迄今为止，H B V 可以分为 8 个基因型，
即 A ，B ，C ，D ，E ，F ，G 和 H 型.

2   HBV 基因型的地域分布与致病性

随着 HBV 基因型分型方法的日趋完善，将有助于发现

新的 HBV 基因型及开展流行病学调查，了解 HBV 各

基因型毒力的强弱和致病性的关系，同时也可用基因



型与疗效相关性的研究. 当前，按 HBV 基因组核苷酸序
列将 HBV 分为 A-F6 型，其中 A 型主要见于北欧，B 型
和 C 型见于东亚和远东，D 型见于世界各地，但以地中
海区域、近东、中东和南亚多见，E 型主要见于撤哈拉
沙漠以南的西部地区，F 型主要见于美州人，G 型发现
于法国和美国[8]，目前认为，不同地区的优势基因型
反映了HBV自然感染史发生的变异特点，是病毒变异后
进化的后果. 除地理分布上的差异外，不同基因型在发病
机制上有什么差异仍不得而知. 人类感染HBV基因的类
别可能与疾病的感染谱及疾病的进展有一定的相关性.
     我国 A，B，C，D 等 4 个基因型都存在，北方城
市以基因 C 型流行为主，由北方至南方，基因 B 型感
染率逐渐增高，深圳基因 B 型和 C 型感染率比例相当，
少数民族地区基因D型有较高的感染率，西藏则以D型
为主. 我国南方地区采用微板核酸分子杂交 ELISA 技
术，对 152 例不同临床表现的肝炎患者血清中的 HBV
DNA 进行了基因分型. 研究表明:19 例急性重型肝炎的
HBV 基因型分别为 B 型 3 例，C 型 8 例，D 型 8 例; 14
例急性轻型肝炎的 HBV基因分型的分别为 B型6例，C
型8例; 20例轻型慢性肝炎的HBV因型分别为B型9例，
C 型 11 例; 48 例中度慢性肝炎的 HBV 基因型分别为 A
型 2 例，B 型 14 例，C 型 18 例，D 型 7 例，E 型 2 例，
F 型 1 例; 51 例重度慢性肝炎的 HBV 基因型分别为 B 型
11 例，C 型 12 例，D 型 14 例，E 型 1 例，F 型 1 例. 可
见 152 例不同临床表现的肝炎患者血清中的 HBV DNA
基因型大多数集中在 B，C 和 D 型这 3 种基因型，其所
占比例分别为 B 型 28.3%(43/152)，C 型 37.5%(57/152)，
D 型 18.4%(28/152)，其中 C 型为最多. 说明我国乙型肝
炎患者的 HBV 基因型主要是 B、C 和 D 这 3 型，并以 C
型最多. 重度肝炎D型较为多见. 急性重度肝炎和慢性重
度肝炎 D 基因型分别为 42.1%和27.5%，明显高于轻型
肝炎，提示 D 基因型与疾病的严重程度有关.

        Mayerat et al [9]在研究以A，D型为优势基因型的西

欧国家 HBV 基因型与疾病的关系时发现，35 例慢性乙

型肝炎组中 28 例为 A 型，仅 4 例为 D 型; 30 例急性自限

性肝炎组中24例为D型，仅3例为A型. 尚无法解释A型

与慢性活动性肝炎，D型与自限性肝炎相关性的机制，可

能是基因型在病毒与宿主关系上起一定的作用. 提示感染

HBV后的病情与病毒基因型有一定的相关性. Mbayed et al
[10]报道，在北美地区，HBV 基因型以 A，F，D 型为

主; 基因型与肝癌重度肝炎的关系在某些地区有相关性.

3   HBV 基因型与肝脏疾病预后

人类感染 HBV 基因组的型别可能与感染途径有一定的
相关性. 东方国家以母婴传播为主，而西方国家则以性
传播及静脉注射毒品传播为主. Michielsen et al [11]认为，
母婴传播的危险性取决于 HBV 复制水平. HBsAg 和
HBeAg 均阳性的母亲有 80-90% 的母婴传播危险性，约
有85％的婴儿日后成为慢性HBV携带者; HBsAg阳性和

HBeAg 阴性的母亲仅有 2-15% 的母婴传播危险性，且
后代很少成为慢性HBV携带者. 这可能与东亚地区以B，
C 型为优势基因型，其 HBV 呈高复制水平有关.
        不同基因组可能有不同的致病性. 在台湾的 1个调
查中检测了 100 例无症状 HBV 携带者和 170 例组织学
证实为慢性乙型肝炎的肝细胞癌患者，结果表明，台湾
除E型外，其他所有基因组都有，B和C型占优势. HBV
(HBV)感染的结局与所感染的病毒基因型有关，C 型
HBV 感染者肝脏受损较严重，而 B 型感染者中年以前
容易发展成肝细胞肝癌. 这份台湾的研究表明，C 型
HBV 在肝硬化患者中的比例要比年龄相当的无症状携
带者高得多，而且 C 型 HBV 感染者发展至晚期肝病者
显著多于 B 型感染者. 另外，还观察到 C 型在年长人群
中的感染率比较低，而 B 型在各年龄组的患病率相对
恒定. 这些都提示，C 型在迁延性 HBV 感染的免疫清
除阶段滞留较长时间，并且导致较重的肝脏炎症损害;
而 B 型则可能从免疫反应阶段迅速转入休眠相，这时
血清中几乎测不到 HBV DNA. 另一个值得注意的发现
是，B型病毒感染和<50岁患者较早发生肝癌显著相关，
而 C 型病毒感染则和>50 岁患者肝癌的发病显著相关.
总之，大多数已知的 HBV 基因型都存在于台湾，并且
以 B 型和 C 型为主，C 型可造成较严重的肝病，而 B 型
可能与年轻台湾人肝细胞肝癌的发生有关. 这些发现表
明，不同 HBV 基因型可能具有不同的致病性. Mayerat
et al [12]在研究以A，D型为优势基因型的西欧国家HBV
基因型与疾病谱的关系时发现，35 例慢性活动性肝炎
组中 28 例为 A 型，仅 4 例为 D 型; 30 例急性自限性肝
炎组中 24 例为 D 型、仅 3 例为 A 型. 尚无法解释 A 型与
慢性活动性肝炎、DB 与急性自限性肝炎相关性的机
制，可能基因型在病毒与宿主关系上起一定作用. A 型
与 D 型相比，A 型可能抗原性较弱，免疫清除能力弱.

此假说尚需进一步研究. Lindh et al [13]研究了东亚HBV感

染者中，HBV CP变异与基因型的关系及其对HBV复制

和肝损害的相关性. 发现CP变异多发生于C型，可引起

更严重的肝脏炎症和纤维化，与 HBV 载量、HBeAg 状

态无关，而前 -C 变异常与较轻的炎症、HBeAg 阴性和

较低水平的 HBV 复制相关. 他们认为，CP 变异是进展

性肝损害的一个标志. 临床资料显示，HBsAg的清除可

能与 HBV 基因型有关. 与 B 基因型相比，C 基因型有更

高的HBeAg阳性率，分别为16％与53％，即使按性别、

年龄、肝脏疾病进行配对，同样有显著差异. 甚至认为

B 基因型的自发性 HBeAg 清除要比(基因型)早 10 a，并

且在HBeAg清除后，肝脏生物化学指标持续正常. 这一

差别可能是导致基因 B 型感染与基因 C 型感染后临床

结局不同的原因之一.

      据西班牙学者报道，感染 A，D，F 基因型 HBV
的慢性乙型肝炎患者的长期预后不同. 巴塞罗那大学消
化病研究所的Sanchez-Tapias et al [14]长期随访258例感
染不同基因型 HBV 的西班牙慢性乙型肝炎患者，观察
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并比较其临床与病毒学后果，以探讨慢性乙型肝炎的
预后是否与 HBV 基因型有关. 结果发现，A，D，F基因
型的发病率分别为52%，35%和7%. A基因型感染患者
的持续生化缓解与HBV DNA清除率高于D基因型(log-
rank: 14.2; P =0.002)和F基因型(log-rank: 4.2; P =0.03). A
基因型患者的乙型肝炎表面抗原(HBsAg)清除率高于 D
基因型(log-rank: 4.6; P =0.03). Cox 回归分析显示，持
续缓解和 HBsAg 清除与 A 基因型感染相关. 乙型肝炎 e
抗体(抗 -HBe)的血清转化与 HBV 基因型无关，但随访
产生抗 HBe 的患者(log-rank: 4.5; P =0.03)或基线时呈
抗 -HBe 阳性的患者(log-rank: 6.66; P =0.009)发现，A
基因型患者在血清转化后的持续缓解率高于 D 基因型.
F基因型患者的肝病相关性死亡多于 A 基因型(P =0.02)
和 D 基因型(P =0.002).  根据上述发现，Sánchez-Tapias
et al 认为，感染 A，D，F 基因型 HBV 的慢性乙型肝
炎患者的长期预后是不同的.
        为了探讨 HBV 基因型对肝脏疾病进展的影响，日
本千叶大学的 Sumi et al 调查了 585 例慢性乙型肝炎感
染患者，包括 258 例经组织学证实的慢性肝病(CLD)患
者和 74 例肝细胞癌(HCC)患者. 其中，B 基因型的晚期
纤维化(F3 或 F4 期)和 HCC 患者的平均年龄显著大于 C
基因型患者(P 分别为 0.018 和 0.024). 结果发现，B 基
因型 CLD 患者的活检乙型肝炎 e 抗原(HBeAg)阴性率和
累积 HBe 血清转化率显著高于 C 基因型患者(P 分别为
<0.01 和 0.022). 多变量分析发现，B 基因型、前 - 核
心突变、ALT 水平高和重度组织学活性是 HBe 血清转
化的独立相关因素. 所有经活检证实CLD的患者中，B基
因型晚期纤维化患者的比例显著低于C基因型(分别为4/
30 例和 74/224 例; P =0.034)，而且，年轻患者(≤ 45 岁)
的差异更为明显(分别为 1/25 例和 47/180 例; P =0.020)，
但老年患者(>45 岁)未见显著差异. 另外，在 CLD 和 HCC
患者中，各基因型的比例相同(B和C基因型分别占11.2%
和 87.0%、10.8% 和 89.2%). Sumi et al 认为，虽然 B
基因型患者出现 HBe 血清转化较早、肝脏纤维化进展
较慢、发生 HCC 较晚，但 B 和 C 基因型慢性肝病患者
进展为晚期纤维化、发生HCC的终生危险性没有差异.

4   乙型肝炎病毒基因分型与抗病毒的疗效

乙型病毒性肝炎是一类严重危害人类身体健康的感染
性疾病，全球有 3.5 亿人感染乙型肝炎(HBV 其中近
10% 的患者可因持续 HBV 感染而导致肝硬化或肝细胞
癌[15]. 虽然 HBV 的致病机制十分复杂，但 HBV 在体内
持续存在是引起多种免疫紊乱的始动因子，只有有效
地阻断 HBV 在体内的复制，直至根除 HBV，才能最终
控制肝脏进行性炎症反应，从而消除各种严重的并发
症. 但是到目前为止，临床上仍然缺乏理想的抗HBV药
物; 尽管干扰素被认为是目前最有价值的抗 HBV制剂，
但其总显效率也不超过 40%[16]，并且对“母婴垂直传
播”引起的 HBV 感染显效率更低甚至无效. 因此，寻

找更有效的抗HBV药物就显得十分必要. 虽然近年来科
学家对 HBV 基因组变异已进行了较为系统的研究，但
仍有许多问题尚未解决. 目前研究的热点集中在HBV基
因型的特点及临床意义和HBV聚合酶基因变异与核苷
类似物耐药性的研究.
         随着长效干扰素的临床应用和不同抗病毒联合治疗
方案的推出和优化，HBV 分子病毒学的特点与抗病毒
治疗的关系可能越来越引起临床医师的关注. 对148 例
接受干扰素治疗的e抗原阳性的慢性乙型肝炎患者进行
分析. 结果显示，与非A基因型患者相比，A基因型患者
对标准干扰素治疗应答较好(P =0.014). 多因素回归分析
显示，与基线 HBV DNA 和 ALT 水平相比，基因型 A 可
作为更好的治疗应答预测指标(P =0.001; 相对危险(RR)为
6.19，95%CI 为 1.94-19.8). 相反，不同的基因型对长疗
程干扰素治疗应答率没有差别. 对基线和治疗结束时
HBV 序列研究发现，只有 A 基因型在治疗结束时 CP 变
异率增高(P <0.001). 此外，与 B，C 或 D 基因型相比，
C 基因的氨基酸突变率在 A 基因型中发生率最低. HBV
基因型A对标准干扰素治疗应答率较其他基因型高，这
与不同基因型的分子病毒学特点有关. 感染不同基因型
的 HBV 患者，接受干扰素治疗的合理疗程也应不同.
        不同的基因型与某些变异相关，比如前 -C 区 1896
变异是基因型依赖的，在 B，C，D 和 E 型的 G1896 与
T1858配对的干襻结构不稳定，1896的G-A变异使干襻
结构趋于稳定，故前-C 终码变异率较高. 而A和F型的
1858 位核苷酸为 C，能与 1896 位核苷酸 G 形成稳定的
结构，较少发生变异. 所以，前 -C 区 1896 变异的流行
率与基因型相关，这就造成 HBeAg 阴性 HBV 感染流行
率与地区优势基因型相关的现象，这一观点已被广泛证
实. 不同基因型HBV感染后的临床病情轻重、对治疗的
反应可能是不同的. 国内外均有研究发现，在中重度慢
性肝炎、肝硬化、肝癌人群中，基因C 型的检出率高于
基因Ｂ型的检出率. 基因Ａ型和基因Ｂ型患者接受干扰
素、拉米夫定治疗后，HBeAg 血清转换率较高; 而基因
D/E 型和基因 C 型的 HBeAg 血清转换率较低. 而且，基
因Ｂ型感染者发生肝癌后，对栓塞治疗的反应优于基因
Ｃ型，栓塞治疗后预后好，无再发; 而对照组中的Ｃ基
因型患者发生肝癌后，在栓塞治疗后仍继续发展，最终
死于肝衰竭. 因HBV感染导致终末期肝病接受肝移植患
者中，基因Ｃ型和基因Ｂ型移植后感染再发率较高.
         拉米夫定(Lamivudine)是新一代核苷类抗病毒药. 开

始用于治疗艾滋病. 1995 年后逐渐发现其对 HBV DNA

的抑制作用，并在全球多中心先后进行了拉米夫定治

疗乙型肝炎的Ⅱ期和Ⅲ期临床试验，是迄今为止惟一

经历长期慢性乙型肝炎治疗试验的核苷类药物. 所有临
床研究均证实，拉米夫定有较强的抑制HBV的作用，而

且不良反应较轻微，发生率也不高，患者的耐受性较

好，他的出现给乙型肝炎治疗带来了新的希望[17]. 在美

国，α- 干扰素(IFNα )和拉米夫定是目前惟一批准的治
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疗慢性乙型肝炎的药物[18]. 干扰素除具有直接抑制病毒
复制作用外，还对患者的免疫应答机制的调节及激活
发挥作用. α-干扰素抗病毒作用的重要机制在于启动激
活机体的免疫功能. 但在实际应用中，除干扰素的毒副
作用外，他还有可能诱导机体产生 α- 干扰素抗体和
HBV 前 -C 期基因突变，不能够长期使用，其有效率
仅在30-40%[19]. 新的逆转录酶抑制剂-核苷类的发现为
乙型肝炎患者的治疗带来希望. 拉米夫定在临床实验中
显示出持续抑制病毒复制的抗病毒作用. 拉米夫定为一
种双脱氧胞嘧啶核苷类似物，他可与 DNA 聚合酶结合
后，抑制多聚酶活性，同时与 dCTP 掺入 DNA 链，造
成 HBV DNA 链合成终止，抑制 HBV 的复制[20]. 用药后
相当数量的患者可在较短的时间内使 HBeAg 抗原阴转
和 HBV DNA 降为<1 × 106copy/L. 但是，长期服用易耐
药或停药后易出现反跳. 目前认为，其主要原因是位于
多聚酶结构区域的酪氨酸-蛋氨酸-天门冬氨酸-天门
冬氨酸(YMDD)是该酶的活性区域，编码多聚酶的 P 基
因的个别核苷酸变异可以使之发生改变[21]. 在中国地区
进行的拉米夫定临床实验结果显示 YMDD 变异株的出
现可引起病毒对拉米夫定的耐药. 另外，多聚酶其他部
位的变异可能导致拉米夫定与病毒结合力降低，因而
治疗反应差，需要进一步证实[22].
        已有的研究表明，拉米夫定耐药性的产生与HBV P
基因突变有关，耐药株中多见 P基因变异且相对集中于
YMDD基序. YMDD变异分为两种，一种是HBV P基因第
550位氨基酸由M突变为V，另一种是HBV P基因第550
位氨基酸由M突变为Ⅰ，此两种变异分别由HBV第739
位碱基A突变为G和741位G突变为T所引起. Tassopuoulos
et al [23] 发现，治疗基线时血清 HBV DNA 滴度的中位数
较高者发生变异的可能性增高，前 -C 区变异株产生耐
药性的机会高于野毒株. Allen et al 报道在20例发生治疗
耐药的患者中，YVDD/L528M 变异株为 18 例，而 YIDD
变异株仅为 2 例. 提示 YVDD 变异株较 YIDD 常见，而
Pessoa et al 认为YIDD变异株发生率高于YVDD发生率.
       以上资料提示，对于拉米夫定治疗无效或反跳的
患者，不一定仅仅由于YMDD变异而产生耐药. HBV多
聚酶区其他部位的变异以及基因型的不同可影响其拉
米夫定的治疗效果. 随着人们对基因型不断深入的研究，
将对临床合理使用拉米夫定提供有益的启示.
       总之，今后还需进行更多的临床研究和实验，以确
定是否需要将基因型列为临床监测指标，指导乙型肝
炎临床治疗和预后判断.
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摘要
拉米夫定治疗乙型肝炎耐药性的产生主要与HBV P基因突

变有关，耐药株中多见P基因变异且相对集中于YMDD基

序. YMDD变异的检测技术包括核苷酸序列测定法、聚合酶

链反应-限制性片段长度多态性分析、基因芯片技术、聚

合酶链反应微板核酸杂交-酶联免疫黏附法等. 本文就乙型

肝炎病毒DNA YMDD变异的检测技术作一综述.
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0   引言

核苷类似物拉米夫定治疗乙型肝炎的主要机制为抑制

乙型肝炎病毒(HBV)DNA多聚酶(P)基因，从而干扰病毒

逆转录过程，阻碍病毒 DNA 的合成和转录. 拉米夫定

可迅速抑制慢性乙型肝炎患者体内的 HBV 复制，使患

者血清 HBV DNA转阴，在慢性乙型肝炎抗病毒治疗中
显示了令人鼓舞的效应. 但临床应用中发现，拉米夫定
用药过程中部分患者可出现耐药现象，导致患者 HBV
DNA 反跳，病情反复，极少数患者还会出现病情恶化.
已有的研究表明，拉米夫定耐药性的产生主要与 HBV
P基因突变有关，耐药株中多见P基因变异且相对集中

于 YMDD 基序[1]. YMDD 变异通常有 2 种形式: 一种为 P

区 741 位鸟嘌呤被胸腺嘧啶取代(G → T)，则其编码的

550 位的蛋氨酸变为亮氨酸(YMDD → YIDD); 另一种为

第739 位腺嘌呤被鸟嘌呤取代(A→G)，则其编码的 550
位的蛋氨酸变为缬氨酸(YMDD → YVDD)[2].YMDD 结构
域是 HBV 进行逆转录的生物活性部位[3]，也恰恰是拉
米夫定干扰 HBV 复制的药物结合位点，这 2 种变异均
导致了拉米夫定与多聚酶亲合力的下降或消失，体外
实验也得到证实，YMDD变异株对拉米夫定的敏感性降
低为野生株的万分之一 [4-5] . 最近不少学者还发现在未

经抗病毒治疗的慢性乙型肝炎患者也存在 YMDD 变
异，即这类患者对拉米夫定存在先天性耐药[6-11].  因
此，拉米夫定治疗前及治疗期间监测 YMDD 的变化对
选择治疗方案及调整治疗用药，提高疗效都具有十分
重要的意义. 现就目前YMDD变异的实验室检测方法综
述如下.

1   检测方法

1.1 核苷酸序列测定法  YMDD 突变的经典检测方法为
DNA 测序法，测序法也是检测 HBV DNA 多聚酶基因
YMDD 突变的金标准，包括聚合酶链反应(PCR)产物直
接测序和重组克隆测序检测P基因YMDD变异. 有人[12-14]

分别采用聚合酶链式反应及限制性片段长度多态性技
术(PCR-RFLP)、PCR 产物直接测序和重组克隆测序
检测 P 基因 YMDD 变异，认为克隆后测序的结果最精
确. Honkoop et al [15]采用测序法检测在拉米夫定治疗过
程中 HBV DNA 再次出现阳性的 5 例慢性乙型肝炎患者
血清，发现 4 例存在 YMDD 基序的变异. 张永忠 et al [16]

采用PCR产物直接测序技术检测了拉米夫定治疗48 wk
后血清 HBV DNA 仍阳性的 38 例患者血清中 HBV DNA
P 基因序列，并推到为相对应的氨基酸序列，同时和
GenBank 中标准株序列相比较，结果有 20 例患者检出
YMDD 变异，其中 YVDD 型 8 例，都伴有 L526-M 变
异，YIDD 型 12 例，其中 2 例伴有 L526-M 变异.
       目前国外报道的 HBV 拉米夫定耐药株的检测多采
用 DNA 测序的方法，测序法虽然可靠，也可检测出多
位点的变异，但只能检测血清中的一种优势株，对于混
合型感染通常不能识别，而且由于技术难度及实验成
本等诸多因素，限制了他的临床应用，不适合开展大规
模标本的临床检测.

1.2 聚合酶链反应 - 限制性片段长度多态性分析方法

错配聚合酶链反应(PCR)和限制性片段长度多态性分析

(RFLP)技术检测 HBV YMDD 变异株的结果均显示，错

配 PCR 结合 RFLP 分析技术能有效地鉴别 HBV YMDD

野生株和变异株，与测序同样灵敏、特异[13-14, 17-19]，但

实验简便、快速，无需特殊仪器，适合于一般实验室应

用及大规模临床检验使用. 限制性片断长度多态性分析
是用某一限制性内切酶对目的DNA进行酶切后所产生
的酶切图谱进行多态性分析的方法. 由于核酸限制性内
切酶对 DNA 特定序列识别切割的专一性，不同序列的
DNA 切割后产生长短不一的 DNA 片段，在凝胶电泳产
生不同的酶切图谱，分析这些不同的图谱就可以区分



不同序列的 DNA. 错配 PCR 实验的目的就是在 PCR 扩
增片段中引进一个限制性内切酶识别序列，从而改变
目的 DNA 的酶切图谱，区别变异株与野生株. 方法是
利用野生株设计错配引物对 HBV DNA 进行扩增，使
得到的 P 基因片段扩增产物的第 736 位碱基由 T 变为
C，从而在 HBV 野生株 P 基因 C 区引进一个 Nde I(CA
↑ TATG)酶切位点，而此酶切位点附近任一碱基变异
均将导致此酶切位点消失(YMDD 变异株无此酶切位
点，不能切开)，最后通过酶切后电泳区分野生株和
变异株. 由于 P 基因 YMDD 区域高度保守，减少了
YMDD 周边区域点突变影响酶切结果的可能性.
        张伟三et al [17]根据已公布的HBV DNA序列，在HBV
多聚酶基因区设计并合成了两对寡核苷酸引物，其中
一只为错配引物，建立了巢式错配PCR-限制性片段长
度多态性分析技术. 应用巢式错配聚合酶链反应特异性
扩增含有 HBV 多聚酶基因 YMDD 基序的片段，扩增产
物用限制性内切酶(Nde I)酶切，琼脂糖凝胶电泳，观察
酶切后的目的片段限制性片段长度多态性图谱，并与
DNA测序结果进行比较. 应用该方法对20例长期服用拉
米夫定的慢性乙型肝炎患者的系列血清进行了检测，
发现 YMDD 变异者 9 例(45%)，YMDD 野毒株者 11 例
(55%)，表明该方法可有效地鉴别HBV YMDD野毒株与
变异株且灵敏度高，可以检出已知 HBV DNA 定量 106

拷贝 /L 的血清标本,特异性强，检测结果与测序结果相
吻合. 唐漾波 et al [18]采用套式 / 错配 PCR 结合 RFLP 分
析技术检测了经过拉米夫定抗病毒治疗后HBV DNA仍
为阳性的 45 例慢性乙型肝炎患者血清，结果检出 HBV
YMDD 野生株 23 例和变异株 22 例. 作者认为从理论上
来说，此方法能有效地检测出混合株的感染，但在实
验中，未检出任何混合株的感染，可能原因为体内的
感染任何时候都存在优势株，这种优势株能被检测
到，而非优势株可能由于在体内感染量有限而不被检
测到. 因此，作者建议先用该方法对临床可疑病例进行
筛查，然后用 PCR 产物克隆后测序的方法进行进一步
的 HBV YMDD 变异的检测，这样可以进一步提高敏感
性及混合株的检出率.
        为进一步区分YMDD变异的类型，有学者[12, 20-22]将
限制性内切酶切点带入变异型特异性引物内，扩增产
物经酶切分析可准确地检出YMDD变异. Yang et al [12]应
用PCR-RFLP检测了拉米夫定治疗过程中HBV DNA反跳
的33例及拉米夫定治疗过程中HBV DNA持续阳性1 a以
上的 2例慢性乙型肝炎患者血清，结果检出 YIDD 变异
株 4 例，YVDD 变异株 6 例，1 例为 YIDD/MDD 混合感
染，所有检测结果与直接测序结果一致. 杜绍财 et al [21]

采用限制性内切酶酶切位点引入法设计引物(在合成引
物时带入酶切位点)检测 YIDD，YVDD，内切酶分析，
PAGE 电泳法检测基因变异. YMDD、YIDD、YVDD 的
判断: 有 Ssp Ⅰ切点为 YIDD，有 ApaL Ⅰ切点为 YVDD，
无切点为 YMDD，结果显示应用 Ssp Ⅰ及 ApaL 内切酶

可准确地检测出YIDD和YVDD. 裴斐et al [22]对肝移植术
后出现乙型肝炎复发的 5例患者进行 HBV DNA 多聚酶
基因片段 (包含 YMDD 结构域) 的扩增和测序，以及采
用PCR-RFLP法检测HBV DNA多聚酶基因的YMDD突
变，其中 4 例为野生型 YMDD，1 例发生了 YIDD 突
变，PCR-RFLP 检测 HBV YMDD 突变的结果与直接
DNA测序结果完全吻合.
1.3 基因芯片技术  基因芯片(gene chip)，又称基因微
矩阵(microarray)，其原理是将大量特定的基因片段或寡
核苷片段作为探针有序地和高密度地排列固定于玻璃
或硅等载体上，然后与待测的有荧光标记的样品核酸
按碱基配对的原则进行杂交，通过激光共聚焦系统检
测杂交信号强度，经计算机分析处理数据资料，获取样
品分子的数量和序列信息，从而可对核酸序列进行大
规模、高通量的研究. 基因芯片技术由于其具有大通量、
快速、灵敏、平行检测基因的优势，已在生物学的各个
领域中得到广泛的应用. 国内外学者的多组研究显示，
用基因芯片检测基因突变，检测准确率高达 99%，有
学者同时运用芯片检测技术和传统DNA序列分析法分
别检测癌基因突变情况并进行比较，结果表明芯片检
测法敏感性达 92%，特异性为 100%，说明基因芯片有
较高的特异性及灵敏度[23-24]，且具有所需样本微量和操
作简便等特点. 因此，许多学者[25-28]将基因芯片法用于
YMDD 变异的检测，结果表明，基因芯片法检测 YMDD
变异，快速、准确、重复率高，不仅能同时检测出多个
点位的变异，而且能检测出野生株和变异株共存即混合
感染，与其他检测方法相比有明显优势，在临床上是一
种可应用的方法.
        张新华 et al [25]用 PCR 方法扩增 HBV DNA P 区，扩
增产物与基因芯片上的寡核苷酸进行杂交，杂交结果
通过扫描仪扫描到计算机上，经软件分析可得到 HBV
YMDD 野生型及其 YVDD 和 / 或 YIDD 变异型结果，并
对部分阳性标本用基因序列测序证实. 结果150份HBV
DNA 阳性血清，用基因芯片方法检出阳性标本(包括
YMDD 野生型和变异型)共 122 例，单纯 YMDD 野生型
有 90 例，YVDD 变异 28 例，YIDD 变异 2 例，YVDD
和 YIDD 混合变异 2 例，而且变异株均与野生株共存，
对其中 8 份阳性标本进行基因序列测序，证实与芯片
检测结果完全一致. 计焱焱et al [27] 用基因芯片法测定20
份拉米夫定治疗 1 a 的血清，14 例检出 YMDD 变异株.
14 例 YMDD 变异株中，YVDD13 例(其中 5 例变异株和
野生株同时存在，2 例合并 YIDD，1 例为 YVDD 合并
YIDD)，1 例为单独 YIDD 变异，基因芯片法和 DNA 测
序法检测结果比较，显示YMDD变异检测率基本相符.
1.4 聚合酶链反应微板核酸杂交 - 酶联免疫黏附法  聚
合酶链反应微板核酸杂交 - 酶联免疫黏附法(PCRmnh-
ELISA)法是一种将基因扩增、核酸杂交和酶联显色 3
种诊断技术为一体的检测技术，他既解决了 PCR 产物
的特异性检测，又通过酶系统的放大作用提高了检测
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的灵敏度. 有学者[29-31]采用该方法检测慢性乙型肝炎患
者拉米夫定治疗前及治疗过程中 HBV YMDD 变异，结
果显示YMDD变异检测率与DNA测序法检测结果一致.
Zhou et al [29]采用 PCR 微板核酸杂交 ELISA 技术检测 47
例慢性乙型肝炎患者服用拉米夫定治疗前及治疗后
DNA 含量及 YMDD 耐药突变株(包括 YIDD 及 YVDD 突
变株)，结果显示有 19%(9/47)的患者出现 YMDD 变异
株，作者将 PCR 微板核酸杂交检测的 YMDD 野生株、
YIDD 及 YVDD 耐药株与测序结果进行比较，二者相吻
合. 谢南et al [31]应用该方法检测了90例服用拉米夫定治
疗的慢性乙型肝炎患者血清，结果显示，口服拉米夫定
12 mo 和 24 mo 后，YMDD 耐药株的发生率分别为 16%
(14/90)和 27%(24/90)，并且对 YMDD 野生株、YIDD 及
YVDD突变株各取 2例及1例先天性 YMDD耐药株进行
测序，测序结果与 PCR 微板核酸杂交 ELISA 结果相
同，作者认为 P C R 微板核酸杂交 E L I S A 技术检测
YMDD 耐药突变株(YIDD/YVDD)，具有结果准确、成
本低、操作方便、时间短的优点，一次可检测数十个标
本，经初步比较与直接测序结果一致，值得进一步试用.
胡盈莹 et al [32]的研究则显示该方法虽敏感性高，但特
异性低，实验中用该方该检测的 13 例突变株，经测序
证实仅一例为突变株，其余均为野生株. 因此PCRmnh-
ELISA 方法在检测 YMDD 变异中的应用价值值得进一
步评价.
1.5 其他方法  有学者[33-35]采用实时荧光聚合酶链反应
结合lightcycler技术分析了拉米夫定治疗中的YMDD突
变，结果与 PCR 直接测序完全符合. 认为该方法灵
敏、特异且快速简便，可用于临床拉米夫定治疗中
YMDD 变异的检测. 刘传苗 et al [33]根据寡核苷酸探针与
模板结合时，不匹配碱基显著影响溶解温度的原理，设
计合成2条荧光标记的特异性探针，用实时荧光聚合酶
链反应(PCR)方法对 297 例患者的 354 份血清标本进行
扩增后溶解曲线分析(溶解曲线分析是在扩增循环完成
后对扩增产物的分析，突变株和野生株的核苷酸序列
不同，其 Tm 值不同，用 lightcycler 软件对结果进行分
析，可实现完全的区分，而达到突变检测的目的. 进行
YMDD 变异检测，结果 354 份标本中，检出 YMDD变异
株 156 份(44 1%)，其中混合株占 34%(53/156)，有 9

份血清标本同时进行了 DNA 序列分析，测序结果同本

试验检测的结果完全一致. 作者认为该方法简便、快

速、灵敏、经济. Cane et al [34]采用荧光标记的探针利

用快速的 PCR 法检测 HBV 的耐药变异株，与直接测序
的结果比较，显示两种方法的灵敏度及特异性相差不
大，而前者更为经济快捷.

2   临床应用

随着拉米夫定的广泛应用，其治疗乙型肝炎出现耐药

的现象也日趋明显，目前各地报道 YMDD 变异的百分

比尚不一致，可能与检测 YMDD 变异的方法不同有

关，在临床应用中根据实际条件选择敏感、特异、快
捷的检测 YMDD 变异的方法进行服药前及服药期间的
监测则显得十分重要.
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摘要
慢性HBV感染可引起小儿慢性肝损害甚至发生肝细胞癌，

严重影响小儿身体健康. 拉米夫定是治疗成人HBV感染的

有效药物之一，在儿童乙型肝炎中应用较少，本文讨论了

拉米夫丁的药理学作用和治疗儿童HBV感染的依据，并重

点探讨了儿童HBV感染后应用拉米夫丁在不同剂量、不同

疗程、与干扰素不同联合等治疗方法中，他们的安全性和

疗效，并分析了影响拉米夫定疗效的可能因素.
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0   引言

儿童较成人和青少年更易感染慢性 HBV，围产期 HBV
感染的婴儿有 90% 发展为慢性 HBV 感染的危险[1]，儿
童期感染 HBV 后，易成为慢性带毒状态或致慢性肝损
害或肝细胞癌(HCC)[2-3]，治疗困难. 针对慢性乙型肝炎
两种主要的治疗是免疫调节剂和抗病毒药物. 基因工程
IFNα 是公认的治疗慢性 HBV 感染的有效药物之一，
但因其有效适应证少，远期有效率低和有一定的不良
反应，而无法成为治疗HBV感染的主要药物. 拉米夫定
是目前惟一可用的口服治疗并且安全、高效、直接抗
HBV感染的药物，已在我国用于慢性HBV感染的治疗，
在成人 HBV 感染中取得了很好的临床效果，但在小儿
慢性 HBV 感染的患者中应用较少，正处于研究中.

1   拉米夫定的药理学作用和治疗儿童慢性乙型肝炎的

依据

拉米夫定全称 2 ’，3’- 双脱氧 - 3 - 硫代胞嘧啶核
苷，简称 3TC，是一种新一代的核苷类抗病毒药物[4].
其抑制 HBV 复制的作用主要是药物在细胞内经磷酸化
后，与脱氧胞嘧啶核苷竞争，进入合成中的病毒 DNA

链，使其不能继续延伸而终止复制，拉米夫定可明显
降低病毒和抗原的数量，同时能恢复长期处于对 HBV
低反应状态的Ｔ细胞功能，加强了机体对 HBV 的清除
作用，终止 HBV 在肝内循环感染过程. 靶抗原的合成
和表达减少，使肝脏内的炎症坏死反应日趋好转，肝组
织损害得以改善. 拉米夫定在治疗剂量下，对正常的细
胞分裂无影响，对线粒体 DNA 合成无抑制作用，因而
具有极好的安全性和耐受性，由于其无明显毒副反应，
以及服用方便等优势使该药在抗HBV治疗中占领了重
要的一席之地. 拉米夫定的作用机制是抑制HBV复制，
而不是杀灭HBV，对整合于肝细胞中的HBV DNA却无
效，停药后病毒复制仍可恢复.
       拉米夫定治疗成人慢性乙型肝炎的疗效已得到证
明，但对于小儿慢性乙型肝炎的报道较少. 国内“拉米
夫定临床应用指导意见”未将小儿列入治疗对象或研
究观察对象. HBV 感染后的病毒清除最常发生于青年
人，Lee et al [5]发现儿童 HBsAg 携带者，通常大于 7
岁. 一般 8 岁以前早期感染的慢性乙型肝炎病毒患者，
尚无HBV DNA整合进入宿主DNA，在理论上为可治愈
期[6]. 对于 HBV 感染不久的儿童慢性乙型肝炎患者，能
在发生基因整合之前，尤其是已发生病毒清除反应(肝
炎活动)者中，给予及时、有效的抗病毒治疗，可能会
收到事半功倍的效果. 美国FDA已批准拉米夫定治疗儿
童慢性乙型肝炎. 拉米夫定治疗的目标是: (1)临床症状
体征改善;  (2)病毒学标志改善，HBV DNA 和 HBeAg 的
阴转以及HBeAg/抗-HBe的血清转换; (3)肝脏生化功能
指标明显(ALT、胆红素、白蛋白和凝血酶原时间等)恢
复正常; (4)肝脏组织病理学改善;  (5)提高患者生活质量
及改善远期预后，降低肝硬化和原发性肝癌的发生率.

2   用药方法及疗效

儿童 HBV 感染应用的两种抗病毒药物已经得到美国

FDA 的认可: IFNα，6 MU/m2，3 次 /wk，sc，共 6 mo;

拉米夫定每天 3 mg/kg，口服，共 12 mo. 用拉米夫定

治疗的儿童中，有 50-65% 的儿童在治疗 12 mo 后，

清除了 HBV DNA，但复发率不明确[7]. 拉米夫定的临床
药代动力学研究[8]显示，在成人和儿童其绝对生物利用
度分别约为 82% 和 68%，儿童低于成人. Keam et al [9]对
剂量范围研究明确了口服拉米夫定为每天3 mg/kg到最
大剂量 100 mg/d，有最佳效果，及对慢性 HBV 感染和
有效病毒复制(慢性乙型肝炎)的、年龄为 2-12 岁儿童
和13-17岁青少年的血清HBV DNA水平最大程度降低



有较好的耐受性，证实了部分患者有病毒学反应(血清
HBeAg消失和检测不到 HBV DNA水平). 拉米夫定治疗
的儿童及青少年中有19%酪氨酸-蛋氨酸-天冬氨酸-
天冬氨酸(YMDD)变异的 HBV 出现，但这些患者血清
谷丙转氨酶(ALT)和HBV DNA水平保持在基线以下. 大
多数慢性乙型肝炎的儿童及青少年对口服拉米夫定有
较好的耐受性.
        Jonas et al [10]对403例慢性乙型肝炎儿童进行筛选后按
2∶1 比例随机分组，191 例接受口服拉米夫定(3 mg/kg，
最大 100 mg)，97 例接受安慰剂，1 次 /d，治疗 52 wk.
治疗结束时，接受拉米夫定的儿童病毒学反应率高于
接受安慰剂者(23% 和 13%，P =0.04). 拉米夫定治疗有
较好的耐受性及与 HBeAg 到抗 -HBe 的血清转化率、
ALT 水平正常化和 HBV DNA 的抑制相关. 结果提示用
拉米夫定52 wk的治疗比安慰剂有更高的病毒学反应率.
Sokal et al [11]认为拉米夫定对转氨酶较高的乙型肝炎患
者最有效，而对静止期的患者无效. 对失代偿的患者，
拉米夫定能稳定和改善肝功能，使患者能安全、且有
机会等待移植. 结合乙型肝炎免疫球蛋白，拉米夫定可
大大降低移植后移植物再感染风险，他对慢性 HBeAg
阴性的肝炎患者、IFNα 效果不佳的患者也有一定的疗
效. 但拉米夫定可引起 YMDD 变异的出现，阻碍药物进
一步的疗效，可导致肝炎的突发. Sokal et al [12]针对儿童
及青少年慢性乙型肝炎研究了拉米夫定药代动力学、安
全性、疗效与剂量的相关性. 对53例有病毒复制的慢性
乙型肝炎儿童进行了拉米夫定4 wk治疗和停药12 wk的
观察研究. 年龄为2-12岁的儿童随机接受拉米夫定口服
0.35, 1.5 或 4 mg/kg，2 次 /d，或 3 mg/kg 1 次 /d 的治
疗，年龄为青少年 3-17 岁每日接受拉米夫定 100 mg
(片剂)的治疗. 治疗后1 d和28 d采血进行拉米夫定药代
动力学分析，结果显示拉米夫定口服后迅速被吸收，于
30 min-1 h 可获得最大血清浓度. 年龄越小口服后清除
率越高，青少年与成人相似. 各种剂量均可降低血清
HBV DNA 水平，治疗 4 wk 后 HBV DNA 下降的中位数
>99.5%. 通过Chiron Quantiplex方法进行抗HBV DNA作
用的血清药物浓度一时间曲线下(AUG)区域测量分析，
显示了每天 3 mg/kg 有最大抗病毒的效果，无论给予药
物 4 mg/kg，2 次 /d，还是 1 次 /d，效果无明显增加.
HBV DNA水平下降，青少年组与儿童组相似. 研究结果
表明慢性乙型肝炎的儿童和青少年用拉米夫定治疗时
对各种剂量均有较好的耐受性，没有显著的不良作用
或实验室数据的变化. 在药代动力学和药效学数据的基
础上，2-12 岁的慢性乙型肝炎儿童每天 3 mg/kg 剂量
可达到与成人 100 mg/d 相似的血清浓度和疗效.
        Zollner et al [13]对43例慢性乙型肝炎患者拉米夫定治
疗HBV亚型依赖反应12 mo纵向调查. 结果发现HBV亚
型 ayw 较 HBV 亚型 adw 单用拉米夫定治疗出现更好地
反应(P =0.005). 在随访中发现HBV亚型ayw感染的患者
有较低的拉米夫丁耐药株的发生. Kocak et al [14]报告了对

IFNα 无效的 55 例儿童慢性乙型肝炎患者用拉米夫定

治疗 6 mo 的研究结果及报告了[15]54 例儿童慢性乙型肝

炎患者应用拉米夫定治疗 52 wk 的结果，患儿的 HBV

DNA 阴转率分别为 56.4% 和 64.8%，HBeAg 阴转分别

为 12.7% 和 7.5%，抗 -HBe 血清转化分别为 12.7% 和

5.5%. 治疗前 ALT 异常的患儿疗效优于 ALT 正常的患

儿. 研究结果显示拉米夫定对儿童 HBV DNA 和 HBeAg

的疗效无年龄和性别的差异，与成人的结果相似，拉

米夫定对儿童患者长期应用较为安全. Hartman et al [16]用

拉米夫定治疗对IFNα治疗无效的儿童慢性乙型肝炎感

染，选择了 20 名年龄 8.5-19 岁的儿童和青少年，经

IFNα 2-5 a 治疗的儿童慢性乙型肝炎，给予拉米夫定

每天 3 mg/kg. (最大量 100 mg/d)，52 wk. 1 a 治疗结束后，

95% 的患者 HBV DNA 降低，44% 的患者通过杂交方法

始终未测到 HBV DNA，ALT 中位数从正常值上限 ×1.5，

降至 ×0.9，1 例儿童 HBeAg 为阴性，但 17 例儿童中

有11(65%)例测到YMDD变异. 没有观察到副作用. 研究

结果提示对 IFNα 耐药的慢性乙型肝炎儿童，用拉米

夫定治疗能降低 HBV 复制和 ALT，且较安全，但拉米

夫定可导致较高的耐药变异率和较低的 HBeAg 血清转

化率. Broderick et al [1]认为拉米夫定和IFNα对儿童慢性

乙型肝炎治疗是有用的，但其对儿童慢性 HBV 感染的

最佳治疗方案还正在研究中，将更好地了解血化指标

的变化、药物应用时间及疗效、治疗的不良作用等.

         Dikici et al [17]对儿童慢性乙型肝炎感染用IFNα治疗

与拉米夫定和 IFNα 联合治疗进行比较. 第 1 组 27 例患

者给予 α-2b 干扰素，10 MU/m2，3 d/wk，sc，同

时拉米夫定每天 4 mg/kg(最大量 100 mg)，共 12 mo; 第

2 组 13 例患者仅接受相同剂量的 α-2b 干扰素治疗，在
治疗结束时，组1所有的患者及组2中有6例HBV DNA

清除(P <0.001). HBeAg 清除率和 HBeAb 血清转化率在

组 1 分别是 59% 和 37%，在组 2 分别是 46% 和 30.7%

(P > 0.05). 组 1 中 ALT 从初始的平均值 121 ± 66 nkat/L

降低至 27.8 ± 11.5 nkat/L，组 2 中 ALT 从初始的平均

值129 ± 46 nkat/L降低至60 ± 6 nkat/L (P <0.05). 研究
结果提示 IFNα 和拉米夫定联合治疗其 ALT 正常化和

HBV DNA清除效果较IFNα单项治疗更好. Lagget et al [18]

也证实拉米夫定和IFNα联合治疗效果优于单用拉米夫

定或单用 IFNα 治疗效果. Dikici et al [19]又对 IFNα 和拉

米夫定不同联合方案治疗进行了比较，第1组患者接受

IFNα 10 MU/m2 和拉米夫定4 mg/kg (max 100 mg)同时用
6 mo，继之单用拉米夫定 6 mo; 第 2 组初始单用拉米夫

定 2 mo 后，加用 IFNα 6 mo，停用 IFNα 后再单用拉

米夫定4 mo. 两组的拉米夫定和IFNα用量相同. 研究结

果表明两种不同的联合治疗的比较显示在ALT正常化、

HBeAg和HBV DNA清除、抗-HBe血清转化率相似. 但

Lacaille et al [20]认为许多感染HBV的儿童并无明显临床
症状，是否积极选择药物治疗还有争议. 拉米夫定实现
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HBeAg 血清转换率并不理想，且拉米夫定对儿童与成

人均有相似的高耐药率，有学者研究结果显示，拉米夫

定治疗 1 a 后，在 14-32% 患者中检测到拉米夫定相关耐

药的 HBV 株[21-24]，而治疗 2，3，4 a 后则有 38%，57%

和 66% 患者中检测到拉米夫定相关耐药的 HBV 株[25-27]，

故长期治疗的效果及安全性尚待进一步研究.

        总之，拉米夫定儿童治疗剂量为每天3 mg/kg(最大

量 100 mg/d)，疗程 1 a，被认为是安全、有效的; 拉米

夫定对ALT异常的患者疗效优于ALT正常的患者; 拉米

夫定与IFNα 联合治疗优于单用IFNα 疗效; 拉米夫定对

IFNα 治疗无效的慢性乙型肝炎患者仍有效，为此类

患儿提供了希望.

3   影响拉米夫定疗效的因素

H B V 产生耐药机制是因其多聚酶的酶活性区发生

YMDD的变异. 长期应用拉米夫定可诱导HBV变异而产

生耐药性，使血清中已经阴转的 HBV DNA 重新阳转

及水平升高，甚至病情复发. Zhou et al [28]的研究结果

显示HBV YMDD耐药的出现与一定的HBV基因型相关.

拉米夫定的作用机制是抑制 HBV 而不是杀灭 HBV，肝

细胞内的 HBV 能否彻底清除主要取决于机体的免疫

力，故停药后受到拉米夫定抑制的病毒又重新活动起

来，恢复病毒复制，导致肝炎复发. 未严格掌握适应

证: 拉米夫定适用于 HBV复制的慢性乙型肝炎. 拉米夫

定对转氨酶较高的乙型肝炎患者有效，而对静止期的

患者无效. HBeAg 的清除可能与 HBV 基因型有关，与

B 基因型相比，C 基因型有更高的 HBeAg 阳性率，分

别为 16% 与 53%. B 基因型较 C 基因型对拉米夫定有更

好的病毒学反应[29]，但 Chan et al [30]进行了拉米夫定治

疗后 HBV 基因型与 HBeAg 血清转化相关性研究，结

果表明 HBV 基因型 B 和 C 患者的 HBeAg 血清转化率分

别为 28% 和 18%(P=0.30)，故而认为拉米夫定治疗后

HBeAg血清转化不受HBV基因型影响. Hagmann et al [31]

对16例HBV感染的儿童用拉米夫定治疗后回顾性研究

发现，HBeAg 清除与治疗前高 ALT 水平、低血清 HBV

DNA 载量、病毒抑制水平及初治时的年龄相关. Chien

et al [32]研究结果也显示 HBV 基因型、年龄、附加治

疗因素主要决定着对拉米夫定治疗的HBeAg持续反应.

       总之，拉米夫定对慢性乙型肝炎的治疗是一种突

破，用于儿童慢性乙型肝炎安全有效，使失代偿期肝硬
化患者肝功能、肝组织学得到改善，对出现 YMDD 变
异者继续服用拉米夫定仍有效，仍能获得 HBeAg 血清
转换、继续抑制野生型HBV. 医生要正确掌握拉米夫定
治疗的时期，决定患儿是否应该使用拉米夫定治疗，是
否结合免疫调节剂的应用. 对长期服药的患儿，应进行
随访和检测，观察远期疗效、免疫功能恢复情况等，减
少病毒的变异和耐药的发生. 提高和改善慢性乙型肝炎

患者生活质量，对患者、家庭和社会均有益处.
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摘要
乙型肝炎病毒在体内的复制引起肝炎、肝硬化，拉米夫

定是目前抗HBV的主要药物之一. 拉米夫定通过抑制或干

扰HBV病毒复制过程中反转录酶的活性而发挥其抗HBV

作用，可以延缓慢性乙型病毒性肝炎患者进展为失代偿期

肝硬化的进程. 对于失代偿期肝硬化患者，拉米夫定可以

改善肝脏储备功能和生存率，降低原发性肝癌的发生率，而

且安全、有效.

刘蔚, 成军, 张连峰, 纪冬, 刘妍, 郭江. 拉米夫定治疗乙型肝炎相关失代偿期

肝硬化的进展. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1682-1684
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0  引言

乙型肝炎后肝硬化的发病机制主要为乙型肝炎病毒
(HBV)在体内持续复制、不断表达和释放抗原，持续
引起肝内炎症活动，使肝内纤维化不断加重，最终导
致肝硬化[1]. 因此对有 HBV 复制的肝硬化患者，给予抗
病毒治疗，消除引起肝细胞损伤的启动因素，进而消
除或减轻肝脏的免疫反应，可以达到治疗的目的[2]. 现
在发现的大多数抗 HBV 的核苷类似物，他们通过干扰
或抑制 HBV 病毒的复制而起抗病毒作用，更昔洛韦、
阿昔洛韦与潘昔洛韦等是第一代用于抗 HBV 治疗的核
苷类药物，但他们在体内的抗病毒效果并不能令人满
意. 新近，以拉米夫定为代表的第二代核苷类药物，
已用于慢性 HBV 感染的治疗，显示了较强的抗 HBV
活性. 从已发表的国内外资料看，乙型肝炎病毒无症状
携带者(ASC)、慢性活动性肝炎及失代偿期肝硬化、
肝移植患者中，拉米夫定均显示了良好的抗HBV作用.
拉米夫定的 HBV DNA 转阴率在 90% 以上(以斑点杂交
法检测 HBV DNA)，且能使多数患者血中转氨酶转为
正常，对肝组织病理也有相当明显的改善作用. 最近研

究发现对干扰素 α(IFNα)不敏感的具有前 -C 区变异的
HBV，应用拉米夫定后亦取得了良好的治疗效果.

1   作用机制和用法

拉米夫定是一种脱氧胞嘧啶核苷类似物，全称为双脱
氧 -3 硫胞嘧啶核苷(2’，3’dideoxy-3-thiacy-tidine，
3TC)，20 世纪 90 年代末问世. 他的作用机制在于作为
核苷类似物，其与天然胞嘧啶核苷起竞争抑制作用. 药
代动力学表明，拉米夫定口服迅速吸收，生物利用率
82%，吸收后的拉米夫定大部分以原形自尿中排泄. 拉
米夫定通过抑制或干扰HBV病毒复制过程中反转录酶
的活性而发挥其抗 HBV 作用; 其作用点位于 HBV 反转
录酶的活性部位 - 酪氨酸 - 蛋氨酸 - 天门冬氨酸 - 天门
冬氨酸(YMDD 结构域). 拉米夫定先在细胞内磷酸化，
形成三磷酸拉米夫定(3TC-TP)，与靶点结合后，竞争
性抑制靶点的天然胞嘧啶核苷，从而抑制 HBV 多聚酶
逆转录活性，使病毒逆转录过程中止，病毒不能伸
延，结果抑制 HBV 复制. 根据 2003 年拉米夫定临床应
用专家共识，拉米夫定适用于伴有丙氨酸氨基转移酶
(ALT)升高和病毒活动复制的、肝功能代偿的成年慢性
乙型肝炎患者的治疗. 治疗疗程至少1 a. 用法为100 mg，
口服，1 次 /d. 但对于有失代偿性肝病基础的患者，如
ALT 大于正常值高限 5 倍，或伴有胆红素等生化指标
异常，出现肝硬化失代偿迹象者不应轻易停药，应进行
积极对症保肝治疗，并密切观察病情变化[3].
     服用拉米夫定会引起乏力、恶心、腹泻、皮疹、
肌痛、病毒性上呼吸道感染等，但均能耐受[4]. 也有报道
在 6 例 12-15 岁患者中，拉米夫定致锥体外系反应，
停药后消失[5]. 2例发生肾结石[6]. 长期使用拉米夫定是安
全、有效的[7]. 也有少数患者会出现无反应，并非所用
拉米夫定者血清 HBV DNA 都能转阴，停药后可导致

病毒血症复发[8]，有些病例在长期用药过程中发生耐

药性. 目前认为形成耐药性的机制是长期用药后诱导了

HBV多聚酶YMDD定点突变的结果. 拉米夫定所致的定

点突变最常见者是 HBV 多聚酶基因区第 741 位鸟嘌呤
核苷(G)被胸嘧啶核苷(T)取代，使原编码的第 550 位蛋
氨酸(M550)变成异亮氨酸(I550)，即 YMDD 基序变为
YIDD; 或第 739 位腺嘌呤核苷(A)被鸟嘌呤核苷(G)取
代，使原编码的第 550 位蛋氨酸(M550)变成缬氨酸
(V550)，即 YMDD 基序变为 YVDD. 这 2 种定点突变称
作 M550I/V 或 TMDD 变异. 由于变异，拉米夫定结合靶
点失去了 YMDD 的正常，对该药结合的敏感性则大大



降低，使拉米夫定对 HBV 前基因组 RNA 逆转录的酶
促过程不能抑制，从而造成耐药. YMDD 变异发生后大
多数患者出现 HBV DNA 阳性，ALT 升高，甚至出现
黄疸，病情恶化[9]. 但长期服用拉米夫定不发生 YMDD
变异者，则可获得较长久疗效.

2   拉米夫定与失代偿期肝硬化

对于伴有或不伴肝硬化的慢性乙型肝炎患者，拉米夫
定都是一种有效的治疗药物[10-11]. 首先，拉米夫定可以
延缓慢性乙型病毒性肝炎患者进展为失代偿期肝硬化
的进程. 拉米夫定在有效抑制 HBV 的同时，能够降低
患者血清的透明质酸(HA)、层粘连蛋白(LN)、III 型前
胶原(PCIII)、IV 型胶原(C-IV)的水平，进而达到防治
肝纤维化的目的[12]. 使用拉米夫定3 a后的组织学变化表
现为肝脏炎症坏死减轻，肝纤维化、肝硬化得到一定
程度逆转[13]. 其次，拉米夫定可以降低失代偿期肝硬化
患者的死亡率，延长生存期. 以年龄、性别、Child-
Pugh-Turcotte (CPT)得分作为匹配条件，对因 HBV 复制
所致的严重的失代偿期肝硬化患者，采用拉米夫定治
疗，60.9% 的患者 CPT 得分得到显著改善. 对于未行肝
移植术的患者，与对照组相比，死亡率明显降低. 生
存期、以及至行肝移植的时间明显延长. 但经 9-12 mo
的治疗后，也有2例患者出现拉米夫定耐药[14]. 再次，拉
米夫定与肝脏再生的关系有待进一步研究. 有人报道1例
晚期乙型肝炎肝硬化患者，应用拉米夫定治疗 150 mg/d
治疗后 12 wk，通过放射标记肝脏单光子发射计算机
摄影(SPECT)和特异性肝脏结合蛋白及 99mTC 半乳糖人
血清白蛋白水平计算，有功能的肝体积由 913 mL 增至
1 068 mL，肝脏迅速再生，同时临床状态和肝功能也
显著改善[15]. 此外，拉米夫定有助于改善失代偿期肝硬
化患者的并发症. 有人对慢性乙型肝炎所致的失代偿期
肝硬化再发肝性脑病患者采用拉米夫定治疗，发现肝
性脑病在 2 a 内没有再发，而且肝功能得到改善. 说明
用拉米夫定改善肝功能后，有助于预防肝性脑病的再
发[16]. 也有研究表明，用拉米夫定治疗失代偿期肝硬
化，原发性肝癌发生率与对照组相比有显著降低[17].

         对于因乙型肝炎相关失代偿期肝硬化而行肝移植术

的患者，拉米夫定用于手术前后，可以显著提高患者

的生存率. HBV相关终末期肝病是否可以作为肝移植的

适应证曾有争论，争论的焦点主要在于术后乙型肝炎

复发问题，故在1990年初期血清HBV DNA阳性者属于

相对禁忌证. 拉米夫定为肝炎相关疾病的肝移植术开展

提供了有力的保障. 拉米夫定应用于肝移植术前，可引

起病毒学改变如抗 -HBs 转为阳性，生化改变，进而

改善临床症状如腹水、肝功能等，提高患者的 2 a 生

存率[18]. 那么，拉米夫定对于肝移植术后的患者，又

有什么意义呢？乙型肝炎病毒相关失代偿期肝硬化肝

移植围手术期存活率与其他肝病相差无几，但复发或

再感染后病情进展迅速，死亡率高[19]. 有效的预防及治

疗复发或再感染，可以改善肝移植的预后. 有人报道，
用拉米夫定可以将肝移植(乙型肝炎相关)后患者的乙型
肝炎再发率降低[20]. 由此可见，在慢乙型肝炎[21]所致的
失代偿期肝硬化患者，在行肝移植手术前后进行抗病
毒治疗是必要、安全和有效的.  此外，拉米夫定对
HBV 相关的急性暴发性肝坏死而行的原位肝移植患
者，也是安全、有效的[ 2 2 ].
       近来，拉米夫定的停药反跳问题已引起人们的关
注. 停用拉米夫定不但可以导致慢性乙型肝炎急性重度
发作的报道[23]，甚至可以使乙肝肝硬化加重，有作者
报道，一患者服拉米夫定 18 mo，停药后病情进行性加
重，先后出现肝性脑病、原发性腹膜炎、肝肾综合征、
电解质紊乱及上消化道出血，于住院第19 d 死亡[24]. 日
本也有突然停药致肝功能衰竭的报道[25]. 有人对拉米夫
定的停药问题进行了探讨，发现在停用拉米夫定时采
用综合措施，如逐渐减量，或使用某些保肝药及与拉米
夫定有协同作用的药物，可使患者在停药后病情“反
跳”以及病情加重、恶化的发生率下降[26].
       总之，在乙型病毒性肝炎所致的失代偿期肝硬化，
拉米夫定的作用表现为以下几方面: 通过抑制病毒复制
而改善肝功能，使血清 HBV DNA减少至检测不出的水
平; 使血清白蛋白升高，Child-Pugh 得分下降; 使血清
HBeAg 阳性患者转为抗 -HBe[27-29]; 对 HBeAg 阴性的乙
型肝炎也有良好疗效[30]. 此外，拉米夫定有助于 HBV
相关肝细胞肝癌的切除[31]. 对于非肝移植适应证的失代
偿期肝硬化患者，拉米夫定可以显著改善肝功能[32]. 由
此可见，拉米夫定对失代偿的乙型肝炎肝硬化患者能
改善肝脏储备功能和生存率，降低原发性肝癌的发生
率，且应用安全. 因病毒变异出现的疗效下降，则需
寻找更有效的治疗措施如原位肝移植等.
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摘要
乙型肝炎病毒(HBV)的感染是重要的传染病之一.拉米夫定

现仍是治疗慢性乙型肝炎的一线药物，但由于疗程短及耐

药株的出现可引起停药后复发.对于这些患者可以拉米夫定

再治疗，联合IFNα或其他核苷类似物或免疫调节剂治疗，

及新药治疗，但这些方法各有优缺点，不能完全解决慢性

乙型肝炎的治疗问题. 尚需开发更加有效的药物.

郭江, 成军, 赵龙凤, 纪冬. 拉米夫定停药后复发的慢性乙型肝炎的抗病毒治

疗. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1685-1687
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)的感染是重要的传染病之一，全世
界有 3.5 亿慢性携带者，在北美、澳大利亚等地感染率
低于总人口的 1%，而在中国为 5-18%，平均为 9.75%，
明显高于其他地区. HBV 持续感染是导致慢性乙型肝
炎、肝硬化和原发性肝癌(HCC)的重要因素. 由于乙型
肝炎疫苗的预防接种，儿童慢性HBV感染和肝癌(HCC)
的发病率明显降低，但由于存在着大量的乙型肝炎病
毒表面抗原(HBsAg)携带者，他们发展为恶性肝脏疾病
的可能性仍然非常的高，因此通过有效的治疗来减少
肝硬化、肝细胞癌的发病率、死亡率尤为重要[1-3]. 除了
干扰素 α (IFNα )，拉米夫定是一在临床治疗慢性乙型
肝炎中广泛应用的抗病毒药. 他作为一核苷类似物，可
抑制依赖RNA的DNA多聚酶，并可整合到病毒DNA中
抑制病毒反转录，进而再次抑制病毒蛋白的合成和
HBV的复制. 但由于拉米夫定一旦停药就不能抑制病毒
复制及时间依赖性耐药株的产生，所以在大多数患者
停药可引起病毒血症的反跳，引起停药后复发[4-5]. 本文
就拉米夫定停药后复发的慢性乙型肝炎的抗病毒治疗
作一综述.

1   拉米夫定停药复发原因

拉米夫定治疗病程短可引起停药复发. 慢性乙型肝炎患
者拉米夫定短期治疗可抑制乙型肝炎病毒 DNA，但很
少能抑制治疗后病毒复制. Dienstag et al [6]评价了 24 例
HBeAg 阳性患者治疗 18 mo 的治疗反应及治疗后持续
性. 所有患者均在HBeAg减少后或HBeAg持续阳性6 mo
停止治疗. 拉米夫定治疗 18 mo 可持续抑制 HBV 复制，
HBeAg减少率是短期治疗的3倍. 其中7例患者在HBeAg
减少或血清转换后停药，HBeAg 状态仍可维持. 故拉
米夫定应在 HBeAg 减少或血清学转换后停药.
        拉米夫定的作用机制是抑制而不是杀灭 HBV，肝
细胞内的HBV能否消除主要取决于机体的免疫清除能
力，因而当停药后病毒复制仍可恢复. 临床实践也证明，
许多患者停药后出现反跳现象，肝炎复发. 长期应用拉
米夫定可导致HBV变异株逐渐发展为优势种群. 多为多
聚酶的 YMDD 突变，产生耐药性，使血清中已经阴转
的 HBV DNA 重新出现，引起停药后复发. 拉米夫定停
药多引起野毒株的复发. 治疗前高的病毒载量(HBV DNA
≥ 12 Meq/mL)是拉米夫定治疗早期生化学复发一决定
因素. 通过积极治疗降低病毒载量可减少复发[7-9].

2   拉米夫定停药后复发再治疗

2.1 单药治疗  拉米夫定再治疗可恢复其对病毒复制的
抑制. 对免疫系统良好的代偿期肝病患者在HBeAg血清
学转换后可停治疗，但当 HBV 感染复发时可再治疗，
而在免疫系统受抑制患者例如肝移植者需要长期免疫抑
制治疗，即使已经取得 HBeAg 血清学转换亦可增加
H B V 再激活危险，对这些患者停药时间有待确定.
Dienstag et al [10]报道了8例患者因治疗结束后HBV标志
物再现而再治疗，7 例出现生化和病毒学指标改善
(HBeAg血清转换，ALT正常化，HBV DNA缺失为标志)，
而无显著的不良反应出现. Honkoop et al [11]观察41例拉
米夫定治疗后停药的复发性肝病患者至少 6 mo，其中
复发肝炎性发生率为 17%，黄胆伴早期肝功能衰竭者
为5%. 拉米夫定停药后复发肝炎表现为HBV DNA与转
氨酶同步升高. 所有患者均为 HBV 野毒株(即时 1 例拉
米夫定治疗时即为耐药株). 1例拉米夫定停药后复发的
黄疸型患者以拉米夫定再治疗可发生临床生化指标缓
解、HBeAg 血清转换及 HBV 载量减少，而 5 例没有
再治疗非黄疸型患者并不出现类似反应.
        但Lau et al [8]研究发现拉米夫定停药复发再治疗导
致更多突变株迅速产生. 长期拉米夫定治疗可改善HBeAg
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阴性慢性乙型肝炎患者和具有高转氨酶 HBeAg 阳性患
者的病毒学、生化、组织学特征. 他们观察 27 例以拉
米夫定持续治疗 2-4 a 的患者，血清 HBV DNA 水平在
所有患者在 1 a 内快速下降 4-5 log10. Marzano et al [12]亦
描述1例终末肝病肝移植后复发以拉米夫定治疗7 mo时
HBV DNA 反跳，在 9 mo 后停药. 拉米夫定停药后 9 mo
患者经历了伴随高 HBV DNA 新的肝病发作. 再以拉米
夫定治疗 45 d 后 HBV DNA 水平正常化. 但 3 mo 后拉米
夫定耐药菌株变成优势毒株. 这一病例表明YMDD突变
株第一次出现时拉米夫定再治疗对于控制HBV合成是
暂时有效的，但可加速突变株的优势再现. 这提示抗病
毒的联合治疗的必要性.
2.2 联合治疗  由于 HBV 与人免疫缺陷病毒(HIV)在分
子生物学特性和生活周期上有许多相似之处，不同作
用机制的抗 HIV 药物可组成所谓“鸡尾酒”疗法，在
抗HIV治疗中，有明显效果. 而目前临床应用的抗HBV
药物作用机制不尽相同，因此可以进行抗 HBV 的不同
药物的联合治疗(combined therapy)积极有效探索，以达
到增加治疗的有效率，减少药物耐药性的目的. 而且不
同抗病毒药物的作用机制不同，诱导病毒产生突变的
形式也不同，同时对多种抗病毒药物耐药的病毒，其自
身的复制、生存能力也明显下降，因此联合用药可产生
相加或协同抗病毒疗效. 常见有拉米夫定与 IFNα 联合
治疗、拉米夫定与其他核苷类似物联合治疗、拉米夫定
与免疫调节剂联合治疗等[13].
        第一，拉米夫定与 IFNα 联合治疗: IFNα 是一种糖
蛋白，不能直接灭活病毒，主要通过直接抑制 HBV 转
录和翻译以及促进宿主抗病毒免疫反应而发挥抗病毒
感染的作用，清除已感染 HBV 的肝细胞，只在免疫清
除期具有一定效果，拉米夫定通过抑制病毒逆转录酶，
HBV 多聚酶活性，终止病毒复制过程中 DNA 链延长而
抑制 HBV 复制，并不能清除肝细胞内的 HBV，二者联
合理论上具有增强抗 HBV 感染的作用. Jaboli et al [14]进
行的一项研究表明: 联合治疗组(拉米夫定治疗 1 mo，
拉米夫定与 IFNα 治疗 12 mo 再以拉米夫定治疗 6 mo)、
拉米夫定组(单独治疗 12 mo) 、IFNα 组(单独治疗 12 mo)
患者在治疗结束时 HBV DNA 转阴率分别为 88%，
99%，55%，血清转氨酶正常率分别为84%，91%，53%，
而在治疗后 6 mo HBV DNA 转阴率分别为 61%，42%，
45%，且在联合治疗组没有观察到 YMDD 变异发生. 虽
然联合治疗组病毒清除率和血清转氨酶正常率低于拉
米夫定单独治疗组，但是其可以获得持续益处和防止
YMDD 突变株的产生，因此认为联合治疗是安全的.
Serfaty et al [15]选取 14 例 40 岁 HBV DNA>100 ng/L 和
HBeAg阳性男性患者以拉米夫定和IFNα进行序贯治疗
(以拉米夫定单独治疗 20 wk，接着以 2 b-IFNα 和拉米
夫定联合治疗 4 wk，最后以 IFNα 单独治疗 24 wk). 在
拉米夫定治疗结束时，所有患者都有未检到HBV DNA，
没有出现HBV聚合酶突变或反跳. 14例中8例患者在治

疗结束后取的持续的血清 HBV DNA 清除，3 例患者有
HBsAg 血清学转换. 11 例 HBeAg 阳性患者中有 3 例有
HBeAg血清学转换. 所有持续应答者转氨酶均正常，均
有组织学改善. Mutimer et al [16]研究8例具有高HBV DNA
水平慢性乙型肝炎患者抗病毒治疗效果. 6 例患者接受
拉米夫定与 IFNα 的联合治疗，停药 6 mo 后以拉米夫
定单独治疗. 在联合治疗后 4 mo 平均病毒载量下降了
4.3 × 103 优于单用拉米夫定治疗 2.9 × 102，2 例患者
先联合治疗 6 mo 立即开始拉米夫定单独治疗，患者
IFNα 停用后病毒载量快速上升 1-2 log10，这些研究
表明 IFNα 慢性 HBV 感染有直接抑制作用与拉米夫定
有累加协同作用.
        第二，拉米夫定与其他核苷类似物联合治疗: 核苷
类似物除拉米夫定外还有泛昔泛韦(FCV)、阿地福韦、
恩地卡韦等. 泛昔泛韦为新型鸟嘌呤核苷类似物，FCV
抗HBV主要的作用机制与拉米夫定不同. FCV无“DNA
链终止剂”作用，但有抑制 HBV 多聚酶引物和感染细
胞向外释放病毒颗粒子的作用[17]. 二者在对 HBV 多聚酶
的 DNA 聚合酶活性和逆转录酶活性是相同. Wang et al [18]

进行的一项研究表明: 联合治疗组、拉米夫定组、泛昔洛
韦组患者的血清HBV DNA转阴率分别为89.3%，66.7%，
40.6%，血清HBeAg消失率分别为28.6%，23.3%，21.9%.
拉米夫定与泛昔诺韦联合治疗慢性乙型肝炎比单独治
疗更安全有效. 拉米夫定与阿地福韦联合产生协同作用
在感染鸭乙型肝炎病毒(DHBV)的原代鸭肝细胞模型中
亦得到证实[19].
        第三，拉米夫定与免疫调节剂联合治疗: 拉米夫定
抑制病毒复制，免疫调节剂具有疫增强作用，清除已感
染HBV 的肝细胞. 二者联合理论是可行的. 常用免疫调
节剂有胸腺素 α(Thymosin α1)、左旋咪唑、淋巴因子
激活的杀伤(LAK)细胞，细胞因子诱导的杀伤(CIK)细
胞，白介素 -12(IL-12)、前 -S 或 S 肽疫苗，免疫复合
物疫苗，细胞毒 T 淋巴细胞(CTL)表位疫苗，DNA 疫苗
等. 胸腺素 α1 是 1984 年发现，由胸腺分化的一种重要
的 T 淋巴细胞调节因子[20]，他适用于慢性乙型肝炎治
疗的一种重要的免疫调节因子，是T细胞免疫调节和增
强剂. 拉米夫定联合胸腺肽的疗效未能肯定. 左旋咪唑涂
布剂就是一种新剂型的非特异性免疫调节剂. 他具有细
胞免疫促进作用，能促使受抑制的T细胞转换、增生为
免疫活性 T细胞，参与细胞免疫过程，诱导IFNα  的生
成. 两药联合应用有协同抗病毒作用，且可防止复发.

3   新药治疗

近年来出现了许多治疗慢性乙型肝炎的新药如泛昔泛
韦、阿地福韦、恩地卡韦、聚乙二醇 IFNα 等. 阿地
福韦作为一种核苷类似物具有有效抗 HBV 和 HIV 病毒
的能力. Barcena et al [21]对 6 例慢性乙型肝炎患者因拉米
夫定耐药而以阿地福韦再治疗. 在治疗 10 mo 后所有患
者病毒血症下降，4 例患者血清 HBV DNA 转阴，治疗
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12 mo后无阿地福韦耐药株出现. 同时所有患者转氨酶水
平下降，5 例患者呈现正常，没有毒副作用出现. Dando
et al [22]亦研究发现对慢性乙型肝炎患者先以拉米夫定治
疗继以阿地福韦治疗或联合治疗比单用拉米夫定在减
少血清 HBV DNA 水平更有效.
        泛昔泛韦是喷西洛维的一种易吸收的口服制剂，他
可抑制HBV DNA多聚酶. 有研究中显示: 泛昔泛韦(口服
500 mg，3 次 /d)可抑制所有患者 HBV DNA，引起少数
患者 HBeAg 的血清学转换. 他在抑制 HBV 复制方面比
拉米夫定速度要慢，程度要低. 因此血清学转换率要低
于拉米夫定. 泛昔泛韦耐药发生与HBV DNA多聚酶528
位的残基突变有关. 所以泛昔泛韦仍不能解决拉米夫定
耐药性问题[23-27].
       聚乙二醇干扰素 α-2a(派罗欣)即长效干扰素，其
半衰期长，每周仅用药 1 次. 他在慢性丙肝及丙肝肝硬
化治疗方面较普通 IFNα 有明显优越性. 近来亦被用来
治疗慢性乙型肝炎. 他在慢性乙型肝炎的治疗上较普通
IFNα 疗效提高了 1 倍，尤其对治疗前 ALT 低水平升
高、HBV DNA 水平高的患者有效.他在治疗 HBeAg 阳
性的慢性乙型肝炎过程中有良好的依从性，当剂量为
180 µg 时与其他剂量相比，降低 HBeAg 的速度和幅度
最大，降低 HBV DNA 水平的程度最大，延长其疗程和
联合其他抗病毒药可能进一步提高拉米夫定停药后复
发的慢性乙型肝炎.
       总之，拉米夫定现仍是治疗慢性乙型肝炎的一线
药物，但由于疗程短及耐药株的出现可引起停药后复
发.对于这些患者可以拉米夫定再治疗，联合IFNα或其
他核苷类似物或免疫调节剂治疗，及新药治疗，但这些
方法各有优缺点，不能完全解决慢性乙型肝炎的治疗
问题. 今后有待开发更加有效的药物.
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摘要
病毒载量动力学的检测被越来越广泛地用来预测抗病毒药

物的治疗效果，先前的免疫学检测受很多因素的影响，已

不能正确反应病毒的复制. 而病毒载量定量检测可使人们能

够比较清楚地了解病毒在体内的变化情况，弥补了免疫学

方面的不足.  通过对病毒动力学的研究可以使我们了解病毒

在清除过程中的特点，从而用于指导临床来评估药物疗

效，以及针对不同的患者设计合理的治疗方案.
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0   引言

慢性乙型肝炎病毒(HBV)感染是一个困扰全球的健康问
题，世界范围内大约有 3.5 亿人感染 HBV，其中亚洲
占了 3/4，仅中国就有近 1.3 亿人携带 HBV[1]. HBsAg 携
带率达 9.75%，慢性乙型肝炎患者达 3 000 万人，其
中约 10-20% 发展成为肝硬变，1-5% 可演变成为肝细
胞癌(HCC). 近来国内外对慢性乙型肝炎治疗已有了很大
进展，主要采用抗病毒、免疫调节、改善肝功能和
防止慢性化发展等综合治疗. 近些年来，肝病学界已达
成共识，认为抗病毒治疗是其中最主要、最根本的治
疗措施，目前用于病毒性肝炎抗病毒治疗的药物主要
有二类，一类是抗病毒药物，具有直接抑制及杀灭病
毒的作用; 另一类是免疫调节剂，通过调节人体的免疫
功能，从而抑制及清除肝炎病毒. 但是这些药物的效果
还不稳定，治疗费用昂贵，所以不论是从疗效的角
度，还是从经济角度，人们都在寻求一种有效的方法
来预测药物的效果及进一步指导用药. 先前人们选用免
疫学的方法来预测抗病毒药物的疗效，随着现代分子
生物学的快速发展，又为慢性乙型肝炎抗病毒治疗相
关研究提供了新的机遇与挑战，人们通过监测治疗
前、治疗时及治疗后病毒载量的变化可更准确的，更

量化的预测药物的疗效，并为治疗措施的制定提供有
力的依据.

1   乙型肝炎病毒在细胞内的复制与清除

在 HBV 复制循环过程中，一个重要的特征是共价闭环
(ccc)或超螺旋 DNA 分子的形成，作为一种病毒的微染
色体而存在 [2]. 虽然 HBV 仅在宿主细胞内复制，病毒
本身不能引起肝细胞病变，但是 HBV 通过细胞内免疫
引发的肝损害是慢性肝炎、肝硬化和肝细胞癌的主要
原因[1].
        乙型肝炎患者自体每日可清除外周血中大量HBV.
根据最近对 HBV 在人体内动力学研究，HBV 的半衰期
为 26.4 h，病毒存活期为 36.6 h，日更新率为 48%，
所以控制人体病毒感染的关键在于清除 HBV cccDNA，
抑制病毒复制[3-4]. Guidotti et al [5] 的研究得出在动物模
型中，病毒第一阶段的清除主要通过非细胞病理的作
用清除或抑制cccDNA的产生，可能是通过细胞因子的
作用. Whalley et al [6]在对人急性 HBV 感染的动力学研
究中，得出病毒清除第一阶段半衰期的平均数与动物
模型中cccDNA半衰期相一致[7]. 该项研究提示病毒初始
阶段的清除机制或许与 cccDNA 的清除相关; 但是该实
验不能得出在病毒生活周期的下游阶段可能受到的抑
制作用，这些还需要大量直接的实验加以验证. 于是人
们期望着能通过清除 HBV 的复制模板 cccDNA 来降低
被感染细胞的产病毒的能力，由此可导致血清中相关
病毒 DNA 的降低.

2   抗乙型肝炎病毒的治疗

慢性HBV感染常常是由于早期暴露于HBV的结果，导

致了病毒在缺乏强大抗体与细胞内免疫反应的情况下

长期存在[8]. 如果人体的免疫机制不能及时清除 HBV 在

体内的持续存在与活跃复制，必将导致肝组织损伤的不

断进展. 因此，要想阻止肝脏进行性损害，必须采取有

效药物清除或抑制 HBV 的复制，也就是说抗病毒治疗

是控制慢性乙型肝炎的最主要、最根本的治疗措施.

       目前用于抗病毒治疗的药物主要有两类，一类为细
胞因子，如干扰素，有 α ，β ，γ 三种，α ，β 干
扰素疗效相似，临床应用较广泛，γ-干扰素疗效较差，
应用受到限制. 他们一方面通过免疫调节发挥作用，另
一方面也可直接抗病毒，然而IFNα 的治疗效果是有限
的，长期应用才可抑制 HBV 复制，获得持久性效应.
IFNα 治疗慢性乙型肝炎的治疗效果和疗程有关，治



疗近期疗效较高，远期疗效尚低，如果有针对的选择
病例，可以提高疗效. 因为其不能清除 cccDNA，停药
后可再次复制，也不能清除已整合入的细胞基因组的
病毒基因，而且长期使用有很多的副作用，于是出现
了另一类可大量直接抗病毒的药物，即核苷类似物，
通过抑制病毒聚合酶来阻止病毒的复制，如拉米夫
定、泛昔洛韦、阿昔洛韦已用于临床，阿德福韦、
恩他卡韦和 BMS-200475 也正在进行临床试验. 其中拉
米夫定是最具代表性的一个，在 HBV 复制循环过程
中，病毒的逆转录酶是合成新的 HBV DNA 的前基因
组 mRNA 模板所必需的，由此拉米夫定可阻止已被病
毒感染的细胞生产新病毒[9]. 另外病毒的聚合酶是病毒进
入细胞核之前形成双链环状 DNA 所必须的[10]，故拉米
夫定还可阻止病毒感染新的细胞[11]. 他与IFNα的不同之
处是其不影响机体的免疫系统，最早用于治疗免疫缺陷
型病毒，后来发现其对 HBV 也有明显的抑制作用，而
且作用迅速，可降低 HBV DNA 低度可达 106, 7 拷贝 /L，
已广泛用于临床. 但是其对 HBV 的抑制作用是可逆的，
停用药物后 HBV DNA 又反复出现，低于或相当于基础
水平，而且也不能完全清除cccDNA，更不能清除已与细
胞基因组整合的病毒，使HBsAg消失. 只有长期使用，持
续性抑制 HBV 复制直至消耗 cccDNA，才可获得持久性
效应[12]，但是 YMDD 变异的存在，对其在临床中的应
用提出了挑战，患者的选择及停药时机的选择都是至关
重要的. 近年来有效的抗病毒药物的使用大大促进了人免
疫缺陷病毒(HIV)、猴免疫缺陷病毒、HBV、丙型肝炎病
毒(HCV)感染的动力学数学分析的发展[13]. 反过来，在抗
病毒的治疗过程中，对于这些病毒感染的动力学的深
入理解不仅为病毒发生机制提供了动力学图谱，而且
也为设计合理的治疗措施提供了有力的依据，使人们
越来越意识到研究病毒动力学的重要性及其临床意义.

3   乙型肝炎病毒载量

3.1 与抗原抗体的模式关系  早期人们多采用血清学方
法进行乙型肝炎病原学诊断，预测其传染性、疾病进程
及预后. 在病毒复制过程中，也表达病毒特异蛋白，这
些蛋白可激发机体的免疫系统，产成相应的抗体，故可
通过检测抗原抗体来间接反应病毒的复制水平. Gerken
et al [14]用 IFNα 治疗慢性活动性肝炎期间，发现抗 -
HBcIgM 和病毒载量有很好的相关性; 隋云华 et al [15]通
过对 838 例各型乙型肝炎患者血清 HBV DNA 定量，得
出 HBV DNA 定量与 HBsAg、HBeAg、HBcAb 阳性的
符合率为94.4% ，显示了极好的特异性. 但是免疫学检
测存在许多无法克服的问题，如抗原变异、免疫交叉反
应、免疫复合物的形成[16]，这些都影响着血清学检测
方法的灵敏度和准确性的进一步提高，另外 HBV 的表
达和机体的免疫反应的强弱受多种因素的影响，免疫
学指标与临床现象及病毒载量有可能不完全吻合. 随着
逆转录酶抑制剂的广泛使用，病毒变异的广泛存在，紧

紧依靠免疫学指标已经不能完全解释许多临床现象. 血
清学检测不能准确地反应病毒的复制，故病毒载量的
检测被越来越广泛地用于临床诊断. 有学者在分析免疫
学检测与病毒载量检测之间的关系时得出，HBsAg，
HBcAb 阳性，HBsAg，HBeAb，HBcAb 阳性组，HBV
DNA的阳性率分别为38.6%和27.3%，显示了HBV DNA
定量的灵敏性[21]. 随着一些抗病毒药物的有效应用，临
床中发现某些HBeAg阳性的乙型肝炎患者的HBV DNA
呈阴性结果，提示血清学标志反映 HBV 复制状态存在
局限性. 李文清 et al [23]调查了 20 例乙型肝炎患者(16 例
HBeAg 阳性和 4 例 HBeAb 阳性)在拉米夫定治疗期间，
经 12 wk 和 24 wk 治疗后，其 HBV DNA 含量迅速下降，
部分 HBV DNA 含量低于检测范围，而呈阴性结果，
其阳性率分别仅为 75.0% 和 55.0%，而血清学标志无
1 例发生变化. 表明在抗病毒治疗期间，血清学标志的
变化滞后于 HBV DNA 含量的变化，HBV DNA 定量检
测是反映 HBV 复制和药物疗效的判断最直接、可靠的
指标[17].
        既往一般认为，血清 HBeAg 阴转或抗 -HBe 出现
预示病毒复制水平降低或病变趋于恢复[18]，但有报道
指出HBeAg阳性患者的病毒载量比HBeAg阴性患者的
高[19]，在其调查的 116 例患者中有 42 例(36.1%)血清
HBeAg 阴性，但仍可检出 HBV DNA，部分病例 HBV
DNA水平还较高，提示HBeAg阴转不能认为HBV复制
减少或停止. 近年的研究发现，这些患者中多数伴有
HBV 前 -C 区的基因突变，特别是第 1896 位核苷酸的
突变，致使前 -C 区第 28 位密码子(TGG)转变为翻译终
止密码子(TAG)，导致 HBeAg 的合成、分泌障碍，但却
不影响 HBV 的复制[20]. 这种变异的 HBV 比野生型 HBV
更不易被机体清除，因而更易引起乙型肝炎慢性化、慢
性肝炎恶化，且与重型肝炎和肝癌密切相关[21]. 因此，
血清HBeAg阴性而HBV DAN含量高的患者应引起临床
上重视，慢性乙型肝炎(CHB)患者随着肝损害程度的加
重，血清 HBV DNA 含量却逐渐下降，提示病情可能越
重，病毒复制水平越低. 这可能与CHB患者机体的体液
和细胞免疫应答在造成肝损害的同时，也中和和清除
血循环中的病毒颗粒有关[22]，表现为免疫损伤越严
重，肝损害程度也越严重，血清 HBV DNA 含量越低.
此外，随着病程的延长，病情的加重，部分 HBV DNA
被整合到宿主肝细胞中，致使血清 HBV DNA 含量降
低. 因此，CHB 患者定量检测血清 HBV DNA 含量对临
床判断肝损害程度，指导抗病毒治疗，估计其预后有
重要意义.
3.2 病毒动力学  病毒的动力学研究主要通过假设的数

学模型，结合抗病毒药物作用下病毒载量的动态变化

数据求解得到的病毒感染动力学特征的基本参数. 了解

病毒感染动力学过程，可以更清楚的理解病毒感染发

生、发展、转归以及药物治疗效果. 最初的病毒动力学
原理的研究是源于对 HIV 感染动力学分析，并促进了
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病毒动力学的发展. 在慢性病毒感染的患者中，病毒的
水平通常被认为达到一个稳定或恒定水平，然后保持
这一状态很多年. 为了保持这一恒定的水平，机体必须
以同样的速率清除和生产病毒. 如果不保持清除与产出
平衡的话，那么病毒的数量就会慢慢地增加. 一旦恒定
点建立，测量病毒载量将不能证实病毒的生产是减慢
了，还是加速了. 因此为了获得病毒生产与清除率的信
息，不得不用抗病毒药物打乱该系统. 例如，如果病毒
生产能够完全被阻止，那么病毒载量将会下降，他下降
的速率是清除的速率. 如果病毒的生产不能完全被阻止，
那么病毒载量下降的速率将不仅仅依赖于病毒清除的
速率，而且也依赖于生产病毒的细胞的死亡率和抗病
毒药物的效果[23].
       目前 HBV 动力学研究也有报道，获得了一些重要
参数[24]，该参数包括病毒感染，细胞的死亡及抗病毒
药物的疗效. 其中基本的动力学模型可用于研究HBV的
感染，计算慢性感染过程中平衡病毒学载量，也适于
研究抗逆转录病毒的抗病毒治疗. Whalley et al [6]通过检测
急性 HBV 感染者病毒潜伏后期和临床期血清病毒载量
的动态变化，研究了 HBV 感染动力学过程. HBV 复制
很快，在 2.2-5.8(3.7 ±1.5 d)，经过一个峰值后，血清中
病毒载量达到约1013拷贝/L. HBV DNA的清除经过2-3阶
段下降，第一阶段为快速下降期，半衰期为3.7±1.2 d，
接近于在其他嗜肝病毒中所观察到的 cccDNA 通过非细
胞病理机制清除时的半衰期. 最后的病毒清除阶段半衰期
范围很广泛，在4.8-284 d之间，这可能与感染肝细胞的
清除率有关. 游离病毒的半衰期大多数为 1.2 ± 0.6 d. 他
们估计在病毒复制高峰每天至少产生 1013 个病毒，平
均一个感染肝细胞每天最多能产生 200-1 000 个病毒.
Nowak et al [25]通过假设拉米夫定完全阻断了病毒对细胞
的感染，使感染细胞数量维持恒定，从而建立了一个数
学模型，提出了病毒清除表现为双期过程的理论.
Tsiang et al [26]对 Nowak 数学模型作了修正，他们假设感
染的细胞并不维持恒定，引入了病毒抑制效率参数. 应
用修正后的模型评价了阿德福韦对病毒的抑制效率参
数，得出30 mg/d 阿德福韦对病毒的抑制效率为0.993±
0.008， 即治疗期间每天仍有0.7%的病毒产生. Lowin et
al [27]提出病毒的下降模式可能存在更复杂的多阶段模
式-阶梯式. 通过对病毒动力学的研究了解病毒在清除
过程中的特点，从而可指导临床评估药物疗效，以及
针对不同的患者设计合理的治疗方案.
3.3 动态学检测与抗病毒治疗  病毒载量一般指每毫升
血清中病毒拷贝数，也表示肝脏病毒含量. 血清中，病
毒DNA水平与病毒含量一致，病毒载量和病毒DNA水
平意义相同; 但肝脏中的病毒DNA水平包括已包装和待
包装的病毒 DNA，因此病毒载量和病毒 DNA 水平不完
全等同. 感染细胞和血清中的病毒半衰期均很短，因此
血清病毒水平反应了病毒的复制水平，但病毒载量并
不完全反映病毒的复制水平，其反映的是检测前感染

细胞释放的病毒与被清除体外的病毒的累积差值. 数值
大小不直接与感染细胞生成速度(复制水平)有关，而是
与感染细胞的破坏速度和机体清除游离病毒的速度有
关. 病毒载量可以通过测定病毒基因组来确定[28]. 病毒载
量在不同患者、不同发病阶段和不同发病类型中，相同
大小的病毒载量可能表示不同的临床意义. 以前，病毒
载量的检测仅用于基础研究，现在被广泛用于常规的
病毒学诊断，并且检测试剂已大量商品化. 在临床病毒
学中，病毒载量的测试主要用于四个目的：即病毒学诊
断; 评估患者的预后; 作为检测抗病毒治疗效果的标志;
评估患者的传染性，即传播的危险性.
        病毒载量定量检测使人们能够比较清楚地了解病
毒在体内的致病作用，弥补了免疫学方面的不足.
Nowak et al [3]对使用拉米夫定治疗的患者进行了随访观
察，监测其病毒载量的变化，利用数学模型分析病毒载
量下降的特点、治疗的效果. 结果发现，在治疗的第
2-4 wk，血清中病毒DNA降低分两阶段进行. 第一阶段
主要是游离病毒的清除，第二阶段主要是生产病毒的
被感染细胞的清除. 当患者停止使用拉米夫定，病毒水
平将会迅速增加至初始的稳定阶段. Zeuzem et al [29]和
Tsiang et al [26]也观测到了病毒载量分两阶段下降这一特
征. 从这些研究中，按每天 50% 的反复率可估计游离
HBV 的半衰期约为 24 h， 游离病毒的生产率约每天
1012，被感染细胞的半衰期为 10-100 d. Lowin et al [27]

指出病毒的下降模式在一些患者中可能更加复杂，患
者采用拉米夫定联合泛昔洛韦，或联合其他的核酸类
似物，采用实时 PCR 法监测病毒的下降模式. 结果发
现对部分患者而言，病毒水平不是按照前面所描述的
典型的两阶段模型下降，其下降模式更像阶梯式，提示
HBV 病毒动力学或许比先前提及的更为复杂，另外有
两例患者血清中的HBV DNA更加快速的被清除，提示
先前估计的游离病毒的半衰期为 24 h 并不是普遍存在
的. Tsiang et al [26] 在近来的阿德福韦Ⅱ期临床研究过程
中，有 15 例慢性 HBV 患者接受了每天使用 30 mg 阿德
福韦，持续了 12 wk，结果血浆中 HBV 水平下降了 104.1.
虽然病毒清除的第一阶段及第二阶段的初始阶段与先前
的两阶段模式相符合，但是病毒载量实际上处于不稳定
状态，在第二阶段中病毒DNA以更低的速率持续下降，
病毒载量的变化甚微，在治疗30 d Nowak et al [25] 的模型
不再适用. 血浆中病毒水平迅速和持续的降低依赖于病
毒生产有效的抑制，因为这些都是由抗病毒治疗的剂
量与效力所决定的. 病毒生产完全抑制的缺乏，病毒彻
底清除与肝纤维化危险性的降低及肝细胞癌的发展将
主要依靠被感染细胞降低的有效率[30-31]. 显然还需要大
量的研究来证实这些有意义的发现.
        血清HBV DNA检测对监测病毒载量的变化起到重
要的作用，但是肝组织中的 HBV DNA的检测可更准确
地反映病毒的复制情况. 张光曙 et al [32]通过肝活检，检
测肝组织HBV DNA，结果发现在急慢性HBV感染中可
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提高确诊率，尤其是慢性感染. 研究观察证实血清内的
HBV DNA检出率和HBV DNA含量均明显低于肝细胞，
提示肝细胞内 HBV DNA 阴转可能晚于血液，因而提
示在抗病毒治疗时，血内 HBV DNA 阴转并不能说明
肝细胞内亦已阴转，在血液内 HBV DNA 阴转不应随
即停止治疗，应结合临床表现及肝组织中HBV DNA是
否阴转来判定. 故除了监测血清中病毒载量的变化外，
应该进一步检测肝组织中的病毒 DNA，因为其能更准
确地反映病毒的复制状况，但是由于取材较复杂，故
临床的应用受到限制.
       病毒载量及其动态变化与临床现象的关系比较复
杂，需准确观察低复制病毒的微量变化; 逆转录酶抑制
剂的应用提高了乙型肝炎的治疗效果，但这类药物可
引起 HBV 耐药毒株的出现，从而引发停药后反弹，是
目前在乙型肝炎治疗中比较棘手的一个问题[33-35]. 故应
针对不同患者具体的发病阶段和治疗措施，适时、动态
的测定多个时间段的病毒载量，在治疗期间预测耐药
毒株，及时调整治疗方案，这些都对 HBV 的治疗有重
要意义.
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摘要
p7蛋白是一个介于丙型肝炎病毒(HCV)结构蛋白和非结构

蛋白之间的一小蛋白，在脂质膜中形成六聚体阳离子通道，

在病毒的自然感染过程中起一定的作用. 金刚烷胺和长烷基

链的亚氨基糖衍生物可抑制p7形成的阳离子通道，从而对

HCV的治疗发挥重要作用. 本文就p7蛋白的基因组结构、

合成与功能作一综述.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是慢性肝炎的主要病原之一，约有
1.7 亿人被感染，常导致肝硬化和肝细胞癌(HCC)[1-5].
HCV 的基因组含有一个长的开放阅读框架(ORF)，编
码一个约 3 010 个氨基酸残基(aa)组成的多蛋白，该多
蛋白被细胞和病毒蛋白酶切割产生至少 10个病毒基因
产物: 核心蛋白(core)，E1，E2，p7，NS2，NS3，NS4A，
NS4B，NS5A 和 NS5B 蛋白等[6-9]. p7 是由 HCV 基因组
2 580-2 768 核苷酸(nt)之间的基因编码的由 63 个氨基
酸残基(aa)组成的一个小蛋白. 近年来对其基因组结构、
合成与功能研究取得了一些进展，本文就这方面的研
究进展如下.

1   p7 蛋白的基因组结构与合成

p7 是一个小的疏水性多蛋白，包括 63 个氨基酸残基，
编码基因位于结构蛋白和非结构蛋白之间，是膜相关
性的，定位在内质网内. 他包括 2 个跨膜 α 螺旋，与
一小的带电细胞质环相连，其氨基和羧基端尾朝向细
胞内质网腔[10]. 这一带电环为亲水片段. p7蛋白属于病毒
孔道蛋白家族，在细胞膜内其同源寡聚体形成水相孔
道，这些蛋白最具特征性的代表是流感 A 病毒的 M2 通

道. p7 通过与谷胱甘肽 -S- 转移酶(GST)在大肠杆菌中

的融合可获得高水平的表达，二者之间被一 6 组氨

(HIS)连接子所分离形成 GST-HIS-p7 复合结构. 通过透

射电子显微所成像发现，GST-HIS-p7 和裂解的近于

天然 HIS-p7 均呈具有纬度的环状结构. 化学交联数据

表明p7形成五聚体或六聚体结构[11]. Griffin et al [11]研究

表明在 HepG2 细胞中，重组的 HCV p7 可交联成六聚

体，在体外大肠杆菌表达的 p7 亦可形成六聚体.

        Carrere-Kremer et al [10]通过分析融合在p7羧基端的

报告糖蛋白的移位而确证p7的羧基端跨膜区是一信号

序列. 通过CD4的外功能区和Myc表位所标记这一p7多

肽，并经碱性提取证实其为一整合膜多肽. 经非通透性

细胞表面的免疫荧光检测CD4-p7嵌合体证明其可运输

到质膜. 然而脉冲追踪技术分析长的追踪时间后仅有

20%的内切糖苷酶H抵抗性CD4-p7被检测到，这表明

p7 的大部分存在分泌通路的早期间隔内. 他们在 p7 的

几个位置插入 Myc 表位，分析这一表位在 HepG2 细胞

膜上的通透性，表明其是一双跨膜拓扑结构，其氨基和

羧基端朝向细胞外. 这些研究表明p7是在分泌通道的几

个区域有功能多分裂膜蛋白.

       p7 基因定位在 E2 和 NS2 之间，p7 由位于内质网

(ER，endoplasmic reticulum)的宿主信号肽酶催化形成

的. p7 的羧基端跨膜区是一信号序列，可促进 NS2 进

入内质网腔被宿主信号肽酶进行合适的切割. 而最近体

外实验研究表明在 p7 缺乏的条件下，NS2 亦可与膜发

生关联[12]. 虽然HCV大部分的多蛋白前体在翻译期间和

翻译后被裂解的，然而 E2-p7 和 p7-NS2 之间的裂解

要延迟，导致 E2-p7-NS2 前体的产生，且产生 E2-p7

蛋白及单个蛋白的混合的不完全裂解. 虽然 E2-p7 在

HCV-1 和 HCV-H 株相对稳定，而在 HCV-BK 的研究表

明，E2/p7 位点的加工更为有效，E1-E2 可能通过非共

价键和共价二硫键结合两种方式相互作用折叠形成异源

二聚体，作为病毒的功能亚单位，其形成速度依赖于ER

中的“分子伴侣”(molecular chaporene)存在[13-15]. E2-p7-

NS2前体的迅速形成、不存在NS2/3中间体表明NS2/3位

点的加工运行着某种快速切割机制，提示其作用方式为

分子内顺式(intramolecular reaction，cis)切割行为. 但在某

些特定条件下，酶切可由分子间的反式(intermolecular，

trans)方式进行，在一系列共转染实验中发现 NS2/3 位

点可以反式方式切割，即由 Cpro-1(Zn2+ 依赖性金属蛋

白酶)进行切割[16-18].



2   p7 与 HCV 感染

关于p7的功能研究较少. p7可在黑脂质膜中形成六聚体
阳离子通道，推测其功能与病毒离子孔道蛋白(viroporin)
类似，可使细胞内膜结构不稳定化，以利于成熟的病
毒颗粒释放[11, 19]. 与HCV基因结构相似的牛病毒性腹泻
病毒(BVDV)的 p7 对产生子代病毒颗粒必不可少，对相
关病毒颗粒的感染性产生亦是必需的. 基环的联接子的
突变可导致病毒无法存活[20]. Sakai et al [21]诱变了一个具
有感染性基因型 1 a 型 cDNA 克隆，并通过黑猩猩的肝
内转染检测A型感染的每一突变的RNA转录体. 在转染
的哺乳动物细胞中证实了突变多肽恰当处理. p7 的部
分、完全删除和细胞质环状结构两个保守残基的替换
突变的病毒均不能存活. 故认为 p7 对 HCV 感染是必需
的. 1 a克隆的p7嵌合体被感染型的2 a克隆嵌合体替换
病毒仍不能存活. 这表明p7和其他基因组区之间存在的
基因型相关的相互作用. p7在这一相互作用中起关键作
用. 他们研究了 3 个具有 1A 主链，而 p7 特殊区域被 2A
的序列所替换的p7嵌合体: 具有2A的尾和跨膜区和1A
细胞质环的 p7 嵌合体并不能存活. 具有 1A 的跨膜区和
2A 的尾和细胞质环的嵌合体亦不能存活. 具有 2A 的跨
膜区和细胞质环和 1A 的尾 p7 嵌合体可以存活. 感染的
黑猩猩在 2 wk 时进入病毒血症期，恢复期病毒中有嵌
合体基序. 总之，p7胞腔内氨基和羧基端尾具有基因型
相关功能的序列.
        HCV 的 3 个结构蛋白(核心蛋白 C 和两个包膜蛋白
E1 和 E2)，6 个非结构蛋白(NS2-NS5B)均与多蛋白的
处理和RNA复制有关，然而p7为结构蛋白或非结构蛋
白仍不清楚. 通过对 HCV 亚基因组复制子的研究发现
p7对RNA复制并不是关键的[22]. 黄病毒属BVDV相应的
蛋白对于细胞培养的感染性是关键的[20]. 以p7发生框内
缺失和点突变感染性BVDV cDNA克隆的RNA转录体转
染细胞研究表明: RNA复制并不受影响，但感染性病毒
不能产生. 但是在反转录时提供p7感染性可恢复. BVDV
的 E2-p7 对细胞培养的活性并不重要，这是因为 RNA
转录体形成双顺反子结构，在这一结构上E2和p7分别
表达，从而产生感染性病毒[20]. HCV p7有与病毒细胞外
膜孔道蛋白相似的特征. 这些蛋白形成的离子通道病毒
可能对病毒装配和释放，且对病毒颗粒的成熟有重要
作用[11]. 而对 HCV p7 同一家族流感病毒 B的NB 蛋白的
研究表明，这些离子通道蛋白可能对于细菌的繁殖并
不是关键的.
        无p7的HCV病毒样颗粒可诱导Balb/c小鼠产生Th1
占优势的细胞免疫. 有或没有 p7 的 HCV 病毒样颗粒
(HCV-LPs)在形态学和生物物理学特性上是没有区别
的，这再一次证实了 p7 对于病毒的装配是不重要的.
无 p7 的 HCV-LP 可诱导 Th1 细胞占优势的免疫系统产
生比有 p7 的 HCV-LP 更强烈免疫应答. 无 p7 的 HCV-
LP 可诱导 ADD 小鼠产生体液和细胞免疫. p7-HCV-LP
免疫的 Balb/c 小鼠可诱发 T 辅助细胞 1 产生 γ干扰素[23].

Saunier et al 研究发现，3T3-22Z 细胞可摄取染料标记
包括 p7 的 HCV 结构蛋白即 HCV-SP/p7(+)，而 3T3-L1
或 3T3-24X 无法摄取不包括 p7 的 HCV 结构蛋白既
HCV-SP/p7(-). 故认为 p7 可调节 HCV 结构蛋白的内在
化. HepG2 对染料标记 HCV-SP/p7(-)的摄取并不像
HCV-SP/p7(+)那样有效，这是由于 p7 的缺乏可导致包
膜蛋白结构变化，这在相关病毒亦得到验证. p7 对于
HCV 病毒颗粒的细胞结合和进入是重要的[15].

3   p7 蛋白与 HCV 的治疗

HCV 感染世界上 3% 的人群，在西方是肝移植的主要
指征，急性感染常是无症状的，在大多数患者可持续
导致慢性化. HCV抗病毒的治疗局限在1型干扰素(长效
干扰素)或联合病毒唑、核苷类似物拉米夫定等，这一治
疗方案是昂贵的，很少患者可以接受，且只对50%的患
者有效. 在病毒基因型中，经常出现治疗耐药. 由于在
体外不能成功培养病毒，使的疫苗和新治疗方法研究
受到阻碍. 所有这些使的对 HCV 离子通道 p7 的靶向抗
病毒治疗显得尤为重要. 对与p7离子通道蛋白同一家族
流感病毒A 的M2 孔道的研究发现：金刚烷胺是第一个
抗病毒药物[11].
        Griffin et al 研究发现 HCV p7 在哺乳动物细胞的测
定中能代替流感病毒的 M2 的相应部分，这在 BVDV 中
亦得到了证明，而且金刚烷胺在抑制M2的浓度时可使
HCV 的 p7功能丧失. 定位在 HCV p7 两个跨膜α 螺旋之
间的保守的基环的突变可以使p7的离子通道功能丧失.
p7 的细胞内定位并不被这一突变影响，且与线粒体相
关膜明显重叠. Griffin et al [11]在应用黑脂质膜(BLM)系统
研究表明: 纯化 HIS-p7 在人工的脂质双分子层中形成
离子通道，与 M2 孔道相似. HIS-p7 高效开放的通道被
1 µmmoL/L 的金刚烷胺完全抑制，这一浓度在体外可
有效抑制 M2. 这一效应是近于天然的 HIS-p7 特有
的，而 GST-HIS-p7 并不受这一药物的影响，即使在
1 mmoL/L 的浓度. 这一重组蛋白对于离子从 HCV 感染
的宿主细胞内质网到细胞质的运输是重要的. p7离子通
道具有对钙离子较钾离子优先通透性，这与蛋白在活
细胞中的网状定位相关，而且 HIS-p7 高效开放的通道
可被 1 µmmoL/L 的金刚烷胺完全抑制，这一浓度在体
外可有效抑制M2. 这一效应是近于天然的HIS-p7 特有
的，而 GST-HIS-p7 并不受这一药物的影响，即使在
1 mmmoL/L的浓度. 最近的临床研究表明这一药物与现
在的治疗相结合对许多患者有效，尤其对非应答患
者，如与聚乙二醇干扰素联合. 故认为p7是金刚烷胺的
作用靶点. 由于膜渗漏，在大肠杆菌中天然p7的诱导性
表达可产生生长抑制效应，且这一效应可被金刚烷胺所
逆转. 而且p7带电荷环突变可抑制这一效应，这与瘟病
毒中的BVDV研究结果一致. p7 可诱导哺乳动物细胞提
高对潮霉素 B 的通透性. 在生物鉴定中，p7 可替代流感
A M2蛋白的功能，亦可被金刚烷胺的加入所抑制. 基于
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以上研究，他们正在发展一新的抗 HCV 复合体.
        HCV p7的离子通道受长烷基链的亚氨基糖衍生物
抑制，这一衍生物具有针对 HCV 替代物 BVDV 的抗病
毒活性[19]. 在缺乏合适的HCV小动物模型和可靠的体外
感染实验测定法的条件下，可利用相关的 BVDV 实验
潜在的抗病毒药物，并通过与 HCV p7 相似 BVDV 的
70 aa的蛋白获得大量资料. 用BVDV在体外感染测定中
已证实: 长烷基链的亚氨基糖衍生物包括葡萄糖同功异
质体脱氧野尻霉素(DNJ)或半乳糖同功异质体半乳糖酸
野尻霉素(DGJ)都是有效的抗病毒抑制剂. DNJ衍生物可
抑制内质网 -α- 葡萄糖苷酶 I 和 II，这一抑制可导致
宿主和病毒编码糖蛋白(包括BVDV和HCV)的包膜糖蛋
白的错误折叠. 长烷基衍链生物N-壬基-DNJ(NN-DNJ)
抗病毒效果较短烷基链 N- 丁基 -DNJ(NB-DNJ)显著，
尽管后者在细胞内可更有效的抑制内质网 -α- 葡萄糖
苷酶，长烷基链 DGJ 衍生物不能被内质网葡萄糖苷酶
识别，故不能抑制内质网葡萄糖苷酶，也显示了有效
的抗病毒活性. 因此，内质网葡萄糖苷酶的抑制与观察
到的抗病毒效果无直接相关，排除了其作为惟一抗病
毒机制的可能. 另一作用机制与烷基侧链的长度明显相
关，因为这一短链 NB-DGJ 并没有出现抗病毒活性，
而长烷基链衍生物 NN-DGJ 是一有效抑制剂. 这是因为
长烷基链的亚氨基糖衍生物影响病毒膜糖蛋白的二聚化
和改变分泌BVDV病毒颗粒糖蛋白的构成，但并不影响
病毒RNA的复制或蛋白的合成. 小的跨膜蛋白p7可作为
长烷基链的亚氨基糖衍生物的潜在靶，因为黄病毒属
如登革热病毒和日本脑炎病毒不包括 p7，则不被长烷
基链DGJ衍生物抑制，而瘟病毒属如瘟病毒和嗜肝病毒
包括 p7，则可被抑制. 有趣的是，BVDV 经长烷基链的
亚氨基糖衍生物治疗后可产生非感染性 BVDV 颗粒.
        Pavlovic et al [19]逐渐提高BLM一侧的亚氨基糖衍生
物浓度，观察 p7 诱发的离子通道效应. 当应用短烷剂
链衍生物 NB-DGJ 和 NB-DNJ 时，p7 的通道活性并不
改变，然而逐渐提高长烷剂链衍生物 NB-DGJ、NB-
DNJ、N-7- 氧壬基 -6- 脱氧 -DGJ 剂量导致剂量依赖
性的离子通道的抑制. 在 140M NN-DGJ、105M NN-
DNJ、180M N-7- 氧壬基 -6- 脱氧 -DGJ 时可致通道完
全抑制. 总之，p7 蛋白是一个介于 HCV 结构蛋白非结
构蛋白之间的一小蛋白，在脂质膜中形成六聚体阳离
子通道，在病毒的自然感染过程中起一定的作用. 金刚
烷胺和长烷基链的亚氨基糖衍生物可抑制p7形成的阳
离子通道，从而对 HCV 的治疗发挥重要作用. 但关于
p7 的功能仍知之甚少，需进一步研究.
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摘要
胰腺癌(pancreatic cancer)是常见的消化道恶性肿瘤之一，

由于其早期诊断困难，因此预后极差，5 a生存率不足5%.

近年来，胰腺癌的外科手术治疗取得了一定的进步，尤

其是腹腔镜技术的应用为手术切除胰腺癌开辟了新的发展

空间. 放射治疗及化学治疗仍然是主要的辅助治疗方法，其

不但可以提高根治术后患者的生存率，而且可以改善晚期

患者的生存质量. 目前，胰腺癌的有效治疗方法仍然是以

外科手术为主，放射治疗及化学治疗为辅的综合治疗. 随着

免疫和分子生物学在肿瘤发生、发展和转移机制等方面研

究的不断深入，使胰腺癌的基因治疗及免疫治疗成为可能，

也使其成为胰腺癌的治疗的新的发展方向. 现就胰腺癌的治

疗进展作一综述.
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0   引言

胰腺癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，由于其早期诊
断困难，大部分患者就诊时已属晚期，所以其预后极差，
5 a 生存率不足 5%，有 85% 的患者在诊断后 12 mo 内
死亡[1]. 尽管胰腺癌的诊断和治疗技术已经有了一定程度
的进步，但根据对美国国立癌症数据库(national cancer
database)1985/1995年100 313例胰腺癌患者的数据调查
得出的结论: 近 20 a 来，胰腺癌的总体生存率并没有
改变[2]. 胰腺癌的治疗方法包括外科手术治疗、放射治
疗、化疗、物理治疗、免疫治疗、基因治疗等多方
面. 但有效的治疗是以外科手术为主，其他治疗为辅的
综合治疗.

1   外科手术治疗

1.1 胰十二指肠切除术(pancreatoduodenectomy，PD)

自从 1935 年 Whipple 发明了两步法 PD 以来，经过几
十年的发展，现在已经成为治疗胰腺癌的标准术式. 该
手术切除范围包括胰头( 含钩突) 、远端胃、十二指
肠、上段空肠、胆囊和胆总管，清除相关淋巴结，并将
胰、胆和胃与空肠重建. 目前，PD 的手术死亡率及严

重并发症发生率已经从 1970 年代的 20-40%，40-60%
分别降低到 5%，10% 左右[3]. 手术的安全性已经有了
很大的提高，但远期疗效仍不能令人满意. 如何提高
PD术后长期生存率是外科医师一直在探讨的问题. 1970
年代末，受 Fortner 的区域性胰腺切除的影响，日本
的一些机构开始采取扩大的胰腺癌根治术[4]. 其主要是
根据肿瘤的侵及范围适当扩大手术的切除范围、广泛
的淋巴结清扫以及受累的肠系膜上静脉 - 门静脉的切
除.  Ishikawa et al [5]认为，广泛的淋巴结及相关软组织
清扫可以提高胰腺癌患者的 5 a 生存率，并降低局部
复发率. 张怡杰 et al [6]对 53 例胰头癌患者在 PD 基础上
行区域淋巴结廓清治疗后随访发现，1，2，3，5 a
的生存率分别为 70%，52.8%，26.7%，17.8%. 术后
生存时间明显延长，且手术风险没有增加. Mu et al [7-8]

的报道也证实了扩大根治术的治疗效果优于Whipple术
式. 而 Henne-Bruns et al [9]对 72 例胰腺癌患者的调查研
究后发现，扩大的腹膜后淋巴结及相关软组织清扫
(n =46)相对于局部淋巴结清扫(n =26)比较，长期生存
率并没有改善. 他认为胰腺癌的预后与下列情况有关: (1)
肿瘤的分期; (2)肿瘤的恶性程度; (3)淋巴结的侵及范围;
(4)是否侵及门静脉. Nakao et al [10]报道 1981/1999 年，
196 例患者行胰腺癌切除术，其中 145 例行门静脉切
除重建，结果发现手术切缘癌细胞阳性的患者无1例存
活 3 a 以上，他认为门静脉切除的关键是切缘无残余，
而可能存在切缘残余的患者不应该采用扩大根治术.
Launois et al [11]报道14例胰腺癌根治术合并门静脉切除
的患者，2 a 生存率为 15%，没有 1 例生存 5 a 以上.
可见，究竟是采用标准的PD还是采用扩大根治术目前
还存在争议，需要进一步的临床实践来指导胰腺癌术
式的选择.
1.2 保留幽门的胰十二指肠切除术(PPPD)  PPPD 由
Watson 在 1944 年首先报道[1]，该术式在传统 PD 的基
础上保留了幽门，从而减少了胃切除后的并发症，保留
了胃的存储功能并且可以使胃肠激素的水平维持在术
前水平. Hashimoto et al [12]的资料显示，PPPD 术后的患
者胰腺的外分泌功能、胰腺实质的厚度及胃泌素的释
放量均明显高于 PD 术后的患者. 与传统 PD 相比，
PPPD 具有手术创伤小、手术时间短、出血量少以及
术后恢复快等优点. 术后早期出现胃排空延迟(DGE)是
PPPD 存在的问题之一，Yamaguchi et al [13]对 1998 年
日本74个专业机构的1 066例实施PPPD患者术后并发
症的分析表明，有 46% 的患者出现明显的 DGE. 但也
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有资料显示，DGE 的发生率在 PPPD 与 PD 之间并无明
显差异[14]. PPPD另一个受质疑的原因是有人认为保留幽门
使得相应的淋巴结得不到彻底的清扫，从而影响患者的
预后. 但根据一项对 50 例胰头癌患者术后追踪调查[15]，
1 a 和 3 a 生存率 PD 组(n =27)分别为 53.8% 及 15.8%;
PPPD组(n =23)分别为62.8%及19.6%. 两组之间并没有
显著差异. 其他一些资料也证实了这个观点[16-17]. 因此，
只要严格掌握手术的指征，PPPD可以作为根治胰腺癌
的一种选择.
1.3 全胰切除术(TP)  TP 是在 PD 的基础上，切除远端
胰腺及脾，同时清扫胃左动脉、脾动脉、腹腔干周围的
淋巴结，并将肝管与空肠吻合. 全胰切除可以彻底清除
癌灶及胰腺周围淋巴结，并且避免了发生胰瘘的危险，
理论上可以提高患者的生存率. 但Karpoff et al [18]的报道
显示，全胰切除术并不能提高胰腺癌患者的生存率. 另
外，全胰切除可以带来很多代谢及营养并发症[19]，也
使全胰切除术的应用受到了质疑. 但近年来也有报道显
示，保留幽门的全胰切除术可以改善患者术后的营养
状态[20-21]. 因此，应严格掌握全胰切除术的手术指征.
1.4 腹腔镜在胰腺癌治疗中的应用  目前，腹腔镜在胰
腺癌治疗方面的应用主要包括: (1)胰腺癌的分期及可切
除性评价; (2)晚期胰腺癌的姑息治疗; (3)胰腺癌的切除[22].
应用腹腔镜及腹腔镜超声对胰腺癌进行分期和可切除
性评价的敏感性及准确性高，因此避免了不必要的剖
腹探查. Durup Scheel-Hincke et al [23]，对 35 例胰腺癌
患者术前行腹腔镜超声检查，结果显示其 T，N，M
分期的准确性分别为 80%，76% 及 68%. 总的 TNM 分
期的准确性为68%. 对于评估不可切除性、远处转移以
及淋巴结转移，其敏感性分别为 86%，43% 及 67%.
联合应用腹腔镜及腹腔镜超声，判断不可切除肿瘤的
准确性可达 89%. John et al [24]的资料也说明，腹腔镜
及腹腔镜超声在判断肿瘤远处转移及可切除性方面优
于 CT 及内镜超声. 近年来，国内也有利用腹腔镜及腹
腔镜超声判断胰腺癌可切除性并取得良好临床效果的
报道[25]. 由于胰腺癌早期诊断困难，大部分患者就诊时
已经失去手术切除的机会，因此解除肿瘤造成的胆道
及胃肠道梗阻成为这类患者面临的主要问题. 以往开放
性姑息手术的创伤大，术后并发症发生率及死亡率高.
将腹腔镜应用于胰腺癌姑息性手术将使这种情况得到
改善. Rothlin et al [26]利用腹腔镜对 14 例胰腺癌患者行
姑息手术，并与开腹手术患者进行对比后得出的资料
显示，术后并发症发生率分别为 7% 及 43%(P <0.05)，
术后死亡率分别为 0% 及 29%(P <0.05)，采用腹腔镜手
术效果优于开腹手术. 由于胰腺周围解剖复杂，因此腹

腔镜胰腺十二指肠切除术的效果并不理想. 其相对于开

腹手术，无论在手术时间、并发症发生率及住院时间等

方面都没有表现出优势. Gagner et al [27]做过10例腹腔镜
胰十二指肠切除术，手术中转率为 40%，平均手术时
间为 8.5 h，住院时间平均为 22.3 d，与开腹手术相比

没有优势. 但相信随着腹腔镜技术的不断完善，其在胰
腺癌的治疗方面一定会表现出巨大的潜力.

2   物理因子治疗

2.1 放射治疗  放射治疗是胰腺癌重要的辅助治疗手段
之一，虽然不能明显延长胰腺癌患者的平均生存期，但
可以缓解腰痛及背痛等临床症状，改善患者的生存质
量. 常规外照射(external beam radiotherapy，EBRT)结合
化疗是治疗胰腺癌经常采用的方法. 对于可以手术切除
的患者，根治术结合术前或术后放化疗可以改善胰腺
癌患者的预后. Regine et al [28]报道，PD 后放疗(切缘阴
性者 54Gy，有残余者 64.8Gy)结合 5- 氟尿嘧啶(5-FU)
化疗，患者中位生存期可达 35 mo，3 a 生存率达 21%.
Mehta et al [29]也报道，PD 后对瘤床及区域淋巴结照射
(45Gy 或 54 Gy)联合 5-FU 持续灌注化疗，患者中位生
存期可达 32 mo，2 a 及 3 a 生存率分别为 62%，39%.
对于失去手术切除机会的患者，放射治疗同样可以改
善患者的预后及生存质量. Shinchi et al [30]报道了 31 例
不能手术切除的胰腺癌患者，其中一组(n =16)接受常规
外照射(50.4Gy)同时联合5-FU持续灌注化疗，而另一组
(n =15)没有接受联合放化疗. 通过对两组的对比显示，
接受联合放化疗组的中位生存期为 13.2 mo，1 a 生存率
为 53.3%，优于未治疗组的 6.4 mo 及 0%(P =0.0 009). 肝
及腹膜转移的发生率两组分别为31%及64%. 治疗组中
10 例治疗前曾有疼痛，治疗后 8 例缓解，缓解期平均
持续5.2 mo. 另外，术前行联合放化疗可以提高胰腺癌的
手术切除率，使某些被认为难以切除的患者重新获得手
术切除的机会[31]. 术中放疗(intraoperative radiotherapy，
IORT) 的优点是使病灶区域得到了一次高剂量的照射，
最大程度的杀灭肿瘤细胞，减少术后复发; 并可以精确
控制照射剂量和照射范围，有效地保护了周围健康组
织和器官，副作用较小. Wang et al [32]对 27 例中晚期胰
头癌患者行胆囊空肠吻合术加术中放疗，同时联合术
后动脉灌注化疗. 结果显示，所有肿瘤均不同程度缩
小，疼痛缓解率为 100%. 6，12，24 mo 的生存率分
别为 100%，93.7%，20%. 平均生存期为 17.9 mo. 他们
的结论是，术中放疗联合灌注化疗是延长中、晚期胰头
癌患者生存期的有效方法. Dobelbower et al [33]对44例胰腺
癌患者分组治疗后的结果显示，单纯根治手术组(n =14)
中位生存期为 6.5 mo，根治术联合 IORT 组(n =6)、根
治术联合 EBRT 组(n =14)及根治术联合 IORT，EBRT
组(n =10)的中位生存期分别为9 mo，14.5 mo及17.5 mo.
他们认为根治术联合辅助放射治疗的效果优于单纯手
术根治，并且以根治术联合 IORT 及EBRT 的效果最好.
适形放疗是采用立体定向放疗技术，使得高剂量区分
布的形状在三维方向上与靶区的形状一致，最大限度
地将放射线剂量集中于病变区域，而使周围正常的组
织减少或避免不必要的照射，提高局部控制率. Ceha et
al [34]报道对 44 例无法切除但没有远处转移的胰腺癌患
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者进行大剂量三维立体适形放疗(70-72Gy)，中位随访
期 9 mo，3 mo 后 CT 检查，27% 的患者肿瘤缩小，20%
的患者疾病稳定，40% 的患者出现局部进展; 疼痛缓
解率为 68%; 中位生存期为 11 mo，1 a 生存率为 39%.
他们认为，高剂量适形放疗在晚期胰腺癌的治疗中是
切实可行的，特别对于疼痛的患者，可以起到缓解的作
用. 周桂霞 et al [35]对 23 例胰腺癌患者在一定剂量外照
射基础上开展了立体定向适形照射的临床研究，结果
多数患者胸背部疼痛明显减轻，缓解率为 87%; 1 a 和
2 a 生存率分别为 81.16% 和 26.63%; 中位生存期 15 mo.
但立体定向适形放射治疗是目前肿瘤放疗的新进展，
关于如何在治疗胰腺癌时选择最佳照射剂量，分割方
式和与其他治疗方法有机结合等方面还需要进一步的
临床研究.
2.2 物理治疗  物理治疗对许多实体肿瘤均有一定的效
果，冷冻、射频、微波固化物理治疗等为常用的治疗
手段. 现以射频治疗为例，简要介绍胰腺癌的物理治疗.
射频治疗的基本原理是控制射频可以改变电流，通过
电极顶部的传导，造成局部粒子的混乱而产生摩擦热，
经 CT 引导、腹腔镜、开腹手术插入电极，利用该热量
对肿瘤组织热凝，达到减少肿瘤细胞和改善症状的目
的. 近年来，国内、外均有射频治疗实体肿瘤，并取得
满意临床效果的报道[36-38]. 但射频技术应用于胰腺的实
验及临床研究却鲜见报道. Merkle et al [39]于 1999 年报
告，应用MRI导引经皮射频处理猪胰腺是安全可行的，
随访 1 wk 仅发现有腹泻，无胰腺炎等并发症发生.
Matsui et al [40]利用射频手段对20例不可切除胰腺癌患
者行热凝治疗，射频脉冲13.56-MHz，局部温度50 ℃，
每次持续 15 min，根据肿瘤大小重复该治疗 1-15 次.
除 1 例感染性休克和 1 例胃肠道出血外，其余 18 例患
者均未出现明显并发症. 提示该手段治疗胰腺癌是相对
安全的. 随访的 17 例患者的 CT 的变化和 / 或血清肿瘤
标志物的降低提示该手段对晚期胰腺癌治疗有效. 但治
疗组的中位生存期(3 mo)与对照组没有明显差异. 国内田
伏洲 et al [41]的报道，利用选择性多极射频热缓释仪治
疗不能切除的胰腺癌患者 8 例，6 例术前疼痛的患者
均有不同程度的减轻或消失，平均生存时间 239.6 d，
最短生存时间 112 d，最长生存时间 305 d. 虽然胰腺癌
的物理治疗显示了一定的疗效，但由于胰腺在解剖和
生理上的特殊性，治疗后有可能造成出血、胰腺炎、
胰瘘等并发症，使物理治疗的应用受到限制. 相信通过
加强基础与临床研究，物理治疗有望成为中晚期胰腺
癌治疗的有效手段之一.

3   化学药物治疗

化疗是胰腺癌有效的辅助治疗手段之一，常用的药物
有 5 - F U 、丝裂霉素 C 、顺铂、链脲霉素、阿霉素
和表阿霉素以及吉西他滨等. 5-FU是胰腺癌化疗中应用
最广泛的药物，Lutz et al [42]报道，26 例胰腺癌患者

单独使用 5-FU 静脉滴注化疗，反应率为 8%，中位
生存期为 248 d. 吉西他滨是一种新的核苷酸类似物，
由于其药物毒性低，副作用小，近年来已经逐渐成为
治疗胰腺癌的一线药物. Burris et al [43]将 126 例胰腺癌
患者随机分为两组，分别采用吉西他滨和 5-FU 进行
化疗，结果显示，吉西他滨组的临床受益率为 23.8%，
中位生存期为 5.65 mo，1 a 生存率为 18%，高于 5-
FU 组的 4.8%(P =0.0 022)、4.41 mo(P =0.0 025)及 2%.
Karasek et al [44]报道100例局部进展或转移的胰腺癌患者
使用吉西他滨静脉滴注化疗，1 次 /wk，1 000 mg/m2，
4 wk 一个疗程. 结果显示总反应率为 13%，中位生存
期为 32 wk.
        联合化疗也是被广泛采用的化疗方法，Marantz
et al [45]对 29 例胰腺癌患者联合应用吉西他滨、5-FU
及甲酰四氢叶酸化疗，总反应率为 21%，中位生存期
8.4 mo，1 a 生存率为 36%. Barone et al [46]报道吉西他滨
联合 24 h 静脉滴注 5-FU 治疗不能切除或转移的胰腺
癌，中位生存期 11 mo，1 a 生存率 33%. 其他一些报
道也说明了联合化疗的疗效[47-51]. 但也有些资料显示，
联合化疗并不比单一药物化疗有优势[52-53].
       关于给药途径，传统的全身静脉给药由于癌灶部
位药物浓度低，大大降低了化疗药物的作用，而且毒副
作用较大. 局部给药不仅可以提高药物在肿瘤组织中的
浓度，而且可以使药物到达癌灶区域的时间缩短，从而
提高化疗药物的治疗作用，减少药物的毒副作用. Beger
et al [54]对 20 例胰腺癌患者行术后局部化疗，中位生存
时间 18.5 mo，高于历史对照组的 9.3 mo (P <0.0 006).
北京协和医院石海峰 et al [55]对22例中晚期胰腺癌患者
采用 Seldinger 法进行动脉灌注化疗，灌注吉西他滨和
5-FU，治疗间隔为 3 wk. 临床受益率为 36.4%，客观
缓解率为 13.6%，Kaplan-Meier 法计算 6 mo 和 9 mo 的
累计生存率分别为 54.6% 和 28.4%，频数分布法计算
中位生存期为 6.1 mo，中位疾病进展期为 2.9 mo. 他们
认为经动脉灌注吉西他滨和5-FU治疗中晚期胰腺癌可
以获得较好的临床反应，并有可能提高患者的生存率.

4   基因治疗

近年来随着分子生物学的进步，人们对肿瘤发生发展
机制的认识有了长足的进步. 肿瘤的基因治疗就是针对
肿瘤发生的遗传学背景，引入外源性目的基因到肿瘤
细胞或其他体细胞内以纠正或补偿缺陷基因，从而达
到治疗的目的. 基因治疗大致包括以下几种方法: 灭活突
变的癌基因; 补充缺失的抑癌基因; 基因介导的前药物激
活治疗; 肿瘤特异性复制健全性病毒治疗; 以及基因介导
的免疫激活治疗等. 研究表明 90% 以上的胰腺癌存在
K-ras 原癌基因突变，约 70% 的胰腺癌存在 p53 抑癌
基因突变，因此许多基因治疗选择 K-ras 基因以及 p53
抑癌基因作为治疗的靶基因. Tsuchida et al [56]利用重组
腺病毒表达抗K-ras的核酶来抑制突变K-ras基因的转



录，结果发现可以抑制胰腺癌细胞的生长. Kijima et al[57]

的报道也证实了这一点. 脂质体介导的 K-ras 反义核苷
酸的转染实验表明他能抑制胰腺癌细胞株的生长.
Bouvet et al [58]的研究表明应用含野生型p53抑癌基因的
腺病毒或逆转录病毒转染p53基因突变的胰腺癌同样可
以抑制肿瘤的生长. Hwang et al [59]的报道也显示，逆转
录病毒介导的p53基因能显著抑制鼠的原发或转移性胰
腺癌的生长.
        基因介导的前药物激活治疗的原理是利用转基因
方法将某些细菌及病毒中特有的药物敏感基因转导入
肿瘤细胞，使肿瘤细胞产生某些酶类，将原来无毒的抗
病毒药物或化疗前体药物代谢转化成细胞毒性产物而
杀伤宿主细胞. 这些基因被称为“自杀基因”. 如单纯
疱疹病毒胸苷激酶基因(HSV-tk)，其在肿瘤细胞内表
达后产生胸苷激酶，可将与核苷结构类似的丙氧鸟苷
(GCV)磷酸化成单磷酸形式，然后经细胞内激酶代谢
转化为三磷酸形式，三磷酸 GCV 具有细胞毒性，通
过抑制 DNA 复制促进肿瘤细胞死亡. Makinen et al [60]联
合利用腺病毒和逆转录病毒转导 HSV-tk 后再给予
GCV，发现在体外及动物实验中，均有杀灭胰腺癌细
胞的作用. 其他一些资料也说明了这一点[61-63].
      选择复制性病毒是指那些仅在肿瘤细胞中复制，
而在正常细胞中不能复制的病毒. 利用这一特性，可以
使病毒特异性在肿瘤细胞中复制增生，引起肿瘤细胞
的溶解，而正常的细胞则不受影响. 胰腺癌研究中应用
较多的是单纯疱疹病毒和腺病毒. Kasuya et al [64]研究发
现，选择复制性疱疹病毒 hrR3 结合 GCV系统能有效地
治疗腹腔内广泛转移的胰腺癌实验鼠，接受 hrR3 和
GCV 系统治疗的小鼠 70% 生存期达到 150 d，高于仅
接受 hrR3 治疗的 40% 和未治疗的 0%，并且发现 hrR3
病毒仅在肿瘤细胞中复制. Motoi et al [65]检测了腺病毒
AxE1AdB 对胰腺癌的作用，结果表明 AxE1AdB 对离
体胰腺癌细胞具有显著的杀伤作用，对在体胰腺癌肿
瘤具有明显的抑制作用. 胰腺癌的基因治疗刚刚起步，
但已经取得了良好的发展趋势，随着现有技术的不断
完善以及新技术的不断出现，基因治疗胰腺癌将取得
突破性的进展.

5  免疫治疗

肿瘤的免疫治疗就是通过诱导及增强机体抗肿瘤免疫

反应达到治疗肿瘤的目的，并可以通过免疫接种或转

染某些细胞因子基因等方法实现这一目的. 随着胰腺癌

抗原的鉴定，为免疫接种提供了特异性的靶位. 现在通

过特异性肽段、裸 DNA、重组病毒和体外生成含特异

性抗原的树突状细胞等方法来提高机体对肿瘤的免疫

识别能力，诱导肿瘤特异性细胞免疫和体液免疫.

Schnurr et al [66]将胰腺癌细胞提取物载入树突状细胞制

备抗肿瘤疫苗，不但可以避免单一抗原的局限性，而且

其不受 MHC 类型限制，结果表明此种疫苗可以诱导较

强的 T细胞抗肿瘤免疫反应. 唐朝晖 et al [67]的资料表明，
利用IL-8和胰腺癌细胞裂解物修饰的树突状细胞疫苗对
胰腺癌荷瘤小鼠有明显的免疫治疗作用. Gjertsen et al [68]

联合 Ras 肽疫苗和 GM-CSF 对晚期胰腺癌患者皮下注
射，成功诱导抗肿瘤免疫，患者能够耐受免疫治疗且
生存期延长.
     某些细胞因子，如 IL-2、IFN-a、GM-CSF 等，
在胰腺癌的免疫治疗中可以发挥明显的作用. Abdel-
Wahab et al [69]利用 IL-2 联合化疗治疗进展期胰腺癌，
与未治疗组比较，IL-2 治疗组的患者表现出明显的疼
痛减轻、体重增加、肿瘤体积缩小、生存期明显延
长. Ogawa et al [70]利用腺病毒载体转染 GM-CSF 基因，
治疗小鼠胰腺癌，证实转染 GM-CSF 基因的胰腺癌细
胞可以作为新的辅助治疗方法，用于外科治疗后的原
发和转移性胰腺癌. 随着胰腺癌免疫治疗研究的深入，
人们将能够更好的利用机体强大的免疫系统，使其在
胰腺癌的治疗中发挥更大的作用.
       总之，胰腺癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一，
其早期诊断困难，预后较差，5 a 生存率 1-2%，85%
的患者在诊断后 12 mo 内死亡. 手术切除是目前根治胰
腺癌惟一有效的方法，PD 手术仍是胰腺癌根治的标准
术式，但是越来越多的外科医师将PPPD用于胰腺癌的
治疗，并证明他是一种安全、根治性的切除手术，并且
术后患者的生活质量、体重增加和社会活动能力都优
于 PD 术后的患者. 腹腔镜在胰腺癌治疗中的应用也开
辟了外科治疗胰腺癌的新途径. 放疗和化疗是重要的辅
助治疗手段，对于可以手术切除的患者，手术结合
放、化疗可以提高术后生存率; 对于无法切除的患者，
姑息性放、化疗可以缓解疼痛等症状，改善患者的生
存质量，对延长患者的生命也有一定的作用. 物理治疗
对缓解中、晚期胰腺癌患者的症状，改善生活质量方
面有一定的作用，相信通过努力，其也将成为一种有效
的治疗手段. 虽然胰腺癌的基因治疗和免疫治疗还处于
实验研究阶段，仅有少部分进入临床试验，但他们为胰
腺癌的治疗开辟了崭新的领域. 相信随着他们的发展，
不久的将来，胰腺癌的治疗效果必将有更大的改观.
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摘要
目的: 丙型肝炎病毒(HCV)F 蛋白是一个新的 HCV 基因产

物，其生物学特性目前尚不明确，我们应用酵母双杂交系

统Ⅲ技术进行筛选F蛋白结合蛋白基因.

方法: 构建 F 蛋白诱饵质粒，转化酵母 AH109 后与含肝细

胞cDNA文库质粒的酵母Y187进行配合，在涂有X-α-gal

营养缺陷型培养基(SD/-Trp-Leu-His-Ade)上筛选生长. 挑

选蓝色克隆，提取此酵母克隆的质粒，转化大肠杆菌提取

质粒DNA后测序，进行生物信息学分析.

结果: 筛选出 36 个与F 蛋白特异性相互作用的克隆，其中

11个为人类酶原颗粒蛋白，5个锌指蛋白，6个SL15蛋白，

2个过氧化物酶体离子蛋白酶，1 个补体调节蛋白因子，2

未知功能基因.

结论: 克隆到的基因对以后研究F蛋白的功能有一定提示

作用.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)属黄病毒科，基因组为单股正链
RNA，长度约为 9.6 千碱基对(kb)，编码一个约 3 010 个
氨基酸残基(aa)组成的多蛋白，在病毒和宿主细胞蛋白
酶的共同裂解作用下，至少切割产生 10 个病毒基因编
码产物: C、E1、E2、p7、NS2、NS3、NS4A、NS4B、NS5A
和 NS5B. F 蛋白是 HCV 基因组 RNA 核心蛋白编码序列
表达的一个17 ku蛋白，与核心蛋白有一个重叠的编码
序列(5-485 nt)[1-3]，其生物学功能尚不明确.我们通过酵
母双杂交系统筛选人肝细胞cDNA 文库，寻找可与 F蛋
白相互作用的蛋白，为揭示F蛋白潜在的生物学功能提
供依据[4-5].

1   材料和方法

1.1 材料  Saccharomyces cerevisiae AH109酵母株、Y187
酵母株(K1612-1)、预转化入酵母的对照质粒 pGBKT7-
53(AH109)、编码 DNA-BD/ 鼠 p53 融合蛋白、pTD1-1
(Y187)、质粒 pACT2 中编码 AD/SV40 大 T 抗原融合蛋

白、预转化的 cDNA 肝文库(Y187)、质粒 pACT2 表达

AD/cDNA 文库融合蛋白(PT3183-1)，pGBKT7-BD 克隆

载体、pGADT7-AD 克隆载体、pGBKT7-53 对照质粒、

pGBKT7-Lam 对照质粒，酵母 YPDA 培养基、SD/-Trp

培养基、SD/-Leu 培养基、SD/-Trp/-Leu 培养基、SD/-

Trp/-Leu/-His 培养基、SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 培养

基、X-α- 半乳糖苷酶(Gal)等均购自 Clontech 公司; 半

硫酸腺苷、醋酸锂购自 Sigma 公司.

1.2 方法

1.2.1 诱饵质粒载体的构建及酵母配合实验  F 蛋白的酵
母表达载体 pGBKT7-F 由本室构建，用醋酸锂法[6]转入
酵母细胞 AH109 后，在 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 培养
基上培养，无集落生长，排除其自身激活作用. 挑取在
SD/-Trp 培养基上的转化子，即 pGBKT7-F(AH109，基
数大于 1 × 1012 细胞 /L)，与肝细胞 cDNA 文库混合，
30 ℃轻摇配合过夜，24 h 后铺板 SD/-Trp/-Leu/-His25
块、SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade25 块. 同时进行阳性对照实
验及文库滴定. 生长12-16 d后把长出的大于2 mm的酵母
集落，在铺有X-α-半乳糖苷酶的SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade
上检查 α- 半乳糖苷酶活性，认为在 SD/-Trp/-Leu/-His/
-Ade 培养基上生长且出现蓝色菌落的配合为阳性集落.

1.2.2 阳性质粒的克隆和分析  挑取真正的阳性集落按

照试剂盒提供的 Lyticase 法提取酵母质粒. 提取的质粒

以复杂冰冻高效感受态方法转化大肠杆菌，与含有氨

苄青酶素的 SOB 平板培养，所获得的菌落酶切鉴定后

测序. 阳性克隆DNA 测序后，提交GenBank 比对，进行

生物信息学分析.

2   结果

2.1 筛选克隆 Bgl Ⅱ酶切鉴定  因质粒 pACT2 内含有 2

个 Bgl Ⅱ酶切位点，分别位于多克隆位点两侧，故使
用该内切酶消化将释放出所筛选到的肝细胞文库的基
因片断(图 1). 中出现的各个大小不同的 DNA 片断证实
我们筛选的克隆为阳性克隆，而非配合后在 SD/-Trp/-
Leu/-His/-Ade 培养基生长的假阳性克隆.
2.2 cDNA 测序与同源性分析  挑选 36 个克隆测序，与
GenBank数据库进行比较. 36个克隆中有35个均与已知
基因的部分序列高度同源(97-100%)，这些已知基因
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包括人类酶原颗粒蛋白、人类 SL15 蛋白、人类锌指
蛋白 83、人类锌，α 2- 糖蛋白 1、人类过氧化物酶
体离子蛋白酶、人类补体调节蛋白因子 1、人类血管

紧张素原、人类唾液酸转移酶、人类丝氨酸或半胱氨
酸蛋白酶抑制剂、人类组织蛋白酶和人类玻璃体结合
蛋白等共 11 种，2 个为未知功能基因(表 1).

人类酶原颗粒蛋白 16

人类 SL15 蛋白

人类锌指蛋白 83

人类锌 α2- 糖蛋白 1

人类过氧化物酶体离子蛋白酶

人类补体调节蛋白因子 1

人类血管紧张素原(丝氨酸或半胱氨酸蛋白酶抑制剂，clade A-α1 抗蛋白酶，α1- 抗胰蛋白酶)

人类唾液酸转移酶(β 半乳糖苷酶 α-2，6 唾液酸转移酶)

人类 C1 抑制剂，丝氨酸或半胱氨酸蛋白酶抑制剂

人类组织蛋白酶 B

人类玻璃体结合蛋白(血清传播因子，促生长因子)

人类未知基因

表 1  阳性克隆与 GenBank 同源序列比较

序号  已知的同源序列编码蛋白 相同克隆数         同源性(%)

  1

  2

  3

  4

  5

  6

  7

  8

  9

10

11

12

11

6

5

4

2

1

1

1

1

1

1

2

99

99-100

100

99

100

98

97

97

99

99

100

98-99

图 1  部分不同的克隆 Bgl Ⅱ酶切鉴定.

3   讨论

丙型肝炎病毒是输血后肝炎主要的病原体，常导致严
重肝病，包括肝硬化和肝细胞癌. 由于缺乏有效的体外
复制系统和适当的 HCV 感染的动物模型，阻碍了其有
关发病机制、病毒复制以及防治策略的研究. HCV 核
心蛋白构成了病毒的核衣壳成分，同时也是重要的调
节因子，大量证据表明核心蛋白可以直接调节细胞内
信号传导、参与宿主的免疫应答、影响细胞凋亡信
号，反式调节病毒及细胞内的一些基因的转录和干扰
脂类代谢，其分子机制之一就是病毒与宿主蛋白质之
间的相互作用[7-18]. F蛋白是一个新的HCV基因产物[1-3].
编码 F 蛋白的开放阅读框与核心蛋白的编码序列重
叠，是翻译过程中核糖体阅读框发生 -2/+1 位漂移产
生的，与核心蛋白具有相同的 N- 端序列. F 蛋白与核
心蛋白、NS5A 相似，亚细胞定位于内质网[19-22]，但
显示比核心蛋白有更多的序列差异性，核心蛋白的突
变导致患者逃避宿主免疫反应，可能触发了细胞的恶
性转化. 核心蛋白的某些功能是否是 F 蛋白的作用，F
蛋白对病毒的侵入、是否调控 HCV RNA 的复制，是
否参与病毒的形态形成及在病毒生命周期中调节细胞

功能是否发挥重要作用，值得进一步研究.

          病毒蛋白与肝细胞蛋白之间相互作用是病毒致病的

关键之一，他们的相互作用介导病毒进入肝细胞，他

们的网络作用可改变蛋白的正常生物学功能，影响病

毒自身的复制、持续感染和致病. 酵母双杂交系统是分

析真核细胞中蛋白 - 蛋白、蛋白 -DNA、蛋白 -RNA 相

互作用的一种有效的基因分析方法，为研究蛋白在体

内生理情况下的相互作用提供了一种新的遗传学方法.

酵母双杂交系统 3[23-25]的原理是利用 a 型和 α 型酵母配

合形成二倍体细胞内诱饵质粒与文库质粒所表达的蛋

白质可以相互作用，他有三个报告基因用来筛选及严

格的对照，阳性率达到 95%，假阳性率为 5% 以下. 我

们在实验中根据此技术构建了 pGBKT7-F 诱饵质粒并

在酵母菌株 AH109 中表达了 HCV F 基因，与预转化的

酵母肝细胞cDNA文库进行双杂交筛选，得到真正阳性

克隆36个，进行测序分析. 其中34个为已知基因序列，

2 个未知功能基因序列.

         我们筛选到了大量相同蛋白(11个相同克隆)，人类

酶原颗粒蛋白 16(ZG16). ZG16 在胰腺细胞中大量表达，

是酶原颗粒内部表面部分膜蛋白基质的连接蛋白，已经

证明由硫酸蛋白分解素、糖蛋白和植物凝集素ZG16P组

成的部分膜蛋白基质在酶原颗粒形成中对酶原限制及

选择是非常重要的，ZG16 影响着蛋白合成率、分泌性

蛋白细胞内的转运率及酶原的成熟[26-29]. 有研究表明

HCV 感染和其所致的慢性肝病与糖尿病有明显的相关

性[30-31]，糖耐量降低与丙型肝炎严重程度有关. 我们实

验结果表明HCV F蛋白与ZG16相互作用，为揭示HCV

F蛋白的功能、HCV致病机制及与糖尿病的关系的研究

提供了新的线索.

750 bp →

← 5 000 bp
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我们筛选到的另一种重要蛋白是锌 α2 糖蛋白(ZAG).
ZAG 存在于精液及其他体液中，肝细胞被认为是血浆
ZAG的主要来源. 肿瘤可以诱导正常前列腺或其他分泌
性上皮分泌内源性的 ZAG，前列腺癌、乳腺癌及汗腺
瘤均含有ZAG. 有研究证实ZAG产物与肿瘤分化状态相
关，肿瘤 ZAG 产物可引起全身性的 ZAG 浓度增加，
ZAG可诱导脂肪分解，导致恶病质. 人和动物实验表明
ZAG 是前列腺癌潜在的血清标志物，ZAG 表达是否可
预示风险和疾病恶化[32]. 玻璃体结合蛋白. 属非胶原蛋
白，又被称为血清传播因子、S 蛋白和上皮细胞移动
因子，是人类血浆和血清中的糖蛋白、粘连蛋白，他
也存在于不同的疏松结缔组织中，特别是弹性纤维中.
玻璃体结合蛋白通过在细胞玻璃体结合蛋白特异性细
胞表面受体的细胞结合域Arg-Gly-Asp (RGD)序列相互
作用而结合到细胞上. 他可调节血凝固和补体诱导的细
胞溶解，结合了基质的玻璃体结合蛋白在调节细胞周
围蛋白溶解起着重要作用. 玻璃体结合蛋白可促进许多
正常和新生物细胞的细胞附着、传播、增生及分化[33-34].
C1 抑制物(C1INH)是血清中高度糖基化的一种蛋白质，
含糖量高达 35-49%. 与其他几种丝氨酸蛋白酶抑制物
(serpin)超家族成员(α1 抗胰蛋白酶、α1 抗糜蛋白酶及
抗凝血酶Ⅲ等)约有 30% 的氨基酸同源性. C1INH 可与
活化的 C1r 或 C1s 结合形成稳定的复合物而导致 C1 丝
氨酸蛋白酶失活. C1INH能防止在缺乏抗体时，C1以很
低但仍有一定速率出现的自发激活. C1INH还可抑制凝
血因子Ⅻ a、Ⅺ a、激肽释放酶及纤溶酶，因而其在凝
血、激肽和纤溶系统中也有重要的调节作用[35-36].
       唾液酸转移酶是糖基转移酶家族中的成员，存在
于高尔基体中，具有催化细胞黏附分子-神经节甙酯聚
唾液酸化的功能，神经节甙酯是一类膜结合的含唾液
酸的糖鞘脂，是细胞黏附和体外培养恶性细胞生长的
重要因子[37]. 近年糖鞘脂作为信号分子直接参与信号传
导或通过影响其他膜蛋白的机制研究是热点，他将促
使我们对细胞识别、信号传递、神经发育进一步认识.
       除此之外，HCV F 还与补体调节蛋白因子 1、人
类过氧化物酶体离子蛋白酶、人类组织蛋白酶B及2个
推定蛋白基因有相互作用. 我们筛选到的一些结合蛋白
分别与糖代谢，免疫调节，肿瘤发生、发展等有密切
关系. 这些结合蛋白的发现，为揭示 HCV F 生物学功
能、HCV 致病机制及其恶性转化的原因提供了新的研
究线索.
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摘要
目的: 对乙型肝炎病毒(HBV)核心蛋白结合蛋白1的基因C1

进行克隆化研究.

方法: 对应用酵母双杂交技术筛选的白细胞中与HBV核

心蛋白结合的新蛋白基因，利用分子生物学与生物信息

学技术相结合的方法获得新基因的编码序列，根据

GenBank 中的序列信息设计引物，以 HepG2 细胞系

cDNA文库为模板，以逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)技

术扩增获得该新基因的全长编码序列，并经测序证实，命

名该新基因为 C1，在 GenBank 中注册，注册号为 AY55

5145.

结果: C1基因编码区为366个核苷酸(nt)，编码产物由121

个氨基酸残基(aa)组成. 经核苷酸序列数据库 (GenBank)和

蛋白质一级结构序列数据库(SwissProt)同源序列的搜寻，

与已知基因序列和蛋白序列之间没有显著同源性，表明我

们克隆的C1基因属于未知功能新基因.

结论: 成功克隆了HBV核心蛋白结合蛋白新基因C1.

蔺淑梅, 成军, 陈天艳, 王琳, 刘敏, 张树林. HBV 核心蛋白结合蛋白 1 编码基

因 C1 的克隆化. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1704-1707

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1704.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是严重危害我国人民身体健康的致
病因子[1-10]. HBV 基因组全长在 3 200 个核苷酸(nt)左
右，为部分双链DNA病毒. HBV基因组划分出4个开放
读码框架，分别命名为 S、C、P、X 区． HBV 核心抗原
(HBcAg)由乙型肝炎病毒 C 基因的 C 区编码，由 183 个
氨基酸残基(aa)组成，分子量为 21-22 kD. HBcAg 是组
成核壳的主要成分，在 HBV 的生活周期中，病毒核心
抗原、病毒mRNA和DNA聚合酶共同构成核心颗粒，在
核心颗粒中完成病毒DNA的合成. HBcAg具有保护病毒
mRNA，防止其被 RNA 酶降解的作用，对于乙肝病毒
前基因组 RNA 的装配、基因组 DNA 的合成具有重要
作用，还与病毒成熟、识别包膜蛋白以及病毒向细胞
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外释放等过程密切相关[11-13].  在介导免疫应答方面，
HBcAg特异性CD4+ T细胞免疫应答是清除HBV的重要
反应[14-15] ; 另外，B 细胞刺突尖部有 HBcAg 的抗原决定
簇，可产生相应的体液免疫反应[13]. 我们利用酵母双杂
交技术对白细胞cDNA文库中与HBcAg相互作用的蛋白
进行研究，获得了一种能与 HBV 核心蛋白结合的新蛋
白，将编码该蛋白的基因命名为 C1，对其进行克隆化
研究，为今后更加广泛深入地研究新基因生物学功能打
下基础，并为乙型肝炎发病机制提供了新研究方向.

1   材料和方法

1.1 主要实验材料和试剂  AH109 酵母菌株、预转化的
cDNA 白细胞文库(Y187)、SD/-Trp、SD/-Leu，SD/-Trp/-
Leu/-His，SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 培养基、X-α-gal
购于 Clontech 公司. 感受态大肠杆菌 DH5α 为本室保
存，Taq酶、pGEM-T载体及RT-PCR试剂盒购自Promega
公司. 玻璃奶回收试剂盒购自博大公司. HBV 核心蛋白
结合蛋白1的基因C1扩增引物合成及DNA序列测定由
上海生工生物工程技术服务有限公司承担.
1.2 未知功能基因序列的确定  用酵母双杂交技术筛选
白细胞中与HBV核心蛋白结合蛋白的基因. 用多聚酶链
反应(PCR)法扩增HBV核心蛋白编码基因，连接入酵母
表达载体 pGBKT-7 中构建诱饵质粒，转化酵母细胞
AH109 并在其内表达，然后与转化了人白细胞 cDNA
文库质粒 pACT2 的酵母细胞 Y187 进行配合，在营养
缺陷型培养基上进行双重筛选阳性菌落，挑选真阳性
菌落 17 个克隆并测序，与 GenBank 数据库进行初步比
较，对其中的一个未知功能基因，以生物信息学技术
对其编码基因序列进行确定.
1.3 多聚酶链反应(PCR)扩增 C1 基因  根据 C1 的全长
编码基因，设计上下游引物. 上游引物: 5’-GAA TTC
ATG GAG GAG GTC ATA C-3’，下游引物: 5’-GGA
TCC TTA CCA GGG ACA CAG T-3’. 提取 HepG2 细胞
的总 RNA，进行反转录，以反转录产物为模板进行
PCR，PCR 参数如下: 94 ℃ 5 min 预变性，94 ℃ 50 s
变性，61 ℃ 50 s 退火，72 ℃ 50 s 延伸，共 35 个循
环，72 ℃再延伸 10 min.

1.4 克隆目的片段  将 PCR 产物在 12 g/L 琼脂糖凝胶中

电泳，切取目的片段，玻璃奶法回收 PCR 产物，与

pGEM-T 载体连接，转化 DH5α 感受态细菌，在含氨

苄青霉素的 LB/X-gal/IPTG 培养板上，37 ℃培养 15 h.

挑取阳性菌落，增菌. 提取质粒进行限制性酶切分析鉴

定，选择经鉴定的菌落送测序.

2   结果

2.1 HBV 核心蛋白结合蛋白 1 的基因 C1 序列和编码产

物序列  利用美国国立卫生院(NIH)国立医学图书馆
(NLM)国立生物工程中心(NCBI)建立的核苷酸序列数据
库(GenBank)及其同源基因序列的搜索(BLASTN)，发现

其中一个新基因与 GenBank 中注册的已知功能基因序
列没有同源. 电子拼接推定该基因的开放读码框架获得
相应的全长编码基因，将该未知功能基因命名为乙型
肝炎病毒核心蛋白结合蛋白 1 基因(C1). 编码基因序列
全长为366个核苷酸，编码产物由 121个氨基酸残基组
成(图 1).  新基因的核苷酸序列在 GenBank 中登录，
GenBank 注册号为 AY555145.

ATG GAG GAG GTC ATA CAA GCA GGC CTG GCC

M   E    E    V    I    Q    A    G    L    A

CAG TGG TCC AGA CAG AAG GGC CTG GCC TTG

Q   W   S    R    Q    K    G    L    A    L

CCC TGG GAC AGA ACC AGA GGC CAT CCT GAT

P   W   D    R    T    R    G    H   P    D

GTT CCC TGG AGA AAT CTC ACC TCC TCA CCC

V   P    W   R    N    L    T    S    S    P

ACC AGG CCA TTG GCC CAG CCT GCC GGA AGC

T   R    P    L    A    Q    P    A    G    S

TGC ATG CCA GCG GAG CCC AGC CCT GCT GCC

C   M   P    A    E    P    S    P    A    A

CAC TAC CAC CAG CTC CAT GTG CAC CTC CAG

H   Y   H   Q    L    H   V    H   L    Q

CTC TTG CCC TCT GAC TTG TCT GAG CGT CCC

L   L    P    S    D    L    S    E    R    P

GGG CTT AGG CTG GCC CCA CTG GCC CTG GTG

G   L    R    L    A    P    L    A    L    V

GAG GTG GGG ATG ACT CTC CCA GTG CCA CAG

E   V    G    M   T    L    P    V    P    Q

AAA CTG GCT CCT GGG CGG CAA CTG TGT CCC

T   P    L    P    H    V    T    Q    Q    Q

ACT CCC CTC CCC CAC GTA ACC CAG CAA CAG

K   L    A    P    G    R    Q    L    C    P

TGG TAA

  W    *

图 1  C1 基因的核苷酸序列及编码产物一级结构序列.

图 2  C1 基因的 RT-PCR 产物凝胶电泳图.

2.2 C1 的 RT-PCR 结果  以 HepG2 细胞系 cDNA 文库
为模板，PCR 反应后经 1.2% 琼脂糖凝胶电泳，可见长
度为 366 bp 的电泳条带，见图 2. PCR 产物与 T- 载体

500 bp →

250 bp →
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连接，转化大肠杆菌，提取质粒进行酶切鉴定后送测
序. 测序结果完全符合 C1 的拼接序列，表明我们已成
功得到 C1 基因编码序列.

3   讨论

蛋白质之间的相互作用是很多生命现象的基础，基因
是通过蛋白质之间的相互作用而实现其功能的，因此
基因表达的蛋白质功能的研究尤显重要. 酵母双杂交系
统是近年来新发展起来的一种分析真核细胞中蛋白 -
蛋白相互作用的一种有效的基因分析方法，他的产生
为研究蛋白在体内生理情况下相互作用提供了一种新
的遗传学方法. 酵母双杂交系统通过将两个推定相互作
用的蛋白 X 和 Y 被分别融合到一酵母转录激活因子
GAL4 的结合域(BD)和激活域(AD)上，X 与 Y 的相互作
用重构了激活因子，导致下游报告基因的转录，产生
容易探测到的表型. 本研究中所用的 Clontech公司的酵
母双杂交系统 -3，其在下游有 3 种报告基因分别为组
氨酸、腺苷和半乳糖苷酶(LacZ)，加上两种载体中分
别带有的亮氨酸、色氨酸，使得真阳性菌落能在铺有
X-α-半乳糖苷并缺乏上述4种氨基酸营养的培养板上
生长并呈现出蓝色.因为增加了报告基因的种类，采用
了多重选择性培养基的筛选，使假阳性的概率大大降
低，筛选结果的真阳性率可达 95 %[7, 16-18].
        HBV 感染后本身并不直接致细胞病变，而是由于
宿主的免疫应答引起病变. HBV可侵犯外周血单个核细
胞(PBMC)并在其内复制，从而影响 PBMC 的功能[19-23]，
多年来的研究认为，HBV 感染慢性化主要与机体免疫
功能紊乱有关. HBcAg 有高免疫原性，几乎所有 HBV
感染者均产生抗 -HBc，HBcAg 通过 B 细胞表面受体
轻重链的 FR1-CDR1 连接区域结合而激活 B 细胞产生
抗体[13]，同时还是细胞毒 T 淋巴细胞(CTL)免疫应答的
靶抗原，针对 HBcAg 的细胞免疫应答在病毒清除中起
重要作用[24]. HBV核心蛋白与白细胞中的蛋白之间的相
互作用在HBV感染及慢性肝炎的发病过程中起着重要
的作用.
       我们利用酵母双杂交技术，已成功筛选到一系列
与乙肝病毒蛋白及丙肝病毒蛋白相结合的蛋白基因，
其中，也包括了一些未知功能蛋白的基因[24-28]. 我们在

真核表达载体 pGBKT7 中构建 pGBKT7-HBV core 诱饵

质粒并在酵母菌株 AH109 中表达了 HBV 核心蛋白基

因，与转化了人白细胞 cDNA 文库的酵母菌株 Y187 进

行配合，筛选出与之相互作用的蛋白基因 17 种，其中

包括 HBV 核心蛋白结合蛋白 C1 这一未知功能的新基

因，在GenBank中未发现同源序列. 确定一个新基因的编

码序列，研究该基因的表达与调控，编码蛋白的结构与

功能，确定新基因的生物学和医学意义，是医学分子生

物学研究领域中一项具有挑战性的工作[4]. 根据GenBank

的信息，电子拼接推定该基因的开放读码框架获得相

应的全长编码基因，将该未知功能基因命名为 C1. 我

们设计了新基因 C1 的上下游引物，并成功地从 HepG2
细胞的 mRNA 中逆转录出该基因的完整序列，说明该基
因也能在 HepG2 细胞中表达. PCR 反应产物经 T-A 克隆
测序完全符合计算机分析结果，这表明我们已顺利得到
了 C1 编码序列. C1 的开放读码框架(ORF)长度为 366 bp，
编码121个氨基酸残基. 新基因的发现及克隆化研究为
今后更加广泛深入地研究新基因生物学功能及乙型肝
炎的发病机制奠定了基础.
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摘要
目的: 应用基因芯片技术，检测丙型肝炎病毒(HCV)非结构

蛋白3(NS3)反式激活基因1(NS3TP1)的表达对肝母细胞瘤

细胞HepG2基因表达谱的影响，进一步NS3TP1蛋白可能

的分子生物学功能.

方法: 设计并合成 NS3TP1 基因序列特异性的引物，应用

聚合酶链反应(PCR)技术扩增NS3TP1蛋白编码基因片段，

以常规的分子生物学技术构建表达载体 pcDNA3.1(-)-

NS3TP1. 以脂质体技术转染肝母细胞瘤细胞系HepG2，提

取总 mRNA，逆转录为 cDNA，与转染空白表达载体

pcDNA3.1(-)的HepG2细胞进行DNA芯片分析并比较.

结果: 构建的表达载体经过限制性内切酶分析和DNA序列

测定，证实准确无误，提取高质量的总mRNA并进行逆转

录成为cDNA，进行DNA芯片技术分析. 在1 152个基因表

达谱的筛选中，发现有26个基因表达水平显著上调，14个

基因表达水平显著下调.

结论: 应用基因表达谱芯片技术成功筛选了NS3TP1转染细

胞后差异表达基因，为进一步阐明NS3TP1蛋白可能的生

物学功能及HCV的致病机制提供理论依据.

纪冬, 成军, 刘妍, 王建军, 郭江. 应用基因表达谱芯片技术筛选 NS3TP1 转

染细胞差异表达基因. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1707-1711

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1707.asp

0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)是含外膜蛋白的单股正链 RNA 病
毒，在大多数感染人群中表现为持续感染，常导致急
慢性肝炎、肝硬化和肝癌[1-10]. 虽然 HCV 致病机制尚不
完全清楚，但病毒基因组编码的蛋白与肝细胞蛋白之
间的相互作用肯定起着关键的作用. HCV基因组具有一
个长约 9 400 bp 的单一开放读码框(ORF)，编码一个多
肽前体，在病毒及肝细胞酶的作用下进行剪切，产生
至少 10 种具有不同功能的蛋白. 其中 HCV 非结构蛋白
3(NS3)具有丝氨酸蛋白酶、三磷酸核苷酶(NTPase)和解
旋酶(helicase)的功能，在 HCV 多聚蛋白的成熟和病毒
复制过程中发挥重要作用，并且对于宿主多种基因具
有反式激活作用，影响细胞的功能，诸如细胞增生、
凋亡，甚至是 HCV 的致癌作用[11-15]. 我们对 NS3 反式
激活基因进行筛选和克隆化研究[16-19]，发现了 NS3 蛋
白上调一些基因的表达，并且包括一些未知功能基
因，其中之一命名为 NS3TP1，利用生物信息学技术
确定其 ORF，并对其进行了克隆化研究，顺利得到了
NS3TP1 基因编码序列，该新基因的 ORF 长度为 1 932
个核苷酸(nt)，编码产物由 642 个氨基酸残基(aa)组成
(GenBank号: AY116969)[20].



1708                                                                                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 7 月 15 日  第 12 卷  第 7 期

为了探索 NS3TP1 的生物学功能，深入了解 HCV NS3
蛋白的反式激活作用，我们构建了 NS3TP1 基因的真
核表达载体，应用基因表达谱芯片技术[ 2 1 ] ，筛选
N S 3 T P 1 基因转染细胞后差异表达的基因，检测
NS3TP1 蛋白的表达对肝细胞基因表达谱的影响，推
测其在体内可能存在功能的线索，为研究 HCV 的致病
机制及探索新基因的功能提供了新的方向.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2 细胞及感受态大肠杆菌 DH5α 由本室
保存; pcDNA3.1(-)真核表达载体购自 Invitrogen 公司;
FuGENE6 转染试剂购自 Roche 公司; mRNA Purification
试剂盒购自Amersham Pharmacia Biotech公司; PCR-Se-
lect cDNA Subtraction 试剂盒，50 × PCR Enzyme Mix，
Advantage PCR Cloning试剂盒均购自Clontech公司; T7，
SP6通用引物及pGEM-Teasy 载体购自Promega. 人类基
因组分类I芯片包括原癌基因和抑癌基因、免疫调节相
关基因、细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因、细胞信号
转导相关基因等 1 152 个 cDNA，由上海联合基因有限
公司提供.
1.2 方法

1.2.1 真核表达载体及细胞转染  设计合成NS3TP1基因
序列特异性引物(上游: 5’- GAT ATC AAT GTG TGG
CAT TTG TTG -3’ 下游: 5’-GGA TCC TGT TAC ATT
GTG AAT CAC -3’，在引物的两端分别引入了 EcoR
V 和 BamH I 酶切位点(划线部分)，引物由上海博亚公
司合成. 使用 25 µL 反应体系，以 HepG2 细胞 cDNA 为
模板，放入 PE 9600 PCR 仪中扩增. 扩增条件: 94 ℃变
性 50 s，60 ℃退火 50 s，72 ℃延伸 60 s ，循环 35
次后，72 ℃保温 10 min. 9 g/L 琼脂糖凝胶电泳鉴定扩

增结果. 扩增的NS3TP1蛋白编码基因首先克隆到TA载

体中进行序列测定，然后亚克隆到真核表达载体

pcDNA3.1(-)中，构建真核表达载体 pcDNA3.1(-)-

NS3TP1. 用 FuGENE6 转染试剂将 2 µg pcDNA3.1(-)-

NS3TP1 及 pcDNA3.1(-)空载体分别转染 35 mm 平皿

HepG2 细胞，48 h 后收获细胞.

1.2.2 芯片制备  使用 mRNA Purification 试剂盒，直接
提取转染了 NS3TP1 表达质粒及空载体的 HepG2 细胞
mRNA，经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定性定
量分析. 逆转录标记 cDNA 探针并纯化. Cy3-dUTP 标记
对照组细胞 mRNA(5 µg)，Cy5-dUTP 标记实验组细胞
mRNA(5 µg).乙醇沉淀后溶解在20 µL 5×SSC+2 g/L SDS
杂交液中. 包含的1 152个cDNA由上海联合基因有限公
司提供，包括原癌基因和抑癌基因、免疫调节相关基
因、细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因、信号转导相关
基因等. 以通用引物进行 PCR 扩增，PCR 产物长度为
1 000-3 000 bp. 靶基因以 0.5 g/L 溶解于 3 × SSC 溶液
中，用 Cartesian 公司的 Cartesian 7 500 点样仪及
TeleChem公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水合(2 h)、

室温干燥(30 min)，紫外线(UV)交联，再分别用 2 g/L
SDS，水及 2 g/L 的硼氢化钠溶液处理 10 min，晾干
备用. 将基因芯片和杂交探针在 95 ℃水浴变性 5 min，
将混合探针加在基因芯片上，置于 60 ℃杂交 15-17 h.
依次以 2 × SSC+ 2 g/L SDS，0.1 × SSC +2 g/L SDS，
0.1 × SSC 洗涤 10 min，室温晾干. 用 General Scanning
公司的ScanArray 3 000扫描芯片. 用预先选定的内参照
基因(24 条管家基因，每个基因点 2 个点，共 48 个点)
对 Cy3 和 Cy5 的原始提取信号进行均衡和修正. 用
ImaGene 3.0 软件分析 Cy3，Cy5 两种荧光信号的强度，
计算Cy5/Cy3比值. 阳性结果判断: Cy5/Cy3＞2.0，红色
荧光，显示表达增强; Cy5/Cy3 ＜ 0.5，为绿色荧光，显
示表达减弱.

2   结果

2.1 NS3TP1蛋白的表达载体构建  真核表达质粒pcDNA3.1
(-)-NS3TP1 经过限制性内切酶分析和核苷酸序列的测
定，证实含有完整的开放读码框，序列准确无误.
2.2 总 RNA 及 mRNA 的定性、定量分析  实验组和对
照组总RNA的吸光度A260/A280分别为2.045和1.995，
热稳定实验 70 ℃保温 1 h 与 -20 ℃ 1 h 电泳条带比较，
显示 28 S 条带无明显降解，电泳结果证实已抽提高纯
度的总 RNA. mRNA 主要集中于 0.9-4.0 kb 的连续条带.
2.3 芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有1 152
个 cDNA，为了监控芯片杂交技术体系的整个过程，
在芯片上设置阴性对照(8 条水稻基因，共 8 个点)，在
这些点的杂交信号均很低，证实了数据的可靠性.由于
实验组探针标记 Cy5 荧光素呈红色，对照组探针标记
Cy3 荧光素呈绿色，红绿色的差异就显示该基因在实
验组和对照组中基因表达水平的差异，黄色代表表达
水平无差异.按阳性标准，从 1 152 个基因中筛选出差
异表达基因共 40 条，其中 26 条基因表达增强(表 1)，
14 条基因表达降低(表 2).

表 1  NS3TP1 蛋白上调基因类型

编号    Cy3/Cy5 基因名称

  1 2.009 KIAA0009 gene product

  2 2.012 肿瘤差异表达 1(TDE1)

  3 2.057 泛素特异性蛋白酶 1(USP1)

  4 2.064 甘氨酸脒基转移酶(GATT)

  5 2.080 cAMP 应答元件结合蛋白 CRE-BPa

  6 2.093 cullin 2 (CUL2)

  7 2.104 早老因子 2(阿尔茨海默病 4) (PSEN2)

  8 2.121 胱冬肽酶 6(caspase 6)

  9 2.131 组织蛋白酶 K(CTSK)

10 2.149 维生素 A 反应性细胞骨架相关蛋白(JWA)

11 2.195 FYN 结合蛋白(FYB)

12 2.210 TRAIL 受体 2

13 2.215 可溶性鸟苷酸环化酶 3(GUCY1B3)
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14 2.262 乳酸脱氢酶 B

15 2.263 M 期磷蛋白(MPHOSPH1)

16 2.268 转化生长因子(TGF)β 受体 1(TGF-βRI)

17 2.360 SMAP-3 蛋白

18 2.371 固醇 -C5- 脱氢酶

19 2.402 谷氨酸盐受体

20 2.411 [角]鲨烯环氧酶(SQLE)

21 2.428 FKBP 相关蛋白(FAP48)

22 2.528 转录因子 7(T- 细胞特异性，HMG 盒) (TCF7)

23 2.537 B- 细胞慢性淋巴细胞性白血病 10(BCL10)

24 2.263 CD24 抗原(小细胞肺癌簇 4 抗原)

25 2.923 胆囊收缩素型 -A 受体

26 3.129 cAMP 依赖的蛋白激酶(PRKAR2B)

表 2  NS3TP1 蛋白下调基因类型

编号   Cy3/Cy5 基因名称

  1 0.367 金属蛋白酶的组织抑制因子 1

  2 0.426 金属硫蛋白 1G(MT1G)

  3 0.431 免疫球蛋白(CD79A)结合蛋白 1 (IGBP1)

  4 0.444 调钙蛋白的结合蛋白质 1(CALD1)

  5 0.453 RNA 结合蛋白 S1，丝氨酸富含结构域(RNPS1)

  6 0.455 RAC1 配体(POR1)

  7 0.459 RAS 同源基因家族成员 C (ARHC)

  8 0.464 DEAD/H(Asp-Glu-Ala-Asp/His)盒蛋白(DDX21)

  9 0.465 KIAA0943 蛋白

10 0.471 SUMO-1 激活酶亚单位 1(SAE1)

11 0.486 突触素样蛋白(SYPL)

12 0.490 谷胱甘肽 S- 转移酶 M3(GSTM3)

13 0.498 精氨基琥珀酸盐合成酶(ASS)

14 0.499 G 蛋白途径抑制子 1(GPS1)

3   讨论

HCV NS3 不仅和病毒复制和成熟相关，而且他可以反
式激活宿主细胞内多种基因表达，从对肝细胞的生长、
代谢、甚至是恶性转化产生重要影响，尽管在 HCV 蛋
白尤其是NS3的结构、功能上积累了很多数据，可是关
于他们在细胞内的靶位及影响却知之甚少，还处在一
个逐渐摸索的阶段. 前一阶段，我们运用抑制性消减杂
交技术构建出HCV NS3反式激活基因差异表达的cDNA
消减文库，并发现了一些新基因[22-23]，其中一个命名
为 NS3TP1，对其进行克隆化研究，为深入研究 NS3 蛋
白的生物学功能迈出了可喜的一步. 对于一个新蛋白来
说，由于以往对其没有认识，需要对他的表达调控、翻
译后修饰、生物功能以及相互作用等方面进行研究，这
是一项有挑战性的工作，这种思路有望对 HCV 感染的
诊断、预后及疗效判断等提出新的参考. 为进一步研究
NS3TP1 这一新基因的功能，明确 HCV NS3 在丙型肝
炎发病机制中的作用，我们构建NS3TP1基因真核表达

载体 pcDNA3.1(-)-NS3TP1，利用基因芯片技术筛选

NS3TP1 转染细胞差异表达基因，推测其在体内可能

存在功能的线索. 结果表明，26 种基因的表达水平显

著上调，14 种基因的表达水平显著下调. 这些基因包

括细胞生长、细胞凋亡、信号转导、免疫调节、肿

瘤发生等基因，使得对 NS3TP1 蛋白在机内的作用有

了更进一步的了解，对 NS3 蛋白功能和复杂性、多样

性也有了更加深刻的体会.

        分析上调基因，cAMP 应答元件结合蛋白 CRE-BPa

是 CRE-BP1 家族的新成员，含有推定的金属指状结

构和由碱性氨基酸簇和亮氨酸拉链组成的DNA结合功

能域，CRE-BPa 能特异性的与 CRE 结合形成同源二

聚体，与转录因子 c-JUN 或 CRE-BP1 结合成异源二
聚体，是 CRE 依赖的转录反式激活因子[24]. 转化生长
因子β受体 I(TGF-βRI)是丝氨酸 / 苏氨酸激酶膜受体家
族的成员，TGF-βRI 激酶过表达，能促进多种信号
传导途径的激活，对于肿瘤细胞的迁移，以及重要的
致瘤事件如 Smad2/Smad3 的磷酸化是必需的[25-26]. B 淋
巴细胞表面的分化抗原CD24是B细胞表面的信号转导
分子，能够调节多种信号活化的应答，能诱导 B 淋
巴细胞凋亡，下游信号分子是丝裂原活化蛋白激酶
(MAPK)以及细胞外信号调节激酶 1(ERK1)的活化[27-29].
研究还发现，CD24 抗原是肝细胞癌细胞中高度表达
的基因，与 p53 基因突变及肿瘤分化高度相关，CD24
抗原是潜在的肝细胞肿瘤早期标志基因[30]. B 细胞慢性
淋巴细胞性白血病10(BCL10)是作为低度B细胞淋巴瘤
相关基因得到鉴定的，是一种含有胱冬肽酶募集结构
域(caspase recruitment domain，CARD)的蛋白，同时属
于黏膜相关淋巴组织(mucosa-associated lymphoid tissud，
MALT)B 淋巴瘤中鉴定的断裂位点的基因，在淋巴细
胞中抗原受体介导的 NF-κ B 激活过程中是必需的.
BCL10 是一种介导细胞凋亡信号转导的因子，主要的
分子机制就是通过不同的磷酸化修饰，与cIAP结合替代
与TRAF2结合[31-35]. FKBP相关蛋白(FAP48)是细胞内与免
疫调节有密切关系的蛋白，可以与肽基脯氨酰异构酶
FK506结合蛋白59(FK506-binding protein 59，FKBP59)和
FKBP12 蛋白结合，由于其 Mr 48 000，故命名为 FKBP
相关蛋白(FAP48)，此 3 种蛋白均具有大环内酯类分子
的结合位点，可能是这些免疫抑制剂药物受体的天然
的共同配体分子. FAP48 与 FKBP 分子之间的结合可被
大环内酯类物 FK506 所阻断，说明免疫亲和素分子中
的结合位点与FK506的结合位点相重叠. FAP48的过表
达可以抑制细胞的增生，在免疫调节及临床疾病的发
生、发展过程中具有十分重要的作用[36-40]. 我室应用基
因芯片研究 H B V 截短型表面抗原中蛋白( M H B s t) 、
HBxAg、HCV NS3等反式激活蛋白的调节基因时，均发
现 FAP48 可以明显上调，与本实验一起，提示了肝炎
病毒蛋白与细胞内 FAP48 蛋白的表达水平密切相关，
可能是 HBV、HCV 感染慢性的重要机制之一[41-43].
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        在下调基因中，钙调素结合蛋白 1(CALD1)、金属
硫蛋白 1G(MT1G)、金属蛋白酶的组织抑制因子 1 等与
体内金属代谢有关. DEAD/H盒蛋白DDX21是推定的重
要的RNA解旋酶，参与众多细胞的 RNA二级结构加工
过程，如翻译起始、核糖体 RNA 合成及加工过程，
DDX21 在肿瘤组织中低表达，而在正常组织中有显著
的高水平表达，NS3TP1 对 DDX21 的表达有下调作用，
提示 NS3TP1 蛋白在一定程度上可能下调细胞核糖体
RNA加工与合成[44].
       随着后基因组时代的到来，越来越多的未知功能
蛋白质被发现，对新蛋白的生物学功能、与其他蛋白质
间的相互作用以及他们在疾病发生、发展、转化过程中
的变化规律的研究成为今天生命科学最重要的热点之
一，同时由于新技术的不断创新，使一系列的研究成为
可能[45]. 利用基因表达谱芯片能进行大规模筛选的优
点，我们从 1 152 中基因中筛选出 NS3TP1 基因转染细
胞差异表达的基因，基于上述结果的提示，使我们可以
设计相应的实验去进行更深入的研究，为更加全面地
了解新基因NS3TP1的功能作铺垫，也为更多新基因功
能研究工作积累了经验.
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摘要
目的:  应用基因表达谱芯片技术了解双环醇在肝细胞中可能

上调或下调的基因，了解其可能的调节功能线索.

方法: 以双环醇处理HepG2细胞，同时以二甲基硫氧化物

(DMSO)处理的相同细胞系作为对照; 24 h后制备细胞裂解

液，提取 mRNA.应用基因表达谱芯片技术对差异表达

mRNA进行检测和分析.

结果: 经基因表达谱芯片分析，12 种基因的表达水平上

调，9 种基因的表达水平下调.

结论: 筛选到的一些与细胞周期、蛋白质的翻译合成、能

量代谢、体内免疫调节、细胞凋亡及细胞内的信号传导方

面的起重要作用及肿瘤发生相关的基因，推测了双环醇可

能存在的调控机制的线索，尚需进一步的实验证明.

王建军, 成军, 刘妍, 杨倩, 纪冬, 党晓燕, 王春花. 基因表达谱芯片筛选双环醇作

用 HepG2 细胞后的差异表达基因. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1711-1714

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1711.asp

0   引言

百赛诺(双环醇片)是由中国医学科学院药物研究所研

发，北京协和药厂生产，经国家药品监督管理局批准上

市的国家一类抗肝炎化学合成新药，是我国第一个有

自主知识产权的国家一类新药. 双环醇对各种原因引起

的肝损伤有明显的保护作用，近年来广泛应用于病毒

性肝炎的治疗中. 我们应用基因表达谱芯片技术，筛选

双环醇作用人肝癌细胞系HepG2细胞后差异表达基因，

并应用生物信息学(bioinformatics)技术对差异表达的基

因进行分析. 双环醇作用HepG2细胞后差异表达基因的

研究，为深入了解双环醇在肝细胞内的调节作用机制

提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞系 HepG2 细胞由本室保存，细

胞培养相关试剂及总 RNA 提取试剂 Trizol 均购自 Gibco

公司. 双环醇为二甲基硫氧化物(DMSO)水溶液. 在35 mm

培养皿中常规培养 HepG2 细胞，细胞生长至对数期时

分别将双环醇及DMSO加入细胞培养液中，使双环醇终

浓度达到 1 × 10-5 moL/L，24 h 后收获细胞，每 5 ×

106 个细胞加入 1 mL Trizol 试剂. 立即于液氮中保存.

1.2 方法

1.2.1 总RNA提化及mRNA纯化  使用 Trizol 试剂一步

法提取双环醇及DMSO处理的 HepG2细胞总RNA(分别

标记为实验组和对照组)，样品经分光光度计检测吸光

度 A 值，并行热稳定实验，于 -20 ℃和 70 ℃保温 1 h

后，经琼脂糖凝胶电泳检测 28 s、18 s 条带变化. 以
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Qiagen 公司 Oligotex mRNA Midi Kit 纯化得 mRNA. 操作

按说明书进行，并行电泳检测.

1.2.2 探针标记  参照Schena et al [1]方法逆转录标记cDNA

探针并纯化. Cy3-dUTP 标记对照组细胞 mRNA(5 µg)，

Cy5-dUTP 标记实验组细胞 mRNA(5 µg). 乙醇沉淀后溶

解在 20 µL 5 × SSC+2 g/L SDS 杂交液中.

1.2.3 芯片制备  芯片包含的 1 152个 cDNA 由上海联合

基因有限公司提供，包括原癌基因和抑癌基因、免疫

调节相关基因、细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因、信

号转导相关基因等. 以通用引物进行 PCR 扩增，PCR 产

物长度为 1 000-3 000 bp. 靶基因以 0.5 µg/µL 溶解于 3 ×

SSC 溶液中，用 Cartesian 公司的 Cartesian 7500 点样仪

及TeleChem 公司的硅烷化玻片进行点样. 玻片经水合

(2 h)、室温干燥(30 min)，UV交联，再分别用2 g/L SDS、

水及 2 g/L 的硼氢化钠溶液处理 10 min，晾干备用.

1.2.4 杂交及洗涤  将基因芯片和杂交探针在 95 ℃水浴

变性 5 min，将混合探针加在基因芯片上，置于 60 ℃杂

交 15-17 h. 依次以 2 × SSC+ 2 g/L SDS、1 g/L × SSC

+2 g/L SDS、1 g/L × SSC 洗涤 10 min，室温晾干.

1.2.5 检测与分析  用 General Scanning 公司的 ScanArray

3000 扫描芯片. 用预先选定的内参照基因(24 条管家基

因，每个基因点 2 个点，共 48 个点)对 Cy3 和 Cy5 的原

始提取信号进行均衡和修正. 用 ImaGene3.0 软件分析

Cy3、Cy5 两种荧光信号的强度，计算 Cy5/Cy3 比值.阳

性结果判断: Cy5/Cy3>2.0，红色荧光，显示表达增强;

Cy5/Cy3<0.5，为绿色荧光，显示表达减弱.

2   结果

2.1 总 RNA 及 mRNA 的定性、定量分析  总 RNA 的

吸光度 A260/A280>1.89，热稳定实验 70 ℃保温 1 h

与 -20 ℃ 1 h 电泳条带比较，显示 28 S 条带无明显降

解，电泳结果证实已抽提高纯度的总 RNA. mRNA主要

集中于 0.9-4.0 kb 的连续条带.

2.2 芯片杂交体系验证及结果分析  在芯片上共有1 152

个cDNA. 为了监控芯片杂交技术体系的整个过程，在芯

片上设置了阴性对照(8 条水稻基因，共 8 个点)，这些

点的杂交信号均很低，证实了数据的可靠性. 由于实验

组探针标记 Cy5 荧光素(呈红色)，对照组探针标记 Cy3

荧光素(呈绿色)，红绿颜色的差异就显示该基因在实验

组和对照组中基因表达水平上的差异，黄色代表表达

水平无差异. 按阳性标准，从 1 152 个基因中筛选出差

异表达基因共 94 条，占 8.15%，其中 38 条基因表达增

强，56 条基因表达降低.

2.3 双环醇下调基因类型在基因芯片的扫描分析中，

如果荧光染料的 Cy5/Cy3 比值在 0.500 以下，就判断为

双环醇的下调基因. 我们发现有9种基因的表达水平下

调(表 1).

表 1  双环醇下调基因类型

编号   Cy5/Cy3 基因名称

  1 0.461 成纤维细胞生长因子受体 1(FGFR1)

  2 0.463 核膜层蛋白 B 受体 (LBR)

  3 0.469 DEAD/H 框蛋白

  4 0.470 鸟苷酸环化酶 1 (GUCY1)

  5 0.479 丝分裂素激活蛋白激酶激酶的激酶 2 (MAP3K2)

  6 0.483 磷蛋白

  7 0.485 脂酰辅酶 A 氧化酶

  8 0.489 内皮素 1 (EDN1)

  9 0.498 RNA 结合性基序蛋白 (RBM)

2.4 双环醇上调基因  双环醇上调基因类型在基因芯片
的扫描分析中，如果荧光染料的Cy5/Cy3比值在2.00以
上，就判断为双环醇的上调基因. 我们发现有12种基因
的表达水平上调(表 2).

表 2  双环醇上调基因类型

编号 Cy5/Cy3 比值    基因名称

  1 2.005 B- 细胞 CLL/ 淋巴瘤 10 (BCL10)

  2 2.021 FYN- 结合蛋白(FYB)

  3 2.025 乳酸脱氢酶 B,

  4 2.039 FKBP- 相关蛋白(FAP48),

  5 2.084 细胞分裂周期蛋白 23 (CDC23)

  6 2.591 甘氨酸脒基转移酶(GATM)

  7 2.092 白血病抑制因子受体(LIFR)

  8 2.106 二乙基对硝基苯磷酸酯酶 2

  9 2.210 DnaJ 样热激蛋白 40 (HLJ1)

10 2.360 肿瘤坏死因子受体(TNFR)

11 2.456 Cofilin 蛋白

12 2.484 CAMP 依赖性蛋白激酶

3   讨论

百赛诺(双环醇片)对于肝细胞损伤具有保护作用[1-3]. 对
慢性丙型肝炎有很好的改善临床症状和降低转氨酶的
作用，长期服用，无明显不良反应，耐受性好[4]. 此外，
双环醇还对肾缺血-再灌注损伤有保护作用[5]. 基因表达
谱芯片技术可快速有效地检测到两组组织或细胞基因
表达谱的差异.我们分别应用双环醇及其溶剂 DMSO 处
理 HepG2 细胞，使双环醇终浓度达到 1 × 10-5 moL/L，
24 h 后收获细胞，之后从中提取总 RNA，逆转录为
cDNA，进行基因芯片技术分析. 结果表明，12 种基因
的表达水平上调，9 种基因的表达水平下调，在下调
的基因中，包括一些蛋白质体内合成、肿瘤发生、脂类
代谢及信号传导相关的基因. 核膜层蛋白 B 受体(LBR)、
RNA 结合性基序蛋白(RBM)、DEAD/H 框蛋白参与细胞
核的转录、复制、翻译等生物学功能. 内皮素 1 (EDN1)
为强有力的血管收缩剂，还具有多种生物学效应，包
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括血液动力学、心肌、肾脏、内分泌、平滑肌收缩
和促细胞分裂效应等. 也调节基因表达和培养的血管和
非血管细胞的生长. 可能参与体内微管结构的生长和补
偿性改造. 其对细胞核信号的传递可能在细胞分化和发
育中起关键作用[6-10]. 成纤维细胞生长因子受体1(FGFR1)
由一些 T 细胞产生，并对这些 T 细胞起到刺激作用. 这
些受体使T细胞响应在损伤和炎症刺激后成纤维细胞生
长因子的表达. 并且与T细胞受体有相互作用[11]. 与前列
腺癌的进展相关[12]，还有人认为其水平的增高为癌前病
变的指标[13]. 介导富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白对内皮细
胞增生和骨骼成肌细胞分化的抑制作用[14]. 与碱性成纤维
细胞生长因子有高亲和性，通过阻断FGFR1相关的血管
发生,可能对抑制肿瘤的生长具有一定的作用[15]. 鸟苷酸环
化酶 1 (GUCY1)为催化 cGMP 合成的酶，直接或间接对
各式各样的刺激进行应答，包括激素和神经递质[16-19].
丝分裂素激活蛋白激酶激酶的激酶 2(MAP3K2)是 MAP
激酶家族成员，参与细胞内信号转导途径. 脂酰辅酶 A
氧化酶参与脂肪酸的 β 氧化，与脂类代谢相关.
       在上调的基因中，包括一些与细胞周期、凋亡、能
量代谢及免疫相关的基因. 细胞分裂周期蛋白23(CDC23):
与细胞的染色质相关，将细胞增生和 DNA 的复制之间
联系起来，通过刺激微染色体复合物的磷酸化作用参
与细胞分裂周期前复合物的活化作用，在 DNA 复制的
起始阶段起重要作用[20-22]. Cofilin 蛋白是人 T 细胞中的
一种胞质磷蛋白，是一种小分子的肌动蛋白结合蛋白，
受辅助刺激信号的调节，去磷酸化后易位至细胞核.DnaJ
样热激蛋白 40 (HLJ1)为一种伴侣蛋白，多在心脏、骨
骼肌和胰腺中表达[23]. 甘氨酸脒基转移酶(GATM) 、乳
酸脱氢酶 B在肌酸和糖类代谢中起重要作用. 白血病抑
制因子受体(LIFR)为体内免疫抑制因子的受体. BCL10:
为细胞内的一种蛋白成分，与细胞凋亡相关，对核因
子 κB(NF-κB)的激活有重要作用，在许多淋巴瘤和实
体肿瘤中均发现其基因的突变或缺失，因此推测其缺
失或突变可能为这些肿瘤发生的基因基础[24-26]. FAP48
是细胞内与免疫调节有密切关系的蛋白类型[27].这种蛋
白与肽基脯氨酰异构酶、FK506 结合蛋白 59(FKBP59)
和 FKBP12 蛋白之间能够结合，具有大环内酯类分子
的结合位点，可能是这些免疫抑制剂药物受体的天然
的共同配体分子[28-29]. FYN- 结合蛋白(FYB): 可上调整
合素蛋白介导的细胞黏附功能和肥大细胞内炎性递质
的释放，参与炎症和变态反应的过程[30]. 二乙基对硝基

苯磷酸酯酶 2: 为一种酯酶，与 HDL 相关，可降低 LDL

脂质过氧化的敏感性[31]. 在氧化应激作用下可表达增

加，起到抗氧化酶的作用减轻氧化损伤并减弱巨噬细

胞泡沫结构的形成[32-33]. CAMP依赖性蛋白激酶(CPKA)

参与调节体内多种蛋白的功能，具有抑制凋亡[34]、 提

高细胞的活动力[35]、提高自然杀伤(NK)细胞的细胞毒

作用[36]、 调节丘脑后部加压素的表达[37]、抑制细胞外

信号调节激酶(Erk) 和 p38丝分裂素蛋白激酶(MAPK)的

活性等作用.
       通过对上述双环醇激活相关基因的分析，我们发
现应用双环醇刺激细胞后，一些与与细胞周期、蛋白质
的生物合成、能量代谢、体内免疫调节、细胞凋亡及细
胞内的信号传导方面的起重要作用及肿瘤发生相关的
基因表达增高或降低，提示双环醇在维持细胞稳定、促
进损伤细胞修复及提高机体免疫力，抗肿瘤方面可能
有一定作用. 关于双环醇具体的体内作用机制仍需要进
一步的实验来证实.
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摘要
目的: 应用分子生物学和生物信息学方法，寻找、克隆大

鼠肝再生相关基因 LRRP1 的人的同源基因，阐明 LRRP1

基因的结构和功能，为研究肝脏再生调节的分子生物学机

制奠定基础.

方法: 利用美国国立卫生研究院建立的核苷酸数据库
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(GenBank)以及相应的核苷酸序列同源性搜索分析软件

(BLASTN)，以大鼠的 LRRP1 的 cDNA 序列作为参照，对

于人的同源性cDNA序列进行搜索分析，寻找人的LRRP1

的同源基因序列. 利用蛋白质一级结构序列的数据库以及相

应的同源蛋白序列的搜索分析，阐明人LRRP1蛋白质一级

结构与已知蛋白序列的同源性，从而根据蛋白质一级结构

的相似性，对于新克隆基因进行功能方面的预测分析. 应用

在线软件的分析，对于人LRRP1蛋白质一级结构序列进行

分析预测，分析其氨基末端序列是否具有信号肽序列，以

判断人LRRP1蛋白是否是一种可以分泌表达的蛋白; 同样

对人LRRP1蛋白质一级结构序列进行在线软件的分析，对

于人LRRP1蛋白质分子结构中的潜在的糖基化位点以及其

他类型的修饰位点进行预测.

结果: 人的 LRRP1的编码基因由 480 nt 组成，编码产物由

159 aa组成. 人LRRP1的蛋白质一级结构序列与人琥珀酸

脱氢酶亚单位D、牛琥珀酸脱氢酶亚单位D高度同源，同

源性分别为 79% (126/159)，78% (123/156). 人 LRRP1 是

一种分泌蛋白，在其分子结构中具有N-糖基化位点、蛋白

激酶C磷酸化位点和豆蔻脂化修饰位点.

结论: 人LRRP1蛋白是一种新型的琥珀酸脱氢酶的亚单位

编码基因.

成军, 王刚, 刘妍, 邵得志, 张玲霞, 陈菊梅. 大鼠肝再生相关基因 LRRP1 的

人同源基因是一种新型琥珀酸脱氢酶的亚单位编码基因. 世界华人消化杂志

2004;12(7):1714-1717
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0   引言

肝脏是一种具有极强的再生能力的器官之一. 正常肝脏
一般都处于静止状态，但是如果出现肝脏损伤的情
况，如肝脏部分切除(手术)、化学性肝损伤(药物中
毒) 、病毒感染后的肝损伤( 各种急、慢性病毒性肝
炎)、肝脏肿瘤(肝细胞癌)等原因造成肝脏细胞损伤和
坏死，都可以立即诱发和启动肝脏的再生过程[1-3]. 肝
脏损伤和再生的过程涉及到非常复杂的分子生物学机

制，研究肝脏再生的分子生物学机制，探索参与肝脏再

生过程的因素及其调节作用，对于肝脏疾病的防治、探

索新型的治疗方法和药物具有十分重要的意义. 为了研究

在肝再生过程中参与的新的基因，我们首先建立了肝脏

部分切除的大鼠模型，对于静止期肝脏和再生过程中的

肝脏的基因表达谱，利用抑制性消减杂交(SSH)技术进行

筛选[4-6]，获得了一系列与肝脏再生相关的基因类型，

其中包括大鼠肝脏再生相关蛋白1(LRRP1)[7]. 为了研究不

同种属生物 LRRP1 的同源基因，探索其生物学功能，
我们利用生物信息学(bioinformatics)技术[8-10]对于大鼠
LRRP1 的人的同源基因进行了研究和分析，发现人
LRRP1 是一种琥珀酸脱氢酶的新的亚单位.

1   材料和方法

1.1 材料  大鼠LRRP1的基因克隆化的基本过程见文献.
人 LRRP1 的基因克隆化利用不同种属生物基因同源的
原理，利用美国国立卫生研究院(NIH)的生物工程学研
究所(NCBI)建立的核苷酸数据库 GenBank 进行同源基
因序列的比对和搜索，发现 cDNA 序列 AY358788 与我
们克隆的大鼠的 LRRP1 的 cDNA 序列有高度的同源性.
AY358788 基因序列是基因组研究计划中的一部分，并
不是功能性的克隆化策略，也不清楚 AY358788 这一基
因存在的真实性和生物学功能. 从核苷酸序列同源性的
比对结果来看，AY358788基因与我们的LRRP1基因序
列有着高度的同源性，认为AY358788就是大鼠LRRP1
的人的同源基因序列.
1.2 方法  以人的LRRP1蛋白质一级结构序列作为参照，
应用蛋白质一级结构序列的数据库进行分析(http: //www.
ncbi.nlm.gov.nih/blast/ swissprot)，在蛋白质一级结构序
列的常用数据库 Swissprot 数据库中发现了人的 LRRP1
与人的琥珀酸脱氢酶亚单位 D 和牛的琥珀酸脱氢酶亚
单位D高度同源. 因为人LRRP1的蛋白质一级结构与人
琥珀酸脱氢酶D亚单位的序列高度同源，但又不完全一
致，因而对于人 LRRP1 的结构和功能的预测具有非常
重要的价值. 目前根据已知蛋白信号肽序列的性质和比
较结果，建立了蛋白信号肽序列的预测方法和计算机软
件系统，我们应用在线软件系统 http://www.stepc.gr/cgi-
synaptic/sigfind，对于人 LRRP1 蛋白质信号肽序列进行
预测分析.对于人 LRRP1 蛋白质潜在修饰位点序列的计
算机预测，应用的软件系统是http://us.expasy.org/prosite.

2    结果

2.1 人LRRP1的基因克隆化  利用生物信息学技术，发
现在核苷酸序列数据库 GenBank 中存在与大鼠 LRRP1
的同源的来源于人的基因序列. 其中一段 cDNA 序列与
大鼠 LRRP1 的基因序列高度同源，从而确定为人的
LRRP1，即大鼠LRRP1的人的同源基因. 对于人LRRP1
的基因序列及其编码产物的一级结构进行分析，结果
表明人 LRRP1 的编码基因序列为 480 nt，编码产物由
159 aa 组成，(图 1).

ATG GCG GTT CTC TTA AAG CTG GGC GTT CTC

M   A    V    L    L    K    L    G    V    L

TGC AGT GGC CAA GGA GCT CGA GCT CTC CTA

C   S    G    Q    G    A    R    A    L    L

CTC CGA AGC CGG GTG GTC AGA CCC GCT TAT

L   R    S    R    V    V    R    P    A    Y

GTG TCA GCA TTT CTC CAG GAC CAG CCT ACC

V   S    A    F    L    Q    D    Q    P    T

CAA GGA CGG TGT GGT ACC CAG CAC ATT CAC

Q   G    R    C    G    T    Q    H    I    H

CTG TCA CCA AGC CAC CAC TCT GGT TCC AAG

L   S    P    S    H    H    S    G    S    K
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GCT GCA TCT CTC CAC TGG ACC AGT GAG AGG

A   A    S    L    H    W   T    S    E    R

GTT GTC AGT GTT CTG CTC TTG GGG CTG ATC

V   V    S    V    L    L    L    G    L    I

CCT GCT GGG TAC TTG AAT CCC TGC TCT GTG

P   A    G    Y    L    N    P    C    S    V

GTG GAC TAC TCT CTG GCT GCA GCC CTC ACC

V   D    Y    S    L    A    A    A    L    T

CTG CAC AGT CAC TGG GGC CTT GGA CAA GTG

L   H   S    H   W   G    L    G    Q    V

GTT ACC GAC TAC GTT CAT GGG GAC ACC CTG

V   T    D    Y    V    H    G    D    T    L

CCG AAG GCT GCC AGG GCA GGC CTC TTG GCA

P   K    A    A    R    A    G    L    L    A

CTC TCA GCT TTG ACC TTT GCT GGG CTT TGC

L   S    A    L    T    F    A    G    L    C

TAC TTC AAT TAC CAC GAT GTC GGC ATC TGC

Y   F    N    Y    H    D    V    G    I    C

AGA GCG GTT GCC ATG CTG TGG AAG CTC TGA

R   A   V    A    M   L    W   K    L    *

图 1  大鼠肝再生相关基因 LRRP1 的人同源基因及其编码产物一级结
构序列.

2.2 人 LRRP1 蛋白同源序列的分析  以人的 LRRP1 蛋
白质一级结构序列作为参照，对于蛋白质一级结构序
列的数据库(http://www.ncbi.nlm.gov.nih/blast/swissprot)进
行搜寻，发现人 LRRP1 的蛋白质一级结构序列与人琥
珀酸脱氢酶亚单位 D、牛琥珀酸脱氢酶亚单位 D 高度
同源，同源性分别为 79% (126/159)，78% (123/156)，
表明人 LRRP1 属于琥珀酸脱氢酶亚单位 D 的一个新的
同源蛋白(图 2)，其基本功能就是构成琥珀酸脱氢酶.
2.3 人LRRP1蛋白的信号肽序列分析  利用生物信息学
技术的在线分析(http://www. stepc.gr/cgi-synaptic/
sigfind)，对于人 LRRP1 的潜在的信号肽序列进行分
析，发现人 LRRP1 蛋白质序列中的氨基末端 45 个氨
基酸残基(MAVLLKLGVLCSGQGARALLLRSRVVRPAYV

SAFLQDQPTQGRCG)组成了人 LRRP1 的信号肽序列，
表明人 LRRP1 是一种可以分泌的蛋白类型.
2.4 人LRRP1蛋白质结构中潜在修饰位点的分析  利用
在线软件(http://us.expasy. org/prosite/)对于人LRRP1蛋白
质一级结构中存在的潜在的修饰位点进行分析，结果
表明: 在人LRRP1 蛋白分子结构中，第68-70位的氨基
酸残基序列(SER)存在潜在的蛋白激酶C(PKC)的磷酸化
位点; 在89-92 aa(SVVD)存在酪蛋白激酶II磷酸化位点;
在 8-13 aa(GVLCSG)、58-63 aa(GSKAAS)、78-83 aa
(GLIPAG)、108 -113 aa(GQVVTD)和 148-153 aa
(GICRAV)分别存在潜在的 N- 豆蔻脂化位点.

3   讨论

许多与细胞周期、细胞凋亡和细胞信号转导相关的基
因几乎都参与了肝脏再生的分子生物学调节机制和过
程[11-15]. 我们采用肝脏 70% 手术切除后 12 h 时间点，此
时的基因表达对于早期阶段肝脏再生过程的调控具有十
分重要的意义. 由于本项研究旨在发现肝脏再生过程中
相关的新的基因序列，因此我们采用的技术途径和方法
主要是抑制性消减杂交(SSH， suppression subtractive
hybridization)技术. 这种SSH技术，对于2个具有可比性
的系统的基因表达谱进行比较研究，但是对于研究的
对象基因又没有先决条件，所以是一种十分有效的研
究技术途径，这一点优于基因表达谱新技术，因在基因
表达谱芯片技术研究中，芯片制备时点样的基因类型
就决定了表达谱芯片的检测范围，因而不利于发现更
多的新的基因类型. 我们对于大鼠70%肝脏部分切除模
型的基因表达谱进行分析，发现了一种新的基因，命名
为LRRP1，本文应用生物信息学技术，确定了人LRRP1
的核苷酸和蛋白质一级结构序列. 利用在线软件分析结
果表明，人 LRRP1 是一种分泌性的蛋白类型，在其蛋
白质一级结构的氨基末端有一段由45 aa组成的信号肽
序列. 对于已知蛋白序列数据库的搜索结果表明，人
LRRP1是一种新型的琥珀酸脱氢酶复合体亚单位分子.
在人LRRP1分子结构中，还存在着潜在的N-糖基化位
点、PKC 磷酸化位点和豆蔻脂化位点等.

人 LRRP1: 1   MAVLLKLGVLCSGQGARVXLLRSWVVRHAYVSAFLQDQPTQGRCGTQHIHLSPSHHSGSK 60

人 SH-D: 1   MAVLWRLSAVCGALGGRALLLRTPVVRPAHISAFLQDRPIPEWCGVQHIHLSPSHHSGSK 60

牛 SH-D: 1   MAVLWRLSVLCGAKEGRALFLRTPVVRPALVSAFLQDRPAQGWCGTQHIHLSPSHHSGSK 60

人 LRRP1: 61  AASLHWTSERVVSVLLLGLIPAGYLNPCSVVDYSLAAALTLHSHWGLGQVVTDYVHGDTL 120

人 SH-D: 61  AASLHWTSERVVSVLLLGLLPAAYLNPCSAMDYSLAAALTLHGHWGLGQVVTDYVHGDAL 120

牛 SH-D: 61  AASLHWTGERVVSVLLLGLIPAAYLNPCSAMDYSLAATLTLHSHWGIGQVVTDYVHGDAV 120

人 LRRP1: 121 PKAPRAGLLALSAPTFAGLCYFNYHDVGICRAVAMLWKL 159

人 SH-D: 121 QKAAKAGLLALSALTFAGLCYFNYHDVGICKAVAMLWKL 159

牛 SH-D: 121 QKAAKTGLLVLSAFTFAGLCYFNYHDVGICKAVAMLWKL 159

图 2  人 LRRP1 与人、牛琥珀酸脱氢酶蛋白质一级结构的序列比较. 人 LRRP1: 大鼠肝再生相关基因 LRRP1 的人同源基因编码产物;  人 SH-D:
人琥珀酸脱氢酶亚单位 D; 牛 SH-D: 牛琥珀酸脱氢酶亚单位 D.
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       在肝脏再生的调节机制中，一系列的生长因子参
与这一复杂的调节过程，如肝细胞生长因子(HGF)、肝
再生增强因子(ALR)、表皮生长因子(EGF)等. 特别是
ALR在肝脏再生中的作用近年来受到了广泛的重视.寻
找与肝脏再生相关的新型蛋白药物，利用基因重组技
术表达纯化促进肝脏再生的新型药物，具有十分重要
的意义. 我们利用基因工程技术，经过发酵和蛋白质纯
化等过程，制备了重组的人 ALR 蛋白，在体内实验中
发现这种生长因子蛋白可以显著减轻四氯化碳引起的
小鼠的急性肝损伤，为进一步推进重组ALR的产业化，
奠定了坚实的基础[16-19].
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摘要
目的: 用酵母双杂交技术筛选白细胞中与丙型肝炎病毒

(HCV)非结构蛋白3(NS3)反式调节靶基因编码产物NS3TP6

蛋白结合蛋白的基因.

方法: 用多聚酶链反应(PCR)法扩增 HCV NS3TP6 蛋白基

因，连接入酵母表达载体 pGBKT-7 中构建诱饵质粒，转

化酵母细胞 AH109 并在其内表达，然后与转化了人白细

胞文库质粒的酵母细胞 Y187 进行配合，在营养缺陷型培

养基上进行双重筛选阳性菌落，增菌后提取质粒，转化

入大肠杆菌，提取质粒并测序，进行生物信息学分析.

结果: 成功克隆出HCV NS3TP6蛋白基因并在酵母细胞中表

达，配合后选出在四缺( SD/-Trp-Leu-Ade-His)培养基和铺

有X-α-半乳糖(X-α-gal)的四缺培养基上均能生长并变成

蓝色的真阳性菌落共 7 个，其中 3 个人类白细胞 CD14 抗

原，1 个人类免疫球蛋白 λ轻链，3 个人类推定蛋白基因
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(AC124014，AC097504，AC023785).

结论: 成功克隆出 NS3TP6 蛋白的结合蛋白，为进一步研

究HCV的作用提供了新线索.

邵清, 成军, 白雪帆, 王琳, 张健, 卢成哲, 梁耀东, 刘敏, 李强. 酵母双杂交筛选

白细胞中新基因 NS3TP6 结合蛋白基因. 世界华人消化杂志  2004;12(7):

1717-1720

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1717.asp

0   引言

目前，丙型肝炎病毒(HCV)感染 还缺乏特异有效的治
疗措施[1-5]，探索新型防治 HCV 感染的新方法刻不容
缓. 目前关于HCV感染及其致病的分子生物学机制研究
还有相当多的未知领域. 探索防治 HCV感染的新技术，
必须从 HCV 致病的分子生物学机制入手.
        丙型肝炎病毒(HCV)是单股正链RNA病毒，其中非
结构蛋白 NS3 基因编码为 70 kD 的 NS3 蛋白(631 aa)是
一种多功能蛋白质，具有丝氨酸蛋白酶、三磷酸核苷酸
酶(NTPase)和 RNA 解旋酶(helicase)的功能，在 HCV 复
制及表达产物多蛋白裂解加工上起重要作用[6-10]. 研究表
明[11-15]，HCV NS3 蛋白还可能通过反式激活作用，调
控细胞内多种病毒及细胞基因的转录，在 HCV 致病
(癌)过程中起着重要的作用. 我们应用微矩阵(microarray)
技术对于表达 HCV NS3 载体转染的 HepG2 细胞进行研
究，阐明了 NS3 蛋白反式激活作用的部分靶基因，同
时我们结合生物信息学技术(bioinformatics)克隆了 NS3
蛋白反式激活作用的新靶基因，即丙型肝炎病毒 NS3
蛋白反式激活基因 6(NS3TP6  Genank NM_025190)，为
进一步研究 HCV NS3TP6 蛋白与免疫系统的关系，我
们用酵母双杂交技术筛选白细胞中与HCV NS3TP6蛋白
结合蛋白基因[16-24]. 从而为HCV NS3蛋白反式激活作用
的新靶基因(HCV NS3TP6)研究提供新的方向.

1   材料和方法

1.1 材料  Saccharomyces cerevisiae AH109酵母株、Y187
酵母株(K1612-1)、cDNA 淋巴文库，酵母 YPDA 培养
基、SD/-Trp 培养基 SD/-Leu、SD/-Trp/-Leu、SD/-
Trp/-Leu/-His、SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade，X-α- 半
乳糖苷酶(Gal)等购自 Clontech公司，半硫酸腺苷、醋酸
锂购自 Sigma 公司. 复杂高效感受态(FSB)，本室自制.
大肠杆菌(DH5α )，本室保存.
1.2 方法  HCV NS3TP6 的酵母表达载体 pGBKT7-HCV
NS3TP6 用醋酸锂法转入酵母细胞 AH109 由本室构建.
cDNA 白文库进行增菌后，提出质粒，转化入酵母细
胞(Y187)，经文库滴定，确定文库细胞计数大于 1 ×
1012 /L. 挑取在 SD/-Trp 选择培养基上生长转化子(计数
大于 1 × 1012/L)与淋巴文库混合，30 ℃轻摇配合过
夜，24 h 后铺板 SD/-Trp/-Leu/ -His 25 块、SD/-Trp/-
Leu/-His/-Ade 25 块. 同时进行阳性对照实验及文库滴
定. 生长 16 d 后把长出的大于 3 mm 的酵母集落，在铺

有 X-α- 半乳糖苷酶的 QDO 上检查 α- 半乳糖苷酶活
性，认为在 QDO 培养基上生长且出现蓝色菌落的配合
为阳性集落. 挑取真正的阳性集落按照试剂盒提供的操
作指南 Lyticase 法提取酵母质粒. 提取的质粒以复杂冰
冻高效感受态方法转化大肠杆菌，于含有氨苄青霉素
的 SOB 平板培养，所获得的菌落经 BglII 酶切鉴定后
测序. 阳性克隆 DNA 测序后，提交 GenBank 进行核苷
酸序列同源性比对，进行生物信息学分析.

2   结果

cDNA测序与同源性分析初步结果配合后筛选出在4缺
(SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade)培养基和铺有X-α-gal 的4缺
培养基上均能生长并变成蓝色的真阳性菌落7个克隆测
序，与 GenBank 数据库进行初步比较，结果(见表 1).

表 1  cDNA 测序与同源性分析初步结果

序号 筛选出的目的基因 同源性 相同克隆数

1 人类白细胞 CD14 抗原 96-99%            3

2 人类免疫球蛋白 lambda 轻链      95%            1

3 人类推定蛋白 1      98%            1

4 人类推定蛋白 2      98%            1

5 人类推定蛋白 3      94%            1

3   讨论

丙型肝炎病毒(HCV)基因组编码的非结构蛋白3(NS3)是

一种具有多种生物学功能的蛋白质. 除了具有丝氨酸蛋

白酶、RNA 解旋酶等之外，对于 HCV 基因组表达的

结构和非结构蛋白的结构与功能具有重要的调节作用
[22-30]. 病毒的基因表达调节与真核细胞相似[31-33]，主要

是转录水平为主的多水平的调节机制，HCV 的表达调

节也不例外，即病毒借助感染的宿主细胞的一些复制

和表达的辅助元件完成其生活周期及致病过程. 转录水

平的调节根据调节的机制和参与的因素不同，可以分

成顺式(cis)调节和反式(trans)调节两种. 所谓的顺式调节

就是分子结构内部的调节，例如基因启动子序列对基

因的转录活性的调节，增强子序列对启动子转录活性

的调节都属于此类. 反式调节的结果，从调节靶点的效

果来看可以分成 2 类: 上调(up-regulation)和下调(down-

regulation). 从参与的反式调节的因素来看，可以分成

病毒对病毒的反式调节、病毒对于肝细胞蛋白编码基

因的反式调节、肝细胞蛋白对于病毒基因表达的反式

调节等几种不同的情况. 肝炎病毒蛋白作为一类反式激

活因子，常常改变肝细胞中细胞周期(cell cycle)、细胞

凋亡(apoptosis)、细胞分化(differentiation)、信号转导

(signal transduction)等的相关基因的表达，在肝炎病毒的

致病性和肝细胞癌的发生发展中具有十分重要的作用

和意义. HCV 感染肝细胞之后，也存在复杂的反式调

节作用，临床和实验研究显示 HCV 感染与肝细胞癌
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(HCC)发生发展过程密切相关，其中病毒 NS3 蛋白起
到重要的作用. HCV NS3 蛋白对细胞信号转导途径，
尤其是血清应答元件(SRE). 激活蛋白1(AP-1)、血清应
答因子(SRF)等信号转导途径具有增强作用. Sakamuro
et al 研究显示[34]，NS3 cDNA 能够使转染的小鼠成纤维
细胞NIH 3T3具有转化特性，且转化细胞移植入裸鼠体
内可形成纤维肉瘤灶，直接证明了 HCV NS3 蛋白的恶
性转化潜能. NS3还可能通过解旋酶活性诱导肝细胞基
因组的不稳定性，甚至发生突变. 另外，NS3 能与蛋白
激酶A(PKA)催化亚单位特异结合，可能干扰 RNA与细
胞内信号转导过程，严重干扰细胞正常功能. 刘妍 et al
研究表明 NS3 基因重组表达载体在 HepG2 细胞中表达
相应的蛋白[35]，对 SV40 早期启动子具有反式激活作
用，从而使 SV40 启动子下游的 CAT 基因表达增强. 这
些都是 HCV NS3 通过反式激活作用对于靶细胞中细胞
周期调节机制干扰的结果，说明 HCV NS3 蛋白的反式
激活功能在 HCV 致病中发挥重要的作用，研究其作用
分子生物学机制有助于理解HCV感染的慢性化和致癌
作用机制. 我们应用微矩阵(microarray)技术对于表达
HCV NS3载体转染的HepG2细胞进行研究，阐明了NS3
蛋白反式激活作用的部分靶基因，同时我们结合生物
信息学技术(bioinformatics)克隆了 NS3 蛋白反式激活作
用的新靶基因，即丙型肝炎病毒NS3蛋白反式激活基因
6(NS3TP6  Genank NM_025190)，为进一步研究 HCV
NS3TP6 蛋白与免疫系统的关系，我们用酵母双杂交技
术筛选白细胞中与HCV NS3TP6蛋白结合蛋白基因[36-40].
         酵母双杂交系统是近年来新发展起来的一种分析真
核细胞中蛋白 - 蛋白、蛋白 -DNA、蛋白 -RNA 相互
作用的一种有效的基因分析方法，他的产生为研究蛋
白在体内生理情况下的相互作用提供了一种新的遗传
学方法. 酵母双杂交系统通过将两个推定有相互作用的
蛋白X和Y分别融合到一酵母转录激活因子的BD和AD
上，X与Y的相互作用重构了激活因子，从而导致下游

“报告基因”的转录，产生容易探测到的表型[41-46]. 我们

使用的是酵母双杂交系统3[33]. 实验中我们在真核表达载

体 pGBK-T7 中构建 pGBKT7-HCV NS3TP6 诱饵质粒并

在酵母菌株 AH109 中表达了 HCV NS3TP6 基因，与转

化人白细胞 cDNA 文库的酵母菌株 Y187 进行配合，筛

选出与之相互作用的蛋白基因5种，其中包括人类白细

胞 CD14 抗原，人类免疫球蛋白 λ轻链，3 种人类推定

蛋白基因(AC124014，AC097504，AC023785). 人类免疫

球蛋白λ轻链的功能是识别抗原，在细胞信号传导中

起重要的作用. 人类白细胞 CD14 抗原是内毒素或脂多

糖受体(LPS)，与肝细胞和免疫细胞的凋亡和 HCV 感染
后免疫障碍有关[47-53]. Caradonna et al 研究表明LPS可特
异性地与单核 / 巨噬细胞表面受体 CD14 结合[47]，在
HCV 感染的患者内毒素血症致肝细胞损伤的过程中起
着重要的作用. Mammaev et al 研究表明 CD14 的表达与

肝细胞凋亡正相关[48]，经 α 干扰素治疗，CD14 的表

达降低. Nakamoto et al 用 CD14+ 单核细胞与 CD8+ 和

CD4+T淋巴细胞共孵育的方法[49]，得出 CD8+和CD4+T

淋巴细胞下降的结果，其研究表明CD14的表达与CD8+

和 CD4+T 淋巴细胞的凋亡有关.

        通过以上结果提供的这些线索，我们可以进行更

深入的研究，进一步弄清各种蛋白与HCV NS3TP6的相

互作用及 HCV NS3TP6 确切的作用，为寻找阻断 HCV

感染及HCC发生的有效方法探索新道路. 当然，这些结

合蛋白的发现只是研究病毒蛋白功能的一个起点，在

极其复杂的体内环境中，需要更多的实验证据来揭示

这种结合的生物学意义.
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摘要
目的: 为了证实针刺足阳明经对胃黏膜损伤的保护作用，

对表皮生长因子(EGF)、生长抑素(SS)及生长抑素受体基因

(SSR1 mRNA)表达影响，从多层次探讨经脉-脏腑相关的

特异性.

方法: 40 只家兔随机分为: A 对照组，B 胃溃疡模型组，C

足阳明胃经(胃经)组，D 足少阳胆经(胆经)组，E 足太阳

膀胱经(膀胱经)组. 乙醇灌胃造成家兔胃溃疡模型后，采用

经络刺激仪对 C － E 组分别针刺胃经、胆经、膀胱经(穴)

7 d. 治疗结束后测定以上各组胃黏膜损伤指数，用放射免

疫及RT－PCR法分别测定胃黏膜EGF、SS及SSR1 mRNA

表达.

结果: 模型组EGF含量(73.6±14.8)较正常组(91.3±14.9)

明显降低(P <0.01); 胃黏膜损伤指数(24.88 ± 6.29)、SS 含

量(2978.6±587.6)及SSR1 mRNA表达(2.56±0.25)较正常

组(8.50 ± 2.98)、 (1852.4 ± 361.7)、(1.04 ± 0.36)显著

升高(P <0.01). 胃经组 EGF(92.2 ± 6.7)、胃黏膜损伤指

数(10.88±3.23)、SS含量(1 800.2±488.1)及SSR1 mRNA

表达(1.07±0.08) 与模型组比较有显著差异(P <0.01). 但胆

经及膀胱经组与模型组比较上述指标未得到改善，与胃经

组比较有显著差异(P <0.01或0.05).

结论: 针刺足三阳经对家兔胃黏膜损伤的保护作用以胃经组

的作用最强，其机制可能是通过调整有关脑肠肽及生长抑

素受体基因表达有关. 上述结果为经脉-脏腑相关的特异性

提供了一定实验依椐.

易受乡, 阳仁达, 严洁, 常小荣, 林亚平. 针刺对胃黏膜损伤家兔表皮生长因

子、生长抑素及生长抑素受体基因表达的影响. 世界华人消化杂志  2004;

12(7):1721-1723
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0   引言

在以往的研究中发现，针刺足阳明经穴对家兔胃黏膜
损伤有明显的保护作用[1]，为进一步探讨其作用机制

及经脉作用的特异性，本研究以实验性胃溃疡家兔为
模型，比较了针刺足阳明、足少阳及足太阳等不同经
脉(穴位)对家兔胃黏膜损伤指数、相关脑肠肽及胃黏
膜生长抑素受体基因表达的影响，力求从多层次、多
水平探讨足阳明经与胃相关的规律性.

1   材料和方法

1.1 材料  TRIZOL 试剂(GZBCO BRL 公司)，逆转录试
剂盒，Tag DNA 聚合酶(Progmego 公司). 表皮生长因子
(EGF)和生长抑素(SS)放免试剂盒由北京华英放免技术
研究所提供. Eppendorf 低温冷冻离心机，Strategene
Eagle Eye Ⅱ图像分析处理系统(美国 STRATAGENE 公
司)，玄手牌经络疏通仪(中国和平经济技术咨询公司)
1.2 方法

1.2.1 实验性胃溃疡模型制备  采用乙醇造模法[2]. 动物禁
食 48 h，用无水乙醇按 2.35 mL/kg 体重剂量灌胃造模，
24 h 后恢复普通饮食，对照组用等量生理盐水灌胃.
1.2.2 动物分组及处理方法  新西兰纯种家兔 40 只，体
质量 1.5-2.5 kg，月龄 3-4 mo，雌雄兼用，由本院
实验动物中心提供. 将 40 只家兔随机分为 5 组，每组 8
只. 即A: 空白对照组(空白组); B: 胃溃疡模型组(模型组);
C: 针刺足阳明经穴组(胃经组); D: 针刺足少阳经穴组(胆
经组); E: 针刺足太阳经穴组(膀胱经组). A组采用生理盐
水灌胃，B-E 组采用无水乙醇灌胃造模，造模后 C-
E组分别针刺胃经、胆经及膀胱经各7 d. 疗程结束后各
组动物处死，摘取胃黏膜作指标检测.
1.2.3 穴位定位与针刺方法  穴位定位参照《实验针灸
学》 [3]常用实验动物的针灸穴位定位及拟人比照法[4]制
订. 足阳明经取“内庭”、“解溪”、“足三里”、“梁丘”、

“天枢”、“梁门”6 个穴位为刺激点，其他经脉均以此
为参照，选取同水平段上相应部位的穴(点)为对照刺激
点. 针刺方法: 采用玄手牌经络疏通仪行循经逐点动态刺
激法[5]. 仪器启动后进入编程状态: 选择单向运行时序，
步进速度为 0.5 s. 刺激参数选择双向脉冲、连续波，频
率 50 Hz，波宽 0.5 ms. 将仪器输出夹分别夹在沿体表
所选经脉穴位固定的6根不锈钢的针柄上，使刺激兴奋
顺序由下肢传向躯干，反复运行，输出强度控制在“2-
3”档之间. 针刺每日 1 次，每次刺激时间均为 30 min，
连续 7 d.
1.2.4 指标检测

1.2.4.1 胃黏膜损伤指数  针刺治疗 7 d 后动物处死，剖
腹取出胃，从幽门至贲门剪开胃，清洗胃内容物，依
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照 Guth 记分法[6]计算胃黏膜损伤指数.
1.2.4.2 EGF、SS 测定  胃黏膜组织匀浆后，按试剂盒
要求处理标本，采用放射免疫法检测 EGF、SS 含量.
1.2.4.3 SSR1 mRNA 表达水平测定  SSR1 mRNA 表达水
平采用 RT － PCR 法: (1)RNA 的提取与纯化: 用消毒手
术刀切取胃黏膜组织1小块，置于盛有液氮的研钵中研
磨成细粉，采用 Trizol 试剂盒，以一步法提取组织总
RNA. 电泳可见明显的 28S、18S、5S rRNA 条带，所有
样本总RNA的A260/A280比值在1.7-1.95之间. (2)逆转
录(RT)反应: 以 Oligo(dT)18 为引物(30 pmoL/L)于 65 ℃，
5 min逆转录2 µg总RNA样品中的mRNA为cDNA，20  µL
逆转录反应体系中含 20 u RNA 酶抑制剂(Promega 公
司)、0.5 mmoL/L dNTP，10 u AMV 逆转录酶及 5 × RT
缓冲液. (3)聚合酶链反应(PCR): 用下列引物(由上海博亚
公司提供)进行 PCR 反应. SSR1(生长抑素受体有 5 个亚
型，本实验只做在胃黏膜表达最强的第1个，即SSRl)有
义引物为: 5’-CAAGACGACGCCACCGTGAGCCA-3’，
反义引物为: 5’-GGGGTTGGCACAGCTGTTG-3’; 内对
照亲环素蛋白(Cyclophilin，cyc)有义引物为: 5’-CCA
TCGTGTCATCAAGGACTTCAT-3’，反义引物为:
5’-TTGCCATCCAGCCAGGAGGTCT-3’. 50 µL PCR
反应体系中含 10 × PCR 反应缓冲液 5 µL，MgCl2

1.5 moL/L，dNTP 200 µmoL/L，模板 cDNA 5 µL，特
异引物均为 0.1 mmoL/L，Taq DNA 聚合酶 3 u，石蜡
油覆盖. SSR1 和 cyc cDNA 的 PCR 反应条件为: 94 ℃预
变性 2 min;  94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延
伸 30 s，26 个循环; 经最后一次循环后于 72 ℃再延伸
5 min. (4)电泳: 取 10 µL × PCR 产物于 15 g/L 琼脂糖凝
胶中电泳，SSRl 产物为 66 bp，cyc 产物为 216 bp，经
溴乙锭染色后，紫外灯下照相，并经图像识别分析系统
进行电泳条带光密度扫描，SSR1 mRNA 的相对表达水
平用 SSR1/cyc 的比值计算.
      统计学处理  所有数据均以 mean±SD 表示，用
SPSS10.0软件进行统计学处理. 组间比较若方差齐时选
择 LSD法，方差不齐时选择 DunnettT3 法进行方差分析
和两两比较，P <0.05 具有统计学意义.

2   结果

2.1 针刺对胃黏膜损伤指数影响  模型组胃黏膜损伤指

数最高，与空白对照组比较具有显著性差异(P <0.01).

电针治疗后，胃经组与模型组比较，损伤指数明显降低

(P <0.01)，而其他各针刺组与模型组比较，无显著性

差异(P >0.05). 各电针治疗组之间比较，胃经组损伤指

数明显低于针刺足少阳、足太阳经组(P <0.01)(表 1). 说

明: 针刺足阳明经穴能显著降低实验性胃溃疡家兔胃黏

膜损伤指数.

2.2 针刺对胃黏膜EGF及SS含量的影响  空白组胃黏膜
EGF含量明显高于模型组，SS含量明显低于模型组，且
均有显著性差异(P <0.01).胃经组胃黏膜 EGF 含量明显

高于模型组及其他各针刺组，SS 含量明显低于模型
组及其他各针刺组(P <0.01 或 P <0.05)(表 2). 说明: 针
刺足阳明经穴使胃溃疡家兔胃黏膜 EGF 含量明显升
高，使 SS 含量明显降低.

表 1  各组胃黏膜损伤指数比较(mean±SD)

组别 n    胃黏膜损伤指数(记分法)

空白组 8  8.50 ± 2.98b

模型组 8 24.88 ± 6.29d

胃经组 8 10.88 ± 3.23b

胆经组 8 19.38 ± 3.66d

膀胱经组 8 24.13 ± 1.64d

bP <0.01 vs 模型组; dP <0.01 vs 胃经组.

表 2  各组胃黏膜 EGF、SS 含量比较(mean±SD)

组别 n EGF(pg/mL)         SS (mIU/mL)

空白组 8 91.3 ± 14.9b       1 852.4 ± 361.7b

模型组 8 73.6 ± 14.8d             2 978.6 ± 587.6d

胃经组 8 92.2 ± 6.7b       1 800.2 ± 488.1b

胆经组 8 74.9 ± 9.0d       2 441.0 ± 488.1ac

膀胱经组 8 65.4 ± 12.8d       2 592.7 ± 426.8d

aP <0.05, bP <0.01 vs 模型组; cP <0.05, dP <0.01 vs 胃经组.

2.3 针刺对胃黏膜 SSR1  mRNA 表达的影响  空白组胃
黏膜 SSR1 mRNA 表达强度明显低于模型组，且二者
有显著性差异(P <0.01). 比较针刺不同经脉组对胃黏膜
SSR1 mRNA 表达的影响，其减低程度依次为针刺足阳
明经组>针刺足少阳经组>针刺足太阳经组，与胃经
组比较有显著差异(P <0.05 或 P <0.01)(表 3). 说明：针
刺足阳明经穴对实验性胃溃疡家兔生长抑素受体基因
表达的抑制作用最强.

表 3  各组胃黏膜 SSR1mRNA 表达的比较(SSR1/cyc)

组别 n   mean±SD

空白组 3 1.04 ± 0.36b

模型组 3 2.56 ± 0.25d

胃经组 3 1.07 ± 0.08b

胆经组 3              1.73 ± 0.16ab

膀胱经组 3 2.39 ± 0.39d

bP <0.01 vs 模型组; aP <0.05, dP <0.01 vs 胃经组.

3   讨论

细胞保护(Cytoprotection)是指某些物质具有防止或明显
减轻有害物质对消化道上皮细胞损伤和致坏死作用的
能力，也包括拮抗溃疡作用. 本研究显示针刺足阳明
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经穴可降低胃黏膜损伤指数，说明对胃黏膜损伤具有
一定的保护作用.
        EGF 主要由唾液腺、十二指肠勃氏(Brunner)腺及胰
腺分泌[7]，具有较强的抗酸性，能抵抗胃蛋白酶、胰
蛋白酶和糜蛋白酶的破坏，抑制胃酸、胃蛋白酶分泌，
增加胃黏膜细胞黏液产生，刺激黏膜上皮细胞增生，增
加黏膜 DNA 合成，防止溃疡的形成[8-10]. 临床显示 EGF
可使胃、十二指肠溃疡愈合速度明显加快[11-13]. 本研究
发现，针刺足阳明经穴能显著升高实验性胃溃疡家兔
胃黏膜EGF的含量，且与模型组及其他各针刺组比较，
有显著性差异. 说明针刺足阳明经可能通过调整EGF促
进胃黏膜的修复.
       生长抑素是消化道中主要起抑制作用的激素，能
抑制胃肠激素的释放与活性. 生长抑素受体(SSR)广泛存
在于胃肠道及中枢神经系统中，由5个亚型组成，其中
SSR1 在胃的表达最强. SS 由这些受体介导抑制胃泌素、
组胺及胃酸的分泌，在胃酸的调节中起十分重要的作
用. SS还可抑制消化道血流及胃肠上皮细胞的增生[14-16].
SS 在溃疡病中的变化，结果报告不一[17-18]. 认为溃疡病
SS 降低的理由是溃疡病胃黏膜 SS 贮存量及释放量减
低，不足以约制胃酸，以至呈现高胃酸状态而引起溃疡;
认为SS水平升高的理由是高胃酸状态反馈性刺激所出
现的代偿机制，机体企图藉此加强对胃酸的抑制. 本研
究结果显示实验性胃溃疡家兔 SS及 SSR1 表达升高，可
能是由于代偿反馈所致.
        Konturek et al [19]发现胃黏膜 SS 可发挥生长抑制作
用，拮抗许多 EGF 等生长因子的营养作用，抑制胃
黏膜、胃肠上皮细胞增生和黏膜的愈合，因而在很大
程度上抑制了实验性大鼠溃疡的愈合. Pfeiffer et al [20]也
发现:大鼠实验性胃溃疡愈合过程中表皮生长因子受体
表达增多，而生长抑素受体表达减少，在溃疡灶部位
甚至是持久性缺乏. 本研究显示针刺足阳明经后 SS 及
SSR1 表达均较模型组低，一方面可能是由于针刺减轻
了溃疡损伤，因而代偿反馈作用减弱; 另一方面提示在
溃疡愈合过程中，SS 对细胞增生作用减弱，意味着
允许生长因子的营养性充分表现，从而促进溃疡愈
合，对修复过程中是有益的表现[21].
        本研究比较了针刺足三阳经穴对实验性胃溃疡家
兔胃黏膜损伤保护作用的强弱，结果表明针刺足阳明
经穴作用最强，足少阳经穴次之，足太阳经穴作用最
差. 说明: 足阳明经与胃关系最为密切，足少阳经次
之，足太阳经与胃的联系不密切. 这一结果与传统经络
理论及针灸临床实践相吻合，同时也再次证实了足阳
明经与胃的相关特异性.
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摘要
目的: 探讨巯基物质在急性坏死性胰腺炎(ANP)时在心肌组

织中抗氧化作用.

方法: 大鼠随机分为A组生理盐水组; B组巯基物质处理组;

C 组假手术组. 各组大鼠检测心肌组织内过氧化物歧化酶

(SOD)、丙二醛(MDA)含量; 观察光镜下胰腺组织、电镜

下心肌组织形态学改变.

结果: B 组心肌组织 SOD 含量明显低于 C 组(分别于 4、6、

12 h 的 50.3 ± 9.6、57.2 ± 9.1、62.4 ± 7.3 比 83.1 ± 8.6、

82.4 ± 9.4、82.6 ± 9.2，P <0.01)，高于 A 组(37.3 ± 5.6、

41.3 ± 7.1、44.5 ± 8.0，P <0.05); B 组心肌组织丙二醛

含量均明显高于 C 组(分别于 4、6、12 h 的 1.0 256 ±

0.0 325、0.7 956 ± 0.0 351、0.6 012 ± 0.0 415 比 0.3 171 ±

0.0 632、0.2 951 ± 0.0 265、0.3 025 ± 0.0 712，P <0.01)，

低于 A 组(1.5 126 ± 0.1 032、1.3 025 ± 0.0 856、0.9 213 ±

0.0 578，P <0.05); B 组胰腺组织及心肌组织病理改变较

A 组减轻，腹水量亦少于 A 组.

结论: ANP时心肌组织SOD减少，MDA含量增加明显; 在

ANP时外源性巯基物质可作为氧自由基清除剂在减轻心肌

组织氧化应激反应中发挥作用.

梁丕霞, 吕栋, 李瑞军. 大鼠急性坏死性胰腺炎心肌组织中巯基物质的抗氧化

作用. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1724-1725

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1724.asp

0   引言

急性坏死性胰腺炎是临床常见危重病，常伴有心、
脑、肺、肾等多器官损害，其死亡率高. 胰腺炎的发病
机制是胰蛋白酶、氧自由基、炎性递质等多因素共同参
与的，氧自由基对急性胰腺炎时胰腺细胞的损伤作用
相当重要，巯基物质做为氧自由基清除剂可保护胰腺
细胞免受氧自由基的损伤，减轻胰腺病变. 胰腺炎时心
肌细胞同样可受到损伤，但心肌损伤与氧自由基、巯
基物质有无内在联系目前研究尚少，本研究旨在探讨
巯基物质(硫普罗宁)在急性坏死性胰腺炎时，作为氧
自由基清除剂在减轻心肌组织氧化应激反应中发挥的
作用.

1   材料和方法

1.1 材料  ♂ Wistar 大鼠，质量 250-300 g，由首都医
科大学动物中心提供. 牛磺胆酸钠购自美国Sigma公司.
注射用硫普罗宁(商品名凯西莱)由新谊药业股份有限公
司生产. 低温高速离心机(3 000 r/min)、7 220 分光光度
仪、低温冰箱、恒温水浴箱、组织匀浆机由北京神经外
科研究所提供. 采用传统的Aho[1]逆行胰胆管注射诱导模
型. 实验前，大鼠禁食 12 h，自由饮水. 100 mg/L 水
合氯醛 ip 麻醉(4 mL/kg). 经上腹正中切口进入腹腔，用
微量注射泵以2.4 mL/h恒定速度逆行由胰胆管末端向胰
胆管内注射 50 g/L 牛磺胆酸钠(1 mL/kg).
1.2 方法  将 81 只大鼠随机分为 3 组，每组 27 只. A 组
急性坏死性胰腺炎生理盐水组; B组急性坏死性胰腺炎
巯基物质(硫普罗宁)处理组; C组正常对照组(假手术组).
其中 B 组在诱发 ANP 前 1 h 及 30 min，术后 30 min 硫
普罗宁(300 mg/kg)sc; A组用等量生理盐水替代. 各组动
物模型分别在诱发 ANP 后 4、6、12 h 后处死. 胰头部
分送光镜检查; 将心肌组织 1 mm3 放入 20 g/L 戊二醛固
定液中送电镜检查; 其余心肌组织取3 mm×3 mm迅速在
低温下制备成组织匀浆，用高速离心机离心10 min，取
上清液放入低温冰箱中保存(0 ℃冰箱可保存 24 h)待测
过氧化物歧化酶活力(黄嘌呤氧化酶法，单位 kNU/g)和
丙二醛(硫代巴比妥酸法，单位 umoL/g)含量.
         统计学处理  SPSS统计软件对各组数据进行统计学
处理. 各组数据结果以均数±标准差表示. 各组间及各时
间点各数据进行配对 t 检验.

2   结果

A 组胰腺组织 4 h 胰腺表面可见大小不一的出血灶，腹

腔内大量血性腹水，腺小叶结构凌乱实质中大片出血

坏死灶，间质中可见炎性细胞浸润; 6 h后胰腺表面及大

网膜表面出现皂化灶，胰腺组织病变严重，间质中可见

较多炎性细胞浸润; 12 h皂化灶增加，钙化明显， 炎性细

胞浸润进一步加重. B 组胰腺组织改变 4、6、12 h 与 A
组比较有所减轻，腹水量比 A 组少，胰腺组织病变、
腺小叶结构改变及出血坏死灶比 A 组减轻，且坏死灶

多为小灶性坏死，间质中炎性细胞浸润减少，C 组为

正常胰腺组织. 电镜下 A 组 4 h 心肌组织少量线粒体嵴

模糊，肌纤维溶解不明显; 6 h线粒体增多、变性，嵴电
子密度增高，肌纤维断裂或纤维间距增宽; 12 h 线粒体

增多，伴有肌丝断裂. B组4 h线粒体结构大致正常，肌

纤维大致正常; 6 h线粒体结构尚清晰，固缩变性少，嵴

相对增多，肌纤维间隙增宽部分溶解; 12 h 线粒体增
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生，嵴结构尚正常，肌纤维未见明显溶解; C 组正常
心肌组织结构.
2.1 心肌组织过氧化物歧化酶活力  A，B 两组于各时间
点均明显低于 C 组(P <0.01); B 组明显高于 A 组(P <0.05，
表 1).

表 1  心肌组织过氧化物歧化酶活力变化(mean±SD, k NU/g, n=27)

分组         4         6        12

A(胰腺炎) 37.3 ± 5.6b 41.3 ± 7.1b 44.5 ± 8.0b

B(凯西莱) 50.3 ± 9.6ba 57.2 ± 9.1ba 62.4 ± 7.3ba

C(对 照) 83.1 ± 8.6 82.4 ± 9.4 82.6 ± 9.2

bP <0.01, 比 C 组; aP <0.05, 比 A 组.

2.2 心肌组织丙二醛含量  A，B 两组于各时间点均明显
高于 C 组(P <0.01); B 组明显低于 A 组(P <0.05，表 2).

表 2  心肌组织丙二醛含量变化 (mean±SD, umoL/g, n=27)

分组别       4            6    12

A(胰腺炎)    1.5 126 ± 0.1 032b    1.3 025 ± 0.0 856b    0.9 213 ± 0.0 578b

B(凯西莱)    1.0 256 ± 0.0 325ba    0.7 956 ± 0.0 351ba    0.6 012 ± 0.0 415ba

C(对照)       0.3 171 ± 0.0 632      0.2 951 ± 0.0 265     0.3 025 ± 0.0 712

aP <0.05, 比 A 组; bP <0.01, 比 C 组.

3   讨论

急性胰腺炎(AP)是临床常见急症之一[2-4]，尤其是急性
出血坏死性胰腺炎(ANP)临床表现危重，死亡率高[5-6].
近年来，急性胰腺炎合并其他脏器损伤的研究[7]以及
抗氧化剂在急性胰腺炎时发挥的作用受到人们的重视[8].
        急性胰腺炎时可出现不同程度的心血管并发症，轻
者心率增快、心功能不全，重者可出现室颤、心跳
骤停、心梗等严重并发症. 急性胰腺炎时产生心肌损伤
的机制尚不完全清楚，急性胰腺炎时胰腺组织中 MDA
浓度明显升高，SOD 活性明显减低[9]，血浆中 MDA 浓
度明显升高，SOD活性明显减低，氧自由基参与了ANP
的病变，与多器官损伤的严重程度呈正相关[10]. 心肌组
织中 SOD 活性及 MDA 浓度变化报道甚少. 本研究证
实，ANP 可导致的心肌损伤，表现为心肌细胞线粒体
变性，嵴电子密度增高，肌纤维断裂或纤维间距增宽;
ANP 时心肌组织中 SOD 活性明显减低，MDA 浓度增
高. 预先给予外源巯基物质(硫普罗宁)可以使这种改变

减轻; 光镜下胰腺的病理变化及电镜下心肌组织的病理
变化均明显减轻. 巯基物质(硫普罗宁)是一种含有游离巯
基的甘氨酸衍生物，被广泛应用于各种肝脏疾病、放
化疗术后. 巯基物质是体内一种重要的氧自由基清除
剂，应用他可通过清除氧自由基来治疗急性胰腺炎[11].
本研究中可见，预先使用巯基药物的 B 组，可减轻
ANP 时胰腺组织和心肌组织的氧化应激反应，病理检
查可见胰腺和心肌组织损伤明显减轻，心肌组织中具
有特异性清除超氧阴离子自由基的 SOD 活性较 A 组增
加，氧自由基攻击肺细胞膜产生的终末产物 MDA 含量
较 A 组明显减低，细胞损伤及炎症有所减轻. 使用巯基
药物-硫普罗宁作为氧自由基清除剂可减轻胰腺和心肌
组织的损伤.
        总之，ANP 时氧自由基对胰腺细胞损伤的同时也
可导致心肌损伤，预先使用硫普罗宁，可使 ANP 时腹
水量明显减少; 保护胰腺细胞的同时保护心肌组织; 为巯
基物质在 ANP 中应用，以保护胰腺细胞的同时保护心
肌组织，预防和治疗 ANP 时合并的器官损伤建立新的
思路提供依据.
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摘要
目的: 通过对结直肠癌患者血清 p53 抗体的检测，分析其

与临床病理特征的关系，探讨其作为一种新的肿瘤标志物

的临床意义.

方法: 选择 2002-04/2003-01 手术治疗的结直肠腺癌患者

132例和同期非肿瘤患者36例为研究对象. 用ELISA法定

性检测血清 p53 抗体.

结果: 结直肠癌组中 53 例(40.2%)血清 p53 抗体阳性，而

对照组仅1例(2.9%)阳性. 血清p53抗体与患者的性别，年

龄，肿瘤位置及大小无关，其阳性率在高分化腺癌为17%，

中分化腺癌为 42%，低分化腺癌为 64% (P =0.0007). 肝脏

转移患者的血清 p53 抗体阳性率显著高于无肝转移患者

(75% vs 37%，P =0.0098). 发生淋巴结转移的患者，血

清p53抗体阳性率为52%，而没有淋巴结转移患者的阳性

率为 33%(P =0.0261). 在不同的 Dukes 分期中，血清 p53

抗体的阳性率分别为 A 期 14%，B 期 30%，C 期 44%，

D 期 78%(P =0.0013).

结论: 血清p53抗体可以反映结直肠癌的恶性生物学行为，

有助于临床判定病情，监测疗效.
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体检测的意义. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1726-1727
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0   引言

结直肠癌发生 P53 基因突变者 60-70%，而且突变频
率与肿瘤的恶性生物学行为相关. 血清 p53 抗体与 p53
基因突变显著相关，从而开辟了检测p53基因突变的新
途径[1 - 3]. 而且血清学检测p53抗体这一方法还具有取材
方便，性质稳定，操作简便的优点，更受到众多学者的
瞩目. 我们通过对结直肠癌患者血清 p53抗体的定性检
测，分析其与临床病理特征的关系，探讨其作为一种新
的肿瘤标志物的临床意义.

1   材料和方法

1.1 材料  2002-04/2003-01 手术治疗结直肠腺癌患者
132 例和同期非肿瘤患者 36 例. 结直肠癌组平均年龄

64.8(32-87)岁，男 74 例，女 58 例. 右半结肠癌 43 例，
左半结肠癌 33 例，直肠癌 56 例. 所有病例术前未采取
化疗和 / 或放疗，术后经病理组织学检查证实诊断. 其
中高分化腺癌 35 例，中分化腺癌 69 例，低分化腺癌
28 例. Dukes A 期 7 例，B 期 64 例，C 期 43 例，D 期
18 例. 对照组平均年龄 65.3(33-75)岁，男 19 例，女
17 例. 急性阑尾炎 9 例，腹股沟疝 11 例，腹部闭和伤
7 例，单纯性下肢静脉曲张 3 例，混合痔 6 例.
1.2 方法  术前 1 h 采取外周静脉血 10 mL，室温静置
30 min，4 ℃下 1 500 r/min 离心 10 min，取上清放置
-80 ℃冰箱保存备用. 血清 p53 抗体 ELISA 试剂盒为德
国 Dianova 公司生产(购于 Cosmobio 公司)，严格按照说
明书的要求操作. p53抗体效价指数(titre index)大于10%
为阳性.
        统计学处理  计量指标用t检验，计数指标用mean±SD
检验. 所有统计分析用Statview version 5.0.1 (SAS institute
Inc 产品) 统计软件处理，P <0.05 为差异有显著性.

2   结果

2.1 血清 p53 抗体阳性率  在 132 例结直肠癌患者中 53
例(40.2%)血清 p53 抗体呈阳性，而对照组仅 1 例(2.9%)
阳性，两组间有显著的差异(P <0.0 001).
2.2 p53抗体与结直肠癌临床病理特征  血清p53抗体的
出现与结直肠癌患者的年龄，性别及肿瘤的大小、位
置、大体形态无关，而与肿瘤的分化程度，有无肝脏转
移或淋巴结转移及 Dukes 分期有关(表 1). 血清 p53 抗体
的阳性率在高分化腺癌为17%，中分化腺癌为42%，低
分化腺癌为 64%(P =0.0007). 在发生肝脏转移的患者，
血清p53抗体的阳性率为75%，而没有肝脏转移的患者
中阳性率为37%，统计学显示有显著差异(P =0.0 098). 在
淋巴结转移的患者，血清 p53 抗体的阳性率为 52%，而
在没有淋巴结转移的患者中阳性率为33%(P =0.0 261). 在
不同的 Dukes 分期中，血清 p53 抗体的阳性率分别为
A 期 14%，B 期 30%，C 期 44%，D 期 78%，差异
有显著性(P =0.0 013).

表 1  结直肠癌血清 p53 抗体与临床病理特征

p53 抗体阴性     p53 抗体阳性          阳性率

n = 79 (59.8%) n =53(40.2%)

年龄 (岁) 64.3 ± 10.3 65.5 ± 9.2

男        42        32 43%

女        37        21 36%

肿瘤大小 (mm) 43.4 ± 10.4 44.3 ± 11.8

肿块型       14        11 44%
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溃疡型       48        23 32%

浸润型       17        19 53%

右半结肠       27        16 37%

左半结肠       20        13 39%

直肠       32        24 43%

高分化腺癌       29           6 17%

中分化腺癌       40        29 42%b

低分化腺癌       10        18 64%

肝脏转移 阴性       76        44 37%

肝脏转移 阳性          3           9 75%b

淋巴结转移 阴性       54        26 33%

淋巴结转移 阳性       25        27 52%a

Dukes A 期          6           1 14%

B 期       45        19 30%

C 期       24        19 44%b

D 期          4        14 78%

aP <0.05, bP <0.01.

3   讨论

血清p53抗体是突变型p53蛋白激发人体免疫系统产生
的免疫反应产物. 由于p53基因错义突变而产生的突变
型 p53 蛋白半衰期明显延长，导致其在细胞内蓄积，
机体对这一非正常蛋白的免疫耐受丧失，而产生p53抗
体. 此外，人们发现血清 p53 抗体的产生还依赖于突变
型 p53 蛋白与热休克蛋白 70 家族成员(HSP70)的结合.
P53/HSP70复合物可作为靶抗原激发机体的自身免疫应
答，产生 p53 抗体. p53 抗体多数属于 IgG，少数属于
IgM. 而且理化性质非常稳定，在 -80 ℃长期保存，对
抗体活性几乎无影响. 这一良好的特性使其便于临床应
用. 血清 p53 抗体的阳性率在结直肠癌患者中为 23-
68%[4-7]，在健康人群为 1-4%[5, 7-8]. 我们研究显示血清
p53 抗体在结直肠癌中的阳性率为 40.2%，在对照组的
非肿瘤患者中为2.9%. 这一结果充分说明血清p53抗体
和结直肠癌有显著的相关性，可以作为诊断的辅助指
标之一.
       血清 p53 抗体的阳性率在肿瘤细胞组织分化程度
低、伴有肝脏转移或淋巴结转移的患者中显著升高，并
且与 Dukes 分期的进展成正相关. 我们发现血清 p53 抗
体在结直肠癌 Dukes分期的各个阶段均可出现. 其中在
A 期的阳性率为 14%，B 期的阳性率为 30%，并且随
分期的进展，阳性率呈升高趋势. 这说明血清 p53 抗体
的出现是结直肠癌的一种不良生物学特征，表明肿瘤
具有更大的恶性度和侵袭性. Houbiers et al [9]也认为血清

p53 抗体与肿瘤细胞分化程度，肿瘤形态，侵袭血管
等恶性生物学行为有关. Kressner et al [10]认为血清p53抗
体是独立的预后因素，术前血清p53抗体水平升高的患
者生存期明显缩短. 因此我们主张对于术前血清p53 抗
体阳性的患者，应在手术切除后采取辅助性治疗来改
善预后.
       总之，我们认为血清p53抗体可以反应结直肠癌的
恶性生物学特征，从而有助于临床判定病情，指导治
疗，监测疗效. 相信随着对其研究的不断深入，血清
p53 抗体的应用将会有更广阔的前景.
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摘要
目的:  研究老年胃癌术前活检标本血管内皮生长因子(VEGF)

表达和术后淋巴结微转移的检测与老年胃癌预后的关系.

方法: 采用免疫组化法检测了92例老年胃癌VEGF和67例

pN0胃癌淋巴结微转移的表达情况，并分析他们与胃癌临

床病理因素的关系及对预后的影响.

结果: VEGF蛋白阳性表达率为66.7%，淋巴结微转移阳性

率为 37.3%，且二者表达呈正相关(P <0.05).VEGF 蛋白表

达水平与肿瘤大小、组织分化程度、浸润深度、血管癌栓、

淋巴结转移及TNM分期密切相关(P <0.01)，淋巴结微转移

与组织分化程度、浸润深度、TNM分期呈正相关(P <0.01).

VEGF、淋巴结微转移的表达和胃癌预后呈负相关(P <0.01).

结论: VEGF表达和淋巴结微转移呈正相关，二者与胃癌生

长、浸润转移关系密切，可作为估计老年胃癌预后的重要

因素.

栾复新, 王孟薇, 于国, 吕亚莉, 钟梅. 血管内皮生长因子和淋巴结微转移检测
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http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1728.asp

0   引言

胃癌淋巴结微转移(lymph node micrometastasis， LNM)是
指常规 HE 染色未检测出的胃周淋巴结转移，可能是导
致胃癌术后复发和转移的主要原因. 新近研究表明许多
肿瘤存在新生淋巴管机制，血管内皮生长因子(VEGF)是
重要的促淋巴管生成因子，与胃癌淋巴结转移和预后
密切相关. 据此，我们检测了老年胃癌 VEGF 和 LNM
表达情况，以探讨二者之间关系及对老年胃癌预后的
影响.

1   材料和方法

1.1 材料  收集我院南楼 1984/2002 年手术切除的老年
胃癌术前活检标本 92 例，早期胃癌 50 例，进展期胃癌
42 例. 其中男 87 例，女 5 例，60-69 岁 38 例，70-
79 岁 46 例，>80 岁 8 例，平均(70.8 ± 7.0 岁). 术后根据
1997 年国际抗癌联盟和美国癌症联合会修订标准，进
行临床分期，同时选择 pNO 67 例(早癌 46 例，进展

期癌21例)患者所切除的423枚淋巴结作为LNM检测标
本，随访时间14-210 mo，所有病例已除外死于心脏病、
肺炎或合并有其他肿瘤.另取慢性萎缩性胃炎30例作为
对照.
1.2 方法  选择 92 例胃癌活检标本及 67 例阴性淋巴结
石蜡包埋块，进行 4 µm 连续切片，用抗 VEGF 单抗
(中山公司，工作浓度 1∶50)进行 VEGF 染色. 用抗
CK20 单抗(中山公司，工作浓度 1∶100)进行微转移检
测. 本实验采用免疫组化二步法. 免疫组化染色法结果判
定: VEGF 以细胞质上出现棕黄色颗粒为阳性细胞，高
倍镜下观察4个不同视野并计数200个癌细胞，按阳性
细胞所占的百分率分为三级，阳性细胞<10% 为(-)，阳
性细胞 10-50% 为(+)，>50% 为(++). CK-20 表达产物呈
棕黄色颗粒，定位于细胞质或细胞膜上，多位于淋巴结
包膜下间隙或淋巴窦内，有时呈单个散在和2-3个及数
个聚集成小团状癌细胞.

        统计学处理  使用 Excel2000 建立数据库，Stata7.0

进行统计分析，有序变量采用非参数 Wilcoxon 秩和检

验，分类变量采用 Person χ2 和 McNemar 检验，生存曲

线采用 Kaplan-meier 估计法分析.

2   结果

2.1 VEGF、LNM 在胃癌组织中表达  VEGF 在进展期
癌、早癌、慢性萎缩性胃炎表达的阳性率分别为 80%、
56%、16.7%，三者均有显著性差异(P <0.01). 67 例胃
癌(pN0)中，有淋巴微转移者 35 例(37.3%)，423 枚阴性
淋巴结中共检出微转移淋巴结 34 枚(8%)，其中 46 例早
癌 238 枚淋巴结检出 12 例(26.1%)、14 枚(6%)，21 例进
展期癌 185 枚淋巴结检出 13 例(61.9%)，20 枚(10%).
2.2 VEGF、LNM 的表达与临床病理因素关系  VEGF、
LNM 表达与组织分化程度、浸润深度、TNM 分期呈
正相关(P <0.01)，二者的表达均与年龄、肿瘤部位无
关，(表 1).

2.3 VEGF、LNM 表达与胃癌预后  1984/2002 年 19 a 间

手术切除胃癌 92 例，死亡 21 例. VEGF 阴性 30 例，死

亡2例，VEGF 阳性(+)表达35例，死亡6例，强阳性(++)

表达 27 例，死亡 13 例，差别有显著意义(P =0.006). 根

据 Kaplan-meier 曲线估计，VEGF 阳性组 5 a、10 a 生

存率分别为 68.3%、37.5%，明显低于 VEGF 阴性组的

100%、87.7%(P <0.01). PN0 67 例胃癌中，19 a 死亡

6 例. 淋巴结微转移阴性者无 1 例死亡，淋巴结微转移
阳性者死亡 6 例，差异有显著性(P =0.0 009). 根据
Kaplan-meier 曲线估计，微转移阳性者 5 a、10 a 生



ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 7 月 15 日  第 12 卷  第 7 期                               1729

存率分别为 91.6% 、42.6%，而微转移阴性者 5 a、10 a
生存率为 100%、100%，差异有显著性(P <0.01).
2.4 VEGF、LNM 相关性分析  VEGF 蛋白表达水平与
LNM 的检测结果呈高度正相关(一致性 χ2=5.33，P =0.02).

3   讨论

胃癌的浸润和转移是造成胃癌死亡的主要原因，而血
管生成则是恶性肿瘤生长和转移的基础，VEGF是调控
血管生成的主要因素. 研究表明，血清 VEGF 高表达与
胃癌侵袭和转移有关[1-2]，术前活检标本和术后大体标
本VEGF检测是胃癌术后复发有用指标[3-4]. Minato et al [5]

检测了 35 例老年(平均 72 岁)和 35 例中青年(平均 52 岁)
VEGF表达情况.结果发现VEGF表达在老年组与浆膜外
浸、远处转移等临床病理因素密切相关，而在中青年
组 VEGF 表达与临床病理因素无关，因而认为 VEGF
是与年龄有关的一种促血管生成因子，对判断老年胃
癌预后有重要意义.本研究发现 VEGF 可在慢性萎缩性
胃炎中表达，但一般水平较低，在老年早癌表达率为

56%，随着胃癌临床分期递增而呈明显上调表达，进
展期癌阳性率高达 80%. VEGF 在老年胃癌中高表达，
与老年人缺血、缺氧，从而触发了大量的VEGF分泌有
关[5]. 我们同时发现VEGF阳性表达与胃癌淋巴结转移、
血管癌栓呈正相关，总体生存率也低于 VEGF 阴性组，
提示 VEGF 可通过促进新生血管形成，刺激细胞外基
质降解而使胃癌组织呈侵袭性生长，从而继发局部浸
润和远处转移，VEGF高表达是老年胃癌预后不良的有
用指标.VEGF 结合 p53、bFGF、NO 等表达，可更准
确的判断胃癌预后[6-7].

       淋巴结转移是胃癌患者重要的预后因素之一，常

规病理检查易发生遗漏，连续病理切片可提高微转移

的检出率，由于连续切片工作量大，在临床上很难推广

应用，免疫组化 CK 法可提高淋巴结微转移的检出率.
Fukagawa et al [8]采用免疫组化CK法检测了107例T2N0M0

胃癌 4 484 枚淋巴结，结果 35.3% 的患者、1.94% 的
淋巴结有微转移. Kikuchi et al [9]报道阳性率更高，常
规检查未发现淋巴结转移的 T2N0，T3 T4 N0 期患者，免

表 1  VEGF、淋巴结微转移与临床病理因素关系

         VEGF          淋巴结微转移

临床病理因素 P P

- + ++ - +

年龄

≤ 69 16 12 10 >0.05 17 10 >0.05

＞ 70 14 23 17 25 15

肿瘤大小

≤ 5 29 27 15 <0.01 40 22 >0.05

＞ 5   1   8 12   2   3

组织分化

癌变   5   1   0 <0.01   5   1 <0.01

高分化 12   9   1 19   2

中分化   3   6   7   8   4

低分化 10 19 19 10 18

浸润深度

黏膜 18 11   2 <0.01 26   4 <0.01

黏膜下   4 11   4   9   7

肌层   5   3   2   6   4

浆膜   1   2   3   1   1

全层   2   8 16   2   7

血管癌栓

无 30 33 18 <0.01 42 24 >0.05

有   0   3   8   0   1

TNM 分期

O 14 10   1 <0.01 22   2 <0.01

Ⅰ 11 14   5 14 15

Ⅱ   3   3   0   4   2

Ⅲ   2   4   2   2   5

Ⅳ   0   4 19   0   1
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疫组化发现淋巴结微转移高达 33.3%、75%. 我们资料
表明，患者微转移率为 37.3%，淋巴结微转移率为
8%，与国外报道相仿. 我们观察到淋巴结微转移位于
淋巴结包膜下窦，而且与淋巴管侵犯密切相关，提示
微转移可能是胃癌淋巴结转移进程中早期事件.通常认
为淋巴结转移与肿瘤侵犯深度有关，本组资料表明微
转移也符合这个规律，随着癌肿向深部侵犯时微转移
的发生大幅度提高. 低分化腺癌、印戒细胞癌的淋巴结
微转移的阳性率也高，说明了弥漫性胃癌患者更易发
生淋巴结微转移，与国内外报道相似[10-11]. 目前对于恶
性肿瘤淋巴结微转移的临床意义仍有不同看法，Lee et
al [12]报道，淋巴结微转移的 5 a 生存率为 49%，无淋
巴结微转移者为 76%(P <0.01)，是预后的一项独立因
素.Yasuda et al [13]报道预后与淋巴结微转移数目有关，
T2T0，T3N0 期 64 例胃癌检测表明，有淋巴结微转移 5 a
生存率 66%，无转移者为 95%(P <0.01)，微转移淋巴
结 4 个以上时，5 a 生存率明显降至 29%(P <0.01). 我
们资料也支持淋巴结微转移与患者预后密切相关，有
微转移的患者肿瘤易复发，10 a 生存率仅为 42.6%，
而无微转移的患者 10 a 生存率为 100%. 有微转移的患
者预后差，其原因可能在手术时就有微转移的发生，
而常规检查不能发现，导致术后复发.
   新近研究表明许多肿瘤存在新生淋巴管机制，
VEGF-3 分布于淋巴内皮表面，可调节肿瘤淋巴管生
成，胃癌细胞表达的VEGF-3对癌细胞向淋巴结转移起
了促进作用[14-15]. 我们资料表明，VEGF 表达与淋巴结
微转移密切相关，表达有明显一致性，也证实了上述
观点.因此，活检标本 VEGF 检测可在术前预测淋巴结
微转移，VEGF 阳性患者在术中要尽可能寻找更多淋
巴结，这样有可能减少老年胃癌的复发率.术后淋巴结
微转移检测，提高了诊断胃癌淋巴结转移的准确性，
使得该疾病的临床病理分期及预后的评价更具科学性，
同时也为术后的辅助治疗提供依据，由于淋巴结的癌
转移灶对化疗药物敏感，对检出淋巴结微转移的病例，
术后应积极给予化疗等措施以降低肿瘤复发率.
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摘要

目的: 分析胃癌组织中 DNA 甲基化酶 Dnmt1 和 hMSH2 表

达情况的相关性及与肿瘤生物学行为之间的关系.

方法: 以 real-time RT PCR法检测 28 例胃癌组织中 Dnmt1

和 hMSH2 mRNA 的 表 达 亚硫酸氢钠变性后测序分析

hMSH2启动子区甲基化状态.

结果: 在28例胃癌组织中有9例(32%)DNMT1 mRNA的高

表 达 10 例 hMSH2(35.7 )的 低 表 达 在 hMSH2 低表达

的胃癌组织中有2例存在DNA启动子区的高甲基化. 两个

基因mRNA的表达与胃癌生物学行为包括肿瘤大小淋巴

结 转 移 组织学类型均无明显相关性.

结论: 胃癌组织中存在Dnmt1的 高 表 达DNA甲基化在一

定程度上参与了hMSH2基因表达的缺失.

程中华, 房静远, 杨丽, 陈萦, 陆嵘, 朱红音, 顾伟齐, 陈晓宇, 彭延申, 施尧.

hMSH2 在胃癌组织中的表达及其与 DNA 甲基化之间的关系. 世界华人消化

杂志  2004;12(7):1731-1733
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0   引言

肿瘤组织多有 DNA 甲基化的紊乱. DNA 甲基化由 DNA

甲基化酶(DNA methylatransferase Dnmt)催 化 他能

将甲基供体提供的甲基集团转移至胞嘧啶5位碳上形成

5- 甲基胞嘧啶.DNA 甲基化酶包括参与甲基化的形成

(Dnmt3a 和Dnmt3b的主要作用)和维持(主要是Dnmt1)两

类酶. 人类 DNA 错配修复系统(mismatch repair system

MMR)是由一系列特异性修复DNA碱基错配的酶分子组

成 此系统的存在能避免遗传物质产生突变保证DNA

复制的高保真度. hMSH2是目前研究较广泛的DNA错配

修 复 基 因 他的失活可导致 DNA 错配修复能力的降

低 引起微卫星不稳定性(microsatellite instability

MSI) 可使癌基因激活或抑癌基因失活诱发细胞癌

变[1]. 现 已 发 现 癌发生过程中导致错配修复基因失活

的另一方式为 DNA 甲 基 化 的 改 变 这种改变常伴有错

配修复基因表达的丢失[2-3]. 目前对于hMSH2启动子甲基

化情况的研究还较少. 我们研究了胃癌组织中DNA甲基

化酶 Dnmt1 和 hMSH2 表达情况的相关性及与肿瘤生物

学行为之间的关系并进一步分析了 hMSH2 启动子区

的甲基化状态.

1   材料和方法

1.1 材料  2001-05/2002-07 组织学确诊为胃癌的手术

患者 28 例 临 床 资 料 完 整术前均未进行任何抗肿瘤

治疗. 癌组织取自肿块中央非坏死部分癌旁组织取自

距癌灶边缘 5 cm 以 内 的 黏 膜 组 织正常组织取自距肿

块 10 cm 以上的正常黏膜组织. 所有标本均经本院两位

高年资病理科医生证实. 患者平均年龄 58.4 岁. 行胃癌

根治术 27 例 姑息性胃大部切除术 1 例. 病理类型: 溃

疡性腺癌6例 浸润溃疡 15 例 弥漫浸润腺癌 7 例. 临

床分期: 期 2 例 - 期 26例. 淋巴结转移: 21 例

存 在淋巴结转 移 7 例不存在.

1.2 方法  RNA 的提取和 cDNA 的合成见文献[4]. 定量

PCR检测Dnmt hMSH2 的表达方法见文献[4]. 具体引

物和探针见表 1. hMSH2 DNA亚硫酸氢钠变性后测序.

DNA 经亚硫酸氢盐修饰能够使没有甲基化的胞嘧啶转

变 为尿嘧 啶后者在PCR扩增中以胸腺嘧啶形式扩增

而原有甲基化的胞嘧啶则保持胞嘧啶不变.处理步骤: 取

5 µg DNA加 NaOH 至终浓度为 0.2 moL/L 37 变性

10 min. 向变性 DNA中加入新鲜配置的 10 mmoL/L的氰

醌 30 ul 及 3 moL/L的亚硫酸氢钠(pH=5) 520 ul 加入

矿物油 200 ul. 样品于 50 孵育 16 min. 修饰后的 DNA

根据说明书用Wizerd DNA纯化树脂(Promega)纯 化 用

50 ul水洗脱.加 5.5 ul 3 moL/L NaOH 至洗脱液室温放

置 5 min. 加 17 uL 10 moL/L的醋酸胺 1 uL的糖原及

500 uL的 950 mL/L冰冷乙醇过夜.14 000 r/min 4 

离心 30 min 以 700 mL/L 乙醇洗沉淀物. 真空干燥

加 20 uL水稀释.处理后的 DNA 行潮式 PCR 基因 bank

号 AB006445 引物序列循环 1 为: 正义 5 -TGT TTA

GAA AGA AAA AGG GA-3 ; 反义 5 -AAA CCT CCT

CAC CTC CT-3 . 循环 2 为: 正义 5 -AAA TAT TGG

GAG GAG GAG GA-3 ; 反义 5 -ACC CAC TAA ACT

ATT TCC CA-3 . 产物片断 357 bp 位于第一外显子

上游启动子 -32 -388. 两次PCR反应体系均为: 3 µL
MgCl2 (25 mmoL/L) 2 µL dNTP(2.5 mmoL/L) 10 pmoL上

下游引 物模板2 uL. 产物送上海申友生物科技公司测序.

       统计学处理  t检 验 χ2检 验 相关分析法.

2   结果

2.1 Dnmt1 与 hMSH2 mRNA 的表达  定量RT-PCR反



1732                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 7 月 15 日  第 12 卷  第 7 期

应 良 好 扩增符合要求. 28 例胃癌组织中有 9例(32%)

Dnmt1 高 表 达 10 例(36%)不同程度的低表达; 癌组织

平均 Dnmt1 为 5.08 10.11 明显高于正常组织均值 1

(P =0.04). hMSH2 10 例(35.7 )低 表 达 3 例(10.7 )高表

达 其余无明显变化.癌组织平均 hMSH2 为 1.86 3.01

与正常组织无明显差异(P =0.14). 在 mRNA 表达水平

上 Dnmt1 与 hMSH2无显著相关性(P =0.53).

2.2 hMSH2 亚硫酸氢钠测序  将 10 例 hMSH2 mRNA 低

表达的样品DNA 进 行测序分析其启动子区甲基化情

况. 用亚硫酸氢钠测序法可以检测到其中2例存在癌组

织DNA启动子区的高甲基化.测序结果见图1. 正常组织

中单链DNA CpG中的未甲基化的胞嘧啶已被亚硫酸氢

钠脱氨基而变成 U U经 PCR扩增后被T代替; 反 之

在癌和癌旁组织相应的甲基化序列中CpG二核苷酸

中的胞嘧啶保持不变说明他们因甲基化而未被亚硫

酸氢盐修饰而CpG二核苷酸以外的胞嘧啶由于未被

甲 基 化 都变成 T(U).

2.3 Dnmt1 hmsh2 与肿瘤生物学行为的关系  不但如

我们前文所述[4]Dnmt1转录水平与胃癌生物学行为不明

确 关 系且 hMSH2 基因 mRNA 表 达 与 肿 瘤 大小淋巴

结 转 移 组织学类型均无明显相关性.

3   讨论

基因不稳在胃癌的发生中起重要作用.这种基因不稳可

以分为二种不同的形式即染色体不稳和微卫星不稳.

hMLH1 和 hMSH2 是错配修复基因系统中最重要的成

员.胃癌 hMLH1 突变均发生在 MSI阳性 的 癌 组 织但

相当一部分 MSI 阳性胃癌组织并未发现 hMLH1 和

hMSH2 基 因 的 突 变 因此可能有其他机制参与了这种

缺陷. 目前认为肿瘤发生过程中导致hMLH1失活的另一

重要方式为 D N A 甲 基 化 的 改 变 这种改变可引起

hMLH1表达的丢失[5]. Dnmt1是体内最重要的DNA甲基化

酶 他能维持 DNA 的甲基化修饰. 在 癌 细 胞 中 Dnmt1

基因表达升高往往先于高甲基化改变一般认为 Dnmt1

活性升高是癌组织的一个具有特征的早期分子改变. 很多

肿瘤组织存在着不同程度的 Dnmt1 高表达[6-7]. 但目前对

于DNA甲基化是否能引起hMSH2表达缺失仍有异议[8-9].

        我们发现32的 胃 癌 组 织 存 在Dnmt1的 高 表 达癌

区 Dnmt1 的表达均值显著高于正常黏膜区(P =0.04);

Dnmt1的 表 达 与 肿 瘤 大小淋巴结转 移组织学类型均

无明显相关性. 这一结果与日本学者得到的结论相近[10].

同 时我们还发现胃癌组织中的Dnmt1高表达以及DNA

甲基化在一定程度上参与了hMSH2基因表达的缺失. 我

们同时发现这两例存在hMSH2 癌组织启动子高甲基化

的病例其Dnmt1 在 mRNA 的表达上并无明显变化我

们猜测Dnmt1可能通过影响hMLH1而非hMSH2的甲基

化 状 态从而导致微卫星不稳定并进一步参与了肿瘤

的进程. 在本次实验中我们没有观察到Dnmt1和hMSH2

与肿瘤各种生物学行为之间有相关性. 我们拟进一步研

究 DNA 甲基化与微卫星不稳定之间的关系.
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摘要

目的: 建立和完善大鼠胃壁细胞分离和纯化的方法.

方法: 采用 Pronase-EDTA 酶 消 化 法 脱 颈 椎 处 死 大 鼠

取胃制作翻转胃袋并注入消化酶溶液.  通过三步即消化-分

散-纯化来完成大鼠胃壁细胞的游离和收集过程.

结果: 即时分离细胞经 HE 染色鉴别纯度达到 70% 活度

经台盼兰排除实验鉴定可达到 90% 以 上 在 0-4 环境

下 22 h 后细胞活度仍可达 70-80% 左右.

结论: 严格控制分离细胞操作的条件可获得较为稳定的

实 验 结 果 包括细胞的活度和纯度.

李燕舞, 王建华, 王汝俊. 大鼠胃壁细胞的分离及纯化. 世界华人消化杂志
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0   引言

壁细胞是胃底腺干细胞分化的一种终末细胞主要功

能 是 分泌胃酸在 一些种属包 括 人猴 子 兔 猫 豚

鼠 牛 等 壁细 胞 还 有 分泌内 因 子 的 作 用 这对于

维生素B12 的吸收必不 可 少但对 于 大鼠和小鼠壁

细胞的功能只有泌酸[1]. 由于许多消化系疾病均与胃酸分

泌 有 关 故对胃黏膜及壁细胞的研究必不可少.  国外

1970年代就建立了分离壁细胞的方法[1]. 近年国内李晓波

et al [2]建立了兔胃壁细胞的分离方法我室聂克 et al [3]

根据Lewin的方法略加改善建立了大鼠胃壁细胞的分离

方法.  由于壁细胞的分离较难操作 过 程 较 为 复杂因

此分离细胞的活率和纯度也存在较大差异我们在此

基础上对该法进一步摸索有几点体会.

1   大鼠胃壁细胞的分离方法

1.1 材料  实验动物采用 SD普通级大鼠雌雄均 可

2 0 0 - 2 5 0  g 实验前不予禁食 .  基础营养液包括:

NaH2PO4 Na2HPO4 NaHCO3 NaCl KCl HEPES

Glucose.  A液: 基础液 +BSA+EDTA B 液: 基础液

+BSA+CaCl2+MgCl2 C液: B液 +DTT 消化液: A液

+pronase.  其中 A液中 BSA 的含量由 20 g/L减至 10 g/L

细胞分离的数量和活率未见明显变化.  HEPES配制时应

单独溶解为无色溶液,若颜色变黄时会影响细胞分离

结果.  DTT在临用前加入,所用各种营养液均用NaOH调

整 pH值7.0-7.5 酶的用量应控制在 1 g/L EDTA 用量

为 2 mmoL/L.

1.2 胃袋  脱颈椎处死 动 物剖开腹腔 结扎贲门和

幽 门将取出的胃放入冰冷的生理盐水中冲洗表面由

胃底剪开一口用玻璃棒将胃翻转后再置冰冷生理盐

水中洗涤胃内容物及黏液在胃盲囊与胃体交界处结

扎 切 口 由胃窦部进针(4号)注入消化液至胃袋充满为

止.  若胃袋出现充血溃 疡胃内容物变稀等异常状况

则对胃壁细胞的分离结果有很大影响.
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1.3 消化  消化液注入胃袋应小心操作若出现漏液则

影响细胞的活率.  胃袋放入A液 内 37 水浴振荡(100

次 /min) 并通入950 mL/L O2 和 50 mL/L CO2 此时胃

袋内层即浆膜面处于消化液(pronase-EDTA)的 作 用外

层即黏膜面处于 A液(EDTA+BSA)中 既保证消化酶的

分离作用又避免了直接作用对胃黏膜细胞的损伤.  消化

时间为 90 min 整个消化过程分为 3 步 每步 30 min

更换新鲜A液后重复 进 行每次换液须预先 37 温浴

并 通 气 以保证细胞分离过程始终处于一个较为恒定

的环境.

1.4 分散  是指胃黏膜细胞由胃袋组织游离下来的过程.

此过程主要由2步组成: 一 是磁力搅拌二是低速离心.

搅拌的目的是将消化过程中胃黏膜层松散的细胞从组

织 上游离下来离心的目的则是集中收集细胞.  搅拌

时胃袋处于B液 中 B液较 A液多了Ca2+ 和 Mg2+离 子

使分离下来的细胞所处的环境更加接近生理条件.  搅拌

时间以 50 min 为 宜 且每 10 min更换一次B液 更换

前B液同样需要预先温浴和通气.  搅拌的速度要缓慢轻

柔 以胃袋刚好可以在B液中 自 由旋转 为宜每次搅拌

后 混有细胞及组织残渣的B液要经200目尼龙滤膜过

滤 然后离心 离心速度控制 900-1 000 r/min 离

心 5 min 细胞可沉于管底用 C液混悬后收集 因 C液

中含有分散细胞的DTT 且离心速度 低细胞易于吹打

分 散团块较少.  每次收集的细胞混悬液要放入0-4 

环境保 存 此温度对细胞形态损伤较小.

1.5 细胞活率  即时分离的 细 胞 特别是应用消化 酶

最大的一个缺点就是对细胞的损伤通过翻转胃袋及

消化酶用量和细胞保护剂 BSA 用量的控制 分离细胞

的 活率大 有 提 高 可以达到90%以上(台盼蓝染色实

验) 但随着时间 的延长细胞的死亡率迅速增加.  室温

操作大约2 h后细胞活率降为50%以 下这很不利于对

细胞形态及功能的进一步检测.  为了对细胞活率的改

善 有报道对分离胃壁细胞进行原代培养[4] 在整个

过程 中 壁细胞每日的死亡率为 5-10% 但因本室

条件限制 分离过程无法保证无菌操作细胞培养难

以实现.  设想将分离细胞混悬于 F12/DMEM培养基(加

胰岛 素 转 铁 蛋 白 抗 生 素 葡 萄 糖 牛血清白

蛋白) 在 37 恒温开放环境中并通入 50 mL/L CO2

过夜观察细胞活率的变化 发现分离 2 h后细胞活率

可保持 80%左 右 但 14 h后只有个别细胞存活.  考虑

是因为 37 及培养基适宜细菌繁殖对细胞的影响

很大.  而 0-4 环境对 细 胞损伤小且不利于细菌生

长 故将细胞混悬液放入 0-4 冰 箱 结果发现 2 h

后活率大于 80% 22 h后活率为 70% 44 h后活率为

40-50% 细胞死亡速度明显减慢.  后又观察将分离细

胞混悬于 C营养液中 0-4 保 存 细胞的活率 22 h后

仍可达到70-80% 这对于进行即时分离细胞的进一步

功能检测无疑是非常有利的.

2   大鼠胃壁细胞的纯化方法

由于分离出的胃黏膜细胞包括主细胞壁 细 胞 黏液

细胞及少数内分泌细胞而胃壁细胞只占总体细胞的

20-30% 为得到较高纯度的壁细胞用于实验研究是

一个必须解决的问题.  李晓波曾用淘洗及离心的方法可

获得较高纯度的兔胃壁细胞 [2 ] 但由于仪器设备及

兔 鼠所分离胃黏膜细胞数量多少的差异淘洗方法

难以实施.  Percoll 作为一种细胞分离液具有对细胞

损伤小的 特点且易于从细胞表面洗脱,可用于对大鼠

胃壁细胞的纯化分离.  我室采用400 g/L 600 g/L Percoll

非连续密度梯度离心法,可得到较稳定的70%左右纯度

的壁细胞.

2.1 Percoll 的配制  用生理盐水或 0.25 moL/L蔗糖配制,

可保证细胞处于等渗环境.  我室采用生理盐水配制: 首

先 将 Percoll原液与 1.5 moL/L 的 NaCl 9 1混合(体

积比)作为纯Percoll储 存 液 密度为 1130 5 g/L. 用

时再根据需要用 0.15 moL/L NaCl 配制不同百分比浓度

的 Percoll.

2.2 富集壁细胞  我室以往采取恒流泵制作 40-60%连

续密度梯度递质离心富集壁细胞经操作发现非连续

密度梯度离心细胞更容易分层收集.  在离心管中依次铺

入600 g/L (1 080 g/L ) 400 g/L (1 056 g/L)Percoll 分离

液各 2 mL 再轻轻铺入细胞混悬液 1 mL 细胞浓度

在(1-2 10 /L) 离心速度 2 000 r/min 15 min.  细

胞在不同界面出现分层分别收集 40%及 60%界面处

细 胞 台盼蓝染色鉴定活率HE染色鉴定纯度结果

发 现 40%层界面处细胞数量较少细 胞碎片较 多活

率 低 而60%层界面处富集细胞数量较多细胞活率

可达到90-95% 细胞涂片经 HE染色后壁细胞比例可

达到 70%左 右 且结果稳定.  陈蕾 et al [4]报道大鼠壁

细胞分离并培养后纯度可达到 80% 可能与其采用幼

年大鼠(体重 100g左右)及经过培养有关.

3   讨论

细胞分离的方法通常有两种: 机械分离法和酶分离法.  与

其他 组 织 相比较比如肝或胰腺胃黏膜因细胞排列

紧密而不易分离.  单纯应用机械法分离胃黏膜细胞效果

并不理想.  应用胶原酶 可 对狗豚 鼠 兔的胃黏膜细

胞 进 行 成功的 分离由于不同种属的动物及不同类型

的蛋白水解酶对细胞分离效果影响迥异胶原酶对大

鼠胃黏膜细胞的分离并不理想而Pronase(链酶蛋白酶)

对分离大鼠胃黏膜细胞很有效这种酶具有广泛的消

化 作 用与EDTA联合使用作用更加突出但对细胞的

生物结构有一定影响.

        大鼠胃壁细胞的分离采用pronase-EDTA酶消化法

根据Lewin et al 制作翻转胃袋并注入消化液进行细胞分

离.  分离过程主要分为三步: 消化-分散-纯化. 具体来

说 是指(1)pronase-EDTA消化液注入翻转 胃袋并

将胃袋放入营养液中37 水浴振荡消化过程; (2)磁力搅
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拌分散细胞并低速离心收集细胞过程; (3)percoll 非连续

密度梯度离心富集壁细胞过程.  即时分离纯化后壁细胞

纯度为 70% 活率90% 在 0-4 环境下保存 22 h后

活率仍可达到 70-80%.

       细胞分离过程往往较为烦琐需细 致操作而结

果也常因人因地有很大差异我室针对大鼠胃壁细胞

的分离方法进行摸索在本实验室条件下已取得较为

稳定的结果.  壁细胞的纯化是影响细胞功能检测的关键

步 骤 目前国外报道应用 JE-6B淘洗系统可对狗或兔

的胃黏膜细胞进行纯化获得 70%纯度 的壁细 胞再

进一步用 percoll梯度离心的方法可纯化至 95-100%[5].

Chew et al [6]用 Nycodens梯度离心联合淘洗可获得95%

纯度的兔壁细胞. Schepp et al[7]报道应用淘洗和percoll梯

度离心的方法纯化大鼠壁细胞纯度可达到97%以上.

本室在已有的实验条件下可获得大鼠壁细胞纯度70%

尚需进一步提高.

         胃壁细胞分离及纯化方法的建立为泌酸相关疾病提

供了体外细胞研究模型为细胞表面受体的研究提供

了 基 础 也使研究细胞内信息传递及药物调节成为可

能 将推动我国胃酸相关疾病的研究.
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摘要

目的: 了解昆明汉族儿童中幽门螺杆菌(H pylori)感染率及其

HLA-DQA1免疫遗传学特征.

方法: 用胶体金标免疫渗滤法检测153名6-14岁的学生血

H pylori-IgG 抗体. 并用聚合酶链反应 - 序列特异性引物

(PCR-SSP)技术对以血清学试验及13C尿素呼气试验确诊的

34 例 H pylori 感染儿童及 37 例无 H pylori 感染儿童进行

HLA-DQA1基因分型.

结果: 昆明儿童H pylori 感染率为34.5% 其HLA-DQA1*0103

等位基因频率明显高于无 H pylori 感染儿童(29.41% vs

9.46% P =0.002 Pc =0.028 OR=3.988 95% CI:

1.562-10.180); 而 H pylori 感染儿童 HLA-DQA1*0302 等

位基因频率低于无 H pylori 感染儿童(19.12% vs 33.78%

P =0.049 OR =0.463 95%CI: 0.214-1.003) 但经等

位基因多项比较校正差异消失(Pc =0.686).

结论: 昆明汉族儿童 H pylori 感染率较高. 他们在 HLA-

DQA1 位点上与无 H pylori 感染儿童存在免疫遗传学差

异 HLA-DQA1*0103基因可能是H pylori感染的易感基

因; 而DQA1*0302基因则是否具有免疫抵抗作用需要进

一步研究.

黄永坤, 戚勤, 郝萍, 李海林, 文革生, 周丽芳. 幽门螺杆菌感染儿童 HLA-

DQA1 的免疫遗传学特征. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1735-1737

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1735.asp

0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori H pylori)与慢性活动性

胃 炎 消化 性溃疡胃黏膜相关淋巴组织(MALT)淋

巴瘤及胃腺癌密切相关[1]. 世界上至少有半数以上的人

口有幽门螺杆菌感染但其中仅很少的一部分表现出

明显的临床疾病状态其原因仍不清楚[2]. 许多研究认

为这除了与 H pylori菌株的毒力 高 低环境因素有关

外 还与宿主的免疫遗传因素有关[3]. 我们用聚合酶链
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反应 -序列特异性引物(polymerase chain reaction-

sequence specific primers PCR-SSP)技术对云南昆明

H pylori感染汉族儿童及健康汉族儿童进行了 HLA-

DQA1 基 因 分 型旨在探讨在 HLA-DQA1 位点上是否

存在与儿童H pylori感染相关的易感基因和抵抗基因

从而了解人类是否存在易感H pylori 的免疫遗传因素.

1   材料和方法

1.1 材料  H pylori 感染的诊断参照中华医学会儿科学分

会感染消化学组制订的 小儿慢性胃炎 消化性溃疡胃

镜诊断标准  [4]. 全部研究对象均来自于昆明市某中心

小学三代内无血缘关系的153名汉族儿童. 年龄6-14岁.

三代均 为汉族在昆明市出生并且生活 4 a 以 上 无慢

性 腹 痛消化 不良胃 炎 消化性溃疡等H pylori感染

相关疾病史及严重心肺 肾 肝 神 经 营 养 免疫

缺陷病史近期无激素抗 生 素铋 剂 质子泵阻滞剂

使用史(>4 wk) 相互间无亲缘关系. 整群抽样的方法取

静脉血 2-3 mL 分离血浆行 H pylori-IgG 检测(试剂盒

由福建省蓝波生物技术研究所提供) 并分别从58名血

清学阳性和95名血清学阴性儿童中随机各抽出40 例

行 13C尿素呼气试验(13C-UBT试剂盒由北京嘉汇彬医药

技术有限公司提供). 两项皆为阳性 者诊断为H pylori感

染 列为实验组的有 34 例; 二者均为阴性者则为非 H

pylori感染儿童列为对照组的有 37 例. 实验组平均年

龄 9.6 2.1 岁 健康对照组平均年龄 9.7 2.3 岁 男

女 1 1; 两 组 年 龄 性别均无差异(P >0.05). 血液基因

组 DNA 提取试剂盒(美国MO BIO Laboratories 公司提

供) DQA SSP UNITRAY试剂盒(包括 DQA1 23 对序列

特异性引物和 1 个污染对照.  试剂盒由美国 P E L -

FREEZE SYSTEMS 公司提供) DL2000 Taq 聚合

酶 琼脂糖(芬兰产)和溴乙锭均由大连宝生物公司提供.

1.2 方法  血H pylori-IgG抗体和 13C-UBT的检测分别

按试剂盒的操作说明进行. 基因组DNA制备采用血液基

因组DNA提 取试剂盒在常温下快速提取实验组34例

和对照组 37 例的基因组 DNA 提取方法按试剂盒所附

说明进行. 提取的 DNA用分光光度仪测定浓度和纯度

A260/280nm应在 1.6-1.8; 浓度在 60 mg/L以上. 提取的 DNA

于 -20 保存备用. HLA-DQA1 基因分型采用 SSP

UNITRAY试剂盒扩增HLA-DQA1  DNA片 段 PCR反

应 体 系循环条件及操作方法均按所附说明. 扩增产物

进行 20 g/L含溴乙锭的琼脂糖凝胶电泳(130V 13 min)

结果判断借助其提供的专用读板纸在凝胶成像仪和紫

外灯判读并成像. 要求分子796 bp必须存 在各阳性条

带必须与规定的相应分子对应.

        统计学处理  用直接计算法统计H pylori 感染率及

实验组和对照组HLA-DQA1各等位基因的基因频率. 男

女儿童 H pylori感染率比较及实验组和对照组间 HLA-

DQA1等位基因的比较均用 2 2 表作 χ2检 验 等位

基因比较的 P值行等位基因多项比较校正(同一位点需

比较的等位基因数乘 P值 即 Pc) 以 Pc <0.05判定

差异有显著性意义.

2   结果

昆明汉族儿童血H pylori-IgG阳性 58 人 阳性率34.5%;

其中男生阳性率 31.1% 女生阳性率 37.8% 男女间

比较无明显差异(χ2 =0.748 P=0.387). PCR-SSP的

HLA-DQA1等位基因图见图 1. 34 例 H pylori感染儿

童(实验组)HLA-DQA1*0103等位基因频率明显高于

无 H pylori感染儿童(P =0.002 OR =3.988 95%

CI=1.562-10.180)见表 1. P值经等位基因多项比较校正

后仍有统计学意义(Pc =0.028). 同 时 H pylori感染儿童

HLA-DQA1*0302等位基因频率低于无H pylori感染儿童

(P =0.049 OR =0.463 95% CI =0.214-1.003). 但 P值

经等位基因多项比较校正后失去统计学意义(Pc=0.686).

表 1  H pylori 感染与无感染儿童 HLA-DQA1 等位基因频率比较

          H pylori (+) n =68         H pylori (-) n =74

HLA-DQA1 P 值     Pc 值

n    AF              n            AF

0101 2 0.0 294 2  0.027 0.932      -

0102 5 0.0 735 9         0.1 216 0.337      -

0103            20 0.2 941 7         0.0 946 0.002 0.028

0104 2 0.0 294 3         0.0 405 0.719      -

0105 0      0 2 0.027 0.172      -

0201 4 0.0 588 2 0.027 0.347      -

30101 4 0.0 588 4        0.0 541 0.902      -

0302            13 0.1 912            25        0.3 378 0.049 0.686

0303 4 0.0 588 2 0.027 0.347      -

0501 1 0.0 147 2 0.027   0.61      -

0502 2 0.0 294 0     0 0.137      -

0503 1 0.0 147 0     0 0.295      -

0505 1 0.0 147 5        0.0 676 0.118      -

0601 9 0.1 324            11        0.1 486   0.78      -

AF 为等位基因频率.

图 1  昆明汉族 PCR-SSP 的 HLA-DQA1 等位基因分型图. (全图共 48
个泳道, 标本 1 和 2 的第 24 泳道为污染控制道. 内控带分子为 796 bp.
Mark 由下向上的分子分别为 100 bp  250 bp 500 bp 750 bp,
1 000 bp 和 2 000 bp)

标本1: 1, 2, 3, 5, 6, 8, 13

泳道可见阳性条带

标本2 : 1, 2, 8, 10, 12, 13

泳道可见阳性条带

 

 

内部质量控制带

引物二聚体

阳性带

1     2     3     4     5     6     7    8

9   10   11  12   13  14  15  16

17  18  19   20   21  22  23  24

 1     2      3    4    5    6       7    8

9   10   11   12   13  14   15  16

17  18  19   20   21  22  23  24

Mark
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3   讨论

我国H pylori感染流行模式为儿童易感型. 我们选用目前

较有发展前景的胶体金标免疫渗滤法调查昆明市某中心

小学儿童H pylori感染状况. 结果显示儿童的 H pylori感

染率为 34.5% 说明昆明汉族儿童H pylori感染率较高;

男女H pylori感染率比较无差异 与文献[5-9]记载一

致. 近年来H pylori感染人群HLA-II 类基因的免疫遗

传 学 特征研 究 成 为世界胃肠病 学 的 研 究热点对

HLA-DQA1 位点的报道也较多见. 许春娣 et al [10]发

现 H pylori血清抗体阳性无症状儿童与血清抗体阴性

无症状儿童的 HLA-DQA1等位基因频率存在异常分

布 在 H pylori血清抗 体阳性 组 中 DQA1*03等位基

因频率明显低于血清学阴性组而DQA1*0501频率则

显著高于 H pylori阴性组. 因 此认为 DQA1*03 基因对

H pylori感染可能具有免疫抵抗作用而DQA1*0501则

可能具有易感作用. Azuma et al [11]发 现 HLA-DQA1*0102

基因对 H pylori感染具有抵抗保护作用尤其对 H pylori

感染相 关 性疾病如萎缩性 胃炎肠化生的胃腺癌有

意义; 而 DQA1*0301 可能对 H pylori感染起易感作用.

Magnusson et al [12]发现 DQA1*0102等位基因与 H pylori

抗体血清阳性呈负相关DRB*0601 与 胃 癌呈正 相 关

但是没有一个HLA 等位基因与 H pylori感染和胃癌同

时有相关. 因 此认为 HLA-DQA1*0102等位基因可能

对 H pylori感染起抵抗保护作用而HLA-DR-DQ等

位基因可能以其他方式影响胃腺癌的发生. Karhukorpi et

al [13]认为 HLA-DQA1 基因和血清抗 H pylori 抗体无关.

Santolaria et al [14]发现HLA-DQA1*0102和*0103不能改

变 H pylori感染的易感性以及消化性溃疡的发生. Perri

et al [15]研究也得出HLA-DQA1可能不是通过增加H pylori

感染危险性而影响胃腺癌的发生. 欧洲的研究结果与亚

洲的结果明显不同的原因可能与人种有关. 我们以科研

诊断标准(血H pylori-IgG抗体加 13C-尿素呼气试验)为

基 础对云南昆明H pylori感染汉族儿童及无H pylori感

染汉族儿童行 HLA-DQA1 分 型 发现 H pylori感染儿

童HLA-DQA1*0103等位基因频率明显高于正常对照

儿童(29.4% vs 9.5% P =0.002 OR =3.988 95% CI:

1.562-10.180) P值经等位基因多项比较校正后仍有意

义(Pc =0.028). 而H pylori感染儿童HLA-DQA1*0302等位

基因频率低于正常对照儿童(19.1% vs 33.8% P =0.049

OR=0.463 95%CI: 0.214-1.003) P值经等位基因多

项比较校正后失去统计学意义(Pc=0.686). 结果表明

DQA1 *0103 基因可能是 H pylori感染的易感基 因而

*0302 基因是否具有免疫抵抗作用需进一步证实. 本

研究结果与许春娣 et al [10]的 接 近 而与日本欧洲

的研究有较大的差异[11-15].

        H pylori感染是一个多基因疾病其人群免疫遗传

学特征的研究易受其他因素影响. 无症状人群身体相对健

康 而儿童生 活 相 对单一 不良嗜好少 因 此 以

H pylori感染儿童为对象的研究对揭示H pylori感染人群

的免疫遗传学特征具有特殊的意义. 同 时也将为进一

步探索H pylori感染相关性疾患者群的免疫遗传学特征

提供良好的对照. 由于本研究所选择的研究对象是6-14

岁 的儿童因 此 进一步随访并根据疾病结局重新评

估也是本课题的重要组成部分.
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摘要

目的: 探讨移植肠 RANTES (regulated upon activation

normal T cell expressed and secreted 活化T细 胞 调节 的正

常T细胞表达和分泌的因子)的表达在小肠移植急性排斥反

应 中 的 意义 以及他克莫司(FK506)对他的影响.

方法: 选用成年健康 SD和Wistar大鼠进行全小肠异位移

植.实验分 4 组 第1 组: 非手术对照组(Wistar); 第2 组: 同

基因移植对照组(Wistar Wistar); 第 3 组: 异基因移植组

(SD Wistar); 第4组: FK506治疗组[SD Wistar+FK506

(1 mg/kg-1/d-1 im)]. 移植术后 3 5 7 d 取各组大鼠

移植肠标本进行病理学检查并采用免疫荧光染色和激光

扫描共聚焦显微镜技术对移植肠RANTES的表达进行连续

定量测定.

结果: 异基因移植组大鼠的移植肠RANTES表达在术后均非

常显著高于其他3 个对照组(P <0.01) 其动态变化与急性

排斥反应的进程呈正相关;  FK506 治疗组大鼠移植肠

RANTES的表达明显低于未治疗组(P <0.01).

结论: RANTES阳性细胞在小肠移植急性排斥反应中发挥了

重 要 作 用动态检测移植肠RANTES的 表 达 变 化可能成

为小肠移植急性排斥反应有效的诊断指标之一.

杨建军, 王为忠, 王春梅, 陈丹, 季刚. 大鼠小肠移植排斥反应期移植肠

RANTES 表达的变化. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1738-1740
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0   引言

同种异体移植排斥反应是影响移植物功能和存活的最大

障 碍 小肠移植排斥反应的诊断与治疗尤为困难. 我们

建立大鼠全小肠异位移植模型用免疫荧光染色和激光

扫描共聚焦显微镜技术检测移植肠 RANTES(regulated

upon activation normal T cell expressed and secreted 活

化 T细 胞调节的 正常 T细胞表达和分泌的因子)的表

达 变 化探讨RANTES与急性排斥反应的关系寻求小

肠移植排斥反应早期敏感的诊断指标为抗排斥治疗

和免疫耐受诱导策略提供新途径.

1   材料和方法

1.1 材料  选用健康成年 SD 和Wistar 大 鼠 体质量

约 300 g(由第四军医大学实验动物中心提供) 进行全

小肠异位移植. 将动物随机分为 4 组 每组移植大鼠数

均为 18只: 第 1 组 非手术对照组(Wistar); 第 2 组 同

基因移植对照组(Wistar Wistar); 第 3 组 异基因移植

未治疗组(SD Wistar); 第 4 组 异基因移植 FK506治

疗组[SD Wistar+FK506(每日 1 mg/kg, 0-7 d im)]. 于

术后 3 5 7 d每组各处死 6只 大 鼠取移植肠标本用

40 g/L甲醛液固定 常规石蜡包埋切 片 厚 3 µm

备病理及免疫荧光检查.兔抗大鼠RANTES 多抗购自美

国Peprotech公 司鼠抗兔IgG-FITC购自美国Santa Cruz

Biotechnology 公 司 他克莫司(FK506)每支1 mL含5 mg

购自爱尔兰 Kerry公司.

1.2 方法  组织病理学检查按文献[1-4]制定排斥反应的

病理学诊断标准. 激光扫描共聚焦检测移植肠RANTES

表达用石蜡切片常规二甲苯梯度酒精顺序脱蜡至水

PBS冲 洗 30 mL/L正常羊血清封闭 30 min 滴加兔

抗大鼠RANTES 多 抗 工作浓度为 1 50 同时设立

空白对照和已知阳性对照(以非手术对照组中Wistar 大

鼠的小肠组织切片作为空白对照异基因移植肠染色阳

性标本作为阳性对照) 4 过夜后室温下复温 30 min

PBS振洗 5 min×3次 滴加鼠抗兔 IgG-FITC(1 50)

37 孵育 30 min PBS振洗 5 min×3次 缓冲甘油封

片 BIO-RAD MRC-1024 型激光扫描共聚焦显微镜观

察 在400倍 镜 下胞质染色呈黄绿色荧光为阳性细胞

应用Lasersharp软件进行扫描.每张切片在400倍镜下随

机选取 10个 视 野对阳性细胞聚焦区进行荧光强度测

定 计算出平均每个视野阳性细胞的荧光强度值.

          统计学处理  所有结果以 mean±SD 表 示 数据处

理采用 SPSS11.0 统计软件包进行方差分析P <0.05时

差异有显著性.

2   结果

在未给予FK506治疗的异基因移植大鼠移植组织术

后3 d 发现肠黏膜绒毛数量减少轻度水肿绒毛高度

变 矮间质中有少量炎性细胞浸润符合轻度排斥的病

理学诊断标准; 术后 5 d肠黏 膜绒毛数稀少 黏膜上皮

开始脱落杯状细胞和潘氏细胞数目减少炎性细胞浸

润 加 重以淋巴和单核细胞为主符合中度排斥的病理

学诊断标准; 术后 7 d肠黏膜绒毛结构消失黏膜上皮

完全脱落肠壁变薄并 坏 死杯状细胞和潘氏细胞消

失 间质中有大量炎性细胞浸润基层结构破坏血
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管炎性反应显著符合重度排斥的病理学诊断标准.

FK506治疗组大鼠和同基因移植对照组大鼠在观察期内

未发现明显排斥反应征象. 非手术对照组大鼠小肠每个

视野RANTES表达阳性细胞的荧光强度 (13.4±2.3). 异基

因移植未治疗组大鼠移植肠RANTES表达从术后3 d开

始明显升高(47.3±1.8) 术后 5 d持续上升(79.0±9.5)

术后 7 d达高峰 (138.5±8.7) 各时间段 RANTES 表达

均非常显著高于其他 3个对照组(P <0.01) 其动态变

化与排斥反应的进程呈正相关. FK506治疗组大鼠术后

3 d RANTES 表达(20.8±3.2) 术后 5 d轻度升高(36.4±
2.5) 术后 7 d 仍维持在同一水平峰值为(40.4±5.3)

明显低于未治疗组(P <0.01). 同基因移植对照组大鼠术后

移植肠RANTES 表达的变化趋势与治疗组相似(P >0.05)

(表 1).

表 1  大鼠移植肠 RANTES 阳性细胞的荧光强度 (mean±SD)

            t (移植后)/d

分组

        3         5           7

Wistar 13.4±2.3 13.4±2.3   13.4±2.3

Wistar Wistar 17.4±6.1 33.9±6.1   39.5±5.2

SD Wistar 47.3±1.8b 79.0±9.5 b 138.5±8.7b

SD Wistar+FK506 20.8±3.2 36.4±2.5   40.4±5.3

bP <0.01 vs 其他 3 组.

3   讨论

小肠移植是治疗终末期肠功能衰竭如短肠综合征的

惟一确切的方法[5]. 小肠移植之所以难以长期存活主

要是因为小肠属于高免疫原性器官小肠及其系膜拥

有丰富的淋巴组 织 移植后免疫反应较其他器官移植

更 为 剧 烈 既有排斥反应又有移植物抗宿主反应

(GVHR) 再加上小肠肠腔内含有大量的病原菌术后

易并 发肠源性感染引 起败血症使 治 疗更加困难因

此 小肠移植的早期结果并不令人乐观[6].

       小肠移植急性排斥反应是以细胞免疫为主体液

免疫共同参与完成的一个复杂的免疫应答过程T细胞

在小肠移植免疫反应中起决定性的作用[7]. RANTES主要

是由活化的 T 淋巴细胞产生的一个 β-家族的趋化因

子 具有控制单核细胞和淋巴细胞定向迁移的免疫学

特 性 在机体的免疫反应调节中起重要作用[8-12]. 我们

发 现 在正常大鼠小肠组织中RANTES表 达很低而异

基因移植未治疗组大鼠移植肠 RANTES阳性细胞表达

在移植后 3 5 7 d较其他 3 组明显升高(P <0.01)

结合组织病理学检查发现 RANRES 表达的动态变化与

排斥反应的进程呈正相关. 由 此 可见同种异体小肠移

植术后移植肠 RANTES 表达与急性排斥反应的关系密

切. RANTES介导移植排斥反应的机制可能是移植术后

抗原特异性T淋巴细 胞 活 化增生分泌大量的RANTES

趋化单核细胞和淋巴细胞向移植物定向迁移T淋巴细

胞的活化使 IL-2 和 IFN-γ等细胞因子产生增加又能

诱导 RANTES 的 分 泌 RANTES含量的不断增加进一

步诱导T淋巴细胞活化产生效应形成免疫应答不断增

强的正反馈过程[13]. 随着RANTES 的 增 加 免疫炎性细

胞 浸 润 增 多 排斥反应进一步加剧 . 本 研 究 表 明

RANTES阳性细胞在小肠移植急性排斥反应中发挥了重

要 作 用 RANTES 表达的高低可以间接反映移植物 T

淋巴细胞浸润的严重程度为小肠移植排斥反应的早

期诊断提供帮助.目前临床小肠移植排斥反应的诊断只

能以临床观察与内窥镜指导下肠黏膜活检的病理学检

查相结合的方法为主缺乏早期特 异敏感的指标[14].

趋化因子的高表达发生在排斥反应的早期阶段因 此

利用激光扫描共聚焦显微镜技术动态检测移植肠

RANTES的表达变化可成为小肠移植急性排斥反应有效

的诊断指标之一. 同 时采取以趋化因子为靶位的治疗

方 案 可能能达到抗排斥和诱导移植耐受的目的.

        FK506是从放线菌Streptomyces tsukubaeasis的代谢

产物中提取的大环内酯类物质其抑制体外混合淋巴

细 胞反应 T细胞增生反应以及抑制 IL-2 和 IFN 生成

作用比 CsA强 100倍或以上.我们应用 FK506治疗的异

基因移植组大鼠移植肠 RANTES 表 达显著降 低 病理

学检查无明显排斥反应.这 说 明FK506能显著抑制T淋

巴细 胞 的 活 化减少RANTES的 产 生延长移植物的存

活时间. 此 外 同基因移植对照组和 FK506治疗组大

鼠术后 5 7 d移植肠 RANTES 表 达轻度升高但仍

保 持 在 较 低水平其原因可能还与小肠异位移植后缺

乏肠内容物刺激而导致的肠黏膜萎缩和细菌易位有关.
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摘要

目的: 构建含有融合基因 FCU1 的自杀基 因 系统观察其

对体外培养肝癌细胞的杀伤效应.

方法: 将FCU1基因亚克隆于pEGFP-C1载 体 转化大肠杆

菌 DH5α 阳性重组子转染肝癌细胞 HepG2 绿色荧光

蛋白检测FCU1的 表 达用G418筛选出阳性细胞克隆后

进行体外药物敏感实验观察旁观者效应.

结果: FCU1基因正确插入到pEGFP-C1中 pEGFP-FCU1

转染成功的细胞在荧光显微镜下可见绿色荧光在5-FC作

用下细胞的生长抑制率明显高于未转染细胞且旁观者效

应显著.

结论: 本基因治疗体系具有很好的体外杀肿瘤效果为肝

癌的基因治疗提供了一个新的选择.
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0  引言

自杀基因/前药系统是一种很有效的肿瘤药物敏感基因

疗 法这种方法已在多种肿瘤的治疗中得到应用. 新 型

高效的融合自杀基因 FCU1 是由 FCY1 和 FUR1 两种自

杀基因的编码序列经过特定的酶切连 接定点缺失突

变等过程融合而成[1]. FCY1 和 FUR1 基因分别编码胞嘧

啶脱氨酶(CDase)和尿嘧啶磷酸核糖转移酶(UPRTase)

可将 5-FC直接代谢为 5-FU的单磷酸化产 物 在肿

瘤自杀基因治疗中可产生双功能杀伤细胞的功效[2-4].

我们将构建好的自杀基因真核细胞表达载体用一定方

式 导入肿 瘤 细 胞获得稳 定 表 达 的 细 胞株并探讨

FCU1/5-FC自杀基因系统对体外培养肝癌细胞的杀

伤效应.

1  材料和方法

1.1 材料  pCIneoFCU1 由 Transgene S.A.惠 赠 pEGFP-

C1 由 本 实验室保 存宿主菌 DH5α 由 本室保 存肝癌

细胞株HepG2 由 本室保 存 在含 100 mL/L小牛血清

100 IU/mL青 /链霉素的 DMEM培养基(Gibco公司)中于

37 50 mL /LCO 2培养箱中培养.  限制性内切酶

S ma Xho 购 自 MBI公 司 DNA回收试剂盒

质粒提取试剂盒购自上海华舜公司T4DNA ligase购自

MBI公 司 脂质体 LipoGen购自 InvivoGen公 司 G418

购自 Gibco公 司 5-FC购自 Sigma 公司.

1.2 方法  用 Sma Xho 分别双酶 切 pEGFP-C1 和

pCIneoFCU1 琼脂糖凝胶电泳检测酶切产物并回收

目 的 基 因片断将载体片段目的基因片段按摩尔比

1 3混 合 用 T4DNA连接酶于 4 连接过夜. 取适量

连接产物用低温CaCl2法转化 DH5α  同时用空载体质

粒转化作为阳性对照. 筛选出阳性克隆后提 取 质粒

琼脂糖凝胶电泳鉴定阳性产物即得所需重组体质粒

pEGFP-FCU1. HepG2 细胞培养至对数生长期时转入6

孔 板 每孔 5 105个 细 胞重组体质粒 pEGFP-FCU1

用LipoGen脂质 体 进 行 转染对照组转染pEGFP-C1空

质 粒 48 h后于荧光显微镜下观察结果. 用 400 mg/L的

G418筛选阳性细胞克隆获得稳定表达的单克隆细胞

记为 HepG2/FCU1 再扩大培养. 检测前药 5-FC作用下

的细胞生长抑制率将 HepG2/FCU1 细胞以 2 105个 /
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孔接种于 6孔 板 中 24 h后 6孔细胞分别加不同体

积的 5-FC使其终浓度依次为 0 0.01 0.1 1 10

100 µmol/L 每组设 3个 复 孔并用未转染细胞 HepG2

做阴性 对照连续观察培养 6 d 后用台盼兰染色排除

法分别计数总细胞数和兰染细胞数计算细胞生长抑

制率. 在 96孔板上将转染的细胞与未转染细胞分别以

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

6 4 7 3 8 2 9 1 1 0 的 比 例 混 合

每组设 3个 复 孔 经 100 µmol/L5-FC 作用 6 d后 用

MTT法检测体外旁观者效应[5].

        统计学处理  实验数据用方差分析法检验组间比

较用 LSD检 验 法 以 P<0.05 为差异有显著性.

2  结果

2.1 pEGFP-FCU1质粒构建及转染细胞结果  重组体质粒

经 Sma Xho 双 酶 切 应获得约 1 100 bp(目的基

因)和 4 500 bp(载体)的 两条线性片段并与 pCIneoFCU1

双酶切所得目的基因片段大小一致(图1). pEGFP-FCU1

转染 HepG2 细胞 48 h后荧光显微镜下可见绿色荧光

(图 2) 转染效率约 40%. G418筛选至单细胞克隆呈

集落生长时再进 行荧光观察记为 HepG2/FCU1 细

胞. HepG2 HepG2 /FCU1 及 HepG2/EGFP(转染空质粒

组)细胞的倍增时间分别为(40.4±0.1) h (42.8±0.1 h)

(41.5±0.1 h) 方差分析显示 3 组间差异无显著性 (P >

0.05) 表明外源基因的转入与表达不影响细胞的生长

速度.

图 1  重组体质粒酶切鉴定. 1: DNA marker; 2: pCIneoFCU1 双酶切产
物; 3: pCIneoFCU1 质粒; 4:重组体 pEGFP-FCU1 双酶切产物; 5:
pEGFP-C1 质粒.

图 2  pEGFP-FCU1 转染 HepG2 细胞后荧光照片( 400).

2.2 体外药物敏感试验结果  随着前体药物5-FC浓度的

增 加 HepG2/FCU1 细胞的存活率明显降低且与对

照组(未加药)有显著差异 抑制率曲线如图 3 所示. 前

体药物 5-FC对混合细 胞 作 用后FCU1/5-FC系统存

在明显的旁观者效应如图 4 所 示 转染细胞 HepG2/

FCU1含量占 10%时 混合细胞生长抑制率已达 53%.

图 3  细胞的药物敏感性实验.

图 4  FCU1/5-FC 系统的体外旁观者效应.

3  讨论

肝癌是全球高发肿瘤之一最常见的肝细胞癌一般对

化 疗 高 度耐药目前惟一的治愈方法只有部分肝叶切

除术和肝移植[6-7]. 基因治疗是一种新的有前景的治疗形

式 其基本原理就是将遗传物质导入细胞以产生生物

学的治疗效应. 病毒或细菌中的一些酶可将无毒或低毒

的前药转化为致死性的毒性化合物自杀基因治疗即

是将编码这些酶的基因导入到靶细胞中因此也称为

病毒介导的酶 / 前药治疗(v irus-d irected  enzyme/

prodrug therapy VDEPT) [8]. TK/GCV(thymidine kinase/

ganciclovir)和CD/5-FC系统是目前肝癌基因治疗中应用

最广泛的前药激活系统许多体内和体外实验均证实

有较好的抑制肿瘤细胞生长的作用[9-13]. 自杀基因的一个

显著特点就是所谓的旁观者效应(bystander effect) 即

转染细胞中的毒性药物代谢物可弥散至邻近组织中

增加受作用的瘤细胞数目. 因 此即使仅有部分肿瘤细

胞被转染时也可取得显著的杀瘤效果. 一些双位点模型

研 究 表明同时在肝的两叶内分别接种野生型的结肠

癌细胞和转染有 CD 基 因 的结肠癌 细 胞在用 5-FC治

疗 后两个病 灶 均消退这意味着旁观者效应甚至可在
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较远的部位发生作用[14]. 融合基因FCU1既能编码CD基

因 又编码UPRTase 基 因 其表达产物是一个具有双

功能的高效杀伤系统Philippe Erbs et al 的 研 究 表明

FCU1/5-FC系统能显著抑制多种肿瘤细胞的生长转

染了 FCU1 基因的肿瘤细胞对前药 5-FC的敏感性比单

纯转染FCY1 基因的肿瘤细胞高出100倍 且其旁观者

效应明显强于单独转染FCY1 或FUR1 基 因 亦或是同

时转染两个基因的细胞[1,15-16]. 我们在实验中初步探讨了

FCU1/5-FC系统的体外抗肿瘤作用为进一步研究该自

杀基因在肿瘤基因治疗中的应用奠定了良好的基础.
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摘要

目的: 评价复方二甲基硅油对功能性肠胀气的临床疗效及

安全 性 并探讨其治疗机制.

方法: 功能性肠胀气患者 54 例 采 用随机分 组 平行对

照的实验设计方法在应用复方二甲基硅油和安慰剂治疗

后观察临床症状积分肠管积气量及肠排气次数的改变.

结果: 与安慰剂比较复方二甲基硅油能够明显降低功能

性肠胀气患者临床症状积分肠内胀气指数并增加肠排

气次数(0.65±0.61 vs 1.83±0.49 45±21 vs 117±40 13±4

vs 8±3 P 0.01). 复方二甲基硅油治疗功能性肠胀气的

总有效率为 88.9% 显著高于安慰剂的 29.6% (P 0.01).

结论: 复方二甲基硅油能够减少肠内气体改善临床症

状 且安全性好.

徐可树, 丁震, 李云桥, 熊汉华. 复方二甲基硅油对功能性肠胀气的疗效观察.

世界华人消化杂志  2004;12(7):1742-1744

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1742.asp

0  引言

肠胀气系指肠腔内过多的气体积聚导致患者出现腹
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部 膨 隆 闷胀不适等症状. 病 因 有器质 性 病 变也可

以 为功能 性 临床多见[1]. 我们选用的复方二甲基硅油

咀嚼片由武汉李时珍药业有限公司与上海医药工业研

究所在仿制美国3M医药公司生产的TMTitralac TMAntacid

(替特雷克制酸剂)基础上新近研制而成其主要成分为

碳酸钙和二甲基硅油前 者 能 中 和 胃酸后者起消除胃

肠道内积气的 作 用可用于缓解上腹疼痛饱胀不适

烧 心 嗳 气 反 酸 恶 心 呕吐等消化系统症状. 为研

究其对功能性腹胀有无明确作用我科2003-02/2003-

10月对 54 例功能性肠胀气患者采取随机分组平行对

照 方 法以 临 床症状积分肠道排气次数和肠管积气量

作为观察指标评价复方二甲基硅油对功能性肠胀气的

疗效和安全性 并探讨其治疗机制.

1  材料和方法

1.1 材料  所有来我科就诊患者均以腹胀为主诉在

过去 12 mo 中至少出现 12 wk 无消化系统器质性疾

病; X-ray腹平片检查提示肠胀气. 近1 wk内未服用过

制酸药或胃肠动力药物. 根据随机分 组 平行对照方

法 分为治疗组和安慰剂对照组各 27 例. 两组性别

(男 /女: 13/14 vs 10/17) 年龄(44±11 vs 40±9)相 似

具有可比性.

1.2 试验方法  试验组服用复方二甲基硅油咀嚼片于

餐后 1 h 及睡前 30 min各服用 1次 每次 2片; 对照组

服用复方二甲基硅油咀嚼片的安慰剂(由李时珍药业有

限公司提 供其 颜 色口 味外观等方面与试验用药一

致) 于餐后 1 h 及睡前 30 min各服用 一次每次 2片

疗程均为7 d. 记录患者用药前及用药后腹胀(主要症状)

及其他(次要症状)如上腹疼痛烧 心 嗳 气 反 酸 恶

心 呕吐等症状的发作时间及程度. 其判断标准是: 无症

状: 积分为 0; 轻度: 感觉不舒服但可 以忍受积分为

1; 中度: 非 常 不舒服但不影响日常活动. 积分为 2; 重

度: 极其不舒服难以忍受并影响日常 活 动积分为

3. 记录两组患者治疗前后排气次数. 依X线腹平片肠

管胀气表面积(cm2)作为评估肠管胀气的量化指标. 受检

者上午 09:  00空腹未解大便取仰卧位 以脐为中

心 上 包 括膈肌下至耻骨联合两侧包括腹壁软组织

进行拍腹部平片. 用事先设计好的已知面积标尺(1 cm

1 cm的小方格组成)对照计量计算出肠管气体面积即

肠胀气指数(cm2). 按下列公式计算用药后症状改善百分

率. 改善百分率: (治疗前症状总积分 - 治疗后症状总积

分)/ 治 疗 前症状总积分 100 并按下列标准评价疗

效. 痊愈: 症状消失症状改善百分率等于 100 . 显效:

症状改善百分率大于等于 80 不足 100 . 有效: 症

状改善百分率大于等于 50 不足 80 . 无效: 症状改

善百分率小于 50 . 恶化 症状改善百分率为负值. 痊

愈 显效和有效病例计算总有效率. 并进行安全性评价

及不良反应观察.

2  结果

复方二甲基硅油治疗后功能性肠胀气的症状积分较治疗

前 均明显下降 与对照组比较有显著性差异 (P <0.01)

而对照组治疗前后相比较差异无显著性(P >0.05) 见

表1. 复方二甲基硅油治疗后肠胀气指数较治疗前显著

下 降 排气次数增多且与对照组比较差异有显著性

(P <0.01) 而对照组上述指标与治疗前比较差异无显

著性(P  >0.05). 复方二甲基硅油对功能性肠胀气的总

有效为 88.9% 其中痊愈率显效率分别为 25.9%

29.6 均显著高于对照组(P <0.01). 无效率则明显低

于对照组(P <0.01), 见表2. 试验组患者自诉用药后皮疹

和便秘 1 例 不良反应发生率为 3.7 . 治疗后 ALT轻

度升高 1 例 无临床症状 其他如血 尿 粪 常 规

肝 肾功能检查结果均正常.

3  讨论

正常人的胃肠道内约有气体 150-200 mL 大部分存在

于结肠内. 其中约 70来源于吞入的空气 20 为 血

液中弥散入肠腔的气体剩下 10 由肠腔内食物残渣

经细菌发酵分解产生. 气体排出的途径则有通过嗳气

肛门排气及肠内积气向血液弥散等[2-3]. 通常胃肠道内气

表 1  功能性肠胀气患者治疗前后积分改变

         治疗前          治疗后

分组    P

  主要症状   次要症状   主要症状   次要症状

试验组 1.97 0.45 1.07 0.75 0.65 0.61 0.25 0.54 <0.01

对照组 1.93 0.41 0.91 0.85 1.83 0.49 0.78 0.80 >0.05

表 2  功能性肠胀气治疗前后胀气指数与排气次数的变化

肠胀气指数 cm2        排气次数 / 日

分组     P    P

  治疗前   治疗后 治疗前 治疗后

试验组 107 51   45 21 <0.01  8 3 13 4 <0.01

对照组 122 62 117 40 >0.05  9 3   8 3 >0.05
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体 保 持 动 态 平衡若上述的任何一环节发生障碍使

气体排出减少或产生过多均可使胃肠道积气增多而

引起腹胀. 对 于腹胀的 治 疗 由器质性病变所引起者

首先是对因治疗; 而对于功能性腹胀而言则是对症处

理. 通过减少肠道气体调节肠道功能而减轻腹胀. 临

床常用药物有胃肠动力药及消化酶制剂等因病因不

同而有所差异. 也有报道用二甲基硅油治疗非梗阻性肠

胀 气 但缺乏足够的试验依据[4-6]. 复方二甲基硅油其

主要成分是在二甲基硅油基础上加入碳酸钙每片含

碳酸钙 420 mg 二甲基硅油 20 mg. 本品为咀嚼片剂

型 制剂经咀嚼进入体内后成分散状药物很快均匀

黏附于胃肠腔黏膜表面. 由于二甲基硅油表面张力较

小 能消除 胃肠道内 的泡沫而泡沫内储存了大量

的 气 体 因此可明显缓解腹胀.  我们通过肠胀气指

数 肠道排气次数等指标 将试验组 和 对照组 相比

发现有显著性差异(P <0.01) 说明二甲基硅油对腹胀

有明显疗效. 此 外 临床上所见大多数功能性肠胀气

患 者 常 伴 有 程 度 不同的烧心反 酸 恶 心 上腹不

适等消化 不良症状而制剂中的碳酸钙能迅速中和胃

酸 作 用 稳 定且持久反应所产生的二氧化碳气体

又能被二甲基硅油所破坏. 因 此 由二甲基硅油和碳

酸钙所 组 成 的 制剂兼有消气和 制酸的 作 用 临床

结果也显示其有效率达 88.9 . 在 本次临 床试验中

服用复方二甲基硅油咀嚼片的患者 1 例出现皮疹和便

秘 1 例 ALT轻度升高 停药后均自行缓解.  因 此

复方二甲基硅油咀嚼片对缓解功能性肠胀气方面具有

疗 效 高 安 全 性 好 临床应用方便及患者依从性好

的 特 点 是比较理想的消化系统临床用药.
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摘要

目的: 探讨根除幽门螺杆菌(H pylori)对慢性萎缩性胃炎

(CAG)患者症状及胃黏膜萎缩(GA)的作用.

方法: CAG 患者 52 例 经 胃 镜 快速尿素酶试验(RUT)

及病理组织学检查诊断为胃窦CAG伴H pylori 感染. 随机

分为 A B 两组. A 组 予洛赛克阿 莫 西 林 痢特灵治疗

1 wk 及 对 症治疗B 组予对症治疗. 随访 1 a 记录治疗

前 治疗后 1 mo 6 mo 12 mo 的症状积分(SSc). 1 a

后 复查 胃 镜 RUT 及病理组织学.

结果: 完成试验 48 例: A 组 25 例 B 组 23 例. A 组 GA 改

善率36.0% B组8.7% 二者有显著差别(P <0.025). A组SSc

在治疗后1 mo 6 mo 12 mo均较治疗前明显下降(P <0.01)

且与 GA 改善与否无明显关系(P >0.05); B 组治疗后 6 mo

12 mo SSc明显高于 A 组同期(P <0.05) SSc降低值明显低

于A组同期 (P <0.05).

结论: 根除 H pylori 能使CAG患者的症状及胃窦GA 明显

改善.

斯锞, 刘芙成, 黎世尧, 廖文, 杨杰. 根除幽门螺杆菌对胃窦萎缩性胃炎的改善

作用. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1744-1746

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1744.asp
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0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H pylori )感染可导致胃

黏膜萎缩(GA) 肠化(IM) 异 型 增生 并发展至胃

癌. GA IM被认为是胃癌的癌前状态. 根除 H pylori 能

否使GA IM逆转尚有争议对慢性萎缩性胃炎(CAG)

患者症状的影响报道较少. 我们通过随机对照试验对

本地区 CAG患者进行研究.

1  材料和方法

1.1 材料  选择本市居住来我院行胃镜检查的患者中确

诊为有 H pylori感染的胃窦 CAG患者(符合 2000 年全

国井冈山会议制定标准[1]) 年龄 65 岁以下. 排除标准:

胃镜下见食管胃 十二指肠黏 膜糜烂溃疡或疑

恶性病变者; 有幽门梗阻者; 伴恶性贫血者; 确诊为胃

癌者; 曾行胃部分切除术者; 有严重心 肺 肝 肾

疾病者; 妊娠及哺乳期妇女; 长期摄入NSAIDS者; 有精

神异常或不合作者. 纳入试验患者共 52 例 年龄 36-

63(平均 54.1 7.4)岁. 失访A 组 1 例 B组 3 例. 完成试

验 A 组 25 例 男 14 例 女 11 例 平均年龄 53.5

7.4 岁. B组 23 例. 男 12 例 女 11 例. 平均年龄 54.7

7.5岁. 所有患者胃体未见萎缩. 病理分级: A组GA轻度

9例 中度 12 例 重度 4 例 伴 IM7 例(轻度 5 例,中度

2 例) 伴异型增生 2 例(轻 中度各 1 例). B组GA轻度

9例 中度 11 例 重度 3 例 伴 IM4 例(轻度 3 例 中

度 1 例) 伴异型增生 1 例(中度). 两 组 患 者 年 龄 性

别 病 情 程 度 SSc具有可比性(P >0.05). 治疗前: 胃

镜下见 CAG 改 变 患 者 取活检行快速尿素酶试验

(RUT)及病理组织学检查. 按新悉尼系统标准[2]于窦部

(距幽门 2-3 cm)大弯取黏膜 1 块 小弯 2 块 体部大

弯(距贲门约 8 cm 大弯中部) 小弯(距胃角约 4 cm)各

1 块 胃角 1 块. 窦小弯 1 块做 RUT 余黏膜分装送

病理科检查. H pylori阳性标准: RUT及病检同时阳性[3].

RUT采用海南南科公司生产的 H pylori检测试纸. 将新

鲜胃黏膜置入试纸中央室温下观察5 min. 试纸由黄

色变为红色为 H pylori阳 性 不变色为阴性. 改良

Giemsa染 色 发现 H pylori 为阳性. 据新悉尼系统标

准 [2]将黏膜 GA IM 异 型增生各分 为无轻 中

重 四 级 分 别 以 零 + ++ +++表示.  窦(包括胃

角) 体黏膜病变程度各以其病检所见最高级别为准.

对患者消化不良症状(腹 痛 腹 胀 纳 差 返 酸

嗳 气 恶心等)进行评分. (1)症状程度: 0 分: 无症状; 1

分: 症 状 轻 不影响工作 不需服药; 2 分: 有 症 状

部分影响工作或需服药; 3 分: 症 状 重 必须全休服

药. (2)症状频度: 每月有症状为1分; 每周有症状为2分;

每日有症状为3分. 根据症状程度及频度积分之和为症

状评分总分(SSc).

1.2 方法  将病例随机分 A B两组. A 组为抗 H pylori

治疗组. 予洛赛克 20 mg Bid+阿莫西林 1 g Bid+痢

特灵 0.1 g Bid联合治疗 1 wk 同时辅以对症治疗(包

括 胃舒平硫 糖 铝 吗叮啉等). B组为不抗 H pylori

组 予对症治疗 1 wk. 所有患者 1 wk 后据症状间断

予对症治疗. 治疗后随访 1 a. 每月电话随访分别在

1 mo 6 mo 12 mo时对 患 者 进 行症状评分需用

药时指导服用对症治疗药物. 1 a后复查胃镜 RUT及

病 理 组 织 学检查方法同前. 以上检查分别由专人盲法

操作. 复查前 1 mo禁用 抗 生素质 子泵抑 制剂H2受

体拮抗剂铋剂. 病理组织学疗效判定: 将 GA IM

异型增生组织学级别下降定为改善: 其中消退或级别下

降 2级为显效级别下降 1级为 有效级别无变化定

为 无 效级别增加为加重. H pylori 根除标准: RUT及病

检同时阴性[3].

        统计学处理  采用计算机PEMS软件进行统计. 组内

及组间 SSc 治疗前后 SSc差( SSc)比较采用 t检 验

方差分 析 秩和检验 率的比较采用四格表 χ2检验.

P<0.05 为有统计学意义.

2  结果

2.1 GA病理组织学变化  A组H pylori根除22例 H pylori

持续阳性3例. 治疗后改善9例(36.0%): 其中显效5例(轻

度 4 例 中度 1 例 均为消退) 有效 4 例( 中度)

无效 16例(包括 H pylori 持续阳性 3 例) 无加重病例.

B组 22 例患者 H pylori 持续阳性 1 例 H pylori 转阴.

治疗后改善 2 例(8.7%)(轻 中度各 1 例 均为消退).

无效 20 例(包括 H pylori阴转者) 加重 1 例(中度). 两

组均未出现胃体黏膜萎缩. 两组比较有显著差别A 组

GA 改善率明显高于 B组(表 1).

表 1  两组 GA 病理组织学变化比较

         好转(显效 + 有效)             无效    加重

分组  n

              n             %          n           % n         %

A 25        9 (5+4)       36.0         16       64.0 0        0.0

Ba 23        2 (2+0)         8.7         20       87.0 1        4.4

χ2 检验, aP <0.025, vs A 组.

2.2 治疗后 SSc 变化  SSc(t检验): 治疗前及治疗后 1 mo

两组无显著差别. 治疗后6 mo 12 mo A组明显低于B组.

SSc(秩和检验): 治疗后1 mo两 组无显著差别治疗后

6 mo 12 mo A 组明显高于 B组. A 组 SSc(方差分析): 治

疗前明显高于治疗后 1 mo 6 mo 12 mo (P <0.01) 治

疗后三期两两比较无明显差别 (P >0.05). SSc治疗后三

期两两比较无明显差别(秩和检验P = 0.5388). B组 SSc

(方差分析): 治疗后三期两两比较无明显差别 (P = 0.1291).

SSc(秩和检验)治疗后1 mo高于治疗后6 mo (P < 0.01)

1 mo 与 12 mo 6 mo 与 12 mo比较无显著差别(P > 0.05)

(表 2). A 组 GA 改善患者(A1 组)与未改善患者(A2 组)SSc

变化情况比较. 经 t检验及秩和检验: 两组治疗后同期
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SSc SSc比较无明显差别(P >0.05).

2.3 IM 异型增生病理组织学变化  A 组 7 例 IM 患者

(H pylori 均根除) 1 例轻度显效(消退) 1 例中度有

效 其余 5 例无效. 2 例异型增生(1 例 H pylori 持续阳

性)无效. B组 4 例 IM 及 1 例异型增生患者 H pylori 持续

阳 性 病理组织学无变化.

表 2  CAG 两组 SSc 变化比较(mean SD 或 M)

          A (n =25)        B (n =23)
t /mo           PSSc        P SSc

     SSc          SSc    SSc          SSc

0 6.48±3.34          -          6.57±3.41           -          0.9 307

1 4.28±2.65         21            4.47±2.69     2.09±1.16    0.7 986   0.8 152

6 3.40±2.36     3.08±2.9     5.52±3.07          11         0.0 098   <0.05

12 3.12±2.54     3.36±2.97   5.13±2.82     1.43±1.31   0.0 125   <0.05

M: 中位数, 1:中位数.

3  讨论

H pylori增加胃癌的危险性与其感染后发生的 GA IM

及其严重程度密切相关[4]. 根除 H pylori 能否使GA IM

逆 转 目前尚无统一意见. Hojo et al从PubMed检索了

至 2001-06为止发表的 1 066篇相 关论著从中选择

了51篇采用新悉尼系统作为胃炎诊断标准和讨论根除

H pylori 对 GA IM影响的报道进行分析. 结果显示

25篇论著中 11篇报道根除 H pylori后萎缩显著改善

但 4项大样本(>100 例)中 1项研究和 5项长期(>12 mo)

观察中 2项研究未发现 GA 改善. 28篇论著中有 5篇报

道IM得到显著改善[5]. 在我国山东进行的大规模研究表

明[6]: 根除 H pylori 1 a后胃窦 GA IM 变化与安慰剂组

相比无明显差别. 但H pylori 持续感染组胃体萎缩增加.

随访 5 a后发现[7] H pylori 根 除 后 胃窦 IM明显改

善 胃窦及胃体GA无好转. 而H pylori持续感染组GA

IM明显加重.

       以 上 研 究 表明根除 H pylori 可使部分 GA IM 改

善或逆转. 目前的研究结果相互矛盾可能与活检取

材 组 织 学解释随访时间 研 究 方法地 区 种 族

感染H pylori菌株差异等因素有关. 据 此 我们采用随

机对照试验按新悉尼系统要求活检取材及组织学诊

断 对本地区(成都市)H pylori感染的胃窦 CAG患者进

行了研究. 结果发现: 根除 H pylori 1 a后9例患者 GA

得到改善其中 4 例轻度及 1例 中 度萎缩消退改善率

显著高于对照组(36.0% vs 8.7%). 提示对本地区CAG患

者根除 H pylori后GA 可望逆转. 根除 H pylori 对 CAG

患者症状改善方面的研究较少. Kamada et al [8]对 90 例

胃体 GA 患者随访 3 a 的 研 究 发 现 根除 H pylori 组

消化不良症状明显减轻而对照组无明显变化. 本研究

首次对CAG患者根除H pylori 后不同时期症状变化进

行了细致的研究. 我们对患者治疗前及治疗后 1 mo

6 mo 12 mo 分别进 行症状评分发现: 治疗组在根除

H pylori 及对症治疗后 1 mo SSc 较治疗前明显下

降 在 6  mo 12 mo时 SSc 与 1 mo时无明显差别

但呈下降趋势. 提示根除 H pylori后 随着时间延长患

者症状有可能进一步减轻. 对照组在对症治疗后1 mo与A

组同期 SSc SSc比较无明显差别. 而在 6 mo 12 mo

时 SSc 有升高趋势明显高于 A 组 同 期 SSc则明

显低于A组同期. 提示B组患者经对症治疗后症状短期

内能得到一定程度缓解但易反复难以持久. 而根除

H pylori 有利于 CAG患 者症状 的减轻随着时间延长

症状有进一步缓解趋势明显优与对照组. CAG患者根

除 H pylori后GA 改善与未改善两亚组比较SSc 降低

情况无明显差别. 提示患者症状减轻并不完全依赖于GA

的改善. 本文中 GA 改善均 为轻中度 CAG患 者 4 例

重度无1例组织学减轻. 故根除H pylori 对GA的疗效是

否与 病 情 程 度 有 关需扩大样本进一步分析. 治疗组

中 7 例 IM 患者 H pylori 根除后 1 例消退,1 例 减 轻

而对照组 4 例 H pylori 持续阳性 IM 患者组织学无变化.

似乎治疗组疗效优于对照组但因 例数太少无法得

出结论.
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摘要

目的: 探讨应用高分辨率高灵敏度彩色多普勒超声对慢

性非结石性胆囊炎诊断的可行性及其意义.

方法: 胆囊壁增厚组 86 例 选择胆囊结石患者 63 例作为

对 照 组 将其测得的血流参数与正常组相比较.

结果: 胆囊结石与慢性胆囊炎患者之间的血流参数无显著

性差异(P 0.05) 而二者与正常组之间存在显著性差异

(P <0.01). 单纯胆囊壁增厚组与正常组之间无差异(P 0.05).

三项参数中以阻力指数(RI)最为敏感.

结论: 二维超声仅以胆囊壁增厚不能诊断慢性胆囊炎利

用血流参数的变化结 合二维超声临床表现有利于慢性

胆囊炎的诊断.

石华, 陈文卫, 周青, 郭瑞强. 彩色多普勒超声诊断慢性非结石性胆囊炎的意

义. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1747-1749

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1747.asp

0  引言

慢性非结石性胆囊炎少见诊断比较困难. 仅以二维超

声观察胆囊壁的厚度作出诊断常常误诊. 高 分辨率高

灵敏度彩色多普勒超声(CDFI)应用于临床使腹腔脏器的

小血管血流的显示得到很大的提高. 我们对胆囊壁内的

动脉血流进 行检测探讨在诊断中的意义.

1  材料和方法

1.1 材料  1999-05/2001-03慢性非结石性胆囊炎患者86

例 为胆囊壁增厚组全部患者均有不同程度右上腹

疼 痛二维超声未发现胆囊结石胆总管结石胆囊壁

厚度0.25-0.4 cm. 年龄24-56(平均38)岁. 选择胆囊萎缩

不 明 显 胆囊壁厚度 0.3-0.5 cm 的胆囊结石患者为对

照组 63 例 年龄 18-42(平均 35 岁). 正常组为大专院

校体检中抽选的无肝胆 胃 肠心脏疾病的健康人24

名 年龄28-48(平均46.5 岁). 使用美国Acuson Sequoia-

512 型彩色多普勒超声仪. 探头频率 4MHz. 设朝向探头

的红色血流为胆囊壁内动脉血流.

1.2 方法  患 者空腹平卧位探头由肋间取胆囊长轴

测量胆囊的最大长径和宽径壁的厚度. 当胆囊明显折

叠 时 则分段测量. 在距胆囊颈 1 cm左右处寻找彩色

血 流 点局部放大. 嘱患 者屏住呼吸将脉冲多普勒取

样容积置于该点获取频谱记录收缩期最大峰值流速

(VS) 舒张末期流速(VD)及阻力指数(RI).

    统计学处理  所有数据资料以平均数 ± 标准差

(mean±SD)表 示 作 t检验和直线相关分析.

2  结果

正常胆囊平均大小为 6.70 cm × 3.25 cm 囊壁厚度

0.2 cm. 胆囊结石组大小平均为 5.16 cm × 2.98 cm 囊壁

厚度0.3-0.5 cm. 囊内 有单个结石多个结石结石大小

不等. 胆囊壁增厚非结石组胆囊平均大小为 5.98 cm ×
3.15 cm 囊壁厚度 0.25-0.4 cm. 彩色血流显像及频谱

正常组 24 例 中 2 例 未显示血流点显示率91.7% 3

例因呼吸不稳未取到频谱频谱显示率 87.5%. 胆囊结

石组有 9例 未显示血流信号频谱显示率为 85.7%. 胆

囊壁增厚非结石组有8例因肥胖肠气等因素未显示彩色

血流信号. 血流参数总显示率为90.7%.

         正常组胆囊壁内正常的动脉血流表现为收缩期上升

快下降缓慢波峰圆钝全舒张期位于基线以上的血流

波形. 胆囊结石组胆囊壁内动脉血流表现为收缩期上升

快下降快波峰尖锐的波形呈低速高阻. 胆囊壁增厚

非结石组胆囊壁内动脉血流频谱 69例 与 正 常 组 相似

占88.5%. 9例血流波形与胆囊结石组相一致占11.5%

9例患者参与脂肪餐实验表现胆囊收缩功能的异常结

合临床诊断为慢性非结石性胆囊炎(表 1).

表 1  胆囊壁内动脉血流参数测值表

分组  n     VS(m/s)     VD(m/s)         RI

正常 22 0.197±0.047 0.063±0.041 0.686±0.110

胆囊结石 54 0.228±0.066 0.041±0.030 0.828±0.008b

胆囊壁增厚 69 0.141±0.09 0.047±0.030 0.675±0.050

慢性胆囊炎   9 0.214±0.041 0.038±0.001 0.830±0.020b

bP<0.01, vs 正常组.

3  讨论

单纯性胆囊壁增厚常常继发于其他的一些疾病如肝

脏 疾 病 胃肠道疾病等. 胆囊壁仅仅只表现为增厚而

结构上没有器质性病变[1-2]. 我 们利用 高 分辨率高灵

敏度彩色多普勒超声探查胆囊动脉看出正常组与单纯

• 临床经验 •

彩色多普勒超声诊断慢性非结石性胆囊炎的意义

石  华, 陈文卫, 周  青, 郭瑞强
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胆囊壁对照无显著性差异(P 0.05) 而与胆囊结石

组 慢性胆囊炎组有显著性差异(P <0.01). 胆囊结石组

与慢性胆囊炎组由于其病理改变相同导致血管变

细 阻力增加因此二者对照无显著性差异(P >0.05).

三个参数中以 RI最为敏感. 当二维超声显示胆囊壁增

厚 而胆囊腔内 未见结石CDFI显示胆囊动脉纤细

动脉阻力明显增高 RI 0.8时 结合临床表现有助

于该病的诊断与鉴别诊断.

        影响CDFI显像的因素在正常组及胆囊壁增厚组

主 要 是 患 者肥胖肠气干扰频谱的获得关键在于患者

是否会屏气. 而在胆囊结石组是由于反复发作的炎症导

致胆囊壁纤维 化 使血管变 细 或减少甚至闭塞影

响了彩色血流的显示[3]. 单纯的二维超声仅以胆囊壁的增

厚来诊断慢性非结石性胆囊炎常 常会导 致误诊给

患者增加了不必要的负担. 而脂肪餐实验也没有特异

性 长期饮酒慢性肝炎及溶血性贫血患者等都可能

在胆囊内出现沉积物其临 床意义不 大但可以影响

胆囊的收缩功能; 老年人及胆囊管畸形的患者也可导致

胆囊收缩功能的异常. 因此仅仅依据脂肪餐实验单指标

慢性胆囊炎是不可靠的.

        高分辨率的CDFI能使胆囊壁内的动脉血流易于显

示 通过所测得的血流参数结合二维图像的改变及临

床表现有利于慢性非结石性胆囊炎的诊断.
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摘要

目的: 探讨ERCP对梗阻性黄疸病因的诊断价值.

方法: 对 74 例梗阻性黄疸行 ERCP 检查并与术后诊断比

较 其中 41 例同时有 ERCP B超及 CT 检 查 比较三者

诊断的符合率.

结果: 本组示恶性胆道梗阻 36 例 占 48.6%; 良性梗阻 38

例 占51.4%. 与 术 后 诊断比较ERCP对胆总管结石的诊

断符合率96.9%. 对恶肿瘤诊断符合率77.8% 主要是胰腺

癌 胆 管 癌胆囊癌及壶腹周围癌等. 41例中ERCP对梗阻

性黄疸病因的诊断率明显高于B超及CT(P <0.05).

结论: ERCP对梗阻性黄疸具有较高的诊断价值优于B超

和 CT.

叶震世, 钟燕, 吴艳环, 郭明玉, 蔡志萍, 任建林. ERCP对梗阻性黄疸病因的

诊断价值. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1748-1749
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0   引言

在梗阻性黄疸的病因诊断中影像学检查起很重要的

作用. 随着ERCP术 的 广 泛应用现已成为胆胰疾病诊

治的主要手段之一. 本文总结我院 1996/2003 年 74例行

ERCP检 查 并经手术证实的梗阻性黄疸患者现报告

如下:

1   材料和方法

1.1 材料  1996-08/2003-05梗阻性黄疸 74 例行 ERCP

并接受手术治疗. 其中4例行内镜乳头括约肌切开(EST)

取 石 1 例经内镜行内镜鼻胆管引流术. 其余均经手术

或病理证实. 41例有完整影像学资料(B超 CT ERCP).

男 38 例 女 36例,年龄 13-84(平均 57.6)岁.

1.2 方法  ERCP用拉直法操作胰管拍片取俯卧与仰

卧 位胆管取俯卧位仰 卧 位立位及左右斜位. ERCP

术后行手术治疗.

2  结果

良性胆道梗阻 38 例(51.4% ) 恶性胆道梗阻 36 例

( 4 8 .6% ) .  胆 管 结 石 胰 腺 癌 胆管癌共 60 例 占

81.1% 其他病因 14 例占 18.9%. ERCP诊断符合率见
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表 1. ERCP检查后 2 例出现 术后胰腺炎未见其他严

重并发症.  41 例同时有 ERCP B超 CT 检 查 三

者诊断符合率分别为 90.2% 62.9% 82.9% 采用

χ2检 验 P<0.05 (表 2).

表 1  梗阻性黄疸 ERCP 与术后诊断比较

诊断          手术(n)         ERCP(n)    符合率 %

恶性疾病胰腺癌 16 13         81.2

胆管癌 12   9         75.0

胆囊癌   2   2       100.0

壶腹周围癌   6   4         66.7

良性疾病胆总管结石 32 31         96.9

先天性胆总管囊肿   4   4         00.0

胆总管炎性狭窄   1   1

乳头炎   1   1

表 2  ERCP B 超及 CT 对梗阻性黄疸的病因诊断

    ERCP            B 超               CT
病因   n

正确   误诊   正确   误诊   正确   误诊

胰腺癌   8    6        2        5        3        7         1

胆管癌   5    4        1        2        3        4         1

壶腹周围癌   3    3        0        2        1        3         0

胆总管结石 21  20        1      17        4       18         3

先天性胆总管囊肿   2    2        0        1        1        2         0

胆总管炎性狭窄   1    1        0        0        1        0         1

乳头炎   1    1        0        0        1        0         1

合计              41          37        4      27       14      34         7

3  讨论

胆总管结石胰 腺 癌 胆管癌为梗阻性黄疸的常见的

病因. 本组这 3 种疾病共占 81.1%. 比国内报道[1]高.

ERCP对梗阻性黄疸是一种既准确又安全的诊断方法.

其诊断的价值在于确定梗阻性质部 位 和范围可以进

行 细 胞刷检活 检 胆胰液分析等. 能够为临床决定

治 疗 方案手术方式提供重要的参考资料. B超 CT虽

为无创检查但不能全面清晰显示胆胰管情况在一些

不典型 的 病 例对病因的诊断较困难. 多数临床研究均

表明ERCP对胆胰疾病的诊断优于B超 CT等[2,3]. 本组

41 例梗阻性黄疸 ERCP的病因诊断率高于 B超和 CT

三者对比差异有显著意义.

        ERCP是确诊胆管结石的重要方法. 本组32例手术

证 实 的胆管结石ERCP诊断符合率为 96.9%. B超对

胆总管结石的 诊断由于胆总管下端位于十二指肠背

侧 受腹腔气体和肥胖影响其诊断准确率只有 60%

左 右 较易漏诊而 ERCP达 90%以上[4]. CT对胆红

素结石无法显示且受设备分辨率高低分层厚度等的

影响大. 本组三者相比以ERCP为高. ERCP不仅可直观

胆石的 大小数 目 部 位而且可及时对胆总管结石进

行 EST后 取 石 达到诊断和治疗同时进行这是其他

影像学检查所不能比拟. ERCP是诊断胰腺癌的主要方

法之一. 其ERCP的胰管像以闭塞和狭窄像最常见. 主要

表 现 主胰管在头体 或尾截然中断可伴有侧枝破坏.

梗阻端显不规则充盈缺损结节状或鼠尾状. 恶性狭窄

多 为单发 突然狭窄后均匀扩张狭窄处分枝消失. 与

慢性胰腺炎常呈多发缓慢狭窄狭窄后不扩张狭窄

段短及狭窄可见扩张的胰管分枝有区别但有时二者不

易鉴别. 如本组一例 ERCP显示胰管狭窄其上部胰管

扩 张误为胰腺癌. 手术证实是慢性胰腺炎. 本组ERCP

B超 CT的诊断符合率为 6/8 5/8 7/8.

        ERCP在早期诊断胆管癌方面明显优于B 超及 CT

其诊断符合率可达90.3%[5]. 胆管癌ERCP的主要表现是

狭 窄 充盈缺损或梗阻. 常 伴 有管壁僵硬病变以上

胆管普遍扩张. 当表现为充盈缺损像时易与结石相混淆.

本组手术证实胆管癌 9例 符合率 75%. 误诊 2 例手术

证实为胆管下端炎性狭窄. 因 结 石 炎症所致. 另 1 例

术后病理诊断为肝细胞癌. ERCP是确诊乳头壶腹癌首

选方法. 可见乳头不规则结节隆起充 血 糜 烂 坏

死 溃疡及菜花样改变. 可进行活检. 本组中有 3 例活

检仅为炎症改 变只是手术证实为壶腹部癌.  本组

ERCP诊断先天性胆总管囊肿 4 例. 这 4 例 以 腹 痛

黄 疸 淀粉酶升高诊为胰腺炎收入院. ERCP显示胆总

管显著扩张呈椭圆形 最大横径 5 cm 形似肿大

胆 囊 密度 均匀轮廓光滑胆囊充盈良好均经手术

证实. 总 之 ERCP对梗阻性黄胆病因的诊断符合率

高 优于 B超和 CT.特别是随着内镜技术的发展治

疗性 ERCP的广泛应用,更显示出其不可替代的作用.
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摘要

目的: 观察扶正养阴方联用高强度超声聚焦(HIFU)对晚期肝

癌的疗效及其减毒增效作用.

方法:::::      60例晚期肝癌患者随机分HIFU治疗组和HIFU联用

中 药 组中药以扶正养阴方加减定期观察HIFU术 前术

后 体 温 肝 功 能 甲胎蛋白(AFP)及肿瘤大小的变化.

结果:::::     HIFU术后多数患者有不同程度的发热及肝功能的损

伤 而中药联用组在治疗2 wk内体温及肝功能(如ALT)明

显 改 善明显优于单纯HIFU治疗组; 两组的肿瘤大小及AFP

较治疗前获得明显好转但两组比较无显著差异.

结论: : : : : 扶正养阴方能有效减轻HIFU术后造成的发热及肝功

能损伤等不良反 应改善病情.

潘锦瑶, 马军, 贾林, 周永健, 李瑜元. 扶正养阴方与高强度超声聚焦联用对晚

期肝癌疗效的探讨. 世界华人消化杂志   2004;12(7):1750-1751

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1750.asp

0   引言

肝癌是最常见的恶性肿瘤之一对早期原发性肝癌手

术 是首选方法对于晚期或有扩散的肝癌非手术治疗

成为重要的治疗手段[1-2]. 高强度超声聚焦(HIFU)是近年

逐渐被推广的体外无创的强效祛除肝癌病灶的物理疗

法 效果良好但在治疗的过程中常会出现发热肝功

能损伤等不良反应中药扶正养阴方能改善这些不良

反 应 改善患者的生活质量.

1  材料和方法

1.1 材料  本组晚期肝癌患者共 60 例 其中原发性肝

癌 53 例 转移性肝癌 7 例 男 46例 女 14 例 年龄

29-79岁 病灶直径在 5-15 cm 之 间 均经影像学及病

理 组 织 学 确 诊上述患者均不能行根治手术或不耐受

强烈放化 疗重要器官功能基本正常肝功能Child分

级为 A 或 B.

1.2 方法  所有病例随机分成两组: HIFU治疗组和联用组

每组各 30 例. HIFU治疗组中仅以 HIFU加常规对症治

疗 剂量和疗法参照伍烽方法[3]. 联用组则在 HIFU治疗

组 基础上加服扶正养阴方加减(主 要 包 括黄芪太子

参 石 斛 花 粉 麦 冬 茵 陈 蛇 舌 草 虎 帐

半 枝 莲 板 蓝 根 鳖甲和全蝎等) 每日 1次 1 wk

为1疗程. HIFU治疗系统为海扶JC-1型高强度聚焦超声

肿 瘤 治 疗 系 统治疗探头参数: 频率0.8 MHz 焦距135-

160 mm 声功率 160-230 W 由诊断B超引导定位和

监测下治 疗累计治疗时间 85-304.3 min. 观测指标: 治

疗前及治疗后1 wk 2 wk的肿瘤影像学情况体 温AFP

(原发性肝癌患者) 肝功能(如 ALT)及临床症状的变化.

        统计学处理  所有数据经SSPS统计软件包处理组

间比较采用 t检 验 以 P <0.05 表示有显著意义.

2  结果

结果显示: (1)临床疗效: 两组在治疗后的肝癌肿瘤大小明

显 缩 小 AFP值较治疗前明显下降(P <0.05) 但两组

之间的差异无统计学意义(表 1). (2)体温变化: HIFU治

疗后两组均存在不同程度的体温升高1 wk后两组体

温都有 所回降其中联用组的下降幅度更大第 2 wk

时的平均体温基本降至正常明显优于 HIFU单纯治

疗组(P <0.05 表 2). (3)肝 ALT变化: 两组的肝ALT值

于 HIFU治疗后均有明显升高治疗 1 wk后两组之间

无明显差异但 2 wk后 联用组的 ALT值基本恢复到

术 前水平而HIFU单纯治疗组的回降相对缓慢两

组比较有显著差异(P <0.05 表 2).

表 1  治疗前后肿瘤大小及 AFP 的变化情况(mean±SD)

               联用组                             HIFU 组

                                 前                 后                  前                 后

肿瘤大小  (cm2)   10.02±4.43           3.80±2.15a            8.87±4.52           4.21±3.02a

AFP (µg/L) 370.32±200.62   152.76±106.58a    460.26±257.86    203.54±117.43a

aP <0.05 vs 治疗前.

表 2  治疗前后平均体温及 ALT 的变化情况(mean±SD)

                                               术前                      术后                术后1 wk              术后2 wk

体温        联用组         36.72±0.63         37.88±0.87         37.43±0.61a          37.06±0.47a

( )         HIFU组         36.69±0.56           7.91±0.76         37.79±0.58           37.53±0.32

ALT         联用组         67.32±22.52      89.71±30.51       87.61±23.34       70.81±30.13a

(U/L)      HIFU组         70.08±26.87      93.64±27.60       90.86±32.33        86.30±36.78

aP <0.05 vs HIFU 组.
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3   讨论

HIFU为 一 种无损的 有效的局部 治 疗 手段可将超

声能量聚集于体内深部组织在短时间内使聚焦区能

量迅速积聚使组织温度在几秒内上升到 70 度 利

用 高 温 空化效应等物理作用破坏靶细胞或肿瘤细

胞 造成靶细 胞 的凝固性 不 可逆坏 死 从而杀死

肿 瘤 细 胞而对其他正常组织不产生多余热量的方法;

由于肿瘤外组织照射时间短热量来不急交换而损伤

较 小实现对治疗目标进行精确选择治疗为肿瘤的微

创治疗开辟了广泛的应用前景[4] 此新技术用于肝癌

的治疗越来越受到重视[5-6]. 但 HIFU作为热疗方法之

一 对周围正常组织仍有一定程度的损伤造成肝细

胞炎性 坏 死 转氨酶升高和肝功能损伤等一系列不良

反 应 由于肿瘤坏死组织的吸收可导致患者术后发

热 甚至 高热等 如得不到有效的处理势必会影

响HIFU的疗效和患者生活质量不利于病情的恢复.

       中医认为聚焦超声波属热毒之邪其在有效杀伤

癌细胞的同时亦损伤肌体邪热伤津耗气灼伤阴液

影响气血生 化致气阴两伤造成临床上诸多的不良反

应. 我们针对 HIFU术后的这种病机特点充分发挥中

医药的优势 提出了 以益气养阴扶 正 固 本 清热

护肝解毒为主的治疗方法拟定 了扶正养阴方其中

以 黄 芪 太 子 参 石 斛 花 粉 麦冬扶正 生津培

本 固 源 茵陈护肝退黄 蛇 舌 草 虎 帐 半 枝 莲

板蓝根清热解毒结 合 鳖 甲 全蝎活血软坚全方

攻 补 兼 施 培补而不助邪攻伐而不伤正 临床研

究表明其明显改善患者的精神状态增进食欲减轻

发 热 腹 痛 胁痛等临 床症状增加对 HIFU治疗的

耐受性[7]. 实验表明扶正养阴方可显著缓解患者的术后发

热和肝功能损害证实其在改善肝功能减轻发热等方

面确 有良效而在遏制肿瘤方面HIFU起 主 导地位中

药的作用相对较弱. 由此可知HIFU和扶正养阴中药在肝

癌治疗中的作用和地位是不同的二者联用具有取长

补 短 相互协同的 作 用值得在临床上推广应用.
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摘要

目的: 探讨成人上腹不适症状与H pylori感染的相关性.

方法: 有 上腹不适症状经胃镜检查诊断为慢性胃炎的患

者 533 例 近1 mo内未服用抗菌药物行 13C 尿素呼气试

验(13C-UBT)检测 H pylori 感 染 情 况 观察 H pylori 感染

与慢性胃炎临床症状之间的关系. 对H pylori感染阳性并接

受正规抗 H pylori治疗及随访的 158 例 患 者观察治疗前

后的临床症状变化.

结果: 在533例患者中H pylori 阳性者286例 阳性率53.7%.

H pylori 阳性患者中腹痛腹 胀 反 酸或烧心嗳 气

食欲差和其他症状的发生率分别为44.8% 42.3% 40.2%

23.4% 7.7% 和 20.3%; 而H pylori 阴性患者上述症状的发

生率分别为38.9% 35.6% 23.9% 23.9% 4.9%和16.2%.

除反酸烧心症状与 H pylori 感染相关(P <0.05)外 其余症

状与是否有H pylori 感染差异无显著性. 反酸烧心症状在

H pylori 被根 除 后 有 73.3% 的患者症状好转或消失与

未被根除者之间差异有显著性(P <0.05). 同时在H pylori 被

根 除 后其余症状改善率在H pylori 被根除和未被根除比



1752                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 7 月 15 日  第 12 卷  第 7 期

较 差异无显著性(P >0.05).

结论: 成人H pylori 感染者反酸烧心症状发生率明显高于无

H pylori 感 染 者 抗 H pylori 治疗则有助于症状的缓解.

李园, 吴本俨. 慢性胃炎患者临床症状与幽门螺杆菌感染的相关性. 世界华人

消化杂志  2004;12(7):1751-1753

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1751.asp

0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori H pylori )是全球人群

感染最广泛的致病菌自然人群中H pylori的感染率相

当 高 有报道H pylori感染率可达 70%[1]. H pylori 是上

消化道疾病的重要致病因子因此人们对其致病性较

为重视. 有研究发现儿童腹痛腹 胀 呕 吐 上消化道

出血等临床症状与 H pylori感染相关[2] 但临床症状不

如成 人典型 少 有嗳气反酸等症状 胃溃疡较少见.

有上消化道症状的儿童H pylori感染率明显高于无症状

对照组[3-4] 且H pylori 的感染率有随年龄增加而逐步

增高的趋势[5-6]. 据报道儿童与成人 H pylori感染也存在

差异 [7-9] 其原因尚不 完全清楚从病 理 改 变来说

儿童 H pylori感染合并淋巴样滤泡高于成人且黏膜

巨噬细胞浸润较明显H pylori 与胃黏膜黏附形式也不

同. 但儿童伴肠黏膜化生胃 黏 膜萎缩 不典型增生黏

膜相关淋巴样淋巴瘤(MALT)较 少 且成人与 H pylori

相 关 的炎性 息肉增生 性 息肉恶性贫血等在儿童也极

为 罕 见 提示存在某种与年龄相关的宿主方面反应上

的差异[10]. 而在成人上腹不适症状与 H pylori 感染有无

相关性 我们对此进行初步研究.

1   材料和方法

1.1 材料  2000-03/2003-12 因 上腹不适来诊 经胃镜

检查诊断为慢性胃炎同时上腹部 B超检查未发现肿

瘤 及其他肝胆胰疾病无腹部 手 术史近 1 mo 内未

服用抗菌药物的患者共 533 例.

1.2 方法  所有患者均行 13C尿素呼气试验(13C-UBT)

检测 H pylori感染情况. 根据检测结果分为 2 组 即

H pylori (+)组和 H pylori(-)组 详细询问每位患者的临

床 症 状 分别统计两 组 患 者腹痛腹 胀 反酸或烧

心 嗳 气 食欲减退及其他症状发生率观察H pylori

感染与慢性胃炎临床症状之间的关系. 对H pylori感染(+)

者 按正规三联疗法(质子泵抑制剂+2种抗生素)治疗10-

14 d 停药后 1 mo 复查 13C-UBT 观察H pylori 根除前

后临床症状的变化.

        统计学处理  所得数据采用 χ2检验

2   结果

2.1 临床症状与 H pylori 感染的相关性  所有 533 例患

者 中 H pylori (+)286例 年龄 16-89岁 男 185 例

女 101 例; H pylori (-)247 例 年龄 17-85 岁 男 141

例 女 106例. 2 组性别及年龄组成比较均无显著性差

异. H pylori (+)者各症状发生率均较 H pylori (-)者 高

但仅反酸或烧心症状差异有显著性( χ2=9.55 P <0.05)

其余症状在两组中均无显著性差异(表 1).

表 1  临床症状与 H pylori 感染的相关性 n (%)

H pylori   n    腹痛      腹胀 反酸或烧心    嗳气           食欲减退    其他

+ 286 128 (44.8) 121 (42.3)    115(40.2)a 67 (23.4) 22 (7.7) 58 (20.3)

- 247   96 (38.9)  88 (35.6)               59 (23.9) 59 (23.9) 12 (4.9) 40 (16.2)

aP <0.05 vs H pylori (-).

表 2  抗 H pylori 治疗对临床症状的影响 n (%)

     H pylori 被根除    H pylori 未根除
症状   n

 n  好转或消失  n 好转或消失

腹痛 110 82    45 (54.9) 28    16 (57.1)

腹胀   98 62    34 (54.8) 36    19 (52.7)

反酸或烧心 102 75    55 (73.3)a 27    14 (51.9)

嗳气   46 33    17 (51.5) 13      6 (46.2)

食欲减退   16 11      6 (54.5)   5              3 (60.0)

aP <0.05 vs H pylori 未根除.

2.2 抗 H pylori 治疗对临床症状的影响  H pylori感染阳

性并接受正规抗 H pylori 治疗及随访的患者共 158 例

其中 102例有反酸或烧心症状治疗后75 例H pylori被

根 除 27 例 H pylori仍阳性. H pylori被根除的患者有

55 例症状好转或消失有效率73.3%; H pylori 未根除的

患者14例症状好转或消失有效率51.9% 临床症状在

H pylori被根除和未根除之间差异有显著性(χ2= 4.68

P <0.05). 而其余症状改善率无显著性差异(表 2).

3   讨论

H pylori是慢性活动性胃炎和消化性溃疡的主要致病因

素 而且与胃癌关系密切[11] 还有研究认为 H pylori

感染与部分胃肠道外疾病如血管性疾病 免疫性疾

病 营养代谢性疾病皮肤病等有一定关系. H pylori

感染会不会引起特异性的临床症状由于受样本选择

及症状衡量标准的局限目前这方面的报道尚较少.

Marshall et al [12]发现与 H pylori 相关联的症状是嗳气

但是 Rokkas et al [13]报道只有餐后饱胀与 H pylori 相 关
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我们以门诊患者为研究对象在排除了可引起上腹不

适的器质性疾病和其他影响因素的情况下分别统计

患 者 的腹痛腹 胀 嗳 气 反酸烧心食欲减退等消化

道症状 的 发 生率并分析其与 H pylori感染的 相 关 性

结果表明H pylori阳性的患者除反酸烧心症状的发生

率显著高于 H pylori阴性 的 患 者外其余症状的发生

率在二者间均无显著性差异与文献[14]报道相符. 由于

H pylori感染可 引 起 胃炎消化 性溃疡等本研究排

除了消化性溃疡的患者而胃炎本身并无特异性的临

床 表 现因此本结果也与其临床特征相符合. 而且所有

观察的患者胃镜检查均无明显的食管炎表现因此也

可以排除由于反流性食管炎造成的影响.

       为了验证 H pylori感染与反酸烧心症状的相关性

我们观察了接受正规抗 H pylori 治疗及随访的 158 例患

者 治 疗 前后临 床症状 的 变 化 为了排除治疗过程中

抑酸药对临床症状的影响我们在治疗停止后1 mo复

查 13C-UBT 时再次调查患 者 的 临 床症状 我们发现

H pylori 被根除的患者其反酸或烧心症状好转率明显高

于 H pylori 未被根 除 的 患 者支持 H pylori感染与反酸

烧心症状相关. 但在抗 H pylori 治疗后H pylori 未被根

除的患者中也有 51.9%的患者临床症状好转说明有

多种因素与反酸烧心症状相关而且由于所选患者的

原 因 大部分患者在治疗后未能及时复查胃镜对治

疗前后胃内炎症改变的状况不能及时了解其临床症

状的改善是否与胃炎好转相关有待进一步研究. 另外

有研究显示 H pylori感染与贲门炎和 / 或胃食管反流病

(GERD)相关[15] 而反酸和烧心是贲门炎和GERD 常见

的 临 床症状本研究结果显示的H pylori感染者反酸烧

心症状明显高于无H pylori感 染 者 也支持上述观点.

关于 H pylori 与 GERD 的 关 系 一直引 人注目流行病

学 资 料 表明GERD 患者 H pylori感染率低. 土耳其后

裔的人群中 H. pylori感染率高(60.6%)而 RE发生率低

(9.7%) 荷兰人群中 H pylori感染率低(18.5%)而 RE发

生率高(33.0%) 二者呈反比关系[16-18]. 有学者认为不是

H pylori而是胃炎对GERD 有保护作用[19]. 其原因和机制

有待进一步研究.

        由于H pylori感染的普遍性其与人类的健康密切

相 关 抗 H pylori 治疗对 H pylori阳性的患者反酸烧心

症状可获得明显缓解从而提 高 生 活 质量结果支持

对这部分患者进行抗 H pylori 治疗.

4     参考文献
1 Pan ZJ, van der Hulst RW, Feller M, Xiao SD, Tytgat GN,

Dankert J, van der Ende A. Equally high prevalences of infec-

tion with cagA-positive Helicobacter pylori in Chinese patients
with peptic ulcer disease and those with chronic gastritis-
associated dyspepsia. J Clin Microbiol  1997;35:1344-1347

2 胡剑可, 张宝莉. 儿童血清幽门螺杆菌抗体与消化道疾病关系的
探索. 现代预防医学  2000;27:60-61

3 Heldenberg D, Wagner Y, Heldenberg E, Keren S, Auslaender
L, Kaufshtein M, Tenebaum G. The role of Helicobacter pylori
in children with recurrent abdominal pain. Am J Gastroenterol
1995;90:906-909

4 Tindberg Y, Bengtsson C, Granath F, Blennow M, Nyren O,
Granstrom M. Helicobacter pylori infection in Swedish school
children: lack of evidence of child-to-child transmission out-
side the family. Gastroenterology  2001;121:310-316

5 Guiraldes E, Duarte I, Pena A, Godoy A, Espinosa MN, Bravo
R, Larrain F, Schultz M, Harris P. Proinflammatory cytokine
expression in gastric tissue from children with Helicobacter
pylori-associated gastritis. J Pediatr Gastroenterol Nutr  2001;
33:127-132

6 Rowland M, Imrie C, Bourke B, Drumm B. How should
Helicobacter pylori inf ected children be managed?  Gut  1999;
45(Suppl 1):I36-I39

7 Carpentieri DF, Wenner W, Liquornik K, Ruchelli E. Significanc
e of lymphoid follicles and aggregates in gastric mucosa of
children. Pediatr Dev Pathol  2000;3:177-179

8 Riddell RH. Pathobiology of Helicobacter pylori infection in
child ren. Can J Gastroenterol  1999;13:599-603

9 Blom J, Gernow A, Holck S, Wewer V, Norgaard A, Graff LB,
Krasilnikoff  PA, A ndersen LP, Larsen SO. Different patterns
of Helicobacter pylori adherence t o gastric mucosa cells in chil-
dren and adults. An ultrastructural study. Scand  J Gastroenterol
2000;35:1033-1040

10 姜海行, 梁淡湄, 王琳琳, 陈振侬, 覃山羽, 单庆文. 儿童幽门螺杆
菌感染的特征. 世界华人消化杂志  2001;9:1457-1459

11 Miehlke S, Kirsch C, Dragosics B, Gschwantler M, Oberhuber G,
Antos D, Dite P, Lauter J, Labenz J, Leodolter A, Malfertheiner
P, Neubauer A, Ehninger G, Stolte M, Bayerdorffer E.
Helicobacter pylori and gastric cancer: current status of the
Austrain Czech German gastric cancer prevention trial (PRISMA
Study). World J Gastroenterol  2001;7:243-247

12 Marshall BJ ,Warren JR. Unidentified curved bacilli in the stom-
ach of patients with gastritis and peptic ulceration. Lancet
1984;1:1311-1315

13 Rokkas T, Pursey C, Uzoechina E, Dorrington L, Simmons
NA, Filipe MI, Sladen GE. Campylobacter pylori and non-
ulcer dyspepsia. Am J Gastroenterol  1987;82:1149-1152

14 周惠萌, 范欣敏. 胃十二指肠疾病与幽门螺杆菌感染的相关性分
析. 世界华人消化杂志  2004;12:497-498

15 Wu JC, Sung JJ, Chan FK, Ching JY, Ng AC, Go MY, Wong SK,
Ng EK, Chung SC. Helicobacter pylori infection is associated
with milder gastroesophageal reflex disease. Aliment Pharmacol
Ther  2000;14:427-432

16 吴灵飞, 王炳周, 冯家琳, 郑宗茂, 张金池, 曾哲. 胃食管反流病与
幽门螺杆菌相关性胃炎及胃肠激素的关系. 世界华人消化杂志
2004;12:1100-1103

17 Loffeld RJ. H pylori and reflux esophagitis in Turkish patients
living in the Zaanstreek region in the Netherland. Dig Dis Sci
2003;48:1846-1849

18 Vinjirayer E, Gonzalez B, Brensinger C, Bracy N, Obelmejias
R, Katzka DA, Metz DC. Ineffective motility is not a marker
for gastroesophageal reflux disease. Am J Gastroenterol  2003;
98:771-776

19 Cremonini F, Di Caro S, Delgado-Aros S, Sepulveda A,
Gasbarrini G, Gasbarrini A, Camilleri M. Meta-analysis: the rela-
tionship between Helicobacter pylori infection and gastro-oesoph-
ageal reflux disease. Aliment Pharmacol Ther  2003;18:279-289



1754                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 7 月 15 日  第 12 卷  第 7 期

• 临床经验 •

胰管结石85例的内镜诊治

秦运升, 李兆申, 孙振兴, 吴仁培, 王  娜, 姚银珍

秦运升, 浙江大学附属第一医院肝胆胰外科  浙江省杭州市  310031
李兆申, 孙振兴, 吴仁培, 王娜, 姚银珍, 中国人民解放军第二军医大学
附属长海医院消化内科  上海市  200433
项目负责人: 李兆申, 200433, 上海市, 中国人民解放军第二军医大学附属
长海医院消化内科.  zhaoshenli@chxh.com
电话: +86-21-25070552    传真: +86-21-55620081
收稿日期: 2004-03-11    接受日期: 2004-04-13

摘要

目的: 探讨内镜逆行行胰管造影(ERCP)在胰管结石诊断与治

疗中的价值.

方法: 回顾分析 1998-07/2003-12 经 ERCP 诊治的 85 例胰

管结石患者的临床治疗治疗方法和治疗结果.

结果: 85 例患者共行 137 次 ERCP 检 查 诊断准确 100%.

59例胰管结石经乳头括约肌切开(EPST)或胰管括约肌切开

(EPS)取石或置入胰管支架而得到成功治疗. 18例经ERCP

结 石 取净腹痛近期缓解率为88.9% 远期缓解率为81.2%;

26例置入支架患者的腹痛近期缓解率80.7% 远期缓解率

66.7%; 10 例 EPST 后 探 条扩张部分 取 石ENPD 引流患

者的近期缓解率70%. 并发症发生率为9.4%(8/85) 1例发

生术后胰腺炎.

结论: ERCP是诊断胰管结石的主要手段经ERCP治疗胰

管结石具有微创并发症少的 特点可作为胰管结石的首

选治疗手段.

秦运升, 李兆申, 孙振兴, 吴仁培, 王娜, 姚银珍. 胰管结石 85例的内镜诊治.
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0  引言

胰管结石可导致胰管内压力增高引起胰腺组织血流

灌注减少缺血乃至组织纤维化加剧胰腺炎病情进

展. 慢性胰腺炎中胰管结石的发生率高到30%[1]. 随着治

疗性 ERCP的 应 用 内镜治疗已成为胰管结石的首选

治 疗 手段并取得了良好的治疗效果有取代传统外

科手术的趋势. 长海医院 1998-07/2003-12 经内镜诊治

胰管结石患者 84 例如下.

1   材料和方法

1.1 材料  胰管结石患者 84 例 男 51 例 女 34 例. 平

均年龄 38.3(8-74 岁) 20 岁以下占 16.5% 20-40 岁

占 44.7% 40-60 岁占 28.2% 60 岁以上占 10.6%.

91.8%的患者首发症状为慢性持续性腹部胀痛可有

腰背部放射痛其中 47.4%的 患 者 伴 有腹胀腹 泻

纳 差 消 瘦 恶 心 呕吐等其他消化道症状以腹泻为

首发症状者 3 例; 以黄疸为首发症状者 2 例 2 例体检

发现. 病程 10 d-27 a 不 等 61.2%的患者病史在 1 a 以

上. 胰腺外分泌检查BT-PABA<60%者36.5% <30%者

27.1%. 有长期饮酒史 23 例(27.1%) 酗酒者 7 例. 全部

病例均行腹部B超 检 查阳性率72.9% 未检出者多报

告为胆道结石及胆管扩张慢性胰腺炎. CT检查的阳

性率为 83.8%(57/68) 未检出者中有 3 例报告为胰头

或胰尾肿瘤. MRCP检查 57 例 阳性率96.5%(55/57)

未见出的2例均报告为胆总管下段结石. 内镜超声(EUS)

检查的阳性率91.7%(22/24) 均能较好的显示出胰腺

或胰管的 形 态 改 变但 2 例没能显示出结石. ERCP的

阳性率为 100% 并能清楚显示结石的大小位置及

数目.

1.2 方法  常规 ERCP了解胰胆管情 况 确认结石的大

小 数 量 位置以及有无胰管狭窄胆道结石胰腺囊

肿等情 况制定相应的治疗方案. 如果结石位于主胰管

且 数 量 3枚 大 小 1.0 cm 行胰管括约肌切开

(EPST)后用取石网篮或取石气囊一次取净结石若结

石>1.0 cm 用机械碎石器碎石后取石. 如果结石数量>

3枚 一次难以 取净可 分次取石取石间隔置入鼻胰

管或内支架引流. 内镜下取石失败者行体外震波碎石

(ESWL)碎石后再次取石若不 成功外科手术. 导丝难

以越过结石或狭窄段者外科手术. 若同时存在胰管狭

窄 可用胰管扩张气囊或探条行狭窄扩张如仍存在取

石 困 难置入胰管支架后择期取石. 若取石后仍存在胰

管狭窄的 留置胰管支架.  一般选用 5-7F的胰管支

架 重度扩张者可选用 8.5-10 F的 支 架 支架的长度

以超过狭窄处1 cm为宜. 随访过程中发现支架阻塞者

更换支架. 术后禁食2-3 d 常规应用抗生素预防感染

必要时给予胰酶抑制剂. 监测术后3 12 24 及 72 h血

清淀粉酶观察生命体征和腹部体征的变化并对术

后 腹 痛 脂 肪 泻 消化道症状 及体重增加等情况进

行随访.

2   结果

85 例患者共行 ERCP诊疗 137次 每例平均 1.6次. 操

作成功率 100% 诊断正确性 100%. 单纯行 ERCP诊断

检查13 例 其中外院送检5例 2例因伴发胰腺囊肿行

囊肿 切 除胰管切开取石术另1例为胰管切开取石术

后结石复发. ERCP治疗 72 例 治疗成功率 81.9%. 18
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例经 EPST后取净结石其中 9例 1次取石成功; 8 例

2次完 成 取石取石间隔置入鼻胰管或内支架引流; 1

例 3次完成取石. 5 例EPST+ESWL+支架置入应用其

中1例患者经2次支架置入后复查结石消失但拔除支

架后发生急性胰腺炎再次支架置入. 26例 EPST后置

入胰管支架其中 5 例置入副胰管支架(3 例 5F/5 cm

1 例 10F/5 cm) 7 例随访过程中发现支架阻塞予以

更换支架1例在首次支架置入后4 a刷检出癌 细 胞行

胰十二指肠切除术. 10 例 EPST后行探条扩张部分取

石或 ENPD 引流.

        因导丝或扩张探条不能越过结石或狭窄段而放弃

取石 13 例 其中 6例 手 术 治 疗 2 例因胰头及勾突广

泛结石纤维 化行胰十二指肠切除术3例行胰管切开

取 石 术 1 例行胆总管囊肿切除及胰管切开取石 .

ERCP成功治疗胰管结石 59例随访 1-48(平均 11.6) mo.

结石取净患者 18 例腹痛近期(<3 mo)缓解率 88.9% 远

期缓解率(>3 mo)81.2%; 置入支架患者26例近期腹痛缓

解率 80.7% 远期缓解率(>3 mo)66.7%; EPST后探条扩

张 部分取石后ENPD 引流患者 10 例近期缓解率70%.

腹 泻 纳 差 恶 心 呕吐等消化道症状得到改善47 例

质量增加 1-5 kg.

        并发症发生率为 9.4%. 1 例患者经 2次支架置入后

复查结石消失拔除支架后再发腹痛淀粉酶进行升

高 急诊置入胰管支架后缓解. 术后高淀粉酶血症(>8

335 nkat)7 例 经积极治疗后多于 72 h后恢复正常. 无

支架移位及穿孔等其他并发症发生.

3  讨论

ERCP仍是诊断胰管结石的金标准[2] 本组诊断符合率

100%. ERCP能清楚显示出结石的位置大小及数目

由于其用于治疗具有微创并发症少的特点而宜于为

患者接受. 胰管结石的存可导致胰管胰实质的压力增

高 引起胰腺组织血流灌注减少缺血乃至组织纤维

化 加剧胰腺炎病情进展并诱发胰腺炎发作. 去除结石

后可改善胰腺炎的预后[3]. 因此目前多数学者主张一旦

确诊就要积极治疗. 以往胰管结石的治疗主要依赖于外

科手术. 常用术式是胰管切开取石胰管空肠吻合由

于结石常多发且不限于主胰管切开取石亦难于取净

常需切除部分胰腺由此带来更大的创伤和更多的并发

症. 近 年 来随着内镜诊疗技术尤其是ERCP技术的不

断 发 展 ERCP介入取石取得了较好的效果并显示出

了 微 创高 效并发症少的特点[4]. 本组25%的患者胰管

结石可经ERCP取净. 腹痛近期缓解率88.9% 远期缓解

率为 81.2%. 作为一种辅助的治疗手段ESWL后再次

取石或引流已被证明是安全有效的 尤适于主胰管大

结石和位于狭窄段尾端的结石可大大提高胰管结石

的非手术治疗的效果与成功率[5-6]. 本组有 5 例患者经

ESWL后建立了通畅的引流.

         主胰管阻塞引起的近段胰管高压和扩张是慢性胰

腺炎疼痛的原因. 对于结石无法取净的患者可置入胰管

支架以通畅引流降 低胰管的压力 达到缓解疼痛

的目的. 本组44.1%的患者经置入胰管支架有效缓解了

疼 痛 腹痛近期缓解率达 80.7% 远期缓解率66.7%

消化道症状也得到不同程度的改善. 与文献[6]报道的相

似. 但有文献报道内镜下引流以对慢性胰腺炎的疼痛几

乎没有效果而且也不能阻止或延缓腺体功能不全的

进一步进展[5]. 另有文献报道胰管内支架置入后会不同

程 度 的 引 起胰管胰腺实质以及胰腺形态的改变[7-8].

本组 1 例患者拔除胰管支架后再发胰腺炎可能与次有

关. 另有 1 例患者经过 3次支架置入后刷检出癌细胞

胰腺癌变是由胰管结石引起还是胰管内支架引起尚不

清楚. 因 此置入胰管支架后因规范随访结石取净后

尽早拔除.

        提高 ERCP治疗胰管结石的效果我们认为应掌

握好如下适应证: (1)主胰管结石且数量 3枚 大小

1.0 cm 力争一次取净结石若结石>1.0 cm 机

械碎石器碎石后取石; (2)如果结石数量>3枚 一次难

以 取 净可 分次取石取石间隔置入鼻胰管或内支架引

流; (3)首次内镜下取石导丝或扩张探条难以越过结石或

狭窄段者行括约肌切开后试行ESWL碎 石择期再次

取石; (4)无法取净结石者置入胰管支架通畅引流但

应定期随访; (5)多发结石伴胰腺广泛钙化者不适于内镜

下取石.
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摘要

目的: 探讨腹腔镜结直肠癌手术中特殊情况的处理方法.

方法: 总结 1995-06/2003-06 作者施行的 142 例结直肠

癌手术中有特殊疑难情况的14例患者的手术处理技巧和

经验.

结果: 使用腹腔镜结合电凝固化小切口辅助手辅助等

手 段 14例患者均顺利完成手术例 有 术 后 并 发症

例经保守治疗治愈1例拒绝再次手术.

结论: 随着经 验 的积累一些特殊情况也可以通过腹腔镜

联合其他手段辅助完成手术取得满意的效果.

王存川, 曾毅克. 腹腔镜结直肠癌手术中特殊情况的处理. 世界华人消化杂志

2004;12(7):1756-1757

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1756.asp

0  引言

学术界对腹腔镜结直肠癌手术一直存在争论美国的

一项调查[1]显示与过去3 相 比 腹腔镜外科医生对腹

腔镜结直肠癌手术的热情有所下降其主要原因是对

疗效和并发症的疑虑. 腹腔镜结直肠癌手术是一种手术

技巧要求较高的手术在遇到肿瘤合并肠梗阻侵犯邻

近脏器等复杂情况时一般需要中转开放手术处理但

是 随着经验的积累和手术技巧的提高也可以在腹腔

镜下处理 完成手术.

1  材料和方法

1.1 材料  1995-06/2003-06作者共施行的 142例结直肠

癌 手 术 术中遇到特殊疑难情况共14例: 合并肝转移4

例(其中 2 例术前 B超和 CT检查均未发现) 结肠肝曲

癌侵犯十二指肠2 例 侵犯胰头1 例 乙状结肠癌侵犯

横结肠和十二指肠1 例 侵犯右附件和膀胱1 例 侵犯

骨盆1例 合并肠梗阻1例 右半结肠癌伴肠梗阻1例

直肠癌侵犯阴道后壁1例 直肠癌用切割器切割直肠下

段时钉仓长度不够 1 例.

1.2 方法      合并肝转移的患者给予电凝固化转移灶. 肿瘤

侵犯十二指肠者和乙状结肠癌侵犯横结肠和十二指肠

的 患 者通过取标本的小切口切除受侵犯的肠壁肠

管直接缝合修补. 肿 瘤侵犯胰头者 在腹腔镜下用超

声刀切除受侵犯的部分胰头组织. 肿瘤侵犯膀胱和右

侧附件者 同时行右附件切 除膀胱部分切除. 直肠

癌侵犯阴道后壁者同时行阴道后壁部分切除. 结肠癌

合并肠梗阻时先通过小切口行肠道减压行手辅助

腹腔镜手 术 一期吻合. 肿 瘤侵犯骨盆者 行姑息手

术 用超声刀分离到肿瘤远端(骨盆残留部分肿瘤组

织) 切 除 病 变肠管用吻合器吻合结直肠遇到钉仓

长度 不够的 病 例剩余的 8 mm宽的直肠断端加用丝

线缝合封闭.

2  结果

14 例 患 者 均顺利完 成 手 术 术后吻合口瘘 1 例 保

守治疗治愈. 轻微膀胱瘘 1 例 延期 10 d拔尿管后治

愈. 直肠阴道瘘 1 例 患者拒绝再次手术. 术后急性肺

栓塞 1 例 经保守治疗治愈.

3  讨论

3.1 合并肝转移的处理  肝脏是结直肠癌最常见的转移

器官之 一但 是某些隐匿转 移 灶术前影像学检查有

时难以 发 现 的而腹腔镜也是诊断腹腔隐匿转移灶的

有效方法. 最好配合术中超声成像仪检查这是诊断肝

脏等实质性器官肿瘤的敏感方法[2-3]. Goletti et al [4]认为

术中超声检查是腹腔镜外科不可缺少的有用手段能

增加肿 瘤 的 分期为调整治疗策略提供帮助. 本 组 中

有 2 例患者术前经B超和CT检查均没有发现肝脏面包

膜下的转移灶; 而在术中探查时发现. 对可疑转移取活检

作冰冻切片检查时避免使用热切割工具以免影响病

理检查的结果病灶完整切除后再用电刀或超声刀止

血.如果是较大的单个转移灶可考虑行腹腔镜肝段或

肝叶切 除

3.2 肿瘤侵犯邻近脏器的处理  术中发现结直肠癌侵犯

邻近脏器时术者应根据具体情况决定是中转开腹还

是 使 用 手辅助处理 主动中转开腹并非腹腔镜手术的

并 发 症 而能够在腹腔镜的探查指引下选择更合理的

手术切口和处理方法[5-6]. 如果肿瘤对邻近脏器侵犯轻

目标脏器体积增加不大则可在腹腔镜下做联合脏器

切 除 如本组的乙状结肠癌侵犯膀胱顶和右附件和直

肠癌侵犯阴道后壁的2例 患 者我们分别对其施行了完

全腹腔镜下乙状结肠癌联合膀胱部分右侧附件切除
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和阴道后壁部分切除. 如果处理困难也可利用取标本

的小切口进行直视下辅助切除受侵犯的器官本组的

2例结肠肝曲癌侵犯十二指肠壁和1例乙状结肠癌侵犯

横结肠和十二指肠都是通过该法处理.

3.3 合并肠梗阻的处理  结直肠癌合并肠梗阻使肠管膨

胀 腹腔内可利用的空间减少影响气腹的建立增加

腹腔镜手术操作的困难这时可考虑使用手辅助装置

这样既可利用手辅助的切口可完成肠管的减压也可

利用手的触诊帮助发现和探查病灶和其他病变. 我们遇

到的 例结肠癌合并肠梗阻的 患 者腹部膨隆可见肠

形 无法按常规方法建立气腹我们先在其左腹部做一

8 cm的腹部切口先行肠道减压置入手辅助装置建立

气 腹 在手辅助下完成手术.
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摘要

目的: 测定重肝患者血浆内皮素(ET) 心钠素(ANP) 肾

素(PRA) 血管紧张素(AT-II)含 量 探讨他们水平变化的

机制和意义.

方法: 用放射免疫法检测38例重肝患者和30例正常对照血

浆 ET ANP PRA AT-II 含量.

结果: 重肝组血浆 PRA AT- ANP 均显著高于正常

对照(P <0.05) ET 显著低于正常对照(P <0.05) 急重

肝 亚 重 肝慢重肝血浆PRA AT-II ANP ET水平均

接 近 重肝患者ANP 与 ET AT-II ET 与 AT-II 之间无

显著相关.

结论: 重肝患者存在 ET ANP PRA AT-II释 放 代

谢和调控紊乱从而引起他们的含量变化但与重肝病

程无关.

姚怡然, 周力, 姚旗, 张涛. 重型肝炎患者血浆内皮素心 钠 素 肾素 -血

管紧张素测定. 世界华人消化杂志  2004;12(7):1757-1758

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1757.asp

0  引言

目 前 重型肝炎的发病机制尚未阐明不少学者认为

与 病 毒药物 对肝细 胞损害免疫损伤及非免疫损伤等

有关. 内皮素(ET) 心钠素(ANP) 肾素(PRA) 血管紧

张素(AT-II)均是体内血管活性物质其 中 ET是目前

已知最强的缩血管物质AT-II也具有强烈的缩血管作

用 而ANP是体内 利钠利水因子 并具有扩血管作

用. 许多 研 究 表明肝功能损害伴水盐代谢紊乱的疾病

常有ET ANP PRA AT-II 的 异 常其中对肝硬化方

面的 研 究甚多而有关重肝患者与ET ANP PRA AT-

II报道甚少. 为 此 我们对38例重型肝炎患者进行了血

浆ET ANP PRA AT-II 的 测 定 并就其临床意义作

初步探讨现将结果报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料  实验组 38 例(男 29例 女 9例) 均为 1996/1998

年贵阳医学院附属医院贵阳市传染病院铁五局中心医
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院收治的重肝患者. 年龄19-72(平均41.6 岁). 所有病例

均符合1990年上海市全国肝炎学术会议修订的诊断标

准 患者均无高血压和心脏病. 对照组 30名(男 15名

女 15名) 来自健康献血者 年龄 25-48(平均 46岁).

1.2 方法  清晨安静状态下空腹抽取静脉血 7 mL 按

放免药盒要求抗凝处理4  1 000 r/min离心 5 min

分离血浆 -30 贮存待检. 所有指标均采用放射免疫

分 析法测定 ET 药盒由东亚免疫技术 研 究 所 提 供

PRA AT-II ANP 药 盒 由北方技术研究所提供.

实验数据均以平均数标准差(mean SD)表 示 两样

本均数比较用配对 t检 验 多个样本均数比较用方差

分 析 两变量间的关系用直线相关和回归  <0.05

为有统计学意义.

2  结果

重肝患者血浆 PRA AT- ANP ET 水平分别

为 5.7 1.6 ug/(L.h) 436 108 ng/L 197 45 ng/L

37 4 ng/L 正常对照血浆 PRA AT- ANP ET

水平分别为 0.5 0.3 ug/(L.h) 32 5 ng/L 78 7 ng/L

60 4 ng/L 结果示重肝组患者血浆 PRA AT-

ANP水平显著高于正常对照(P <0.05) ET水平显著低

于正常对照(P <0.05). 急重肝患者血浆 PRA AT-II

ANP ET水平分别为 6.2 2.3 ug/(L.h) 389 74 ng/L

168 32 ng/L 45 6 ng/L 亚重肝患者血浆 PRA

AT-II ANP ET 水平分别为 4.6 1.7 ug / (L .h)

477 137 ng/L 182 43 ng/L 41 10 ng/L 慢

重肝患者血浆 PRA AT-II ANP ET 水平分别为

5.5 1.0 ug/(L.h) 487 163 ng/L 226 64 ng/L

36 5 ng/L 三组血浆 PRA AT-II ANP ET含量比

较采用 方差分 析结果示三组血浆PRA AT-II ANP

ET水平均接近 . 重肝患者 AT-II ANP与 AT-II ET 的

相关系数分别为 0.108 0.178 ET与 AT- 相关系数为

0.096 结果示三者之间无显著相关.

3  讨论

肾素(PRA)肾脏球分器分泌的专一性很强的蛋白水解

酶,他可促进血管紧张素 II(AT-II)生 成 AT-II具有

强烈的缩血管作 用 并可刺激醛固酮分泌而导致水

钠潴留.  我们检测结果与文献[1-2]报 道 一 致 重肝

患者体内 PRA AT-II水平升高是多种因素综合作

用 结 果 由于 AT-II 有强烈缩血管作 用其增高可

作 用 于肝脏血管平滑肌使肝血流量减少加重肝

损害 .  此 外 他还可进一步加重水钠潴留 .  心钠素

(ANP )是心房肌细 胞 分泌产 生 的 一 种 活 性 多肽具

有强大 的利钠 利 尿 扩张血管和降血压的作用.

我们检测结果与文献报[2-3]道 一 致 由于 ANP具有

强 烈 的 利 钠 利 尿 扩 血 管 作 用 他的水平升高

可促进 体 内水钠排泄是机体调节内环境稳定的一

个保护性代偿机制. 临床上可考虑应用ANP改善重肝

患 者 的 微循环障碍纠正水电解质紊乱. 内皮素(ET)

是含有 21个氨基酸的血管活 性肽是目前所知作用

最 强 持续最久的缩血管多肽他参与调节动脉血

管紧张素和血管活性物质的释放. 我们的检测结果与

文献[4-5 ]报 道 相 反 现 已 证 实 生理状态下 ANP

可抑制 ET 释 放 重肝患者 ET 水平降低是否是由于

ANP升高反馈抑制ET释放所致 本文结果并未发现

ANP 水平变化与 ET有 何 相 关 性 因此还有待于进一

步研究. 急 性 亚 急 性 慢性重型肝炎血浆ANP ET

PRA-AT-II含量均无显著性差异 表明这些体液因

子的含量与重肝病程无关.

      近年 的 研 究 表明在 正 常 生 理 状 态下 ET可使

AT-II ANP 合成释放增加 ANP可抑制 ET AT-

II的合成. 我 们 研 究结果表明重肝患者ANP与ET AT-

II ET与AT-II 之 间无显著相 关这可能是由于重肝时

影响ET ANP AT-II释 放 分解的 因素甚多从而造

成他们之间的调控紊乱. 在 生 理 情 况下三者之间的相

互调节关系可维持机体内环境稳定而重肝患者这一

平衡的打破则可能导致病情进一步发展.
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二店石长岌受马台
.

C A I 2 5 在肝硬化患者中的前瞻性观察

冷爱民
,

张桂英

冷爱民
,

张桂英
.

中南大学湘稚医院消化科 湖南省长沙市 4 10 0 08

项目负责人
:

冷爱民 41 0 0 0 8
.

湖南省长沙市开福区湘雅路 141
,

中南大学
湘雅医院消化科

.

a ,m jn le n g@丫a h o o c o m
·

c n

电话
: 0 7 3 1一 4 3 2 7 10 6 传真 0 7 3 1一 4 4 4 8 2 3 1

收稿日期
: 2 0 0 4 一 0 1一 1 5 接受日期 : 2 0 0 4一 0 3 一 0 2

摘要

目的
:
前瞻性观察肝硬化患者血清中 C A一 1 25 的表达

情况
.

方法
:
肝硬化住院患者 42 例

,

男 24 例
,

女 18 例
,

平

均年龄 (4 9
.

48 士 13
.

1 2) 岁
,

治疗前后静脉采血
,

分离

血清
,

应用化学发光方法测定血清 c A 125 的浓度
.

结果
: 以血清 C A 1 2 5 > 5 4 U/ L 为界限值 42 例患者中治

疗前血清 C A 12 5 > 5 4 U几 的为 9 0
.

4 5%
,

平均 (5 5 7
.

6 4 士

2 65
.

5 4 u/ )L
,

35 例治疗后血清 C A 12 5浓度有不同程度

下降
,

治疗后平均 13 .3 71 士 .8 06
,

P < .0 01
,

平均下降

了阻8
.

6 7 土 2 5 2
.

9 7 U们
,

Ch i ld一p u
hg 分级中 A 级 C A 12 5

血清浓度平均 l( 29
.

98 士 46
,

24 U几)
,

B级 (46 3
.

05 士 2 1.4 52

U )L/
,

C级 (7 0 8
.

5 3 士 2 5 0
.

7 1 U助
,

两两比较 P均 < 0
.

0 1
.

治

疗后随 c hi ld一 p u
hg 分级的好转而下降

.

结论
:
肝硬化患者血清中 c A 1 25 升高

,

随 C hi ld 一
uP hg

分级的好转而下降
,

可作为判断肝硬化预后的一个

指标
.

冷爱民 张桂英 C A I 2 5 在肝硬化患者中的前瞻性观察
.

世界华人消化杂志

2 0 0 4 12 (7 ) 1 7 5 9 一 1 7 6 0

h t t P : j/ w w w
,

wj g n e t
.

e o m / 1 0 0 9
一

3 0 7 9 / 1 2 / 1 7 5 9
.

a s P

以血清浓度 e A 12 5 > 5 4 u zL 为阳性
.

e h ild 一p u gh 分级按

全国高等医学院校内科学五年制教材的标准
,

A级 9例
,

B级 46 例
,

C级 39 例
.

结果用 m e
an 土 S D 表示

.

统计学处理 显著性检验采用 t检验
,

相关系数分

析和相关系数的 t检验
.

2 结果

94 例中 C A 12 5 血清浓度>5 4 U几 的有 90 例
,

阳性率为

9 5
.

7 4%
,

治疗后 C A 12 5 血清浓度> 5 4 U /L 的 2 8 例
,

阳

性率为 2 7
.

7 9 %
,

P < 0
.

0 1
,

9 4 例中有腹水的 7 9 例
,

C A 1 2 5 浓度全部 > 5 4 U / L
,

阳性率为 1 0 0
,

0 0 %
.

平均

(5 9 7
.

0 3 士 2 3 6
.

4 6 U L/ )
.

正常对照组犯人C 1A 25 血清浓度平均 (21
.

34 士 .9 48

u / L )
,

9 4 例治疗前 e A 一2 5 血清浓度平均 ( 5 6 5
.

7 3 士

24 .5 65 U几 )
,

p 0<
.

01
,

治疗后平均 ( 131
.

37 士 88
.

40 U几)
,

p < 0
.

0 1
,

平均下降了 (4 5 9
.

5 5 士 2 3 6
.

6 9 u /L )
.

hC ild
一

uP hg 分级中 A级 C 1A 25 血清浓度平均 (12 .6 69
士 科

.

3 2 U助
,

B级 (4 56
.

3 0 士 2以
.

6 5 U助
,

e 级 (7 3 6
.

5 5 士

2 4 6
.

6 8 u几)(表 l )
.

肝硬化经治疗后 c hi l d一 p u
hg 分级由 c 级下降到

A 级
,

其 c A 1 2 5 血清浓度也相应下降
,

相关系数
: = .0 7 8 6

,

p < .0 01
,

由 c 级下降到 B 级
,

相关系数
r = .0 7 9 3

,

p < .0 01
,

由 B 级下降到 A 级
,

相关系数
: = 0

.

5 5 6
,

p < 0
.

0 1 (表 2 )
.

表 1 C h i {d 一 p u g h分级 C A 1 2 5血清浓度的比较( m e a n士S D
,

U儿 )

Ch i l d一 p u
hg 分级

A级( 9例)

B 级(4 6 例)

C 级 (3 9 例)

C A 12 5

1 2 6
.

69
土

44
.

3 2

O 引言

C 1A 25 是一个大分子糖蛋白
,

其血清水平的测定已广

泛应用于卵巢癌的诊断
,

良恶性鉴别
,

及术后监测
,

但

在非妇科疾病也出现较高水平的升高
,

我们对肝硬化

血清的 C A 125 水平进行了前瞻性观察
,

现报告如下
:

4 8 6 3 0 土 204
.

6 5

7 3 6
.

8 5 土 246
.

68

.

P < 0
.

0 1

b P < 0
.

0 1

c

尸 <0
.

0 1

a

P <0 0 5 二 B 级
bP < 0

.

0 1 vs C 级
c

P < 0
.

0 5 vs A 级
.

表 2 C h l ld 一 P u g h分级 C A 12 5血清浓度治疗前后的比较 (m e a n玲D
,

U儿)

1 材料和方法
1

.

1 材料 肝硬化患者 94 例
,

男 54 例
,

女 4 0 例
,

平

均年龄 48 .6 4 土 12
.

34
,

其中混合性肝硬化晒精性
+ 肝

炎后性 )27 例
,

酒精性肝硬化 29 例
,

肝炎后性肝硬化 38

例 ; 均经 B 超
、

C T
、

实验室化验检查及临床证实确诊
,

并排除妇科疾病和肝癌
,

正常对照组 3 2 人
.

1
.

2 方法 凡确诊为肝硬化的人院患者及正常对照组
,

治疗前后均静脉采血
,

分离血清
,

应用化学发光法测

定血清 C A 125 的浓度
,

同时测定腹水的 C A 1 25 浓度
,

Ch i ld一 p l l gh 分级

C ” A级 (2 4例)

C 一 B 级 (1 3例)

B 什 A级 ( 15例)

C A l2 5( 平均下降 ) p

56 8
.

7 6 士
65 5 8

53 1
.

6 3 士 4 5
.

5 9

39 7 6 9 士 2 8
.

8 8

< 0
.

0 1

< 0
.

0 1

<0
.

0 1

3 讨论

C A 1 2 5 首先发现于卵巢癌患者血清中
,

1 9 81 年 B as t

et al 用卵巢浆液性乳突状囊腺癌细胞株 0 v C A 4 33 免疫

B A L A/ c 小鼠 l[]
,

并与骨髓瘤进行杂交制备单克隆抗体
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0 c 12 5
,

其能识别糖类抗原 c A 125
,

对卵巢癌的诊断

和疗效观察有较高的临床价值
,

后来发现 C A 1 25 存在

于各种胚胎体腔上皮来源的组织中
,

如间皮细胞组织
:

胸膜
、

腹膜及心包膜 ; 苗勒管上皮
:
输卵管

、

子宫内膜
.

近来有应用于胃癌
,

结直肠癌
,

食管癌
,

责门癌
,

胰腺癌
,

乳腺癌
,

肺癌
,

肝癌等肿瘤的报道 t`
一 ” l

,

还

有报道在急性淋巴细胞性白血病
,

淋巴瘤
,

肺炎
,

慢

性支气管炎
,

结核性胸膜炎
,

结核性腹膜炎 c A 1 2 5
,

急慢性肝炎也升高 3[, 8]
,

也有人报道非妇科疾病胸腹水

患者 C A 125 水平明显升高10[]
,

甚至有人认为 C A 1 25 可

作为判断慢性心衰预后的一个指标 11 ` ]
.

有人报道肝硬化

C A 125 升高l9, , 2]
,

而有人认为 C A 125 升高在肝硬化中只

是一种假阳性 r”
,

本文 94 例肝硬化患者 C A 1 25 血清浓

度明显升高
,

阳性率为 95
.

74 %
,

治疗后下降到 29 7 9%
,

有显著性差异
,

79 例有腹水的肝硬化患者腹水 C A 125

阳性率为 100
.

00 %
,

且平均浓度较高
.

C A 1 25 血清浓度

与肝功能 C hil d一 uP hg 分级呈正相关
,

肝功能受损越重
,

c A 125 浓度越高
,

而随着肝功能的好转
,

C hi ld一uP hg 分

级的下降
,

C A 125 浓度也下降
,

甚至转为阴性
,

这可能

与 C A 125 存在于腹膜及肝硬化门脉高压
,

血流回流受

阻
,

渗出增加
,

胃血流量和肾小球滤过率下降
,

有效循

环血量减少
,

肝功能对抗原处理能力下降等有关
.

因此
,

我们认为肝硬化患者血清中 C A 125 浓度可作为判断肝

硬化预后的一个指标
,

并注意与妇科疾病进行鉴别
.

肝

硬化患者血清中 C A 125 浓度升高机制目前尚不完全清

楚
,

血清 C A 12 5 浓度持续不降的肝硬化患者是否发展

为肝癌也有待进一步观察研究
.
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程斌 谢华平 龚建平 王家马龙 绒毛膜细胞癌空肠转移 1例
.

世界华人消化

杂志 2 0 0 4 ; 1 2 (7 )
: 17 6 0 一 1 7 6 2

h t tP : // w w w
.

wj g n e t心 o m / 1 0 0 9
一

3 0 7 9 / 1 2/ 1 7 6 0
.

a s P

摘要

目的
:

通过对该罕见病例的扬首拓宽人仁」对育龄妇女下消化

道出血的病因分析思路
.

方法
:
剖腹探查

,

手术标本病理确诊
.

结果
: 下消化道出血病因为绒毛膜细胞癌空肠转移

.

结论
:
育龄妇女下消化道出血原因不明时

,

要考虑绒毛膜

细胞癌消不匕直转移
.

1 病例报告

女性
,

30 岁
.

因黑便 4 d 于 2 0 0 4一 0 1一07 收住我院消化

内科病房
,

伴头昏
、

心慌
、

黑朦
,

无腹痛
、

恶心
、

呕

吐
、

反酸等
.

既往无胃病史
,

1 9 9 9一 0 9 顺产一男婴
,

2 00 2一 04 始月经不规则
,

量少
.

查体
:
重度贫血貌

,

血压

1 2 0 28 0 m m H g
,

心率 1 0 8次 /m i n ,

心肺未见异常
,

腹

软
,

无压痛
,

未扣及包块
,

肝脾肋下未及
,

移动性浊音

阴性
,

肠鸣音 6一 8次m/ in
.

人院时 Hb 67 叭 (2 00 3一 11 健

康检查时为 1 17 岁I〕
.

胃镜检查示胃砧膜贫血相
,

未见出

血病灶
.

结肠镜因患者不能耐受仅进人乙状结肠
,

肠豁

膜表面可见暗红色血性液体附着
.

消化道核素显像
:
动态
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像未见明显放射性异常浓聚
,

23 h 静态像见右下腹放

射性异常浓聚
,

考虑回肠末端以上消化道活动性出血
.

肠系膜上
、

下动脉造影示左上腹空肠异常血管显影
,

呈斑片状
,

考虑为
“

血管畸形
” .

住院期间给予垂体后

叶素及制酸
、

止血等治疗仍反复出现黑便或暗红色血

便
,

于 2 0 0 4一 0 1一 2 0 剖腹探查
,

术中发现空肠上段距

erT iz 韧带约 75
c m左右处有 2个并列生长的覃样隆起凸

向肠腔
,

基底宽
,

大小约 1 c m x 1
.

2 C m
,

二者相距

约 1 c m
,

表面仍活动性出血
.

切除病变段肠管约 5 C m
,

行端端吻合术
,

切除肠管送病检
,

病理证实为小肠转

移性绒毛膜癌
,

癌组织已侵及肠壁豁膜层
、

勃膜下层

与深肌层
.

随后查尿 H CG 呈阳性
,

血 p
一H CG 66 354

.

00
m lu m/ (L 正常值范围

: .0 00
一 .2 90 m lu m/ 均

.

术后消化道出

血停止
,

转我院妇科肿瘤病房行化疗
,

妇检未发现明

显异常
,

妇科 B超示子宫肌瘤 l(
.

7 C m x 1
.

3 。
m)

.

案报道 11
一
2]

,

一组大样本的下消化道出血病因分析亦未

发现绒癌肠道转移的病例 13]
.

国外也仅见 2例绒毛膜癌肠

道转移致下消化道出血的个案报道 l’,s]
.

本例术前未检查

生殖系统
,

术后经病理确诊后追问病史方知患者 Z a
前

曾因
“

尿 H C G 阳性
”

行药物流产术
,

但当时未引起注

意
.

因此
,

本例提醒我们
,

对育龄妇女出现下消化道出

血
,

常规检查未能明确病因时
,

需仔细询问生育史
,

严

格行妇科检查及妇科 B 超
,

查尿 H CG
.

另外
,

绒癌可产

生乙种人体绒毛膜促性腺激素 (H c G一内
,

导致绒癌患

者血中 H CO p明显升高
,

故临床疑为绒毛膜癌或转移

时可检测此指标
.

另外
,

手术或化疗根治绒癌后可使

H c G一 p恢复至正常水平
,

肿瘤复发或转移时又再度升

高
,

因而也可用于作为疗效评价和复发监测的指标
.

3 参考文献

风
2 讨论

绒毛膜癌是一种高度恶性肿瘤
,

继发于葡萄胎
、

流产

或足月分娩以后
,

少数可发生于异位妊娠后
.

绒毛膜癌

多发生于子宫
,

但也有子宫内未发现原发病灶而只有

转移灶出现的病例
.

转移常见部位为肺
、

阴道
、

脑
、

肝或胃肠道等
.

国内有绒毛膜癌眼部转移
、

脾转移的个

陈萍
,

张玉华
,

施林莺
,

潘玲
.

左眼转移性绒毛膜细胞癌 1 例
.

中

华眼科杂志 29 9 7 ; 3 3 : 2 5 9

李孟祥
,

唐武兵
.

脾脏绒毛膜细胞癌 2 例
.

浙江肿瘤 1 9 98
二4 : 185

张影
,

李聋
,

欧阳钦
.

8 85 例下消化道出血病因分析
.

中华消化内
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1 0 6
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.
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病例报告
.

食管及胆囊同时性双原发癌 1 例

昊继华
,

张建中
,

周金莲

吴继华 张建中
,

周金莲
,

中国人民解放军第黔医院病理科 此京市 100 10 1

项目负资人
: 吴继华

,

1 0 01 01
,

北京市朝阳区安翔北里 g 号
,

中国人民解放
军第
电话

3 0 6 医院病理科
.

0 1 0 一 6 6 3 5 6 7 2 9 一 2 0 7 5

收稿日期
: 2 0 0 4 一 0 1 一 0 9 接受日期

: 2 0 0 4 一 0 3 一 1 2

摘要
目的

: 通过报道食管及胆囊同时性双原发癌这一少见病例
,

分析其可能的发病因素及临床病理学意义
.

方法
:
收集分析临床病理资料

,

肉眼及显微镜下观察手术

切除标本
.

结果
:
病理诊断为食管及胆囊同时性双原发癌

,

且组织病

理学类型不同
.

,

张建中 周金莲
.

食管及胆班同时性双原发癌 1 例

结论
:
双原发癌的发生 ;

吴继华
,

张建中 周金莲
.

食健

志 2 0 0 4 ; 1 2 (7 ) 1 7 6 1 一 17 6 2

双原发癌的发生可能与遗传因素有关
.

世界华人消化杂

h tt P :刀w w w
.

wj g n e t
.

c o m / 1 0 0 9
一
3 0 7 9/ 1 2/ 1 7 6 1 a s P

1 病例报告

男性患者
,

56 岁
,

因进食出现剑突下疼痛 2 m o
人院

.

疼痛为隐痛
,

持续数分钟后可自行缓解
.

既往有胆囊结

石病史
,

其父死于食管癌
.

纤维食管镜
:
在食管下段距门

齿 3 3一3 8 c m 之间可见带蒂息肉状
、

下部为半圆形浸润

性肿物
,

表面结节状
.

病理活检示
:

食管下段鳞状细胞癌
.

食管钡餐示
:
瘤体主要位于下段食管

,

胃小弯侧胃壁柔

软
.

腹部 B 超及 M IR 示
:
胆囊增大

,

胆囊底部息肉
,

胆

囊颈部可见多个小结石
.

术前诊断
:
食管癌 ; 胆囊结石并

胆囊息肉
.

病理检查
:
送检标本为切除食管一段及已剖开

的胆囊
,

食管长 or
c m

,

距其一端切缘 1
.

5 c m 处勃膜

表面见一灰红灰褐色覃伞样肿物
,

.6 5 Cm x .4 0 c m x

1
.

5 。 m 大小
,

切面灰白色
,

质脆 ; 肿瘤旁食管外膜查

见淋巴结 8枚
,

直径 .0 2一 1
.

2 C m
.

胆囊 8 .0 c m x .4 0 c m

x 1
.

5 Cm大小
,

胆囊底部勃膜表面见一有蒂灰褐色菜花

样肿物
,

2
.

5 c m x 1
.

7 c m x 一2 c m
,

切面灰白色
、

质脆
,

胆囊勃膜粗糙
,

壁厚 0
.

1一 0
.

3 c m
,

胆囊颈部触及一肿
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大淋巴结
,

直径 0
.

5 c m
.

显微镜下
:
食管肿瘤细胞呈片

巢状
,

可见角化珠及明显细胞间桥
,

部分癌细胞较

小
,

分化低
,

癌组织浸润深肌层达食管外膜 (图 ;l) 胆

囊肿瘤由大小不一
、

形态不规则
、

呈乳头状或绒毛状

腺管构成
,

腺上皮细胞明显异型性
,

核大
、

深染
,

核分裂易见
,

基底部胆囊壁内未见癌组织 (图 2)
.

病理

诊断
:
食管覃伞型中分化鳞状细胞癌

,

部分呈低分化
,

侵及食管外膜 ; 癌旁食管外膜淋巴结未见转移癌卿8 )
.

胆

囊底部乳头状腺癌
,

胆囊颈部淋巴结未见转移癌 (01 1)
.

图 1 食管鳞状细胞癌 (H E x 4 0)

2 讨论

双原发癌属多原发癌范畴
,

临床较少见
,

据文献 l[ ]报

道其发生率为 1
.

23 一 1.0 70 %
,

好发部位为乳腺
、

结肠
、

胃
、

肺及女性生殖道
,

同时发生于食管和胆囊者罕见
,

迄今国内外文献未见报道
.

诊断双原发癌
,

目前公认的

是 w ~
n
及 atG

e s
提出的诊断标准

:
l( )其中每个肿瘤必

须是恶性的; (2 )各 自均具有独特的组织病理学形态 ;
(3)

明确排除转移和复发降
3 ]

.

本例食管为鳞状细胞癌
,

胆

囊为乳头状腺癌
,

组织病理学类型不同
,

符合以上诊断

标准 ;胆囊乳头状腺癌
,

有蒂
,

未侵犯胆囊壁
,

可能为

息肉恶变
.

组织病理学类型不同的双原发癌
,

诊断不难;

而对于组织病理学类型相同的双原发癌
,

有时诊断较

困难
,

必须进行全面检查
、

仔细分析
,

加以鉴别诊断
,

排除转移和复发的可能
,

做到早发现
、

早诊断
、

早治疗
,

力求手术根治
.

多原发癌的发病机制目前尚未明了
,

多

数学者认为可能与种族
、

遗传
、

内分泌
、

生活环境

等方面因素有关
.

研究 13
一
51表明

,

有癌症家族史的多原发

癌的发病显著高于无癌症家族史者
.

本例有食管癌家族

史
,

提示肿瘤的发生可能与遗传因素有关
.

因此
,

对

有明显家族性恶性肿瘤发生史的患者
,

除了详细询问

病史
、

仔细查体外
,

还需进行相应的辅助检查
,

了

解有无多发癌灶
,

以免漏诊
、

误诊
.

图 2 胆囊乳头状腺癌 (日 E x 4 0)

参考文献
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以 O IC 为首发表现的胰腺癌 1 例

朱颖炜
,

曾欣
,

林 勇
,

杨秀孤
,

谢渭芬

朱颖炜
.

曾欣
,

林勇
.

杨秀疆
,

谢渭芬
,

中国人民解放军第二军 医大学长
征医院消化 内科 上海市 2() 00 03
项目负贵人

: 林勇 2 0 0 0 0 3 上海市凤阳路 4 巧号
,

中国人民解放军第二军
医大学长征医院消化内科

.

iln y o n g m d@丫ah
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co m cn
电话

: 0 2 1 一 6 3 6 1 0 1 0 9 一 7 3 2 5 3

收稿 日期 : 2 0 04 一 0 4 一 2 4 接受日期
: 2 0 0 4 一 0 5 一 2 4

朱颖炜 曾欣 林勇 杨秀疆
,

谢胃芬
.

以 DI C 为首发表现的胰腺癌 1 例
.

世界

华入消化杂志 2 0 0 4 ;1 2 (7 )
: 1 7 6 2 一 1 7 6 3

h t t P :刀W w w
.

wj g n e t
.

e o m l l 0 0 9
一
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.

a s P

摘要

报告 1例以 lD c 为首发表现的胰腺癌
,

对不明原因的广泛

性出血性疾病
,

要排除恶性肿瘤并发DI C的可能
,

以提高

临床医生对该病诊疗水平
.

1 病例报告

女
,

43 岁
.

20 04
一0 2一 26 无明显诱因呕吐暗红色胃内容

物
,

每日约 1 2X() m L
,

伴解暗红色血便 3一5 次 d/
,

每次

约 巧 0 m L
,

时有阴道出血
,

鲜红色
,

无畏寒
、

发热
,

无

胸痛
、

腹痛
,

无牙龋出血
、

鼻蛆及紫瘫
.

2 0 0 4 一 0 3 一
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0 2 入我院急诊
,

予洛赛克静推
,

施他宁静滴及止血
、

对症治疗后症状无好转
,

妇科会诊予诊刮未见异常
.

因

既往有胃十二指肠溃疡病史
,

门诊以上消化道出血收

治消化内科
.

既往月经史正常
.

查体
:

体温 3 .6 7
O

C
,

脉

搏 5 0 次 zm i n
,

呼吸 1 8 次 zm i n ,

血压 1 4 / 1 1 K p a ,

神

志清
,

贫血貌
,

全身皮肤勃膜黄染
,

未见出血点
,

浅表淋巴结无肿大
,

胸骨无压痛
,

心肺检查无异常
.

腹

平软
,

上腹部可触及 3 C m x 3 c m 大小肿块
,

质中
,

轻压痛
,

肝脾肋下未及
,

移动性浊音阴性
,

双下肢

轻度水肿
.

血 w B e 6
.

6 / 10 9几
,

N 0
.

5 0
,

L 0 0 5
,

R B e

2
.

6 5 x 1 0 , z L
,

H b 8 1 9 / L
,

p L T 4 3 x 10 , /L ; 总胆红

素 一8 6 林m o l zL
,

直接胆红素 10 6 林m o l /L
,

间接胆红素

8 0卿
o

lL/
,

总蛋白 55妙
,

白蛋白 34 姚
,

AST
,

8 2 U 几
,

ALT 12 9 U L/
,

G GT 33 8 U L/ :
PT 12

.

0 士 3 5 ,

1习
,

16
.

0 士

3 5 ,

凝血酶时间 2 .5 7 5 ,

凝血酶原时间 2 .2 9 5 ; A F P

6
.

3 林g /L
,

CE A > 5 0 0 林g /L
,

C A 1 9一9 6 0
.

3 k U
,

C A 12 5

187
.

9 kU
.

入院后予立止血
、

洛赛克
、

施他宁等治疗
,

出血无缓解
,

查纤维蛋白原 .0 7 4 9几
,

抗凝血酶
一 nI

5 1
.

3%
,

D一 二聚体 2 8 9 林创L
,

3 p 试验阳性
.

急诊腹部 e T

提示
:
胰头部占位伴肝内外肝管扩张

,

腹膜后多个肿大

淋巴结
.

于当日予内镜下止血
,

内镜所见胃内大量咖啡

色液体
,

抽净后见胃体活动性弥漫性新鲜出血
,

局部予

立止血注射及喷洒去甲肾上腺素后仍可见广泛渗血
,

诊断为 DI C (弥漫性血管内凝血 )
,

予低分子肝素 (吉派

林 )及新鲜血浆
,

凝血酶原复合物
、

纤维蛋白原以及

营养支持治疗
,

出血仍无明显好转
,

3 d 后患者死于

心
、

肺功能衰竭
.

子的增多可促进凝血过程导致纤维蛋白沉积引起血管

内凝血
,

坏死肿瘤细胞释放组织凝血活酶进入血液循

环激活外源性凝血途径进而促进血管内凝血
,

肿瘤分

泌的
,

粘蛋白可激活因子x 而促进凝血
.

尽管癌症患者有

上述病理生理变化
,

但如无血液系统转移
,

仅有 1 8%患

者表现凝血机制的异常
,

DI C 的发生率则更低
,

且往

往处于慢性或早期 D IC 阶段
,

并不发生出血等症状
,

余志良 et al 川报道胰腺肿瘤首发症状最常见为腹痛
、

黄疽
、

上腹不适
,

以消化道出血为首发症状的甚少
,

少

数胰腺癌患者因病变侵及十二指肠或胃壁而发生胃肠

道出血
,

偶然也可以因脾静脉发生血栓性静脉炎或癌

栓而致食管静脉曲张破裂出血
.

以 DI C 为首发表现的胰

腺恶性肿瘤鲜有报道
.

胰腺癌患者的血浆组织因子明显

高于正常人
,

这可能是胰腺癌发生 DI C 的主要原因 .lz]

此外炎性递质 IL 一6
,

亦可间接影响体内凝血机制 13一 胰

腺癌合并 D I C
,

由于病因难于去除
,

病程持续加重
,

早期明确诊断较困难
,

死亡率高
.

iN hs im
u ar et 。尸报道

,

实体肿瘤患者 DI C发生率为 1
.

6%
,

尽管使用低分子肝

素
,

补充凝血因子和新鲜血浆
,

加强支持治疗
,

大多数

患者仍短期内死于出血
,

该患者病程与此相似
.

因此
,

对不明原因的出血性疾病
,

需注意鉴别恶性肿瘤合并

发生 D IC 的可能
,

及时完善肿瘤相关的辅助检查和凝

血机制检查
,

可提高早期确诊率
.

2 讨论

DI C 是一种复杂的病理生理过程和严重的获得性
、

全

身性血栓
一
出血综合征

.

其特点是体内凝血和抗凝机制
. 失衡

,

导致凝血因子和血小板的大量消耗及继发性纤

维蛋白溶解和微循环障碍
.

引起 D IC 的病因以感染多

见
,

其次为恶性肿瘤
,

特别是肿瘤晚期存在重度感染合

并内毒素血症时
,

可通过激活凝血途径
、

损伤血管内皮

细胞
、

破坏血细胞和恶性肿瘤细胞
、

减低单核
一 巨噬细

胞系统清除功能等引起 D IC 的发病
.

肿瘤细胞可以分泌

大量的粘蛋白
、

组织因子
、

前凝血物质
、

蛋白分解酶等

具有促进凝血和促发 DI C 的发生的物质
.

如肿瘤组织因
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