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Abstract
Quantum dots, as a class of fluorescence probes, 
exhibit distinct luminescence characteristics 
compared to those of traditional fluorophores. 
They have shown great potential for applica-
tions in biomedical research. The last decade of 
developments in quantum dots for biomedical 
applications are reviewed.
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摘要
20世纪末, 随着纳米科技的进步, 诞生了一类

新型荧光探针—量子点. 与传统有机荧光探针
相比表现出独特而优良的发光特性, 在不到
10 a的时间里, 这类探针在科学研究中得到了
迅速的应用. 本文对量子点荧光探针在生物医
学中的应用及进展进行简要的综述.
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0  引言

荧光检测技术由于灵敏度高、选择性好、特性

参数多、动态范围宽而在诸多学科领域的研

究工作中发挥着重要作用. 更由于其可高灵敏

度、高选择性且直观、可视化地检测复杂生物

分子集群中的特别组份而成为生命科学研究的

重要工具[1-2]. 荧光检测技术应用于生命科学的

研究离不开荧光探针的使用. 20世纪生命科学

的快速发展对荧光探针的性能提出了更高的要

求. 多种待测组份的快速、原位、实时、多色

及可视化的检测越来越成为实际工作的需要, 
因此, 新型荧光探针的开发一直受到人们的极

大关注.
20世纪末期, 一类新型的荧光探针-量子点

(quantum dot)的出现为上述问题的解决带来了

曙光[3-4]. 量子点, 文献中亦常称作半导体纳米晶, 
是指直径在1-100 nm的半导体纳米荧光颗粒. 尽
管量子点在上世纪50年代就已出现, 但直到上

世纪末, Bruchez et al [3]和Chan et al [4]解决了其水

溶性和生物相容性的问题之后, 量子点的生物

医学应用才成为可能. 自此以后, 量子点的研究

迅速成为热点领域, 而量子点的生物医学应用

尤为研究之重点.
国内外的研究工作表明, 与传统的荧光化

合物相比, 量子点荧光探针具有如下显著特点: 
(1)发射光谱狭窄, 光谱重叠明显减小, 对于提高

测定的选择性和灵敏度极为有利; (2)具有宽广

的激发带, 而其发射波长可通过调整粒子径的
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■背景资料
随着纳米科技的
进步, 科技工作者
在20世纪末发现
了一类性质优良
而独特的新型荧
光探针—量子点. 
在不到10 a的时
间里, 这类探针在
科学研究尤其是
生物医学研究中
得到了迅速的应
用. 量子点荧光探
针与传统荧光探
针相互补充, 显著
增加了荧光探针
的种类, 丰富并发
展了荧光探针技
术, 展示了其在生
命科学领域广阔
的应用前景. 



大小进行调节, 这意味着可用同一波长的光进

行激发而获得不同颜色的荧光发射, 使多组份

的同时(多色)检测成为可能. 换言之, 人们可用

不同粒径的纳米发光微粒进行标记, 而以同一

激发波长进行激发, 对不同的待检分析物进行

同时检测或观测. 纳米发光材料的这一特点对

于荧光显微成像和流式细胞术技术具有特别的

意义; (3)具有较高的量子产率、较大的stokes位
移、优良的稳定性及抗光漂白能力(其抗光漂白

能力可比传统的有机荧光染料大50-100倍). 本
文拟对近年来量子点荧光探针在生物医学中的

应用的进展作简要的介绍.

1  量子点的结构

量子点是由少量的原子或分子组成的原子团簇. 
国内外文献报道的主要是元素周期表中Ⅱ-Ⅵ主

族如CdSe, CdTe, Ⅲ-Ⅴ主族如InP, InAs等半导体

纳米晶. 应用于生物医学领域的量子点的典型

结构(图1)所示[4]. 量子点通常为核壳(core-shell)
结构, 核心为具有高发光效率的半导体物质(如
CdSe), 外包一层硫化物(如ZnS)以进一步提高发

光量子效率. 更重要的是, 外层硫化物的存在极

大地提高了量子点的光化学稳定性. 因而, 与传

统有机荧光探针相比, 量子点的抗光漂白能力

大为增强. 核壳结构之外再通过化学方法引入

活性基团如羧基, 活性基团的引入解决了两个

重要问题: (1)使量子点具有水溶性; (2)使量子点

具有可标记基团, 因而可与生物分子进行化学

偶联.

2  生物分子相互作用研究

荧光共振能量转移(fluorescence resonance energy 
transfer, FRET)技术是研究生物分子相互作用

的有力工具. 但在研究中人们也发现, 传统的有

机荧光染料存在着局限性: 由于有机荧光染料

的吸收谱通常较窄, 因此很难避免在对供体分

子进行有效激发时同时也激发了受体分子; 另
外, 有机荧光探针的发射光谱较宽且带有较长

的红端拖尾, 因而常与受体的发射光发生重叠. 
而纳米荧光探针(量子点)激发谱带宽、发射谱

对称而狭窄且发射波长与其粒径相关, 因而可

望克服有机探针所存在的上述弱点. 近来有报

道[5]表明, 半导体量子点如CdSe, CdTe能够参与

FRET过程, 这意味有望成为FRET的新型探针而

在生物分子结构、配体受体结合等方面获得应

用. 实际上, 这方面的研究已经开始, 如Willard 
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et al [6]以具有核壳结构的CdSe-ZnS量子点与四

甲基罗丹明组成FRET对, 应用于生物素化牛血

清白蛋白(bBSA)与标有四甲基罗丹明的链亲和

素(streptavidin)的相互作用的模型研究(图2), 获
得了令人满意的结果. 他们认为, 这一工作可望

得到进一步拓展而应用于抗原-抗体、DNA杂

交、酶-底物的相互作用的均相研究. Yildiz et al [7]

以量子点为荧光探针, 将上述原理应用于受体-
底物相互作用的研究. 

3  核酸分子生物学研究

3.1 核酸结构的研究 越来越多来自于X-射线晶

体结构、凝胶电泳、酶环化作用以及电子显微

学的实验证据表明, 核酸序列能够决定核酸的

整体结构. Mahtab et al [8]提出了一种探测稀溶

液中核酸结构的新方法, 他们将具有特定结构

的核酸序列吸附于半导体量子点CdS上后发现, 
通过量子点表面敏化发光行为可以区分“直线

型”、“弯曲型”和“扭结型”的双链寡核苷

酸. 这一研究工作的另一意义在于提供了一种

无蛋白背景下DNA向底物弯曲的检测方法.

www.wjgnet.com

■研发前沿
量子点在细胞及
动物的活体、实
时、原位示踪与
成像中的应用是
当前以及今后很
长一段时间的研
究热点. 而利用量
子点多色发射的
特性进行多指标
同时定性、定量
的检测也十分令
人关注. 须重点解
决的问题是具有
可标记基团的量
子点的规模化制
备技术, 以显著降
低应用成本.

图  1  核壳结构的水溶性量子点.
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图  2  量子点-四甲基罗丹明能量转移对应用生物分子相
互作用的研究.
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3.2 核酸原位杂交检测 Pathak et al [9]将长波发射

的(609 nm, 利于避开背景荧光的干扰)、具有核

/壳结构的CdSe/ZnS量子点标记核酸探针应用于

人精子Y染色体的荧光原位杂交(fluorescence in 
situ hybridization, FISH)检测获得了成功. 这一

工作特别值得一提的是, 作者采用了羟基衍生

化的量子点代替羧基衍生化的量子点. 与羧基

衍生化的量子点相比, 羟基衍生化的量子点对

寡核苷酸的标记率较高, 对组织的非特异性吸

附很小, 且可长期保存而没有明显的活性丧失

及聚集现象发生.
3.3 端粒化作用与核酸复制动力学研究 Patolsky 
et al [10]将发射波长为560 nm的CdSe/ZnS量子点

与德克萨斯红(Texas-Red, 发射波长610 nm)组成

荧光共振能量转移对用于端粒化作用与核酸复

制动力学的示踪(图3).
下面以端粒化作用的示踪为例来说明这一

方法的原理. 首先, 以具有生物相容性的CdSe/
ZnS量子点标记引物, 然后与3种核苷酸(dATP, 
dCTP, dGTP)及经德克萨斯红标记的dUTP混合

温浴, 以400 nm进行激发, 此时观察到的荧光

是量子点的荧光. 然后加入端粒酶, 随着端化作

用的进行, 引物逐步延伸, 德克萨斯红与量子点

的距离拉近(因为标记有德克萨斯红的dUTP已
经整合入DNA链中, 如图3所示), 此时可观察到

量子点荧光逐步减弱而德克萨斯红的荧光逐

步增强, 从而可监测端粒化作用的进程. 类似

地, 也可利用这一原理跟踪M13fDNA在DNA酶

(Klenow片段)作用下的复制动力学过程. 

4  蛋白质研究与分析

量子点在蛋白质检测与研究中的应用近年来引

起了人们很大的兴趣. 由于量子点具有优异的

光物理性质, 且其尺度相对较小, 因而可用作研

究生物学过程(包括膜或胞质)的超灵敏荧光探

针. Courty et al [11]对量子点示踪活细胞中蛋白质

单分子动力学的方法学进行了详细的介绍(从
标记技术到量子点的运动的观测). Choi et al [12]

设计了基于量子点荧光共振能量转移的蛋白质

纳米传感器. Bakalova et al [13]则将量子点应用蛋

白质印迹以检测痕量蛋白. Ghazani et al [14]将组

织微阵列技术、光谱分析技术与量子点相结合, 
发展了一种用于定量测定肿瘤中蛋白表达的新

方法, 他们认为, 这一方法对改善肿瘤诊断与治

疗效果有着潜在的积极意义. Ravindran et al [15]

将量子点用于植物黏附蛋白的定位, 并通过与

传统的免疫荧光染色技术的结果相比, 证明了

量子点在实际应用中的优势. Dahan et al [16]报道

了利用量子点观察活细胞中单个蛋白质分子的

动力学行为.

5  免疫学检测

量子点在免疫学检测中的应用已有较多报道. 
如Sun et al [17]羧基衍生的CdSe/ZnS量子点兔抗

人IgG, 以玻璃为抗体载基形成阵列芯片, 采用

夹心型反应并通过激光扫描共聚焦显微镜检测

人IgG. Wu et al [18]采用两种量子点(发射波长分

别为535和630 nm)标记抗体, 结合免疫组化技

术检测Hera2(一种在乳腺癌细胞表面过度表达

的肿瘤标志物). Goldman et al [19]成功地将量子

点和抗体偶联物用于大分子(蛋白质毒素)和小

分子(三硝基甲苯)的荧光免疫检测. 在后续工作 
中[21], 他们将4种颜色的量子点成功地应用于4种
毒素(霍乱毒素、蓖麻毒蛋白、志贺样毒素、葡

萄球菌肠毒素)的同时检测. Lingerfelt et al [20]则

将生物素化的量子点与免疫亲和层析技术相结

合, 用于蛋白质毒素的检测, 最低检出浓度可达

10 g/L. Chattopadhyay et al [22]将半导体量子点与

多色流式细胞术相结合, 用于免疫分型研究. Wu 
et al [23]则将量子点偶联物应用于荧光免疫组化

技术. Ziring et al [24]则将多色发射量子点用于肠

炎疾病的免疫学检测.

6  细胞生物学研究

用于细胞生物学研究是量子点在生物医学领域

中应用最早也是最成功的领域之一. 早期的应

用主要有固定细胞和组织的免疫荧光标记. 如
细胞膜蛋白[25]、肌动蛋白[3]、微管及核抗原[26]

等. 近年来, 量子点在细胞生物研究应用领域得

到进一步拓宽, 其在活细胞的研究中的应用尤

为引人注目. 如: (1)全细胞标记[27]. 在细胞或病

■应用要点
与国际上的先进
水平相比, 国内在
量子点的生物医
学应用方面所做
的研究工作存在
明显差距, 本综述
也许可提供一些
参考或启发, 对于
国内相关工作的
开展是有益的.

图  3  量子点在端粒化作用与核酸复制动力学研究中的
应用.
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原体检测、细胞示踪、细胞谱系研究等工作中, 
人们对全细胞的量子点标记特别有兴趣; (2)受
体与配体的相互作用研究[28].

7  动物活体成像

量子点的光化学稳定(强抗光漂白能力)及高亮

度(荧光强度高)使其成为理想的动物活体定位

与靶向成像的荧光示踪剂. Dubertret et al [29]以磷

脂包埋的方式制备了具有生物相容性的量子点, 
并应用于体内、体外研究. 在体内研究中, 他们

将这种量子点直接注射非洲爪蟾的胚胎中, 可
用于胚胎发育全过程的示踪. Larson et al [30]以量

子点为荧光示踪剂, 结合双光子激光扫描共聚

焦显微术, 对活体动物的血管成像进行了多方

面研究, 结果显示, 无论是对比度还是观测纵深

都明显优于传统的有机荧光染料. Ballou et al [31]

对量子点在小鼠体内长时活体成像进行了研究, 
并指出包被高分子量的聚乙二醇可避免量子点

的聚集, 这对于长时成像十分有利. Gao et al [32]

则将功能化量子点用于动物恶性肿瘤的靶向定

位和体内成像.

8  生物传感

8.1 用于分子、离子的传感 如前所述, 量子点可

与分子光谱匹配的有机荧光染料组成荧光共振

能量转移对. 这一原理也被用于某些生化分子

的传感. 如Medintz et al [33]以发绿色荧光(560 nm)
的量子点标记麦芽糖结合蛋白, 以有机荧光染

料QSY-9(其最大吸收在565 nm)标记β-环糊精, 
组成荧光共振能量转移对. 在有麦芽糖存在时, 
二者之间的能量转移过程被破坏, 量子点的荧

光得以恢复. 据此, 实现了对麦芽糖的均相传感. 
Nechyporuk-Zloy et al [34]将双色量子点标记技术

应用于钾离子通道的检测, 获得了满意的结果.
8.2 生物传感新模式 伴侣蛋白GroEL由2个超分

子环形成双层结构, 包含一个直径4.5 nm的圆柱

型凹穴, 正好可以容纳一个量子点. Ishii et al [35]

发现, 在伴侣蛋白GroEL-量子点复合物中加入

ATP, 并在Mg2+, K+的存在下, 蛋白分子发生构型

改变而将量子点释放出来(图4). 正如量子点专

家聂书明教授所说, 日本科学家的这一研究工

作“为量子点的生物学应用开辟了新的道路, 
人们有可能因此设计出新的生物传感器”.

9  量子点荧光编码技术

量子点派生技术一个令人兴奋的进展是近年出

现的发光编码微球[36]. Han et al将量子点包埋于

高分子(聚苯乙烯)微球中, 制成强度与发射波长

可调的发光微球. 这种发光微球具有如下特点: 
(1)强度可调. 通过控制原料比例, 可以调节包埋

于微球中的纳米晶体的数量, 从而使不同种类

的微球具有不同的荧光发射强度, 如可以获得

10个强度级别的纳米微球; (2)发射波长可调. 如
前所述, 由于纳米发光微粒(量子点)的发射波长

与其粒径大小有关, 因此, 将不同粒径的纳米发

光微粒(1种或几种)包埋于微球中, 即可获得具

有不同发射波长(颜色)特性的发光微球; (3)控制

合适的反应条件, 可获得粒径均匀的发光微球. 
由于发光微球的强度与发射波长具有多重性(即
可调), 通过二者之间的组合, 可获得大量的、具

有不同荧光发射强度与发射波长特性的微球[可
获得的微球种类数目为nm-1, n为可调的强度级

别数目, m为可调的波长(颜色)数目], 即每种(或
每个)发光微球的发光性各有差别. 如将发光微

球的这种特性应用于生物示踪, 则每种(或每个)
发光微球可标记不同的生物分子(如, 不同的抗

原、抗体或序列不同的核酸探针), 即可对不同

的生物分子进行编码标识, 并应用于靶目标(抗
体、抗原、受体、核酸等)的检测. 以纳米发光

微粒标记的发光微球的这种独特性质使其在理

论上可以编码上百万个核酸或蛋白质序列. 为
生命科学研究尤其是基因表达、高通量扫描、

医学诊断提供崭新的检测手段, 具有巨大的应

用潜力. 如Mattneakis et al [37]和Lagerholm et al [38]

将上述编码技术用于多细胞的平行分析.

10  展望

量子点发展的历史并不长, 而其在解决了水溶

性和生物相容性的问题后应用于生命科学研究

■名词解释
量子点: 文献中亦
常称作半导体纳
米晶, 是指直径在
1-100 nm的半导
体纳米荧光颗粒. 
具有 :  (1)发射光
谱狭窄, 光谱重叠
明显减小, 对于提
高测定的选择性
和灵敏度极为有
利 .  (2)宽广的激
发带, 而其发射波
长可通过调整粒
子径的大小进行
调节, 这意味着可
用同一波长的光
进行激发而获得
不同颜色的荧光
发射, 使多组份的
同时 ( 多色 ) 检测
成为可能 .  (3)较
高的量子产率、

较大的 s tokes位
移、优良的稳定
性及抗光漂白能
力.

图  4  响应ATP的桶状伴侣蛋白及其内含的量子点.
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领域只有短短的不到10 a的时间, 但进展却十

分迅速. 其应用领域涉及生物化学与分子生物

学、免疫学、细胞生物学、发育生物学等主要

学科, 研究对象涉及从微观到宏观的各个层次

(离子、亚分子、分子、细胞、组织、胚胎、大

体). 这表明, 作为一种与传统有机荧光探针相比

具有独特优点的新型荧光探针, 量子点荧光探

针尽管不能取代技术成熟的有机荧光探针和荧

光融合蛋白技术, 但可与二者相互补充, 极大地

丰富了荧光探针家族, 促进了荧光探针技术的

发展. 量子点正在全面而深入地介入生命科学

问题的研究中, 越来越广泛地引起生命科学领

域科学工作者的兴趣与重视. 我们有理由相信, 
随着量子点科学的进一步发展, 其在生命科学

领域将具有更加广阔的应用空间, 也将为生命

科学的发展做出更多的贡献.
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功能性胃肠病诊治进展通知

本刊讯 经卫生部批准, 由甘肃省人民医院消化科主办的2007年国家级继续医学教育项目“功能性胃肠病诊

治进展”(项目编号: 2007-0-0-02), 定于2007-09-01/05在甘肃兰州举行. 学习班期间将邀请国内及省内知名消

化专家, 讲授功能性胃肠病诊治进展. 

1      授课内容

功能性胃肠病罗马Ⅲ分类及诊断标准的核心内容, 有消化道症状的抑郁及焦虑症状的判定评分标. 伴有抑郁及

焦虑症状的功能性胃肠病患者的心理治疗, 便秘及腹泻型IBS、功能性腹胀、功能性便秘等, 功能性烧心、食

管源性胸痛、功能性吞咽困难, 食管压力测定的临床意义; 糖尿病人食管压力测定结果与正常人群食管压力测

定结果对比分析; 功能性消化不良、反刍综合征等; 胆囊及Oddi括约肌功能紊乱的诊断和治疗; 功能性大便失

禁、功能性肛门直肠疼痛、功能性排便障碍; 功能性腹痛的诊断标准及治疗, 兰州地区50例健康成人食管PH

测定结果分析; 食管PH监测的临床意义; 胃食管反流病人反流程度不同伴有不同的症状积分; 治疗功能性胃肠

道疾病新方法疗效的临床试验设计; 学习班结业时授予国家级继续医学教育项目学分12学分. 学习班费用(含

资料及证书费): 680元. 食宿统一安排. 费用自理. 有意参加者请于2007-07-25前将回执寄至甘肃省人民医院消

化科, 以便预定房间并发第二轮通知.

2      联系方式

730000, 兰州市东岗西路160号, 甘肃省人民医院消化科. 联系人: 陈翔; 电话: 0931-8281140; 8281141
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Abstract
AIM: To observe the pathological changes and 
investigate the relationship between hepatocyte 
apoptosis, cytochrome P4502E1 (CYP2E1) and 
oxygen free radicals in alcoholic liver disease 
(ALD) in rats.

METHODS: Ethanol (400 mL/L) was admin-
istered at 8 g/kg body weight by gavage twice 
daily for 8 weeks in the ALD model group, and 
the control group received isovolumic saline 
by gavage. By the end of the eighth week, the 
serum activity of alanine aminotransferase and 
aspartate aminotransferase were detected by 
automatic biochemistry analyzer. The pathologi-
cal changes in the liver were observed by light 
microscopy of HE-stained sections; hepatocyte 
apoptosis was detected by the TdT-mediated 
d-UTP nick end labeling (TUNEL) method; and 

expression of caspase-3 in the liver was detected 
by immunohistochemistry. Expression of serum 
CYP2E1 was determined by polymerase chain 
reaction, and maleic dialdehyde (MDA) level 
and superoxide dismutase (SOD) activity in 
serum were detected by the thiobarbituric acid 
(TBA) method.

RESULTS: TUNEL-positive cells were located 
around the central vein, spotty and focal necro-
sis area in the ALD group, and Caspase-3 was 
observed around the central vein and areas of 
hepatocellular necrosis. The apoptotic index 
(AI) and expression of caspase-3 in the ALD 
group were significantly higher than those in the 
control group (AI, 6.2% ± 1.7% vs 1.7% ± 0.8%; 
Caspase-3, 66.7% vs 9.5%, P < 0.05, P < 0.01). The 
allelic frequency of c1 and c2 subtypes of CY-
P2E1 gene in control group was 91.6% and 8.4%, 
respectively, and 53.4% and 46.6%, respectively, 
in the ALD group. There were significant differ-
ences between the two groups (both P < 0.05). 
The serum MDA content showed a positive 
correlation with hepatocyte AI (r = 0.644), and 
serum activity of SOD showed a negative corre-
lation with AI (r = -0.511) in the ALD group.

CONCLUSION: Chronic alcohol administra-
tion induced ALD and liver dysfunction, and 
increased hepatocyte apoptosis. RsaⅠand Pst 
Ⅰrestriction fragment length polymorphisms 
(RFLPs) were related to ALD in rats, and the c2 
gene might be related to development of ALD. 
The MDA content and SOD activity play an im-
portant role in the process of hepatocyte apopto-
sis and lipid peroxidation.

Key Words: Alcoholic liver disease; Apoptosis; 
Cystein-dependent aspartate-specific programed-3; 
Cytochrome P4502E1; Oxidative stress; TdT-medi-
ated d-UTP nick end labeling; Immunohistochemis-
try; Polymerase chain reaction
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■背景资料
酒精性肝病是由
于长期大量饮酒
所致的慢性肝脏
疾 病 ,  在 欧 美 国
家发病率较高, 是
西方发达国家常
见肝病之一. 近年
来, 随着我国居民
生活水平的提高, 
嗜酒者增多, ALD
的发病率呈逐年
上升趋势, 酒精已
成为继病毒性肝
炎后导致肝损害
的第2大病因. 吉
林省延边地区酒
精性肝病发病率
较高. 



摘要
目的: 观察大鼠酒精性肝病组织病理形态学
改变, 探讨细胞凋亡与细胞色素P4502E1的表
达以及和氧化应激的关系. 

方法: 用酒精灌胃法制备酒精性肝病大鼠模
型, 模型组给予酒精8 g/kg, 每天分2次灌胃连
续8 wk, 对照组给予等量的生理盐水灌胃. 实
验8 wk末, 观察肝组织的病理形态学改变, 用
原位末端标记法(TUNEL)检测肝细胞凋亡, 用
免疫组化法检测肝组织中Caspase-3蛋白表达, 
用全自动生化仪检测ALT和AST的含量, 用
PCR法测定肝细胞色素P4502E1的基因表达, 
分别用硫代巴比妥酸法(TBA法)和黄嘌呤氧
化酶法测定肝组织丙二醛(MDA)的含量和超
氧化物歧化酶(SOD)的活力. 

结果: 模型组凋亡的肝细胞明显增多, 主要
分布在中央静脉周围、点状和灶状坏死区; 
Caspase-3主要分布于中央静脉及肝细胞坏死
灶周围细胞的胞质中. 模型组肝细胞凋亡指数
(AI)和Caspase-3蛋白表达强度明显高于对照
组(AI: 6.2%±1.7% vs  1.7%±0.8%; Caspase-3: 
66.7% vs  9.5%, P <0.05, P <0.01). CYP2E1表
达: 对照组c 1基因频率为91.6%, c 2基因频率为
8.4%; 模型组c 1基因频率为53.4%, c 2基因频
率为46.6%, 均有显著性差异(P <0.05). 长期酒
精摄入大鼠血清MDA含量增加(41.53±7.43 
μmol/L vs  15.72±2.06 μmol/L, P <0.05), SOD
活力下降(353.12±61.02 kU/L vs  636.82±
138.60 kU/L, P <0.05), 与酒精性肝病肝细胞凋
亡程度有相关性(r = 0.644, r = -0.511).

结论:  长期酒精摄入可引起大鼠酒精性肝
病及及肝功能损伤 ,  肝细胞凋亡明显增加 . 
CYP2E1基因PstⅠ及RsaⅠRFLPs与酒精性肝
病有关, 其中c 2基因可能与大鼠酒精性肝病的
发生有关. MDA含量和SOD活力在酒精性肝
病的肝细胞凋亡过程及脂质过氧化反应中发
挥重要作用.
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0  引言

酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)是由长
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期大量饮酒所致的慢性肝脏疾病, 近年来ALD
的发病率呈逐年上升趋势, 酒精已成为继病毒

性肝炎后导致肝损害的第2大病因[1]. 酒精及其

代谢产物和代谢过程中产生的代谢混乱是导致

酒精性肝病的重要原因. 酒精在肝内主要通过

三酶系统被氧化[2]. CYP2E1是细胞色素P450的
酒精诱导形式, 他在非乙醇脱氢酶氧化途径中

起重要作用, 为酒精性肝病的主要发病机制[3]. 
近年来, 氧化应激在酒精性肝病中的作用受到

重视[4-5]. 我们通过酒精灌胃的方法建立动物模

型, 进一步探讨肝细胞凋亡以及与之密切相关

的CYP2E1, 氧化应激等因素在ALD的作用, 为
今后的临床诊断及治疗提供基础资料.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠由延边大学医学院动物

科提供, 体质量为222.1±20.9 g. 原位细胞死亡

检测试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司), 
Caspase-3多克隆抗体、即用型SABC免疫组化

染色试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司), 
CYP2E1引物、PCR反应缓冲液、dNTP、Taq
酶、PstⅠ和RsaⅠ内切酶(大连宝生物工程有限

公司), 丙二醛(MDA)和超氧化物歧化酶(SOD)
试剂盒(南京建成生物有限公司). 将70只大鼠随

机分为2组: 对照组33只, 模型组37只. 模型组给

予乙醇8 g/kg, 每天分2次灌胃连续8 wk, 对照组

给予等量的生理盐水. 自由饮水, 饲以条杆状动

物饲料. 实验8 wk末各组选30只麻醉后采血(分
离血清冰冻待用)处死大鼠取肝(部分用40 g/L甲
醛固定, 另一部分用液氮冰冻待用).
1.2 方法 采用TUNEL法、免疫组化法(Caspase-3
蛋白测定)检测肝凋亡细胞, 用PCR加酶切法测

定细胞色素P4502E1基因型, 用硫代巴比妥酸

(TBA)法测定血清MDA的含量及黄嘌呤氧化酶

法测定SOD的活力.
统计学处理 采用SPSS软件, 数据以mean±

SD表示, 进行单因素方差和c2检验分析, P <0.05
为两者之间有显著性差异.

2  结果

2.1 肝脏组织病理学改变 模型组肝窦结构不

清 ,  肝细胞肿胀 ,  可见大小不等的脂肪空泡 , 
部分处可见点状、灶壮坏死 ,  对照组肝细胞

以中央静脉为中心呈放射状排列 ,  肝窦结构

清晰, 肝细胞无变性坏死(图A1, B1). 模型组

凋亡的肝细胞散在分布于肝实质中 ,  小叶中
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居多 ,  主要位于小叶点状、灶状坏死区及其

中央静脉周围, 对照组偶见肝细胞凋亡. Cas-
p a s e-3蛋白主要分布于中央静脉及肝细胞坏

死灶周围细胞的胞质中 .  模型组凋亡指数高

于对照组,差异有显著性(P <0.05, 表1, 图A2, 
B2); 模型组C a s p a s e-3蛋白表达明显高于对

照组, 差异有显著性(c2 = 20.376, P <0.01, 表1,  
图A3, B3).
2.2 肝组织细胞色素P4502E1的基因频率 模型组

与对照组相比c 1基因频率明显降低, c 2基因频率

则相反, 其差异有统计学意义(P <0.05, 表1, 图2).
2.3 大鼠血清学改变 模型组大鼠血清ALT, AST
与对照组相比均升高 ,  两组相比有显著差异

(P <0.05, 表1). 模型组大鼠血清MDA含量随着

SOD活性的降低而增高, 经统计学分析两组各

指标之间有显著的差异(P <0.05, 表1), 两指标之

间呈负相关(P <0.05, r  = -0.582). 

3  讨论

酒精性肝病是指由于酒精摄入过量而导致的

肝脏损害等一系列病变, 可分为轻型酒精性肝

病、酒精性脂肪肝、酒精性肝炎、酒精性肝纤

维化和酒精性肝硬化5种类型[6]. 近来研究表明

酒精是肝细胞的一种凋亡诱导剂, 他在ALD的

发生、发展过程中起着重要作用[7]. 细胞凋亡

(apoptosis)是由体内外因素触发细胞内预存的死

亡程序而导致的细胞死亡过程, 是细胞在生理

或病理信号刺激下启动自身凋亡基因发生的主

动自杀行为, 是保持组织自稳态的一个基本过

图  1  大鼠酒精性肝病. 1: 肝组织学改变(HE×100); 2: 肝细胞凋亡(×400); 3: Caspase-3蛋白表达(SABC×100); A: 对照组; B: 

模型组.

■创新盘点
本实验通过灌胃
的方法建立ALD
大鼠模型发现长
期乙醇摄入肝细
胞凋亡明显增加. 
CYP2E1基因Pst
Ⅰ及RsaⅠ RFLPs
与酒精性肝病有
关, 其中c 2基因可
能与大鼠酒精性
肝病的发生有关. 
MDA含量和SOD
活力在酒精性肝
病的肝细胞凋亡
过程及脂质过氧
化反应中发挥重
要作用.

■应用要点
本文通过乙醇灌
胃的方法建立动
物 模 型 ,  进 一 步
探讨肝细胞凋亡
以及与之密切相
关的CYP2E1, 氧
化应激等因素在
ALD的作用, 为今
后的临床诊断及
治疗提供基础资
料.

表  1  大鼠乙醇性肝病血清学、Caspase-3表达和基因
情况

      
指标                                     模型组                     对照组

AI(%)                              6.2±1.7a               1.7±0.8

ALT(U/L)                     107.4±16.6a           48.4±10.5

AST(U/L)                     232.1±52.9a         102.9±14.1

SOD(kU/L)                353.12±61.02a     636.82±138.60   

MDA(mmol/L)             41.53±7.43a         15.72±2.06

Caspase-3

    (-)                           10                          26

    (+)                           13                            3

    (++)                          5                             1

    (+++)                        2                            0

    表达率(%)               66.7b                        9.5

基因情况

    A(c1/c1)                    8                          25

    B(c1/c2)                  16                            5

    C(c2/c2)                    6                            0

    A(c1/c1%)              26.7a                       83.3

    B(c1/c2%)              53.3                        16.7

    C(c2/c2%)              20a                           0

    c1(%)                     53.4a                      91.6

    c2(%)                     46.6a                        8.4

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

A1

B1 B2

A2 A3

B3
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程, 同时对于维持正常组织的细胞生长/死亡平

衡至关重要. 凋亡细胞的清除与凋亡是保证肝

脏功能的关键因素[8]. 我们通过灌胃的方法建立

ALD大鼠模型, 并研究发现模型组大鼠肝细胞

凋亡比例显著高于对照组, 多散在分布于肝实

质中, 小叶中居多, 主要位于小叶点状、灶状坏

死区及其中央静脉周围, 并且肝细胞凋亡程度

与肝损伤的轻重密切相关, 与文献[9]报道一致. 
因此可以认为肝细胞凋亡发生时常伴有肝细胞

坏死, 两者均可引起肝损伤, 导致ALD的发生、

发展. 
Caspase-3是凋亡的重要执行者和哺乳动物

细胞凋亡的关键蛋白酶[10-11]. 细胞凋亡是由各

种凋亡刺激信号始动, 受细胞内源性基因、酶

类和信号传导途径等调控的“瀑布式”激活过

程. 其中蛋白酶与细胞凋亡密切相关, 凋亡的发

生是一个复杂、由Caspase家族成员介导的蛋

白酶级联反应过程. 在蛋白酶级联切割过程中, 
Caspase-3处于核心位置, 不同的蛋白酶分别切

割Caspase-3酶原, 从而激活Caspase-3; 活化的

Caspase-3又进一步切割不同的底物, 导致蛋白

酶级联切割放大, 最终使细胞走向死亡[12]. 因此, 
Caspase-3称为死亡蛋白酶. 目前对于Caspase-3
在酒精性肝病中表达的意义及其与其他凋亡基

因在酒精性肝病发生、发展中的相互关系研究

很少. 我们通过免疫组织化学检测发现酒精性

肝病大鼠模型中Caspase-3蛋白表达增强. 
细胞色素P450(cytochromeP450, CYP)是

位于滑面内质网上的一组混合功能氧化酶

系, 是肝脏代谢最主要的酶系之一, 其中细胞

色素P4502E1(CYP2E1)与乙醇代谢密切相关. 
CYP2E1是一参与体内生理、病理和毒理过程, 
有着广泛功能的代谢酶, 其表达水平往往与代

谢活性相关且受体内外诸多因素的影响, 如饥

饿、禁食及糖尿病均会导致体内CYP2E1水平

增高, 其代谢底物可诱导该酶本身的表达等, 而
人和大鼠的CYP2E1是由单基因调控[13], 并且

所有CYP2E1的底物在人和动物中都是相同的
[14], 因此, 研究动物的CYP2E1对人具有重要参

考意义. 乙醇既为CYP2E1特异性代谢底物, 又
对其表达具有诱导作用. 乙醇对CYP2E1的诱

生有两种形式. 当血乙醇浓度低时, 通过增加

m R N A翻译的效率或稳定翻译后蛋白而增加

CYP2E1的活性, 当血乙醇浓度较高时, 则通过

增强CYP2E1的基因转录使CYP2E1 mRNA翻

译增加而使其活性增高[15]. CYP2E1具有基因多

肽性, 可能与嗜酒者是否产生酒精性肝损伤有

关. Tsutsumi et al [16]对日本的酒精性肝病患者

的CYP2E1基因型进行研究, 发现84%酒精性肝

病患者带有c 2等位基因, 该基因频度比健康对

照组或非乙醇性肝病组高2倍以上, 认为c 2基因

在酒精性肝病的发展中可能起决定作用. 本实

验研究表明, 模型组中A基因型占26.7%, B基因

型占53.3%, C基因型占20%, 即c 1基因频率为

53.4%, c 2基因频率为46.6%. 对照组中A基因型

占83.3%、B基因型占26.7%、即c 1基因频率为

91.6%、c 2基因频率为8.4%. 模型组与对照组相

比, c 1基因频率明显降低, c 2基因频率明显升高, 
其差异有统计学意义(P <0.05). 因此, 考虑c 2基
因在乙醇性肝病的发病中起一定作用. 

氧化应激(oxidative stress)是活性氧(ROS)产
物增加和抗氧化剂屏障缺失引起的酒精性肝损

伤的重要特征. 促氧物质增多和抗氧化物质减

少的氧化应激可引起细胞内ATP衰竭和谷光甘

■名词解释
1  酒 精 性 肝 病
(ALD): 是指由于
乙醇摄入过量而
导致的肝脏损害
等一系列病变, 可
分为轻型ALD、

酒精性脂肪肝、

酒精性肝炎、酒
精性肝纤维化和
酒精性肝硬化5种
类型. 
2 CYP2E1: 是一
参与体内生理、

病理和毒理过程, 
有着广泛功能的
代谢酶, 其表达水
平往往与代谢活
性相关且受体内
外诸多因素的影
响. CYP2E1是细
胞色素P450的乙
醇诱导形式, 他在
非乙醇脱氢酶氧
化途径中起重要
作用, 为酒精性肝
病的主要发病机
制.
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图  2  电泳图. A: PCR产物; B: PstⅠ酶切; C: RsaⅠ酶切.
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肽(GSH)水平下降等一系列改变, 这种改变在中

央静脉周围远较门脉周围严重, 最终导致肝细

胞死亡. 正常情况下, 体内存在自由基的清除系

统, 使自由基处于不断产生和不断被清除的动

态平衡中. 一旦机体内保持平衡的因素被破坏, 
自由基强大的生物活性就转变为对生物分子的

损伤, 引起体内新陈代谢发生混乱及一系列自

由基连锁反应加剧, 导致RNA、DNA、蛋白、

酶、生物膜的氧化和过氧化损伤, 从而诱发疾

病. 机体为避免受到内源性或外源性活性氧的

损伤, 在进化过程中形成了一整套代谢ROS的抗

氧化系统, 主要由酶和抗氧化剂组成. SOD是生

物体内最为重要的抗氧化酶之一, 是清除ROS的
第一道防线. 主要清除O2

-及防止O2
-直接或间接

转变为其他形式的自由基, 防止生物膜脂质过

氧化损伤. 我们采用400 mL/L乙醇灌胃8 wk后
可以看出乙醇灌胃组血清中MDA明显升高, 则
SOD明显降低, 且与正常对照组比较有差异显

著性, 表明长期乙醇灌胃的动物体内脂质过氧

化产物增多, 而且与细胞凋亡程度呈正相关; 长
期灌酒后大鼠体内抗氧化产物明显减少, 与细

胞凋亡程度呈负相关. 
长期乙醇摄入可引起大鼠酒精性肝病及及

肝功能损伤, 肝细胞凋亡明显增加. CYP2E1基
因PstⅠ及RsaⅠ RFLPs与乙醇性肝病有关, 其
中c 2基因可能与大鼠酒精性肝病的发生有关. 
MDA含量和SOD活力在酒精性肝病的肝细胞凋

亡过程及脂质过氧化反应中发挥重要作用. 
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Abstract
AIM: To explore the effects on transcription 
levels of CCAAT/enhancer-binding proteins 
(CEBP) genes and genes regulated in liver 
regeneration (LR).

METHODS: CEBP family transcription factors 
correlated with LR were input into the websites 
of NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) and RGD (rgd.
mcw.edu). Documents related to the transcrip-
tion functions of CEBP family transcription 
factors were located and the CEBP family down-
stream target genes in human, rat and mice ob-
tained. The human and mice non-repeated genes 
in rat genes were screened out; the results were 
confirmed by comparison by Rat Genome 230 
2.0 chip examination. Twice up-regulated and 
down-regulated genes were regarded as signifi-
cantly changed rat homologous genes. The Rat 
Genome 230 2.0 chips were used to detect the 
expressions of the above genes in rat RL. Genes 

correlated with liver regeneration were confirmed 
by comparison in a true and false operation.

RESULTS: Twenty-seven genes correlated with 
LR, 11 of which were up-regulated, 6 down-reg-
ulated, and 10 that were up-regulated at certain 
time points but down-regulated at others. The 
up-regulated range was 2 to 128 fold of the com-
parison group, while the down-regulated range 
was 2 to 16 fold. The number of genes expressed 
in the LR initiation [0.5-4 hours after partial 
hepatectomy (PH)], G0/G1 transition (4-6 hours 
after PH), cell proliferation (6-66 hours after 
PH) and cell differentiation and tissue structure 
reconstruction (72-168 hours after PH) stages 
were 18, 3, 8 and 1, respectively. Total expres-
sion times were 18, 11, 25 and 16, respectively, 
showing that the correlated genes were primar-
ily expressed in the LR initiation stage. Genes 
were up-regulated 126 fold and down-regulated 
76 fold, indicating that more genes were up-
regulated than down-regulated in LR.

CONCLUSION: CEBPs and their regulated 
genes are highly correlated with cell prolifera-
tion, cell differentiation, cell apoptosis, inflam-
mation, stress response, lipids metabolism and 
changes in the extracellular matrix.

Key Words: Partial hepatectomy; Rat genome 230 
2.0 chip; CCAAT/enhancer-binding proteins; Liver 
regeneration correlated genes

Wang W, Chen XG, Xu CS. Correlation analysis of 
CCAAT/enhancer-binding proteins and their regulated 
genes with rat hepatic regeneration. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(20):2186-2193

摘要
目的: 探讨基因转录水平CCAAT增强子结合
蛋白(CEBPs)及其调节基因在肝再生(LR)中的
作用. 

方法:  将与肝再生相关的C E B P s家族转录
因子输入NCBI(www.ncbi.n lm.n ih.gov)和
RGD(rgd.mcw.edu)等网站查找与其转录功
能相关的文献, 从中得出大鼠、小鼠和人的

®

■背景资料
肝脏具有很强的
再生能力, 大鼠部
分肝切除模型被
广泛用于研究肝
再 生 .  肝 再 生 涉
及细胞激活、去
分化、增殖及调
控、再分化和组
织结构功能重建
等生理生化过程, 
受到包括转录因
子在内的多种因
素调控.
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CEBPs家族下游基因. 然后将人和小鼠基因与
大鼠比对, 筛选出与大鼠不重复的人和小鼠基
因. 再将他们与Rat Genome 230 2.0芯片的检
测结果进行比对确认, 把其中表达上调或下调
2倍以上的基因视为有意义变化的大鼠同源基
因. 用Rat Genome 230 2.0 芯片检测他们在大
鼠再生肝中的表达情况, 用真、假手术比较方
法确定肝再生相关基因. 

结果: 27个基因与肝再生相关, 其中11个基因
表达上调, 6个基因表达下调, 10个基因在有
的时点表达上调, 有的时点表达下调(简称上
/下调表达). 他们的上调范围为对照的2-128
倍, 下调范围为对照的2-16倍. 肝再生启动[部
分肝切除(PH)后0.5-4 h]、G0/G1过渡(PH后4-6 
h)、细胞增殖(PH后6-66 h)、细胞分化和组织
结构功能重建(PH后72-168 h)等4个阶段起始
表达的基因数分别为18, 3, 8和1; 基因的总表
达次数分别为18, 11, 25和16. 表明相关基因主
要在肝再生启动阶段起始表达, 在不同阶段发
挥作用. 他们共表达上调126次, 下调76次. 表
明肝再生中表达上调基因多于表达下调基因.

结论: CEBPs及其调节的基因与肝再生中细
胞增殖、细胞分化、细胞凋亡、炎症反应、

应激反应、脂类代谢和细胞外基质变化等密
切相关.

关键词: 部分肝切除; 大鼠基因组230 2.0芯片; 

CCAAT增强子结合蛋白; 肝再生相关基因

王望, 陈晓光, 徐存拴. CEBPs及其调节的基因与大鼠肝再生相

关性分析.  世界华人消化杂志  2007;15(20):2186-2193

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2186.asp

0  引言

部分肝切除(partial hepatectomy, PH)[1]或肝损伤

后, 残肝细胞通过细胞增殖(细胞数目增加)和肥

大(细胞体积增加)由基本不生长状态转变为快

速生长状态以补偿丢失、损伤的肝组织[2-3], 这
个过程称为肝再生(liver regeneration, LR)[2]. 同
时, 机体可精确感知再生肝的大小, 适时停止再

生[4]. 通常, 根据细胞的生理活动将肝再生分为

启动(PH后0.5-4 h)、G0/G1过渡(PH后4-6 h)、细

胞增殖(PH后6-66 h)、细胞分化和组织结构功

能重建(PH后72-168 h)等4个阶段[5]. 根据时间

进程分为早期(PH后0.5-4 h)、前期(PH后6-12 
h)、中期(PH后16-66 h)、后期(PH后72-168 h)
等4个时期[6]. 涉及细胞激活、去分化、增殖及

调控、再分化、组织结构和功能重建等生理生

化过程[7], 受到包括转录因子在内的多种因素调 
控[8]. 研究表明, CCAAT增强子结合蛋白(CCAAT/
enhancer-binding proteins, CEBPs)家族转录因子

CEBPα, CEBPb, CEBPg, CEBPδ和CEBPε均含

碱性亮氨酸拉链结构域, 在C端有DNA结合元

件和异源或同源亮氨酸拉链元件. CEBPα通过

调节scd1, cd36和cds1[9], CEBPb通过调节afp[10], 
a2m[11], gsta2[12], cat[13], i l6, col1a2和col2a1[14], 
CEBPg通过调节ercc5和xrcc1[15], CEBPδ通过调

节ccl2[16], CEBPε通过调节il6, ccl2, ccl4, csf1r[17], 
itgam, bcl2l1, bcl2, ccna2, ccnd2, ccne1和cdk4[18], 
从而在细胞增殖、细胞分化、细胞凋亡、炎症

反应、应激反应、脂类代谢和细胞外基质变化

等方面发挥重要作用. 为在基因转录水平[19-20]了

解CEBPs及其调节基因与肝再生的相关性, 我
们用含42个CEBPs及其调节基因的Rat Genome 
230 2.0芯片[21]检测了大鼠2/3肝切除后再生肝基

因表达情况, 并初步分析了他们在肝再生中的

表达方式与肝再生的相关性和作用[22].

1  材料和方法

1.1 材料 SD纯系大鼠由河南师范大学实验动物

中心提供, 体质量200-250 g, 将大鼠随机分组, 
每组6只, 雌雄各半. 对照组材料为正常成年大

鼠肝. 按Higgins et al [1]方法切除大鼠肝左叶和中

叶后恢复0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 18, 24, 30, 36, 
42, 48, 54, 60, 66, 72, 96, 120, 144和168 h时再生

肝. 于相应恢复时间颈椎脱臼处死动物, 切取再

生肝置4℃ PBS中涮洗3次, 从右叶再生肝中部

取100-200 mg组织, 将每组的6个样品混合后放

到一起(总肝量为0.1-0.2 g×6 = 1-2 g), 于-80℃
保存备用. 假手术(sham-operation, SO)组除不

切除肝叶外, 其他同部分肝切除组. 实验中严格

遵循中国动物保护法. 总RNA提取按Invitrogen
公司的TRIzol试剂盒操作程序进行[23]. 总RNA
纯化按Qiagen公司的RNeasy mini试剂盒操作程

序进行[24]. 用琼脂糖凝胶电泳(180 V, 0.5 h)检测

总RNA的28S和18S比例; 其亮度约为2∶1; 在
260/280 nm波长下测定总RNA浓度和纯度[25].
1.2 方法 cDNA, cRNA合成按Affymetrix公司

方法进行[26]. 合成cDNA时, 模板量为1-8 μg总
RNA. 合成生物素标记的cRNA时, 取12 μL上
述cDNA溶液作模板. cDNA, cRNA纯化按基因

芯片分析样品纯化操作程序进行[27]. 两者的浓

度、纯度和质量检测方法同上[25]. 1 g/L的cRNA 
15 μL, 5×片段化缓冲液6 μL, 无RNA酶水9 μL

■研发前沿
再生生物学和再
生医学已成为当
今生物学和医学
的 研 究 热 点 .  其
中, 肝再生的功能
基因组学、蛋白
质组学、细胞组
学等研究正在广
泛深入地进行.
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■相关报道
研究表明, CEBPs
家族转录因子对
细胞增殖和细胞
分化等相关基因
有调控作用, 肝再
生亦涉及CEBPs
对细胞增殖和细
胞分化等相关基
因的调节.

混匀, 94℃温浴35 min, 得到长度为35-200 bp的
cRNA片段. 按Affymetrix公司提供的配方配制

杂交液, 然后将杂交液加至经预杂交处理的Rat 
Genome 230 2.0芯片中, 于45℃ 60 r/min杂交16 
h, 吸去杂交液, 用GeneChip全自动洗涤工作站

450(Affymetrix公司, USA)洗涤和染色芯片. 用
高分辨芯片扫描仪3000(Affymetrix公司, USA)
扫描芯片, 获得基因表达信号值[21]. 用GCOS1.2
软件读取、处理信号值数据, 获得归一化后的

信号值、信号检出(P, A, M)以及实验和对照组

的比值[21]. 为减少芯片分析误差, 用Rat Genome 
230 2.0芯片对每个时点再生肝重复检测3次. 把
3次检测中总比值最大的那次结果视为最接近

真实(R m), 同时, 也将3次检测中3个持家基因

(b-actin, hexokinase和glyseraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase)平均值最接近1的那次结果视作

最接近真实(R h). 将前者比后者, 得到矫正系数, 
用矫正系数乘以后者每个时点每个基因对应

的比值, 得到用于分析基因表达模式和作用的

基因相对表达丰度. 为克服芯片分析误差导致

的基因不合常规和/或不合逻辑的表达变化, 又
根据肝再生中肝实质细胞的细胞周期进程, 用
合理化分析软件(RAP)整理部分肝切除后0-4 h, 
6-12 h, 12-24 h的基因表达变化值使之更具科

学性. 然后用GeneMath, GeneSpring, Microsoft 
Excel等分析软件对各组数据进行统计和聚类分

析[21,27-28].  
将查出的与肝再生相关的C E B P s家族转

录因子输入NCBI(www.ncbi.n lm.nih.gov)和
RGD(rgd.mcw.edu)等网站查找与其转录功能相

关的文献, 从中得出大鼠、小鼠和人的CEBPs
家族下游基因. 然后将人和小鼠基因与大鼠比

对, 筛选出与大鼠不重复的人和小鼠基因. 再将

他们与Rat Genome 230 2.0芯片的检测结果进行

比对确认, 把其中表达上调或下调2倍以上的基

因视为有意义变化[28]的大鼠同源基因. 用上述芯

片对再生肝进行检测, 将3次检验结果相同或相

似, 至少在部分肝切除后一个时点表达上调或

下调2倍以上, 部分肝切除组与假手术组差异显

著(P <0.05)或极显著(P≤0.01)的基因视为肝再

生相关基因.

2  结果

2.1 肝再生中CEBPs及其调节基因的表达 查
NCBI, RGD网站资料表明, 46个基因受CEBPs调
节; 查Rat Genome 230 2.0芯片资料表明, 该芯片

含上述42个基因, 其中27个基因至少在部分肝

切除(partial hepatectomy, PH)后一个时点发生了

有意义表达变化, 部分肝切除组与SO组有显著

或极显著差异, 3次Rat Genome 230 2.0芯片检测

结果具有可重复性. 因此, 初步确认这些基因与

LR相关. 其中, 11个基因表达上调, 6个基因表达

下调, 10个基因在有的时点表达上调, 有的时点

表达下调(简称上/下调表达). 他们的上调范围为

对照的2-128倍, 下调范围为对照的2-16倍(表1).
分析表明, 肝再生各时点起始上调和下调

及总表达的基因数为: 0.5 h时均为6和3; 1 h时3
和1, 7和2; 2 h时2和0, 7和1; 4 h时1和2, 6和3; 6 h
时0和0, 7和4; 8 h时0和1, 5和5; 12 h时0和0, 4和
5; 16 h时1和0, 6和5; 18 h时0和2, 7和7; 24 h时1
和0, 6和6; 30 h时1和0, 4和2; 36 h时0和0, 5和5; 
42 h时1和0, 5和1; 48 h时0和0, 8和5; 54 h时0和
0, 7和4; 60 h时0和1, 7和5; 66 h时0和0, 7和2; 72 
h时1和0, 7和4; 96 h时0和0, 4和3; 120 h时0和0, 
6和1; 144 h时0和0, 1和2; 168 h时0和0, 3和1. 肝
再生中基因起始表达的总体情况是: 17个基因

起始上调, 10个基因起始下调. 其中, 在启动阶

段(PH后0.5-4 h)12个基因起始上调, 6个基因起

始下调; G0/G1过渡阶段(PH后4-6 h)1个基因起

始上调, 2个基因起始下调; 细胞增殖阶段(PH后

6-66 h)4个基因起始上调, 4个基因起始下调; 细
胞再分化和组织结构功能重建阶段(PH后72-168 
h)1个基因起始上调. 肝再生中基因表达的总体

情况是: 共表达上调126次, 下调76次. 其中, 肝
再生启动阶段(PH后0.5-4 h)基因上调26次, 下调

9次; G0/G1过渡阶段(PH后4-6 h)基因上调13次, 
下调7次; 细胞增殖阶段(PH后6-66 h)基因上调

79次, 下调56次; 细胞再分化和组织结构功能重

建阶段(PH后72-168 h)基因上调21次, 下调11次
(图1).
2.2 CEBPs及其调节的基因与肝再生相关性 根
据功能和表达变化将CEBPs及其调节的22个基

因分为7组: (1)细胞增殖相关基因. 其中, cebpα
在4-66 h表达下调, 其调节的scd1在1-6 h表达上

调, 48和66 h表达下调. cebpβ在0.5-8 h表达上调, 
他调节的a2m在0.5-24 h表达上调, afp在6-12 h表
达下调, 54-72 h表达上调. cebpε在16-120 h表达

下调, 其调节的ccna2在18-72 h表达上调, ccnd2
在42 h表达上调, ccne1在8-72 h表达上调, cdk4
在24和66 h表达上调(图2A); (2)细胞分化相关基

因. 其中, cebpα及其调节的scd1表达同上. cebpε
调节的il6在2-8, 18, 48, 60, 96 h表达上调, 在36
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■创新盘点
用 高 通 量 R a t 
Genome 230 2.0
基因表达谱芯片
分析了大鼠2/3肝
切除后CEBPs及
其调节的基因在
肝再生中表达情
况, 发现上述基因
中有27个基因与
肝再生相关.

表  1  CEBPs及其调节的22个基因在肝再生中表达丰度

      
名称                                                                                                       Abbr.	                       Fold difference

CEBPs转录因子				                                      

              CCAAT/enhancer binding protein alpha                       Cebpα                            0.06

               CCAAT/enhancer binding protein beta                       Cebpb                             3.07  

          CCAAT/enhancer binding protein gamma                       Cebpg                              0.44                   

              CCAAT/enhancer binding protein delta                       Cebpδ                              6.27, 0.40           

           CCAAT/enhancer binding protein epsilon                       Cebpε                              0.14 

细胞增殖					               

    Cebpα    stearoyl-Coenzyme A desaturase 1                       Scd1                                3.48, 0.29

    Cebpb                       alpha-2-macroglobulin	                 A2m                                46.16, 0.40                    

                                               alpha-fetoprotein	                 Afp                                    3.72, 0.14    	

    Cebpε                                               cyclin A2                       Ccna2                            45.07 	

                                                               cyclin E                       Ccne1                            18.47  

                                cyclin-dependent kinase 4                       Cdk4                                2.47                  

                                                            cyclin D2                        Ccnd2                              2.23 

细胞分化					           

    Cebpa    stearoyl-Coenzyme A desaturase 1                       Scd1                               3.48, 0.29  

    Cebpε                                    integrin alpha M                       Itgam                               3.41    

    Cebpb/Cebpε                              interleukin 6                        Il6                                     6.06, 0.28

凋亡				                           	

    Cebpa    stearoyl-Coenzyme A desaturase 1                       Scd1                               3.48, 0.29         

    Cebpb                  glutathione-S-transferase                        Gsta2                               6.96, 0.22 

    Cebpg excision repair cross-complementing                        Ercc5                               2.38

               rodent repair deficiency				        

               complementation group 5			                   

    Cebpb/Cebpδ/Cebpε               hemokine C-C                       Ccl2                             128.00 

                                                    motif ligand 2

                             B-cell leukemia/lymphoma 2                       Bcl2                                0.32

                                                          bcl2-like 1                       Bcl2l1	                          3.00, 0.44

炎性反应

    Cebpb                       alpha-2-macroglobulin                        A2m                              46.16, 0.40

    Cebpb/Cebpδ/Cebpε             chemokine C-C                       Ccl2                             128.00

                                                     motif ligand 2

                  colony stimulating factor 1 receptor                        Csf1r                             13.00

                                                 integrin alpha M                        Itgam	                          3.41

                          chemokine C-C motif ligand 4                        Ccl4                                 4.00, 0.22

应激反应

    Cebpb                                                catalase                       Cat	                         5.00

                               glutathione -S-transferase                        Gsta2	                          6.96, 0.22

    Cebpb/Cebpε                              interleukin 6                        Il6	                          6.06, 0.28

    Cebpg excision repair cross-complementing                        Ercc5                               2.38

               rodent repair deficiency 

               complementation group 5 

                   x-ray repair cross-complementing                        Xrcc1	                          5.00, 0.31

                   group 1 protein

脂质代谢

    Cebpa           CDP-diacylglycerol synthase 1                        Cds1	                          0.29

                                                     CD36 antigen                        Cd36	                          0.10

                  stearoyl-Coenzyme A desaturase 1                        Scd1	                          3.48, 0.29

细胞外基质

    Cebpβ                     rocollagen, type I alpha 2                       Col1a2	                          7.00

                                procollagen, type II alpha 1                        Col2a1	                          7.00, 0.30

黑体字: 转录因子; 非黑体字: 转录因子调节的基因.
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■应用要点
根据结果进一步
研究CEBPs及其
调控的基因在肝
再生中的作用和
机制.

和72 h表达下调, itgam在72和120 h表达上调(图
2B); (3)细胞凋亡相关基因. 其中, cebpa及其调

节的scd1表达同上. cebpb调节的gsta2在8-24 h表
达下调, 在30, 42, 96 h表达上调. cebpg在60 h表
达下调, 其调节的ercc5在30 h表达上调. cebpδ在
1-72 h表达上调, 其调节的ccl2在12-120 h表达上

调. cebpε调节的bcl2在18-72 h表达下调, bcl2l1
在0.5 h表达下调, 在6 h表达上调(图2C); (4)炎
症反应相关基因. 其中, cebpb及其调节的a2m, 
cebpδ及其调节的ccl2, cebpε及其调节的ccl2和
itgam表达同上. cebpε调节的ccl4在18, 54, 96 h表
达下调, csf1r在16, 30, 42, 96 h表达上调(图2D); 
(5)应激反应相关基因. cebpb及其调节的gsta2和
il6表达同上, cat在0.5 h表达上调. cebpg及其调节

的ercc5表达同上, xrcc1在36, 48, 60 h表达上调, 
在1和144-168 h表达下调(图2E); (6)脂类代谢相

关基因. cebpa及其调节的scd1表达同上, cd36
在0.5-72 h表达下调, cds1在4-18 h表达下调(图
2F); (7)细胞外基质变化相关基因. cebpb调节的

col1a2在16-24 h和66-168 h表达上调, col2a1在2
和54 h表达上调, 在24 h表达下调(图2G).

3  讨论

我们研究了CEBP家族转录因子CEBPa, CEBPb, 
CEBPg, CEBPδ和CEBPε及其调节的基因与肝

再生相关性. 其中, cebpa通过促进cds1, cd36和
scd1转录促进脂类合成[9,29]. cds1在肝再生的4-18 
h, cd36在0.5-72 h、scd1在48和66 h表达下调, 可
能受cebpa在4-66 h表达下调影响, 并推测肝再

生早期、前期和中期的脂类合成受抑制. 此外, 
scd1还能通过改变细胞膜流动性和影响信号转

导抑制细胞凋亡、促进细胞增殖和促进细胞分

化[30]. cebpa在4-66 h及scd1在48和66 h表达下调

可能与肝再生中期的细胞增殖和分化减弱、细

胞凋亡起始有关. 一般认为, cebpb通过抑制cat
转录促进氧化应激反应[13]. cebpb在0.5-8 h表达

上调, cat在0.5 h表达上调, cat表达可能还受其

他因素促进, 并在抑制肝再生早期的氧化应激

反应中起重要作用. cebpb能促进col1a2转录和

抑制col2a1转录[14]. 后两者均促进胶原蛋白基因

表达. 推测3者的转录平衡与再生肝的胞外基质

构建调控密切相关. cebpb还是促细胞增殖基因

afp的主要促进因子[10,31]. afp在54-72 h表达上调, 
与cebpb共同促进肝再生中期和后期的细胞增

殖. cebpb通过促进a2m转录抑制蛋白酶活性促

进细胞增殖[11,32]. a2m在0.5-24 h表达上调, 在8 h
达到高峰, 是对照的46倍. 可能他在肝再生的细

胞激活、细胞周期进程和缓解炎症反应中起重

要作用. cebpb通过促进gsta2转录抑制细胞凋亡, 
参与药物反应来防止化学物诱导的细胞癌变
[12,33-34]. gsta2在8-24 h表达下调, 在30, 42和96 h表
达上调. 推测前期和中期再生肝细胞的抗癌变

能力降低, 中期和后期细胞生存能力提高.  
研究表明, cebpg促进DNA损伤修复基因

xrcc1表达[15,35]. 前者在PH后60 h表达下调, 后者

在144-168 h表达下调. 推测肝再生后期的DNA
损伤修复活动减少. 此外, cebpg通过促进ercc5
转录促进DNA氧损伤修复和抑制细胞凋亡[15,36]. 
e r c c5在30 h表达上调, 可能与肝再生中期的

DNA修复活动加强有关. 研究表明, cebpe通过抑

制ccnd2, ccne1和cdk4抑制细胞增殖[18,37-39], 前者

在肝再生的16-120 h表达下调, 后3者在8-72 h表
达上调, 推测促进相应时期的细胞增殖. cebpe通
过抑制bcl2l1促进细胞凋亡[18]. 后者在6 h表达上

调, 可能与肝再生前期的细胞抗凋亡能力提高

有关. cebpe还能通过促进csf1r和ccl4转录促进炎

图  1  CEBPs及其调
节的22个基因在肝
再 生 各 时 点 起 始 表
达及总表达情况. 
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■名词解释
部分肝切除(PH): 
是 H i g g i n s 和
Anderson于1931
年建立的通过外
科手术切除大鼠
2 / 3 肝脏的方法 . 
部分肝切除诱导
的肝再生(LR)是
指用外科手术切
除大鼠2/3肝脏后, 
残肝细胞通过细
胞增殖(细胞数目
增加 ) 和肥大 ( 细
胞体积增加)由基
本不生长状态转
变为快速生长状
态以补偿丢失的
肝组织.

图  2  CEBPs及
其调节的22个基
因在肝再生中表
达变化. A: 细胞

增 殖 相 关 基 因 ; 

B: 细胞分化相关

基因; C: 细胞凋

亡相关基因; D: 

炎症反应相关基

因; E: 应激反应

相关基因; F: 脂

类 代 谢 相 关 基

因; G: 细胞外基

质变化相关基因. 

实线示基因表达

上调, 虚线示基

因表达下调; 实-

虚线示上/下调

表达基因. X轴为

部分肝切除后恢

复时间(h), Y轴

为各时点基因表

达产物信号值与

对照比值的对数.
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 症反应[18,40-41]. ccl4在肝再生中表达下调, csf1r表
达上调. 推测炎症反应受3者的平衡调控. cebpe
通过抑制bc l2转录促进细胞凋亡[18,42]. 后者在

18-72 h表达下调, 可能还受其他因素抑制. cebpe
还能通过抑制ccna2转录抑制细胞增殖[18,43]. 后
者几乎在整个肝再生中表达上调, 在66 h达到高

峰, 是对照的45倍. 可能在肝再生的细胞增殖中

起重要作用. cebpe通过促进itgam表达促进细胞

分化和炎症反应[18,44-45]. 后者在72和120 h表达上

调, 推测尚存在促进i tgam表达的其他因素. 研
究表明, ccl2有抑制细胞凋亡和促进炎症反应的

功能[46-47]. 其表达除受cebpb和cebpe促进外, 还
受cebpd促进[16]. cebpd在1-72 h表达上调, ccl2在
12-120 h表达上调, 并在48 h达到高峰, 是对照的

128倍. 根据其表达趋势与cebpb和cebpd更为一

致推测, 肝再生中ccl2表达主要受cebpb和cebpd
促进, 并在抑制再生肝细胞凋亡中起重要作用. 
cebpb和cebpe促进il6的转录[17]. il6是体温调节因

子, 能促进细胞分化, 还与出血导致的肝脏功能

紊乱有关[48-50]. 他在2-8 h表达上调, 在16 h后的

有些时点上调, 有些时点下调. 3者在肝再生中

的作用和相互关系有待进一步研究.  
总之, 我们用高通量基因表达谱芯片分析

了大鼠部分肝切除后CEBPs及其调节的基因在

肝再生中表达情况, 初步证实他们与再生肝的

细胞增殖、细胞凋亡、细胞分化、炎症反应、

应激反应、脂类代谢、细胞外基质建成等有关. 
然而, 从基因→mRNA→蛋白质→功能等受包括

蛋白互作在内的多种因素影响, 以及同一基因

受多个转录因子调控等情况今后我们将进一步

用Northern印迹、蛋白质芯片、RNA干扰、蛋

白互作等技术验证上述结果. 
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Abstract
AIM: To discuss the relationship between signal 
transducer and activator of transcription 1 
(STAT1), nuclear factor-κB (NF-κB) p65 and 
apoptotic factor casapase 8, to elucidate the 
possible mechanism of apoptosis in the human 
gastric cancer cell line SGC7901.

METHODS: SGC7901 cells were treated with 
IFN-g and STAT1 antisense oligonucleotides 
(ASONs). The mRNA expression for STAT1, NF-
κB p65 and caspase 8 was examined by reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: When SGC7901 cells were treated 
with IFN-g 1000 U, at 0.5, 3 and 24 h, the mRNA 
levels for STAT1 and NF-κB p65 expression 
were up-regulated; there was also a positive cor-

relation between STAT1 and NF-κB p65 expres-
sion (r = 0.403, P = 0.009). With STAT1 ASONs, 
STAT1 expression was down-regulated, while 
NF-κB p65 expression was up-regulated; in the 
mRNA levels, there was a negative correlation 
between STAT1 and NF-κB p65 (r = -0.556, P = 
0.015). There was no significant correlation be-
tween caspase 8 and STAT1 or NF-κB p65. When 
SGC7901 cells were treated with IFN-g 1000 U 
and STAT1 ASONs, there was a negative corre-
lation between mRNA levels of STAT1 and NF-
κB p65 (r = -0.783, P < 0.05). IFN-g up-regulated 
caspase 8 expression; there was a negative cor-
relation with STAT1 (r = -0.783, P = 0.002), but a 
positive correlation with NF-κB p65 (r = -0.667, 
P = 0.002).

CONCLUSION: IFN-g can up-regulate the 
mRNA levels of STAT1, NF-kB p65 and caspase 
8. mRNA levels of STAT1 and NF-kB p65 were 
negatively correlated. Caspase 8 had a negative 
correlation with STAT1, but a positive correla-
tion with NF-kB p65.

Key Words: Gastric cancer; SGC7901 cells; Nuclear 
factor-κB p65; Signal transducer and activator of 
transcription 1; Caspase 8; Reverse transcription 
polymerase chain reaction
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transduction and activators of transcription 1, nuclear factor 
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摘要
目的: 探讨信号转导子与转录活化因子1 
(STAT1)、核因子κB(NF-κB) p65和凋亡因子
caspase 8在胃癌细胞SGC7901中的关系. 

方法: SGC7901细胞经IFN-g及STAT1反义寡
核苷酸(STAT1ASON)处理后, 应用RT-PCR方
法检测STAT1, NF-κB p65和caspase 8在mRNA
水平的改变. 

结果: IFN-g (1000 U)处理SGC7901细胞, 在

®

■背景资料
胃癌是严重危害
人类健康的最常
见的恶性肿瘤之
一, 其死亡率在我
国居恶性肿瘤的
第2位, 和其他恶
性肿瘤一样, 原癌
基因的激活、抑
癌基因的突变是
胃癌形成的重要
分子基础之一, 但
胃癌的基因异常
大多缺乏特异性, 
因此胃癌发生的
分子机制仍然模
糊不清. 近年研究
发现, 细胞凋亡与
细胞增殖平衡失
调在胃癌发生中
具有重要意义. 
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0.5, 3和24 h, STAT1和NF-kB p65在mRNA
水平出现先下降后上升的变化, 二者呈正相
关关系(r  = 0.403, P  = 0.009); 使用不同浓度
的STAT1ASON处理SGC7901细胞24 h, 在
mRNA水平, STAT1和NF-kB p65呈负相关关
系(r  = -0.556, P  = 0.015); IFN-g和不同浓度的
STAT1ASON联合作用处理SGC7901细胞24 h, 
在mRNA水平, STAT1和NF-kB p65呈负相关(r  
= -0.783, P  = 0.002), caspase 8呈上升趋势, 与 
STAT1呈负相关关系(r  = -0.667, P  = 0.002), 与
NF-kB p65呈正相关关系(r  = 0.594, P  = 0.021).

结论: IFN-g能促进STAT1, NF-kB和caspase 8
的表达, STAT1和NF-kB p65在mRNA水平上
呈负相关; caspase 8与STAT1呈负相关关系, 
与NF-kB p65呈正相关关系.

关键词: 胃癌; SGC7901细胞; 信号转导子与转录活

化因子1; 核因子κB p65; caspase 8; 逆转录酶链式
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0  引言

胃癌是全球第2大常见的恶性肿瘤, 是我国最常

见的恶性肿瘤之一, 其死亡率高[1-3], 严重危害人

类的健康. 但无论是在预防、早期发现以及治

疗方面均没有取得突破性的进展[4]. 胃癌细胞凋

亡率较低, 为1.9%-2.8%[5]. 和其他恶性肿瘤一样, 
原癌基因的激活、抑癌基因的突变是胃癌形成

的重要分子基础之一, 但胃癌的基因异常大多

缺乏特异性, 因此胃癌发生的分子机制仍然模

糊不清. 近年研究发现, 细胞凋亡与细胞增殖平

衡失调在胃癌发生中具有重要意义. JAK/STAT1
和NF-κB信号通路是机体内的2条重要的信号通

路, 均可在IFN-g作用下对细胞凋亡进行调控. 在
胃癌中关于他们的研究较少, Beppu et al [6]研究

发现, IFN-g可同时促进胃癌MK-1和GCTM细胞

中STAT1(促凋亡)和NF-kB(抑凋亡)的表达上调, 
当IFN-g和环孢菌素A(CsA, 抑制NF-kB活性)同
时使用时, 凋亡明显增加, 继而使用STAT1反义

寡核苷酸抑制STAT1活性时, 胃癌细胞凋亡率下

降, 证实IFN-g主要通过JAK-STAT1途径促进胃

癌凋亡, Zhang et al [7]的研究也证实了此点. Fulda  
et al [8]发现IFN-g作用于神经纤维瘤细胞后, 通过

STAT1/IRF1途径上调caspase 8的表达, 诱导凋亡

发生.                                     
NF-kB在胃癌细胞和组织中过表达, 通过使

其靶基因COX-2[9], ICAM-1[9], uPA[9], IL-8[10-11]等

的mRNA及蛋白水平上调, 从而与胃癌形成, 浸
润转移密切相关并在某种程度上决定着患者的

预后. Sasaki et al [10]研究发现在胃癌肿瘤细胞中

RelA的核转位明显高于癌旁上皮细胞. 研究报

道, 抑制NF-kB的活性可促进细胞凋亡[12]. Beppu 
et al [6]发现使用CsA抑制NF-kB的活性, 胃癌细

胞MK-1和GCTM凋亡显著增加. Wang et al [13]

报道IFN-g作用后可活化NF-kB, 抑制caspase 8
的表达, 阻断凋亡通路抑制凋亡发生. 在胃癌细

胞中STAT1与NF-kB的关系及他们是否可通过

caspase 8调控凋亡并不清楚, 也未见相关文献报

道. 我们拟通过细胞生物学和分子病理学的方

法, 观察胃癌SGC7901细胞在IFN-g及不同浓度

STAT1反义寡核苷酸处理下, STAT1, NF-kB p65
及caspase 8在mRNA水平的变化, 研究3者间的

相关性以及可能存在的分子通路.

1  材料和方法

1.1 材料 SGC7901细胞系[14]由本实验室保存, 在
37℃ 50 mL/L CO2、饱和湿度条件下用含100 
mL/L小牛血清(Gibco)的RPMI1640(Gibco)培养

基培养, 细胞传代采用0.25 g/L的胰酶+0.02 g/L
的EDTA, 每3-5 d传代1次. IFN-γ购自Peprotech 
EC公司; TRIzol购自Invitrogen公司; RT-PCR试
剂盒(TaKaRa)购自大连宝生物工程有限公司; 
Tansfection转染试剂购自Tiangen公司; 反义寡

核苷酸及引物序列由赛百胜生物技术有限公司

合成. 使用Primer 5.0引物设计软件分别设计NF-
kB p65, STAT1, caspase 8和b-actin的上游和下游

引物(表1).
1.2 方法  (1)使用I F N-γ  1000 U[15]处理胃癌

SGC7901细胞, 实验分4组: 空白对照组, IFN-γ 

1000 U处理0.5, 3, 24 h; (2)STAT1ASON处理胃

癌SGC7901细胞24 h, STAT1反义寡核苷酸序列

为: 5'-CCACTGAGACATCCTGCCACC-3'[16], 全
程硫代修饰, 使用FAM标记, 在蓝色激发光下

发绿色荧光, 分5组: 空白对照组, IFN-γ 1000 U
处理组, STAT1ASON 200, 400, 600 nmol/L处理

组; (3)IFN-γ 1000 U联合STAT1ASON处理胃癌

SGC7901细胞24 h, 分5组: 空白对照组, IFN-γ 

1000 U处理组, IFN-γ 1000 U+STAT1ASON 200, 
400, 600 nmol/L处理组.
1.2.1 反义寡核苷酸的转染 转染前1 d, 胰酶消

■研发前沿
本文首次从理论
上提出了STAT1
和NF-κB是胃癌
细胞凋亡调控中
可能存在的分子
路 径 ,  并 首 次 提
出两者在胃癌凋
亡调控中存在交
汇 点 .  本 研 究 重
点阐述了胃癌细
胞系SGC7901中
STAT1, NF-κB和
caspase 8的关系, 
对胃癌细胞的凋
亡调控机制提供
了有价值的信息. 
尚需从人体组织
材料和临床病理
层面, 开展更为深
入的研究.
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化细胞并计数, 取(1-5)×105细胞传于6孔板, 在
无血清0.5 mL, 不含抗生素的RPMI1640培养基

中培养, 转染细胞密度约为1×106. 分别用50 μL
无血清培养基稀释STAT1ASON Transfection试
剂, 温和混匀, 室温放置5 min; 混合STAT1ASON
和Transfection试剂(两者比例为1∶2.5), 室温20 
min; 以每孔100 μL将混合物加入6孔板, 轻轻混

匀. CO2培养箱中37℃培养4-6 h后, 更换正常含

血清培养基培养至24 h.
1.2.2 RT-PCR及灰度分析 用TRIzol试剂从细胞

中提取总RNA, 样品纯度和浓度经核酸测定仪

测定, A 260/280在1.8-2.0之间. cDNA合成步骤如下: 
MgCl 2 μL, 10×RT Buffer 1 μL, dNTP混合液(各
10 mmol/L) 1 μL, RNase抑制剂0.25 μL, AMV逆

转录酶0.5 μL, Olig dT 0.5 μL, RNA 1 μL(≤500 
ng), RNase Free dH2O 3.75 μL, 总体积10 μL, 离
心后混匀, 42℃ 30 min, 99℃ 5 min, 5℃ 5 min. 
从上述反应体系中取2 μL, 加5×PCR Buffer 
4 μL, TaKaRa Taq酶(83.35 nkat/L) 0.1 μL, 50 
mmol/L上游、下游引物各0.5 μL, 灭菌蒸馏水

12.9 μL, 总体积为20 μL. 反应条件为: 95℃预变

性5 min后开始循环, 95℃变性30 s, 55℃退火30 
s, 72℃延伸45 s, 30个循环, 最后72℃延伸5 min, 
目的引物与b-actin用一管法进行PCR.PCR产物

经1.5 g/L的琼脂糖凝胶电泳检测, 使用Biostep 
Photoimpact软件分析各组目的基因与b-actin条
带的平均光密度值, 计算两者的比值, 进行相对

定量.
统计学处理 使用SPSS13.0统计软件, 通过

双样本成对t检验及Spearman等级相关分析各组

平均光密度值的比值, P <0.05有统计学意义.

2  结果

培养的SGC7901细胞贴壁生长, 在倒置显微镜下

观察细胞呈不规则多边形, 折光性较强, 透明度

大. 经STAT1ASON转染, 倒置荧光显微镜观察, 
使用FAM标记的STAT1ASON在蓝色激发光下

发绿色荧光(图1).
2.1 IFN-γ对胃癌细胞SGC7901的作用 IFN-γ 

1000 U处理SGC7901细胞0.5, 3, 24 h, STAT1和
NF-kB p65 mRNA水平的表达先下降后上升(图
2), 二者呈正相关关系(r  = 0.403, P  = 0.036, 表2).
2.2 STAT1ASON对胃癌SGC7901细胞的作用 
STAT1ASON处理胃癌SGC7901细胞24 h后, 随
STAT1ASON浓度的加大, STAT1的表达逐渐下

降(图3A). NF-kB p65的表达比空白对照组低, 随
着STAT1ASON浓度加大, NF-kB p65的表达呈

图   1   S T A T 1 A S O N  4 0 0  n m o l / L 转 染 的
SGC7901细胞. A: SGC7901细胞(×200); B: 

STAT1ASON转染后(×100).

■创新盘点
本研究分别和同
时 使 用 I F N - γ 及
不同浓度STAT1
反 义 寡 核 苷 酸
( S TAT 1 A S O N )
处 理 胃 癌 细 胞
( S G C 7 9 0 1 ) ,  应
用 RT- P C R 方 法
检测胃癌细胞中
S TAT 1 ,  N F - k B 
p65和caspase 8在
mRNA水平的变
化, 以探讨STAT1, 
NF-kB p65及二
者 与 凋 亡 因 子
caspase 8的相互
关系及可能存在
的 分 子 机 制 .  研
究发现, IFN-γ可
上 调 胃 癌 细 胞
S TAT 1 ,  N F - k B 
p65和caspase 8的
表达 ;  S TAT 1 和
NF-kB p65呈负
相关; caspase 8与
STAT1呈负相关, 
与NF-kB p65呈正
相关. 上述结果未
见相关文献报道.

表  1  引物序列及产物长度

      
名称	                                     正义	                                                       反义	                         产物长度

β-actin             5'-TGCTGTCCCTCTACGCCTCT-3'        5'-GCTTCTCCTTGATGTCGC-3'            234 bp

STAT1              5'-CATGCGGTTGAACCCTACA-3'         5'-TTCTACAGAGCCCACTATCC-3'       342 bp

NF-kB p65      5'-GGGGACTACGACCTGAATG-3'        5'-GGGCACGATTGTCAAAGAT-3'        475 bp

caspase 8         5'-AAGAGGAAATCTCCAAATGC-3'      5'-TCAAAGGTCGTGGTCAAAGC-3'      356 bp

A B

表  2  STAT1和NF-kB p65各组间差异成对t 检验(P 值)

      
                       空白对照       0.5 h              3 h             24 h

STAT1

    空白对照                    <0.0001b     0.0030b      0.0100b

    0.5 h			          <0.0001b      0.0030b

    3 h                                                                   0.0100b

NF-κB p65

    空白对照                    <0.0001b   <0.0001b   <0.0001b

    0.5 h                                            <0.0006b     0.0001b

    3 h                                                                   0.0001b

bP<0.01.
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现逐渐升高的趋势(图3B). 二者呈负相关关系(r  
= -0.556, P  = 0.019); caspase 8与STAT1, NF-kB 
p65无显著相关性(图3C, 表3). 
2 .3 I F N-g联合S TAT1A S O N对胃癌细胞株

SGC7901的作用 IFN-g 1000 U处理SGC7901细

胞后, STAT1, NF-kB p65和caspase 8的表达升高, 
使用IFN-g 1000 U的同时, 使用STAT1ASON在

200 nmol/L时, STAT1的表达比单独IFN-g 1000 
U作用时要高, NF-kB p65表达略有降低, 但随

着STAT1ASON浓度的加大, STAT1的表达逐渐

M            1             2              3             4 M            1             2             3           4
bp

1200
900
700
500

300

100

A B

STAT1
NF-kB p65

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0
normal         0.5 h           3 h           24 h

C

图  2  不同时间点IFN-γ 1000 U刺激SGC7901细胞. A: STAT1; B: NF-κB p65; 1: 空白对照组24 h; 2-4: IFN-g 0.5, 3, 24 h.

图  3  STAT1ASON处理SGC7901细胞RT-PCR结果. A: STAT1; B: NF-κB p65; C: caspase 8; 1: 空白对照组; 2: IFN-g 1000 U处

理组; 3-5: STAT1ASON 200, 400, 600 nmonl/L.
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■应用要点
本文通过分子病
理学的方法, 探寻
NF-κB和STAT1
在胃癌细胞凋亡
调 控 中 的 作 用 , 
发现在mRNA水
平, IFN-g能促进
STAT1, NF-κB和
caspase 8的表达; 
STAT1和NF-κB
在mRNA及蛋白
水平呈负相关;并
指出了二者与凋
亡因子caspase 8
之间存在一定的
关系, 可望为胃癌
个体化治疗提供
新的思路和干预
靶点.
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下降, NF-kB p65表达逐渐增强, 而caspase 8的
表达始终高于空白对照组(图4). 统计学分析显

示STAT1与NF-kB p65呈负相关关系(r  = -0.775, 
P  = 0.002); STAT1与caspase 8呈负相关关系(r  = 
-0.769, P  = 0.002); NF-kB p65与caspase 8呈正相

关关系(r  = 0.594, P  = 0.021, 表4).

3  讨论

STAT1和NF-kB是分布和作用均十分广泛的转

录调节因子, 在机体免疫应答、炎症反应等多

种生理、病理过程中发挥重要作用, 并控制着

大量基因的转录, 涉及到细胞的生长分化、凋

亡的调节、肿瘤转归、细胞因子产生等, 在受

到多种刺激因素的激活后他们能入核内发挥其

转录调节因子的功能[17]. STAT1是信号转导子

和转录活化子家族中的重要成员. 许多肿瘤中

STAT1高表达, 他是肿瘤血管发生、生长和转移

的负性调节因子, 被认为是潜在的肿瘤抑制因

子, 现多认为其可促进肿瘤细胞凋亡[18]. 研究表

明, STAT1在IFN-g诱导的凋亡中起重要作用, 他
的活化能上调促凋亡分子的表达, 包括IL-1b转

换酶, caspase 8和Fas/Fas受体等[19-22]. 然而, 几项

研究都表明尽管STAT1活化, 肿瘤细胞仍会对

IFN-g产生抵抗[23], 对IFN-g耐受的分子间作用机

制并不清楚. Zhou et al [24]发现, IFN-g对细胞的生

长和生存有双重作用, 这两种作用是相反的, 这
种生物学现象可能取决于IFN-g诱导的多条通路

间的平衡. 事实上, IFN-g能同时启动JAK/STAT介
导的凋亡途径和钙激活的NF-kB抗凋亡途径[6].

N F - k B是B细胞核提取物中一种能与

图  4  STAT1ASON联合IFN-g处理SGC7901细胞. A: STAT1; B: NF-κB p65; C: caspase 8; 1: 空白对照组; 2: IFN-g 1000 U处理

组; 3-5: IFN-g 1000 U联合STAT1ASON 200, 400, 600 nmol/L.

表  3  各组间差异成对t 检验结果(P 值)

      
                       空白

                       对照

STAT1

    空白对照            <0.0001b   0.1300   0.0600   0.0020b

    1000                                    0.0040b  0.0010b  0.0002b

    200                                                    0.0040b  0.0060b

    400                                                                  0.0100b

NF-κB p65

    空白对照              0.0100b   0.0100b  0.0200a  0.0300a

    1000                                    0.0100b  0.0200a  0.0200a

    200                                                    0.0020b  0.0020b

    400                                                                  0.0500a

caspase 8

    空白对照              0.0700    0.0900   0.3600   0.0700

    1000                                    0.0030b<0.0001b 0.0030b

    200                                                    0.0002b  0.0020b

    400                                                                  0.0001b

aP<0.05, bP<0.01.
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■名词解释
1  信 号 转 导 子
和 转 录 活 化 子
(STAT1): 参与调
节细胞内的许多
正 常 功 能 活 动 , 
如: 分化、增殖、

生存、凋亡和血
管发生等. 
2 核因子-κB(NF-
κB): 在机体免疫
应答、炎症反应
等多种生理、病
理过程中发挥重
要作用, 并控制着
大量基因的转录,
涉及到细胞的生
长分化、凋亡的
调节、细胞因子
产生、肿瘤转归
等.
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免疫球蛋白 k 轻链基因的增强子 k B 序列

(GGGACTTTCC)特异结合的核蛋白因子, 在
哺乳动物细胞中共有5种NF-kB/Rel家族成员, 
他们是c-Rel, NF-kB1(p50/p105), NF-kB2(p52/
p100), RelA(p65), RelB. 通常情况下, NF-kB与本

家族成员结合成同源或异源二聚体存在于胞质

中, 最常见的形式是RelA(p65)/p50异源二聚体. 
在无信号刺激时, NF-kB与IkB在胞质中结合成

复合物, 阻止其转位进入细胞核内发挥激活功

能. 他可以被细菌、病毒、免疫刺激和炎症细

胞因子及可破坏细胞的很多物质所激活. 他的

活化与肿瘤的侵袭、临床病理特征诸如: 淋巴

转移, 浸润深度, 腹膜转移及肿瘤大小等相关联
[9], 并与凋亡密切相关. 肿瘤细胞中高表达活化

的NF-kB可以上调FLIP(Fas相关死亡区域蛋白

样白介素1b转化酶抑制蛋白)的表达, FLIP是一

种阻遏蛋白, 他主要通过抑制Fas/FasL-FADD-
caspase 8通路活化而发挥抗凋亡作用. FLIP自
身结构和caspase 8酶原、FADD相似, 含有DD
区域, 但是缺乏关键的催化基元, 故其可以竞争

性结合FADD, 阻止后者和caspase 8酶原结合形

成死亡诱导信号复合物(DISC), 抑制caspase 8
酶原的激活, 从而阻止caspases家族中效应因子

caspase 3, 6, 7的活化, 阻断凋亡过程[25]. 在胃癌

细胞中也存在此种机制[26-27]. FLIP的基因编码

序列中存在kB位点故NF-kB活化可以上调FLIP
的表达, 使肿瘤细胞逃脱FAS介导的凋亡. 我们

发现, 在IFN-g的作用下, STAT1和NF-kB p65在
mRNA水平表达均上调, 这与Beppu et al报道的

结果是一致的, 他们发现在24, 48, 72 h STAT1的
表达与IFN-g作用呈时间依赖性, 但在0.5, 3, 24 
h我们观察到STAT1, NF-kB p65在mRNA水平

的变化是先下降后上升的, 未见相关文献报道. 
使用STAT1ASON抑制STAT1表达, 发现STAT1 
mRNA水平表达降低后, NF-kB p65 mRNA水平

表达也降低, 但随着STAT1反义寡核苷酸浓度的

加大, NF-kB p65表达逐渐增强, 呈负相关关系, 
与Wang et al [28]在蛋白水平的研究结果一致. 当
IFN-g联合STAT1ASON作用时, STAT1和NF-kB 
p65也呈负相关关系.

Caspase 8是caspase家族中的重要成员之

一, 在细胞凋亡及增殖中起重要作用. caspase 8
基因与c-FLIP(cellular FLICE inhibitor protein)
基因、caspase 10基因共同位于染色体2q33-34, 
由于mRNA的差异剪接, caspase 8至少存在8种
不同的异构体, 他们在凋亡中起着不同的作用. 

在正常条件下, caspase 8可能参与增殖, 且存

在非凋亡信号转导功能. 最近研究发现caspase 
8, caspase 10和c-FLIP能够利用2个完整的死

亡效应域(DED)介导NF-kB活化. 蛋白酶活性

丧失的caspase 8、野生型caspase 8以及只含前

结构域的caspase 8均有这一特性, 他们可能通

过RIP(receptor interacting protein), NIK(NF-kB 
inducing kinase)和IKKa (IkB kinasea)导致NF-
kB活化. IFN-g 1000 U处理细胞后, caspase 8表
达显著升高; 单独使用STAT1ASON时, 在mRNA
水平caspase 8与STAT1, NF-kB p65无显著相关

性, 但在STAT1ASON联合IFN-g处理细胞时, 与
STAT1负相关, 与NF-kB p65正相关, 这与Chin 
et al [19]及Wang et al [13]在蛋白水平的报道是一

致的. 因caspase 8自身结构和作用机制较复杂, 
SGC7901细胞中STAT1, NF-kB与caspase 8的关

系仍有待进一步研究.
本项研究结果显示, 在胃癌SGC7901细胞

中, IFN-g 1000 U能上调STAT1, NF-kB p65及
caspase 8的表达, 在mRNA水平上STAT1和NF-
kB p65呈负相关, caspase 8与STAT1负相关, 与
NF-kB p65正相关. 
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Abstract
AIM: To study the inhibitory effect of Chinese 
herbs with anti-mutation activity on the 
mismatch-repair-gene-deficient colorectal cancer 
cell line.

METHODS: Fourteen Chinese herbs were used 
to treat the hMSH2-deficient colorectal can-
cer Lovo cell line and mismatch-repair-gene-
deficient colorectal SW480 cell line, and growth 

rate was evaluated by the MTT method. The mi-
crosatellite instability change was examined by 
multiplex fluorescent polymerase chain reaction 
(PCR).

RESULTS: Tea polyphenols, orindonin, baicalin 
and andrographolide had obvious inhibition ef-
fects on colorectal cancer cell lines. The effects of 
orindonin, tea polyphenols and baicailin on the 
Lovo cell line were better than on SW480 cells. 
In particular, the effect of baicalin on Lovo cells 
was five times better than that on SW480 cells, 
but the effect of andrographolide on SW480 cells 
was better than that on Lovo cells. The prolifera-
tion rate of the two cell lines was low after resve-
ratrol, aloin, tanshinone IIA and curcumin treat-
ment, and increasing drug concentration had no 
effect. These results demonstrated that epime-
dium brevicornum and the other five drugs had 
no inhibitory effect on the two cell lines, but they 
did have a proliferative effect. The microsatellite 
instability had no changes in the different drug 
group concentrations.

CONCLUSION: Chinese herbs with anti-mu-
tation effects, such as orindonin, tea polyphe-
nols and baicailin, exert an inhibitory effect on 
mismatch-repair-gene-deficient colorectal cancer 
cell lines. These effects are independent of the 
dose and duration of exposure. The mechanism 
may result from some yet unknown factors.

Key Words: Chinese herbs; Anti-mutation effect; 
Colorectal cancer; Mismatch repair; MTT assay; 
Multiplex fluorescent polymerase chain reaction; In 
vitro
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摘要
目的: 研究抗突变中药对错配修复基因缺失
结直肠癌细胞的抑制作用. 
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■背景资料
H N P C C 即 遗 传
性非息肉性结直
肠癌 ,  HNPCC发
生的分子遗传学
基础是由于错配
修复基因的生殖
系 突 变 ,  当 携 带
突变的等位基因
体细胞的另一个
等位基因发生突
变, 导致该细胞中
错配修复功能缺
失 ,  DNA复制时
错配增加, 基因组
DNA微卫星序列
发生延长或缩短, 
即发生微卫星不
稳定(MSI),  从而
使该细胞向肿瘤
细胞发展.



方法: 使用具有抗突变作用的14种中药(冬凌
草甲素、茶多酚、穿心莲内酯和黄芩苷等)处
理hMSH2缺失结肠癌细胞株Lovo细胞和错配
修复基因正常的结肠癌细胞株SW480细胞, 采
用MTT法观察细胞的增殖情况. 多重荧光聚
合酶链式反应(PCR)方法检测各浓度时Lovo
细胞微卫星不稳定变化. 

结果: 冬凌草甲素、茶多酚、穿心莲内酯和
黄芩苷对Lovo细胞和SW480细胞有明显的
抑制作用. 冬凌草甲素、茶多酚和黄芩苷对
Lovo细胞的抑制作用优于SW480细胞, 特别
是黄芩苷对Lovo细胞作用为SW480细胞的5
倍, 差异有显著意义. 穿心莲内酯对SW480细
胞的作用优于Lovo细胞, 差异具有有显著意
义. 白藜芦醇、芦荟苷、丹参酮IIA、姜黄素4
种中药成分作用于这2种细胞后, 增殖抑制率
较低, 且加大药物浓度, 增殖抑制率也无明显
变化. 仙灵脾等6种单味中药对2种细胞不但无
明显抑制作用, 反而显示有生长促进作用. 另
在各浓度, Lovo细胞微卫星均没有明显改变.

结论: 茶多酚和黄芩苷等具有抗突变作用的
中药具有抑制错配修复基因缺失结直肠癌细
胞的作用, 其作用与剂量无关.

关键词: 中药; 抗突变作用; 结肠癌; 错配修复; MTT

法; 多重荧光聚合酶链式反应; 体外实验
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0  引言

结直肠癌根据其分子病理的不同可以分为微卫

星不稳定结直肠癌(MSI)和染色体不稳定结直

肠癌(CIN). MSI结直肠癌是由于错配修复基因

体细胞突变或种系突变导致的结直肠癌, 其典

型的遗传学模型为遗传性非息肉病性结直肠癌

(HNPCC); CIN结直肠癌是由于APC基因体细胞

突变或种系突变导致的结直肠癌, 其典型的遗

传学模型为家族性腺瘤性息肉病(FAP). MSI结
直肠癌发生是由于错配修复基因发生缺失或功

能下降, 导致DNA复制错误增加, 微卫星不稳定

而使肿瘤发生. 因此MSI结直肠癌发生的始动

因素是DNA复制错误增加, 导致机体中功能基

因、特别是抑癌基因的功能缺失, MSI结直肠癌

发生的最突出的特征为基因突变的增加[1-2]. 因
此我们推论, 抗突变药物具有抗结直肠癌肿瘤
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的活性. 许多中药具有抗基因突变的作用. 在本

试验中, 我们观察了14种在文献报道中具有抗

突变功能中药单体成分或水煎剂对错配修复基

因缺失细胞的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 Lovo细胞(hMSH2缺失结肠癌细胞

株)、SW480细胞(错配修复基因正常的结肠癌

细胞株)购自南京中医药大学细胞库. 白藜芦

醇、穿心莲内酯、冬凌草甲素、黄芩苷、芦荟

苷、丹参酮ⅡA、茶多酚和姜黄素购自中国药

品生物制品鉴定所标准品. 仙灵脾, 白术, 半枝

莲, 生地, 仙鹤草由本院提供. 常规方法培养细

胞, 2-3 d传代.
1.2 方法 取对数生长期细胞调整细胞密度至5×
104个/L, 加入96孔细胞培养板, 每孔200 μL, 置
37℃, 50 mL/L CO2培养24 h, 弃培养基, 加入含

不同浓度药物的培养基, 另设培养基空白对照, 
每组4个重复, 继续培养24 h, 培养终止前4 h, 每
孔加5 g/L的MTT 20 μL, 培养终止, 弃上清, 每孔

加100% DMSO 200 μL, 振荡器振荡10 min, 酶标

仪490 nm读取A值, 计算细胞增殖抑制率 = (1-加
药孔A值/对照孔A值)×100%, 另Lovo细胞微卫

星不稳定变化按第一部分实验方法抽提培养细

胞的DNA, 以多重荧光PCR方法检测各浓度时

Lovo细胞微卫星不稳定变化.

2  结果

中药单体成分中, 冬凌草甲素、茶多酚、穿心

莲内酯和黄芩苷对Lovo细胞和SW480细胞有明

显的抑制作用. 冬凌草甲素、茶多酚和黄芩苷

对Lovo细胞的抑制作用优于SW480细胞, 特别

是黄芩苷对Lovo细胞作用为SW480细胞的5倍, 
差异有显著意义. 穿心莲内酯对SW480细胞的

作用优于Lovo细胞, 差异均有显著意义(图1). 白
藜芦醇、芦荟苷、丹参酮ⅡA、姜黄素4种中药

成分作用于这2种细胞后, 增殖抑制率较低, 且
加大药物浓度, 增殖抑制率也无明显变化. 仙灵

脾, 白术, 半枝莲, 白菊花, 生地, 仙鹤草作用于

Lovo和SW480两种细胞株后不但无明显抑制

作用, 反而显示有生长促进作用. 另在各浓度, 
Lovo细胞微卫星均没有明显改变.

3  讨论

多基因的突变是错配修复基因缺失结直肠癌

的重要特征, 通过调节错配修复基因表达可以

www.wjgnet.com

■相关报道
目前国外报道, 非
甾体类药物如阿
司匹林作用于错
配修复基因缺失
细胞可通过修复
其错配修基因功
能而诱导肿瘤细
胞 凋 亡 ,  本 文 出
发点在于从部分
具有抗突变作用
的中草药中筛选
可以诱导错配修
复基因缺失细胞
(Lovo细胞株)凋
亡的单体成分, 从
而为下一步的研
究作基础.
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抑制错配修复基因缺失细胞的生长, 诱导细胞

凋亡. 通过在HCT-116细胞和Lovo细胞中转入

hMLH1或hMSH2基因的cDNA质粒可以提高

hMSH2和hMLH1基因的表达, 导致该细胞发生

凋亡, 减少细胞中的MSI及降低细胞自发性突变

的效果. Ruschoff et al [3]用阿司匹林对HCT-116
细胞(hMLH1缺失)和Lovo细胞(hMSH2缺失)进
行干预, 发现阿司匹林可以降低这2株细胞的微

卫星不稳定, 导致细胞凋亡. 但是研究发现70% 
HNPCC结肠癌中COX-2基因呈低表达. Goel 
et al [4]在HCT-116细胞、HCT-116+chr3细胞和

SW480细胞加入阿司匹林, 发现这3株细胞在48
和72 h可以发生凋亡, 而且这3株细胞hMLH1, 
hPSM2, hMSH6和hMSH2基因表达均提高, 作者

认为阿司匹林抑制MMR结肠缺失的结直肠癌细

胞是通过提高错配修复基因的表达诱导错配修

复基因缺失的结直肠癌细胞的凋亡. 因此我们

推论, 通过抗突变可以抑制错配修复基因缺失

结直肠癌、诱导细胞凋亡. 
中药的抗突变作用研究目前已取得重要的

进展. 赵泽贞 et al [5]对22种可食用中药进行研究

发现蜂蜜、蜂王浆、蜂采花粉、柳芽、槐豆、

桂圆、白菊花、山药及菱角9种显示对丝裂霉

索C引起的致突变作用有拮杭效应, 而且均无

致畸变作用. 用Ames试验平板掺入法研究75种
中药, 发现椿根皮、石菖蒲、大黄有强烈的抗

突变作用, 甘草有抗移码型和置换型基因突变

作用, 而椿根皮、大黄、地鳖虫等有抗移码型

突变力[6-7]. 赵浩如 et al研究显示从白花蛇舌草

水溶液提取物可以显著抑制S-180实体瘤的生

长, 且抑瘤率超过40%[8]. 本试验选取抗突变作

用强、同时具有抗肿瘤作用的14味中药作为研

究对象. 其中白藜芦醇, 穿心莲内酯, 冬凌草甲

素, 黄芩苷, 芦荟苷, 丹参酮ⅡA, 茶多酚, 姜黄素

等采用中药单体成分进行研究, 而仙灵脾、白

术、半枝莲、白菊花、生地和仙鹤草等中药采

用中药水煎剂进行研究. 研究模型采用hMSH2
缺失的Lovo细胞作为研究对象, 以错配修复功

能正常的SW480结肠癌细胞作为对照组以比较

在治疗结果之间的差异. 对结直肠癌细胞的抑

制作用采用MTT方法, 该方法是由Mosmann[9]于

1983年建立, 基本原理是黄色的四甲基偶氮唑

盐(MTT)能被活细胞线粒体上的琥珀酸脱氢酶

转化成兰紫色的甲赞颗粒, 颗粒溶解后, 其浓度

可用分光光度计测定出吸光度值(A值), A值的

大小与活细胞数呈正相关. 本研究发现, 冬凌草

甲素对Lovo细胞和SW480细胞均有抑制作用, 
且其抑制率可以达到80%以上, 当其浓度超过20 
mg/L后其抑制率不在随浓度的上升而提高. 冬
凌草甲素对Lovo细胞抑制作用略高于对SW480
细胞, 但差异无显著意义. 提示冬凌草甲素可能

通过Lovo细胞和SW480细胞共同的作用靶点发

■同行评价
本文以MTT观察
14种中药对结肠
癌 L o v o 细 胞 和
SW480细胞的抑
制作用, 内容较重
要, 有一定的创新
性, 提供了一些有
意义的信息, 有一
定的参考价值.

图  1  4种中药单体对结肠癌细胞的增殖抑制率. A: 冬凌草甲素; B: 茶多酚; C: 黄芩苷; D: 穿心莲内酯.
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挥作用, 目前研究认为冬凌草甲素可能通过影

响细胞凋亡基因诱导细胞凋亡[10]. 
茶多酚对L o v o细胞的作用明显高于对

SW480细胞作用, 特别在50 mg/L的浓度即达到

80%左右的抑制率, 而且其效果不随浓度的升高

而升高. 而对SW480细胞的研究中发现, 其抑制

率较低, 最高抑制率为59%, 与Lovo相比差异有

显著意义. 提示茶多酚可能通过Lovo细胞特殊

途径发挥作用. 与茶多酚类似的还有黄芩苷, 该
药物在20 mg/L的浓度即对Lovo细胞达到85%以

上的抑制率, 而且随药物浓度增加抑制率无明

显升高. 提示茶多酚和黄芩苷可能是通过相同

的作用途径作用于MSI结直肠癌. 但是我们对茶

多酚和黄芩苷作用的细胞进行微卫星不稳定检

测, 均无明显变化. 可能与本组研究的相对时间

较短有关. Ruschoff et al [3]研究观察微卫星不稳

定状态, 其细胞处理时间为112 d, 但本组曾尝试

进行长时间的培养, 但是药物处理组细胞不易

长时间存活, 因此拟在下一步动物实验时来进

行进一步的研究和分析. 
穿心莲内酯对S W480细胞的影响高于对

Lovo细胞的影响, 其差异有显著意义. 提示穿心

莲内酯可能是通过SW480细胞所特有的信号转

导途径抑制结直肠癌细胞的生长. 文献报道穿

心莲对结直肠癌细胞有抑制作用, 但是其机制

目前尚不清楚. 白藜芦醇, 芦荟苷, 丹参酮ⅡA, 
姜黄素4个中药单体对2种细胞作用的抑制率较

低, 与其他一些文献的报道有一定差异. 本组将

进一步对其进行研究, 特别是丹参酮ⅡA在水中

溶解度较低, 目前研制的丹参酮ⅡA磺酸盐其为

水溶性, 将进一步进行研究. 
本研究中的仙灵脾, 白术, 半枝莲, 白菊花, 

生地, 仙鹤草等6味中药进行研究均对Lovo细胞

和SW480细胞无抑制作用, 而且部分中药对结

直肠癌细胞有促进增殖的作用, 通过加大处理

浓度其抑制率无明显增加. 与文献[11-14]报道

和中医临床有一定的差异. 特别是半枝莲、仙

鹤草、白术等是中医临床常用的抗肿瘤药物, 

但是在本研究中其无明显的抑制肿瘤增殖的作

用, 其机制尚需要进一步研究. 单味中药在中医

临床中较少使用, 在中医临床中强调复方的相

互作用, 而单味中药并不符合中医方剂配伍的

理论. 下一步的研究中, 我们拟使用在临床中以

确实有效的抗肿瘤的复方药进行细胞学的研究, 
以观察其价值. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects and mechanism 
of interleukin-6 on the contraction of colonic 
smooth muscle.

METHODS: Smooth muscle segments with mu-
cosa were removed from the proximal colon of 
guinea pigs, and were divided into three groups: 
group A [interleukin-6 (IL-6) was added to Ty-
rode’s solution], group B (tetrodotoxin and IL-6 
added), and group C (interstitial cells of Cajal 
were specially destroyed by methylene blue in-
cubation and intensive illumination).

RESULTS: The amplitude and frequency of 
contractions were upregulated by IL-6 in a dose-
independent manner. The frequency and ampli-
tude of contractions were decreased when the 
enteric nerve was blocked by tetrodotoxin (0.206 
± 0.027 g vs 0.300 ± 0.039 g; 9.770 ± 1.711 s vs 8.483 
± 1.113 s; P < 0.01, P < 0.05). Addition of IL-6 (80 
µg/L) after blocking with tetrodotoxin increased 
amplitude and frequency of smooth muscle con-
traction (P < 0.01, P < 0.05). The contraction of 
smooth muscle was nearly abolished when in-
terstitial cells of cajal were destroyed by methy-

lene blue incubation and intensive illumination 
(P < 0.01). Although IL-6 was administered, 
there was no significant difference in the ampli-
tude and frequency of the contraction of smooth 
muscle segments when interstitial cells of cajal 
were destroyed by methylene blue and intensive 
illumination.

CONCLUSION: IL-6 was able to promote the 
contraction of colon smooth muscle. The effects 
of IL-6 on contraction are mainly induced by the 
enteric nervous system. Interstitial cells of Cajal 
play an essential role in the activation of smooth 
muscle contraction by IL-6.

Key Words: Interleukin-6; Tetrodotoxin; Colon mus-
cle; Enteric nerve; Interstitial cell of cajal

Lv XG, Yu BP, Xu L, Wu ZX. Effects of interleukin-6 on 
the contraction of colonic smooth muscle. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(20):2205-2209

摘要
目的: 研究白细胞介素6(IL-6)对豚鼠近端结肠
平滑肌的影响及其机制. 

方法: 观察IL-6对结肠收缩的影响; 用河豚毒
素(TTX)阻断肠神经后观察不同浓度IL-6对
结肠平滑肌收缩的影响; 损伤Cajal 间质细胞
(ICC)后观察IL-6对结肠平滑肌收缩的影响. 

结果: 在带有ICC的近端结肠纵行肌加入IL-6
后, 结肠平滑肌的收缩振幅增加和频率加快, 
呈浓度依赖性; 加入TTX后, 收缩的幅度和
频率, 同拮抗前相比分别降低和减慢(0.206
±0.027 g vs  0.300±0.039 g; 9.770±1.711 s 
vs  8.483±1.113 s; P <0.01, P <0.05); TTX阻断
后加入IL-6(80 µg/L), 振幅增加和频率加快
(P <0.01, P <0.05); 破坏结肠ICC, 收缩幅度和
频率分别与损伤ICC后加入IL-6无显著性差异
(80 µg/L), 而与正常结肠收缩振幅和频率有显
著性差异(P <0.01).

结论: IL-6对豚鼠近端结肠平滑肌的收缩活
动有兴奋作用, 其兴奋效应主要是通过肠神经
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■背景资料
肠易激综合征是
一种以腹痛和腹
部不适伴有排便
异常为特征的肠
道功能紊乱性综
合征. 胃肠动力异
常是该综合征重
要的病理生理特
点. 



元介导. ICC是IL-6对平滑肌兴奋途径的一个
不可缺少的中间环节.

关键词: 白细胞介素6; 河豚毒素; 结肠平滑肌; 肠神

经; Cajal间质细胞
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0  引言

胃肠道平滑肌运动受神经内分泌的支配和调节, 
同时也受到免疫系统的影响[1]. 在腹泻型肠易激

综合征(irritable bowel syndrome, IBS), 术后胃肠

动力障碍等患者的血清和消化道中IL-6等炎性

因子表达增强. 尤其是在无病理学改变的区域

同样出现动力障碍伴炎性因子表达增强[2-3]. 这
些研究提示, IL-6可能对胃肠功能失调有直接的

影响. 我们观察IL-6对豚鼠近端结肠平滑肌收缩

的影响, 并探讨IL-6在肠神经系统, Cajal间质细

胞, 平滑肌细胞3个不同的层次的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康豚鼠, 体质量250-300 g, 雌雄不

拘, 由湖北省疾病控制中心提供, 喂自来水, 普
通颗粒饲料. IL-6购自Research Diagnostics, 
Inc, 河豚毒素购自中国大连瑞芳公司, 亚甲基

蓝(methylene blue)购自中国湘中地质实验研

究所. Tyrode液成份包括(mmol/L): NaCl 147.0, 
KCl 14.0, CaCl2 2.0, MgCl2 1.05, Na2HPO4 1.81, 
N aH2P O4 0.42, 葡萄糖5.5, p H用N aO H调至

7.35-7.4 5.50 mmol/L亚甲基兰采用Tyrode液配

制. 张力换能器, RM6240多道生理信号采集处

理系统购自成都仪器厂.
1.2 方法 本实验共分3组, 前后自身对照: (1)IL-6
生理剂量组: IL-6浓度分别为20, 40, 80 µg/L; 
(2)TTX 10-5 mol/L组+IL-6(20, 40, 80 µg/L); 
(3)ICC破坏组+IL-6(80 µg/L), 每组18只. 将豚鼠

击头放血处死, 剖腹截取距离回盲部3 cm远的

近端结肠, 置于Tyrode液中. 漂洗干净, 剪去肌

条的黏膜层. 在此过程中持续往Tyrode液通入

950 mL/L O2+50 mL/L CO2的混合气体. 肌条的

规格: 8 mm×10 mm. 肌条分为2种: (1)带有ICC
的近端结肠肌条; (2)破坏ICC的近端结肠肌条. 
将肌条与张力换能器相连, 浸没于37℃ Tyrode
液中孵育1 h, 待肌条收缩稳定后记录机械性收
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缩信号. 用化学药物亚甲基兰50 mmol/L+光照

50 mW/cm2选择性破坏ICC. 光源采用可调聚光

灯, 为可见光. 光波长532.0 nm, 照射在距光源

3-5 cm的组织表面, 照射时间5 min. 光照强度用

数字测光表测出. 该方法只破坏ICC结构而不破

坏肌间神经网及平滑肌细胞[4]. 将豚鼠击头放血

死后取近端结肠. 用Tyrode液清洗后将组织平铺

于滤纸,  随后将其放入25 g/L戊二醛固定2 h. 切
成2 mm×10 mm的肌条, 用1 g/L磷酸缓冲漂洗3
次. 随后将其浸入浓度梯度序列酒精中脱水, 通
过环氧树脂进行包埋. 1 µm切片使用甲苯胺蓝

进行染色, 在光镜下观察黏膜层, 肌层和浆膜层. 
超薄切片使用20 mL/L醋酸双氧铀、枸橼酸铅

染色20 min. 使用日立H-600透射电镜进行观察.
统计学处理 收缩振幅和周期用mean±SD

表示, 采用SPSS统计软件进行分析, 对所得数据

采用配对t检验分析, 双侧概率P <0.05, 即有统计

学意义.

2  结果

2.1 IL-6对带有ICC的近端结肠收缩的平滑肌影

响 在带有ICC的近端结肠纵行肌(n = 18)孵育

后1 h出现稳定的收缩活动. 加入20, 40, 80 µg/L 
IL-6后结肠平滑肌的收缩振幅分别增加了4.0% 
(t = -1.116, P >0.05), 24.4%(t = -2.129, P <0.05), 
67.3%(t = -10.722, P <0.01). 收缩频率分别加

快了6.9%(t = 1.888, P >0.05), 12.2%(t = 2.948, 
P <0.01), 26.0%(t = 3.715, P <0.01)(表1, 图1). 
2.2 TTX阻断肠神经后IL-6对结肠平滑肌收缩

的影响 加入10-5 mol/L TTX阻断肠神经系统前

结肠平滑肌(n = 18)收缩的幅度和频率分别为

0.300±0.039 g和8.483±1.113 s, 阻断后为0.206
±0.027 g, 9.770±1.711 s. 收缩振幅和频率分

别下降了31.3%(t = 4.236, P <0.01), 15.2%(t = 
-2.765, P <0.05). 在TTX阻断肠神经后加入IL-6, 
结肠平滑肌的收缩振幅分别增加了-9.7%(t = 
1.666, P >0.05), -3.9%(t = 0.289, P >0.05), 13.1%(t 
= -2.693, P <0.05), 收缩频率增快了3.6%(t = 
1.262, P >0.05), 10.3%(t = 1.590, P >0.05), 20.5%(t 
= 2.974, P <0.01)(表1, 图1).
2.3 损伤ICC对IL-6对结肠收缩兴奋作用的影响 
正常ICC电镜下胞内含有大量的线粒体, 内质

网, 细胞膜穴样内陷. 在亚甲基兰孵育45 min, 光
照10 min后, 电镜下ICC形态变化为胞核肿胀, 
染色质均质化; 内质网扩张, 线粒体几乎无法辨

认; 细胞膜穴样凹陷减少(提示细胞膜可能受到
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■应用要点
目前研究发现胃
肠道免疫反应和
炎症常常伴有动
力异常. 因此探讨
炎症因子对胃肠
动力的影响对于
阐明肠易激综合
征等胃肠动力障
碍性疾病可能的
病理生理机制具
有现实的意义.
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损害), 胞膜不完整. 而在光照后的结肠中平滑肌

细胞几乎没有受到损害. 破坏的ICC通过连续的

基质和细胞质特点(线粒体数量)以及和最内层

肌细胞之间的联系进行鉴定(图2). 带有ICC的结

肠肌条收缩的振幅和频率分别为0.324±0.017 
g, 8.541±0.797 s; 用亚甲基兰孵育加光照特异

性破坏结肠ICC使结肠(n = 18)收缩幅度和频率

分别为0.080±0.048 g和30.830±5.917 s, 分别下

降了75.3%(t = 3.792, P <0.01), 72.3%(t = -9.774, 
P <0.001). 损伤ICC后加入IL-6(80 µg/L)结肠平

滑肌收缩振幅和周期分别为0.072±0.020 g和
30.167±6.559 s, 与损伤ICC后肌条收缩活动无

显著性差异(表2, 图1).

3  讨论

在部分胃肠动力障碍性疾病中, 消化道组织学

的改变主要表现为免疫细胞浸润. 这些炎性细

胞释放的炎性介质和细胞因子可能介导胃肠动

力的改变. 目前研究发现, IBD, IBS, 术后胃肠动

A B

M

Nu

ICC

Nu

ER

图  2  正常豚鼠结肠黏膜下层Cajal间质细胞. A: 正常(×

15 000); B: 亚甲基兰孵育后光照(×17 000).

图  1  豚鼠游离结肠纵形肌收缩波形. A: 1正常, 2加IL-6 80 

mg/L; B: 1加TTX前, 2加TTX 10-5 mol/l后, 3 TTX阻断肠神

经加IL-6 80 mg/L后结肠收缩波形; C: 1 ICC破坏前, 2 ICC

破坏后, 3 ICC破坏后加IL-6 80 mg/L后.
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表  1  正常和TTX阻断肠神经元后IL-6对近端结肠纵行肌收缩活动的影响(mean±SD, n  = 18)

      
	                                                                           ρ (IL-6, mg/L)

                                               0	                             20	                             40	                             80

正常  收缩      

         振幅(g)	 0.303±0.033	 0.315±0.041	 0.377±0.061a	 0.507±0.039b

         周期(s)	 8.109±1.532	 7.546±1.330	 7.123±1.361b	 6.000±1.463b

处理  收缩				  

TTX   振幅(g)	 0.206±0.027	 0.186±0.036	 0.198±0.091	 0.233±0.022a

         周期(s)	 9.770±1.711	 9.415±1.844	 8.673±1.623	 7.770±1.156b

aP<0.05, bP<0.01 vs 对照组.

表  2  ICC损伤后IL-6对近端结肠纵行肌收缩活动的影响

      
	                            ρ (IL-6, mg/L)

收缩                                                                     ICC损伤+

                                                                           IL-6 80 mg/L 

振幅(g)    0.324±0.017   0.080±0.048b    0.072±0.020

周期(s)    8.541±0.797 30.830±5.917b  30.167±6.559

bP<0.01 vs ICC损伤前.

 ICC损伤前         ICC损伤后

■同行评价
本文观察了 IL-6
对近端结肠平滑
肌收缩的影响, 并
进一步探讨了其
作用机制. 研究内
容较新颖, 实验设
计较合理, 结果可
信, 统计处理较正
确, 讨论客观, 有
一定的参考价值.
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力障碍性疾病, 以及轮状病毒感染性腹泻消化

道组织均有IL-1β, TNF-a, IL-6等炎性因子的增

高. 值得关注的是在部分伴发动力障碍的区域, 
无病理学改变却伴有IL-6等增高[2-3,5-6]. 这些研究

提示, IL-6对胃肠动力失调可能存在直接的影响. 
IL-6对胃肠动力的影响及影响机制至今尚未阐

明. 目前研究主要针对IL-6对神经细胞兴奋性的

影响. Xia et al [7]研究发现, IL-1β, IL-6具有抑制

快速型兴奋性突触后电位(excitatory postsynaptic 
potential, EPSP)和去甲肾上腺素型抑制性突触

后电位(inhibitory postsynaptic potential, IPSP)的
作用, 从而导致交感神经末稍去甲肾上腺素的

释放减少. 而去甲肾上腺素是肠道分泌运动性

神经元控制的关键, 推测IL-6等炎性因子增高,  
引起肠道腺体分泌和运动亢进, 可能是腹泻型

IBS发病基础. 我们发现, IL-6对近端结肠的收

缩有直接的兴奋作用. 这一结果提示, IL-6不仅

参与了肠道的炎症反应, 而且可能对腹泻型IBS,  
分泌性运动性腹泻, 轮状病毒感染性腹泻中肠

道运动功能失调有直接的影响.
IL-6对胃肠动力的兴奋机制尚不明确. 李

改丽 et al [8]通过免疫组化证实在中枢神经系统

中广泛存在着IL-6R, 提示IL-6可能在肠神经元

中也存在着相应的受体. 我们研究发现, 在加入

TTX阻断肠神经元后, 高浓度的IL-6对结肠收缩

的兴奋作用显著下降. 这一结果说明, IL-6的兴

奋作用主要是通过兴奋肠神经元来完成的; IL-6
可能除了影响兴奋性肠神经元的突触后电位以

外还有可能导致肠神经递质的释放或者使相应

受体上调从而引起胃肠功能紊乱.
ICC不仅是慢波电位起搏细胞, 同时还是重

要的信号传导枢纽. 目前研究发现, ICC的主要

功能包括产生起搏电流以及介导神经递质对胃

肠平滑肌的影响. 我们发现, IL-6对ICC遭特异性

破坏的豚鼠结肠的兴奋作用几乎消失, 初步证

实了ICC是炎性介质IL-6对平滑肌的兴奋途径中

一个中间环节. ICC与神经元和平滑肌之间的信

号传导机制目前尚未明了. Horiguchi et al [9]在电

镜研究中发现, ICC与肠神经元存在着突触联系, 
与平滑肌细胞之间也存在着广泛的缝隙连接. 
这为肠神经元与ICC之间的联系提供了形态学

的依据. 最近Daniel et al [10]发现, 在阻断缝隙连

接以后, 犬的小肠和结肠的收缩幅度下降. 这提

示肠神经对消化道收缩强度调节是通过ICC介

导的. 目前研究发现, ICC存在着乙酰胆碱, NO,  
NK1等受体. 这几种神经递质可以调节ICC起搏

电流从而影响胃肠的收缩活动[11-12]. 这提示IL-6
可能通过影响神经递质的释放, 进而通过调节

ICC起搏电流从而影响结肠平滑肌的收缩活动.
本项研究尚存在一定的局限性. 主要是研

究IL-6对豚鼠离体肌条的急性期作用. IL-6对活

体的效应以及对机体的长期作用还未明了. 此
外上述的胃肠动力障碍性疾病中通常有多种炎

性因子的增高[3,13]. 炎性因子之间的相互关系以

及多因子对胃肠动力的综合作用尚待进一步研

究. 总之, IL-6可以增强豚鼠近端结肠平滑肌的

收缩, 其对平滑肌的兴奋效应主要是通过肠神

经元介导. ICC是IL-6对平滑肌兴奋途径的一个

中间环节. 深入探讨炎性介质IL-6对胃肠动力的

影响机制对阐明胃肠动力障碍发病机制有重要

意义. 

致谢: 余国萍教授以及吕莉, 尹太郎, 黄杏, 曾彬, 
艾耀伟的帮助.
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第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨第四届消化介入
新技术论坛会议改期及征文通知 ( 第二轮 )

本刊讯 原定于2007-09-21/25在山东济南召开的第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术论坛

因故提前一周改在2007-09-15/18举行. 

第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术论坛的主要议题是卫生部“十年百项”适宜技术

推广和上海市重大医学成果转化项目内容. 是继上海、河北、宁夏、黑龙江、江苏和浙江举办六届研讨会议

的延续. 本次会议由上海同仁医院、山东省省立医院和山东省医学影像研究所联合主办. 山东省省立医院具体

承办. 世界华人消化杂志、中华介入放射学杂志、中华消化内镜杂志以及介入放射学杂志共同参与协办. 会议

将以专题讲座、论文交流、操作演示及研讨沙龙多种形式相结合, 拟安排相关学科的著名专家围绕食管、胆

管、胃肠道等消化道管腔内支架治疗应用技术和发生的问题以及消化道病变、门静脉高压、胆道结石等的消

化内镜、介入放射、外科及化学治疗新进展等热点课题进行精彩演讲及深入研讨. 会议中还将安排手术演示, 

演示内容非常丰富. 相信通过本次会议, 与会者代表必将获益非浅.  

热忱期待全国各地的同仁来到美丽的山东济南做客. 我们诚挚邀请您前来参会, 并衷心感谢您的支持和参

与. 继教学分: 本次会议属国家级继续医学教育, 参会者可获得国家一类继续教育学分12分.   

1    征文内容

(1)消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等. (2)消化系

良性病变如: 门静脉高压、胆道结石、消化道出血等的内镜及介入新技术应用. (3)消化病诊治边沿交叉学科

与消化介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验、个案报告等各类稿件.

2    投稿要求

(1)专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文. (2)论著需1000字以内的标准论文摘要. 经验交流、短篇报道等

全文限1000字以内. (3)所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 书写规范, 稿件应是未发表过的论文. 

优秀论文将安排在国家级杂志上发表. (4)所有稿件一律要求电脑打印(Word格式), 邮寄者需附软盘; 特别鼓励

用E-mail投稿(用附件Word格式). (5)截稿日期: 2007-08-15.

3    征集疑难病例

会议将安排专门时间研讨疑难病例, 欢迎与会代表将临床中遇到的疑难病例带到会上讨论. 通信地址: 张

春清 250021 济南市经五路纬七路324号 山东省立医院消化科  电话: 0531-85186350, 0531-86701337  传真: 

0531-87902348  手机: 0531-86701339  Email: zhchqing@medmail.com.cn.
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Abstract
AIM: To explore the effects of lidocaine in 
an experimental model of acute pancreatitis 
induced by contrast medium and pancreatic 
duct ligation, as well the rabbits’ pancreatic 
sphincter pressure.

METHODS: Twenty-four rabbits were randomly 
divided into four groups, each containing six 
animals. The rabbit model of acute pancreatitis 
was set up by retrograde injection of 300 g/L 
Urografin in biliopancreatic duct and pancreatic 
duct obstruction. Before operation, lidocaine or 
distilled water was locally sprayed on the pan-
creatic duct distal sphincter in theⅠor Ⅱ group, 
respectively. Then the pancreatic sphincter pres-
sure was determined and pancreas pathologi-

cal changes were observed after 24 hours. The 
group Ⅲ rabbits only underwent manometry of 
pancreatic duct sphincter, and group Ⅳ under-
went sham operation.

RESULTS: The histopathological score of pan-
creas in rabbits showed that sprayed with lido-
caine before operation, the head of the pancreas 
exhibited very mild edema and inflammatory 
cell infiltration, and the amounts of edema, in-
flammatory cell infiltration, necrosis and hemor-
rhage were significantly decreased compared 
with those in rabbits sprayed with distilled 
water (edema, 0.83 ± 0.75 vs 2.83 ± 0.41; inflam-
matory cell infiltration, 1.33 ± 0.52 vs 3.00 ± 0.00; 
hemorrhage, 0.00 ± 0.00 vs 0.67 ± 0.52; necrosis, 
0.17 ± 0.41 vs 1.50 ± 0.55; all P < 0.05); and the 
pancreatic sphincter pressure was significantly 
reduced in groupⅠcompared with that in 
groups Ⅱ and Ⅲ (19.98 ± 6.47 vs 34.77 ± 8.36, 
32.67 ± 7.79; both P < 0.05).

CONCLUSION: Before operation, topical appli-
cation of lidocaine significantly can reduce pan-
creatic sphincter pressure, and can also prevent 
pancreatitis induced by contrast medium and 
pancreatic duct ligation.

Key Words: Lidocaine; Acute pancreatitis; Pressure 
of pancreatic duct distal sphincter; Rabbit

Xu LB, Huang YH, Li LJ, Che ZP. Effects of lidocaine 
in an experimental model of acute pancreatitis induced 
by contrast medium and pancreatic duct ligation. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(20):2210-2214

摘要
目的: 探讨利多卡因对兔胰管括约肌压力和
造影剂及胰管结扎相关胰腺炎的影响. 

方法: 日本大耳兔24只随机分为4组, 每组6
只. 采用300 g/L的泛影葡胺0.5 mL/kg经兔胰
管内逆行注射+胰管阻塞的方法造模. Ⅰ,Ⅱ组
造模前分别用利多卡因或蒸馏水在胰管远端
括约肌处进行局部喷洒, 观察其对于兔胰管括

®

■背景资料
急性胰腺炎(AP)
是逆行胰胆管造
影术(ERCP)和内
镜下括约肌切开
术(EST)后常见的
并发症, 在一定程
度上制约该技术
在临床上的推广
和应用. 然而, 有
关ERCP术后胰腺
炎这一疾病的确
切发病机制目前
尚不清楚. 本文就
如何有效的预防
该疾病发生及其
所涉及的机制进
行一系列基础研
究.
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约肌压力的影响及术后24 h胰腺病理形态学
研究. Ⅲ组只进行胰管括约肌测压, Ⅳ组为对
照组, 只做开腹术. 

结果: 术前利多卡因乳头局部喷洒组与蒸馏
水喷洒组相比, 术后24 h胰头部分的病理组
织学评分结果表明胰腺的病理改变主要表
现为轻微的水肿和炎细胞浸润, 其水肿、炎
细胞浸润、出血以及坏死的程度显著减轻
(水肿: 0.83±0.75 vs  2.83±0.41; 炎细胞浸润: 
1.33±0.52 vs  3.00±0.00; 出血: 0.00±0.00 vs  
0.67±0.52; 坏死: 0.17±0.41 vs  1.50±0.55, 
均P <0.05). 利多卡因乳头局部喷洒组与蒸馏
水喷洒组及单纯测压组相比, 利多卡因可显
著降低胰管括约肌压力, 差异有统计学意义
(19.98±6.47 vs  34.77±8.36, 32.67±7.79, 均
P <0.05).

结论: 利多卡因在胰管远端括约肌的乳头部
喷洒, 可以明显降低括约肌压力, 有效预防造
影剂及胰管结扎所致胰腺炎.

关键词: 利多卡因; 急性胰腺炎; 胰管远端括约肌压

力; 兔
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0  引言

急性胰腺炎(AP)是逆行胰胆管造影术(ERCP)和
内镜下括约肌切开术(EST)后常见的并发症, 有
关ERCP术后胰腺炎这一疾病的确切发病机制

目前尚不清楚, Cosen-Binker et al [1]和Tiscornia 
e t a l [2]研究发现, 急性胰腺炎的最初激发因素

可能在胰腺外, 关键在于激发位于十二指肠的

Vater壶腹周围的自主性反射弧(autonomous arc 
reflexes, AAR), 以及肠胰间的负反馈环被破坏. 
因此根据上述涉及到的发病机制, 我们通过激发

自主性反射弧和破坏正常的肠胰间负反馈环, 而
模仿临床ERCP术后胰腺炎的发生. 我们假设阻

断自主性反射弧, 可以阻止或缓解急性胰腺炎的

发生. 因此采用利多卡因喷洒在主胰管位于十二

指肠的开口周围, 通过局麻药的神经阻滞作用, 
了解自主性反射弧的抑制与急性胰腺炎之间的

关系, 以及该药对于ERCP术后胰腺炎的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 日本大耳兔24只, 雌雄各半, 体质量

2.5-3 k g, 术前可自由饮水, 但术前常规禁食

16-24 h. 随机分为4组, 每组6只. Ⅰ组术前利多

卡因5 mL乳头局部喷洒+胰管括约肌测压+胰管

内注射300 g/L泛影葡胺0.5 mL/kg+胰管阻塞; Ⅱ
组术前蒸馏水5 mL乳头局部喷洒+胰管括约肌

测压+胰管内注射300 g/L泛影葡胺0.5 mL/kg+胰
管阻塞; Ⅲ组单纯胰管括约肌测压组; Ⅳ组为正

常对照, 只做开腹术.
1.2 方法 予30 g/L戊巴比妥钠1 mL/kg经兔耳缘

静脉麻醉. 兔仰卧位放置在兔台上. 剪去腹部兔

毛, 常规消毒铺敷后, 在腹正中经剑突下两横指

切开腹部10 cm, 游离出胃幽门部, 沿十二指肠上

段往下, 寻找主胰管进入十二指肠的位置(图1A 
兔胰腺呈粉红色, 散在于十二指肠“U”形弯曲

部的肠系膜上, 仅有一条胰管开口位于十二指

肠升支开始的5-7 cm处, 兔胰管开口远离胆管开

口, 这是兔的一大特点). 剪开该部位对侧的肠壁

约1 cm, 可以清楚的显示主胰管开口部的乳头

括约肌(图1B). 经括约肌以50 mmHg的压力逆行

灌注300 g/L泛影葡胺0.5 mL/kg(上海旭东海普

药业有限公司生产)用7-0丝线结扎主胰管远端, 
术毕关腹[3-5]. 整个手术过程采用加热灯加热腹

腔, 使腹腔温度下降不超过1-1.5℃, 避免因温度

下降过多造成测压结果不可靠. 胰管括约肌压

力测定导管用Terumo公司生产的3Fr.130 cm的

脑血管造影管自行改制. 导管改制成为长60 cm, 
外径0.8 mm, 将尖端封闭, 在位于尖端4 mm处打

一侧孔, 直径0.6 mm. 在测压管表面, 距测压孔

每隔1 mm共有15个标记, 作为牵拉测压的标记. 
测压仪器: BL-410生物机能实验系统(成都泰盟

公司生产), HY-4型生理压力传感器(北京航天

医学工程研究所生产), WZ-50微量灌注泵(浙江

医科大学医学仪器实验厂), 灌注水流速度恒定

于0.07 mL/min, 测压系统经校准. 经上述手术处

理后, 暴露主胰管远端在十二指肠开口的乳头

括约肌. 经乳头逆行插入测压导管至胰管, 稳定

2 min后开始测压, 采用定点牵拉法, 每次向后牵

拉约1 mm, 每点测压时间0.5-1 min, 直至测压孔

完全进入十二指肠, 连续描记压力曲线, 胰管下

段括约肌测压以十二指肠压力为“零”, 测定

胰管远端括约肌的基础压[6]. 每次测压时间不超

过10 min. 于术后24 h, 经耳缘静脉快速推注过量

的30 g/L戊巴比妥钠将动物处死. 开腹取出胰腺

组织, 放置在中性福尔马林中, 室温下保存. 取
胰头组织进行石蜡包埋、切片和HE染色. 请病

理科2位资深专家进行双盲的病理组织学评分. 

■相关报道
国内外研究报道
利多卡因在乳头
局部喷洒可以有
效地防止治疗性
ERCP术后淀粉酶
的增高, 对胰腺炎
的发生有明显预
防作用, 并可以方
便插管. 大鼠的急
性坏死性胰腺炎
的动物模型, 采用
盐酸利多卡凝胶
喷洒在十二指肠
Vater壶腹周围, 可
以明显减轻胰腺
组织的损害, 血淀
粉酶和脂肪酶也
较病理组明显的
减低.
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胰腺组织的病变分为水肿、出血、炎性细胞浸

润、腺泡和脂肪坏死, 按损害程度不同分为0-3
分不等. 胰腺组织正常记为0分; 病变范围轻, 占
30%以下记为1分; 病变范围较重, 超过30%但尚

未达到50%记为2分; 病变范围很重, 超过50%记

为3分[3].
统计学处理  全部数据录入计算机 ,  采用

SPSS11.5进行统计学分析. 所有结果采用mean
±SD表示. 术后24 h的病理结果进行比较, 采
用完全随机设计的单因素方差分析(ANOVA); 
如果差异有统计学意义, 再进行组内两两比较, 
采用SNK-q检验; 其他各组与Ⅳ组(对照组)比
较, 采用Dunnett-t检验; 生理盐水或利多卡因喷

洒乳头后括约肌的压力变化, 以及基础状态下

胰管括约肌的压力比较, 采用单因素方差分析

(ANOVA), 如果差异有统计学意义, 再进行组内

两两比较, 采用SNK-q检验, P <0.05为差异有显

著性.

2  结果

2.1 病理组织学分析 胰腺组织病理损伤的程度

在Ⅱ组最重, 主要表现为明显的水肿和炎细胞

浸润; 有轻微的出血和坏死, 病变范围一般不超

过50%, 多数在30%以内, 仍然是以水肿型胰腺

炎的表现为主. 而Ⅰ组, 胰腺主要表现为轻微的

水肿和炎细胞浸润, 在部分病例见散在的点状

坏死, 病变范围<30%, 而且没有明显的胰腺出

血, 仅表现为非常轻微的水肿性胰腺炎, 部分病

例甚至只有轻微的炎细胞浸润, 而没有明显的

胰腺水肿和坏死(图3). 胰头部水肿程度按严重

度由低到高Ⅳ-(Ⅰ, Ⅲ)-Ⅱ(P <0.05); 炎细胞浸润

按严重度由低到高Ⅳ-(Ⅰ, Ⅲ)-Ⅱ(P <0.05); 坏死

按严重程度由低到高(Ⅳ, Ⅰ, Ⅲ)-Ⅱ(P <0.05); 出
血按严重程度由低到高(Ⅳ, Ⅰ, Ⅲ)-Ⅱ(P <0.05); 
胰腺病理组织损害总分由低到高Ⅳ-(Ⅰ, Ⅲ)-Ⅱ
(P <0.05)(表1). 
2.2 胰管远端括约肌压力Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ组括约肌测

压结果分别为: 19.98±6.47, 34.77±8.36, 32.67
±7.79. 利多卡因在胰管远端括约肌的乳头部喷

洒(图2B), 与蒸馏水乳头部喷洒(图2A)及单纯测

图  1   主胰管及胰腺和
乳头括约肌. A: 主胰管及

胰腺; B: 乳头括约肌.

表  1  胰腺病理组织学评分

      
分组	       水肿	                   炎细胞浸润	       坏死	                         出血	                         总分

Ⅰ	 0.83±0.75	 1.33±0.52	 0.17±0.41	 0.00±0.00	 2.17±1.33

Ⅱ	 2.83±0.41	 3.00±0.00	   1.5±0.55	 0.67±0.52	 8.00±0.89

Ⅲ	 0.67±0.52	 0.11±0.63	 0.33±0.52	 0.17±0.41	 4.50±0.84

Ⅳ	 0.00±0.00	 0.00±0.00	 0.00±0.00	 0.00±0.00	 0.00±0.00

A B

后退至括约肌内 后退1 mm

15.22 m
m

H
g

8.00 s

频率: 0次/min
最大值: 40.88 mmHg
最小值: 25.83 mmHg
平均值: 34.14 mmHg

A

15.26 m
m

H
g

8.00 s

频率: 0次/min
最大值: 24.35 mmHg
最小值: 2.18 mmHg
平均值: 12.42 mmHg

利多卡因喷洒后括约肌压力 后退1 mm

B

图  2  乳头局部喷洒后测胰管括约肌压力. A: 蒸馏水基础

压为36.6 mmHg; B: 利多卡因基础压为15.56 mmHg.

■创新盘点
本论文从基础研
究的角度, 通过对
动物模型的胰管
括约肌压力测定, 
并结合胰腺病理
损伤的情况, 阐述
利多卡因减轻胰
腺损伤的机制.
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压比较, 括约肌压力的改变差异有统计学意义

(P <0.05); 而Ⅱ组与Ⅲ组比较, 括约肌的压力没

有显著差异.

3  讨论

本次实验中, 选用兔为动物模型, 主要是考虑

其独特的解剖特点, 兔的胰、胆管分别开口于

十二指肠, 避免插管导致胆汁逆流入胰腺, 加重

胰腺的损害, 以及引起括约肌功能异常, 从而影

响括约肌的测压结果及胰腺病理形态学研究; 
而且胰管远端括约肌明显, 其开口位于十二指

肠, 一方面有利于我们插管测压, 另一方面便于

我们了解利多卡因对于胰管括约肌的影响, 从
而帮助解释利多卡因在十二指肠乳头局部喷

洒, 能有效缓解ERCP术后胰腺炎的程度以及其

降低ERCP术后胰腺炎的发病率的原因. 通过对

3组胰管括约肌的基础压研究, 我们用利多卡因

喷洒乳头后测压结果提示, 胰管括约肌的压力

明显减低. 这与Klein et al [7]观察的一致. 在这3组
动物模型中, 我们都进行胰管括约肌测压术, 但
测压结果都只发现胰管括约肌的基础压, 多数

动物未见明显的收缩幅度及频率变化. 这可能

与每一部位的测压时间不够长有关, 也可能与

压力传感器等测压仪器的敏感度有关. 但鉴于

长时间测压以及测压过程中灌注的生理盐水过

多, 可以引起实验结果可靠性下降, 因此本实验

采用的测压时间一般不超过10 m in. 即使这样, 
我们仍在少数动物中发现胰管括约肌有收缩活

动存在, 并描计下收缩幅度及频率. 我们相信若

能改善测压技术, 采用液氮灌注; 或提高压力传

感器的敏感性, 可以更加清楚的描计出完整的

压力变化情况. 
关于利多卡因降低Oddi括约肌的张力的机

制, 既往的一系列慢性试验研究发现, 在清醒狗

的Va t e r壶腹周围喷洒利多卡因可抑制胆碱能

神经的张力, 松弛主胰管的出口, 以及减慢十二

指肠运动[2]. 在近期通过免疫组化研究发现, 兔
的胰岛、腺胞、胰管、神经节以及血管上分

布着广泛的胆碱能(AChE)神经网, 兔胰腺的所

有神经组织化学染色都是AChE阳性的, 分布

在胰头连结十二指肠肌间神经丛的是AChE和
NADPH-d阳性的神经纤维, 利多卡因引起兔胰

管远端括约肌压力减低可能与他抑制钠通道、

阻止钠离子内流, 从而抑制胆碱能神经的张力[8]. 
因此, 我们认为ERCP术前乳头部喷洒利多卡因

减少术后胰腺炎的发作, 可能是通过对局部胆

碱能神经的抑制, 从而降低Oddi括约肌的张力, 
改善胆胰液的引流, 解除梗阻这一不利因素而

实现的.  
Ⅲ组胰头部组织病理分析提示胰管的插管

测压可以造成有很轻微胰腺的损害, 多数表现

为轻微的水肿和炎细胞浸润. 其中1例仅表现为

轻微的水肿, 面积小于30%. 另1例仅有轻微的

炎细胞渗出, 范围小于30%. 这可能与测压这一

过程扩张胰管远端括约肌, 刺激其周围的自主

性反射弧感受器, 激发自主反射弧, 造成神经源

性的炎症有关. 在Ⅰ组模型中, 采用造模前乳头

局部喷洒利多卡因, 术后24 h的胰腺水肿、炎性

细胞浸润、出血、坏死的情况较Ⅱ组明显减低, 
这说明利多卡因能有效缓解胰腺的损害程度. 
经过统计学研究发现, 利多卡因乳头局部喷洒

后胰腺的出血及坏死情况较单纯测压组及对照

组比较没有明显差异, 这进一步说明单纯测压

对胰腺的损坏很轻微, 而利多卡因对胰腺的保

护作用也就显而易见了. 利多卡因是如何改善

胰腺损伤的呢? 一系列的研究使我们相信, 利多

卡因局部浸润麻醉可以有效的抑制自主性反射

弧的毒性作用, 抑制胰腺内胆碱能神经的张力; 
从而有效的防止或减弱十二指肠壶腹周围的自

主性反射弧的强度, 松弛主胰管的出口和减慢

十二指肠运动[9-10]. 近期, 黄永辉 et al [9]研究发现

利多卡因在乳头局部喷洒可以有效地防止治疗

图  3  胰腺组织病
理学. A: 轻度水肿

及炎细胞浸润; B: 

胰腺组织坏死.

A B ■应用要点
利多卡因十二指
肠乳头部喷洒, 可
以降低局部括约
肌的压力, 并减轻
胰腺的损害程度, 
该方法简便、药
物价格低廉、药
源充沛. 可以作为
预防ERCP树后胰
腺炎的方法.
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性ERCP术后淀粉酶的增高, 对胰腺炎的发生有

明显预防作用, 并可以方便插管.  
另外, 由于测压过程可以引起胰液引流不

畅, 肠胰间的负反馈环遭到破坏, 十二指肠黏膜

分泌大量的胆囊收缩素(CCK), 使血中CCK浓度

升高. 而CCK受体广泛存在于Oddi括约肌及其

节后副交感神经纤维, 不同动物对CCK的反应

不同, CCK可兴奋兔的Oddi括约肌收缩[11]; 而且

可使胰腺外分泌增加, 胰腺的酶以及各种蛋白

分泌增加, 胰液的黏稠度加大, 胰管内压力进一

步增高, 腺泡破裂, 胰酶进入间质被组织液激活

引起炎症. Louie et al [12]用大鼠进行实验发现, 利
多卡因十二指肠内灌注, 可以明显减低由于胆

胰分流造成的CCK水平升高. 因此, 利多卡因局

部喷洒能减少ERCP术后胰腺炎的发生, 可能与

胰管远端括约肌的压力降低, 以及胰腺的外分

泌受抑制有关. 目前, 也有一些研究证实, 利多

卡因具有抗炎作用. Portiansky et al [13]利用口蹄

疫病毒感染大鼠, 可以诱发急性坏死性胰腺炎; 
利多卡因腹腔内注射可以明显的减轻胰腺坏死

和炎细胞的浸润. 这是由于利多卡因可以抑制

巨噬细胞的黏附、趋化、吞噬、脱颗粒以及呼

吸爆发, 减少吞噬作用引起的氧耗增加和超氧

阴离子形成, 并且可以减少炎症介质和多形核

白细胞黏附分子的形成. 这说明利多卡因局部

喷洒, 可能会通过其抗炎作用减轻胰腺的损坏.  
本次实验中, 通过利多卡因在乳头局部的

喷洒, 能明显减轻胰腺的炎症. 这可能与抑制乳

头周围分布的自主性反射弧有关; 也与抑制胆

碱能神经, 减少CCK分泌和松弛胰管下断括约

肌有关; 另外, 利多卡因的抗炎作用可能也与

炎症的缓解有关. 因此, 我们认为ERCP术前喷

洒利多卡因可以减少术后胰腺炎的发生, 同样

也可以缓解术后胰腺炎的严重程度. 但是, 近期

Schwartz et al [14]进行大规模人群研究的结果却

与之相反, 他们认为ERCP术前喷洒利多卡因并

不能减少术后胰腺炎的发生, 这是否与他们选

择的利多卡因的剂型以及浓度和用量有关, 还

有待于进一步深入研究. 
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■同行评价
本文应用造影剂
及胰管结扎来模
拟临床ERCP的实
际操作, 分析应用
利多卡因后括约
肌压力及胰腺炎
严重程度的关系, 
有较好的创新性. 
研究证实利多卡
因术前应用可以
明显减轻胰腺炎
发生, 其机制与降
低括约肌压力有
关, 对于临床实际
应用有一定指导
意义, 有较好的学
术价值.
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Abstract
AIM: To explore the effects of the extract 
flavonoid A06 from Scutellaria barbatae D.DON 
on tumor angiogenesis in vitro.

METHODS: Human umbilical venous endothe-
lial cells (HUVECs) were treated with different 
concentrations of the flavonoid A06 (25, 50 and 
100 mg/L). The effect of flavonoid A06 on the 
formation and migration of tubules in cultured 
HUVECs was evaluated by tube formation assay 
and Transwell chambers. The effect of flavonoid 
A06 on protein expression of vascular endothe-
lial growth factor (VEGF) and nitric oxide (NO) 
in human cervical carcinoma Hela cells was de-
tected by enzyme-linked immunosorbent assay 
and the nitrate reductase method.

RESULTS: Flavonoid A06 extract from Scutellar-
ia barbatae D.DON at two concentrations (50 and 
100 mg/L) effectively inhibited migration (37.7% 
± 10.7%, 13.7% ± 6.0% vs 68.0% ± 8.2%, both P 
< 0.01) and tubule formation in HUVECs (9.7% 

± 4.5%, 1.8% ± 1.2% vs 30.2% ± 5.4%, both P < 
0.05) after 24 h. Flavonoid A06 also decreased 
the protein expression of VEGF and NO in Hela 
cells after 24 h (VEGF, 135.6 ± 14.6 ng/L, 108.3 ± 
7.7 ng/L vs 231.1 ± 6.4 ng/L, both P < 0.01; NO, 
42.3 ± 2.3 mmol/L, 25.9 ± 5.2 mmol/L vs 70.1 ± 8.1 
mmol/L, both P < 0.01).

CONCLUSION: Flavonoid A06 inhibits tumor 
angiogenesis in vitro. Its mechanism may be re-
lated to the inhibition of the expression of VEGF 
and NO, endothelial cell migration and tubule 
formation.

Key Words: Scutellaria barbatae  D.DON; Flavonoid; 
Angiogenesis; Human umbilical vein endothelial 
cells; Hela cells; Vascular endothelial growth factor; 
Nitric oxide; Enzyme-linked immunosorbent assay

Xu M, Bu P, Li YY. Effects of an extract from Scutellaria 
barbatae D.DON on tumor angiogenesis in vitro. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(20):2215-2219

摘要
目的: 探讨中药半枝莲黄酮类化合物A06对体
外肿瘤血管生成的影响. 

方法: 分别采用小管形成实验、Transwell小
室、酶联免疫吸附测定法(ELISA)、硝酸还
原酶法检测半枝莲黄酮类化合物A06对人脐
静脉内皮细胞(HUVEC)小管形成、迁移及
人宫颈癌H e l a细胞血管内皮细胞生长因子
(VEGF)、一氧化氮(NO)表达的影响. 

结果: 与对照组相比, 半枝莲黄酮类化合物
A06(50和100 mg/L)都能有效抑制HUVEC细
胞的迁移(37.7%±10.7%, 13.7%±6.0% vs  
68.0%±8.2%, 均P <0.01), 减少小管样结构形
成(9.7%±4.5%, 1.8%±1.2% vs  30.2%±5.4%, 
均P <0.05), 以及降低24 h 后Hela细胞VEGF
和NO的表达(VEGF: 135.6±14.6 ng/L, 108.3
±7.7 ng/L vs  231.1±6.4 ng/L, 均P <0.01; NO: 
42.3±2.3 mmol/L, 25.9±5.2 mmol/L vs  70.1±
8.1 mmol/L, 均P <0.01).

结论: 半枝莲黄酮类化合物A06有抑制体外肿
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■背景资料
临床上半枝莲是
具有清热解毒、

散瘀活血作用的
常用中药, 在抗癌
方中常配伍使用, 
但对其抗肿瘤有
效成分及作用机
制, 目前仍缺乏清
楚的认识. 本文从
抗肿瘤血管生成
的的角度出发, 研
究了半枝莲中的
黄酮类化合物对
血管内皮细胞迁
移、形成管样结
构及对肿瘤细胞
分泌血管生成相
关因子的影响. 



瘤血管生成的作用, 可能与抑制肿瘤细胞血管
生成相关因子的表达, 抑制内皮细胞迁移、形
成管样结构有关.

关键词: 半枝莲; 黄酮类化合物; 血管生成; 人脐静

脉内皮细胞; 人宫颈癌Hela细胞; 血管内皮细胞生

长因子; 一氧化氮; 酶联免疫吸附测定法
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0  引言

半枝莲为唇形科植物半枝莲Scutellaria barbatae  
D. Don的干燥全草, 药性辛、苦、寒, 归肺、

肝、肾三经. 具有清热解毒、散瘀活血之功效. 
分布在我国大部分地区, 资源极其丰富. 民间用

于肝癌、肺癌、肾癌等的治疗. 有文献报道, 半
枝莲提取物对多种肿瘤细胞如S180, W256, 艾氏

腹水瘤等具有生长抑制作用. 在临床上, 半枝莲

可治疗肝癌、肺癌、乳腺癌、绒毛膜癌等[1]. 目
前已经从半枝莲中分离出了一些化合物, 主要

是生物碱和黄酮类, 这些化合物表现出促进细

胞免疫、抗病毒、解热、保肝、抗肿瘤[2]等作

用. 但是对于半枝莲抗肿瘤的药理作用机制、

作用方式、有效部位和活性成分等方面的报道

极少. 我们前期研究发现, 半枝莲含药血清能够

抑制Matrigel栓内微血管的形成, 阻断内皮细胞

迁移, 抑制血管内皮细胞生长因子(VEGF)的表

达[3]. 现对半枝莲提取物中黄酮类化合物A06对
肿瘤血管生成的作用机制进行了研究.

1  材料和方法

1.1 材料 人脐静脉内皮细胞(HUVEC)、宫颈癌

Hela细胞株由扬州大学医学院中医系实验室提

供; 半枝莲提取物黄酮类化合物A06由扬州大

学医学院中医药实验室提供; 成纤维生长因子

(bFGF)和Matrigel分别购自Sigma和BD公司; 人
VEGF的ELISA试剂盒购自武汉博士德公司; NO
试剂盒购自南京建成生物工程研究所; Annexin-
Ⅴ联合P I双染试剂盒购自南京凯基生物科技

发展有限公司. 将A06用二甲基亚砜(DMSO)、
M199及DMEM培养基配置成1 g/L的母液, 抽
滤后-20℃保存, 实验当天取出稀释成实验所需

浓度. HUVEC和Hela细胞均在孵箱中常规培养, 
以胰蛋白酶消化后进行传代, 取对数生长期细

胞用于实验. 在预实验中通过MTT比色法确定
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半枝莲提取物A06的IC10为104.08 mg/L, 选择

与IC10接近的整数浓度并倍数递减作为实验的 
浓度.
1.2 方法 
1.2.1 内皮细胞小管形成实验 将24孔板每孔加

预先置4℃过夜的Matrigel 300 μL, 在37℃, 50 
mL/L CO2培养箱中聚合1 h, 将HUVEC用胰酶

消化后用培养液调为2×108/L浓度的细胞悬液, 
并添加10 μg/L bFGF和分别25, 50, 100 mg/L的
A06, 另设空白组(孔内加细胞不加药)和溶媒对

照组(培养液中含有0.1 g/L DMSO), 混匀放入

37℃, 50 mL/L CO2培养箱中培养6 h后在100倍
Olympus倒置显微镜下观察小管形成的情况, 每
孔取5个视野计数小管形成数, 取平均值. 
1.2.2 内皮细胞迁移实验 将内皮细胞消化后以

1×108/L种入24孔板, 在培养基中加入A06, 药
物终浓度为25, 50, 100 mg/L, 终体积2 mL, 并设

阴性对照组和溶媒对照组共5组. 37℃, 50 mL/L 
CO2培养箱中培养24 h后消化, 并用无血清M199
培养基调整密度为1×108/L. 在Transwell上室

的聚碳酸脂膜上加入3 mg/L的Matrigel 20 μL, 
37℃聚合30 min, 在Transwell的下室加入600 μL 
Hela细胞条件培养液, 同时上室分别种入用无血

清M199稀释的内皮细胞, 每孔100 μL. 培养18 h
后取出小室, 用棉签拭去滤膜上层未迁移的内

皮细胞, 固定, 染色, 用刀片取下滤膜, 中性树脂

固定于载玻片上, 在显微镜下随机计数中间和

周围共5个视野细胞数, 各组计数4个样本, 求出

平均值. 
1.2.3 对Hela细胞VEGF和NO表达的影响 将Hela
细胞消化后以3×108/L种植6孔板, 培养24 h后, 
用PBS清洗2次, 加入100 mL/L NBS的DMEM培

养基和药物, 终浓度为25, 50, 100 mg/L, 终体积2 
mL. 37℃, 50 mL/L CO2培养箱中分别培养24和
48 h后收集培养上清, 12 000 g离心10 min, 取上

清0.22 μm滤膜抽滤后, 用ELISA和NO试剂盒测

定上清中VEGF和NO含量.
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件分析, 

实验结果以mean±SD表示, 行方差分析和t检验.

2  结果

2.1 A06对HUVEC内皮细胞小管形成及迁移的

影响 低浓度(25 mg/L)A06作用后对小管形成数

无明显影响. 当A06浓度达到50 mg/L时对小管

形成有明显影响, 不仅小管数目减少, 而且管腔

不完整, 与空白组相比有差异(P <0.05), 浓度达
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■研发前沿
血管生成是近年
来研究抗肿瘤方
面的热门项目, 肿
瘤生长需要血管
供应营养, 因此阻
断肿瘤血管生成, 
切断肿瘤组织获
得营养的途径已
经成为新的抗肿
瘤治疗的靶点而
且也成为抗肿瘤
治疗中热门的研
究内容.

■相关报道
半枝莲临床上多
用于治疗肝癌、

肺 癌 等 ,  许 多 报
道表明半枝莲提
取 物 能 够 抑 制
多种肿瘤细胞如
S180、W256等的
生 长 ,  其 提 取 出
的生物碱和黄酮
类的一些化合物
具有促进细胞免
疫、抗病毒、抗
肿瘤的作用.
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到100 mg/L时, 很少有完整小管形成(表1, 图1). 
HUVEC经50, 100 mg/L A06作用后, 内皮细胞的

迁移数明显减少(P <0.01)且迁移的内皮细胞数

随着A06浓度的增加而减少(表1, 图2). 
2.2 A06对Hela细胞分泌VEGF和NO的影响 A06
作用24, 48 h后能抑制Hela细胞VEGF的表达

(P <0.01), 但是作用24 h后各组之间比较没有差

异, 作用48 h后, 中、高浓度组(50, 100 mg/L)
之间比较有差异, 且经中、高浓度组作用后的

Hela细胞VEGF表达24和48 h之间比较有差异

(P <0.05). 50, 100 mg/L A06作用细胞24 h后能

明显抑制肿瘤细胞的NO的表达, 具有显著差异

(P <0.01), 且各浓度组之间比较有差异; 作用48 h
后各浓度均能抑制Hela细胞NO的表达, 有显著

差异(P <0.01). 各组同一浓度体系, 24与48 h相比

在50, 100 mg/L时对NO表达影响具有显著差异

(P <0.01), 其他浓度相比没有显著差异(表2). 

3  讨论

血管生成是指从组织中既存的成熟血管形成

新的毛细血管网络的过程. 1970年代, Folkman  
et al [4-6]通过一系列实验证实了实体瘤的生长必

需要有血管供应, 并提出了实体瘤生长时相(无
血管期和血管期)的概念和血管生成开关机制学

说. 大量实验证明, 多种肿瘤的生成、转移、复

发和预后均与肿瘤血管生成密切相关, 与传统

的肿瘤治疗相比, 抗肿瘤血管生成治疗的最大

特点在于他不但具有良好的特异性, 而且克服

了药物达到肿瘤组织的不足和肿瘤耐药性等问

题. 因此, 以肿瘤血管生成为靶点开发血管生成

抑制剂, 在抗肿瘤研究中形成了一个新的十分

活跃的研究领域. 
VEGF是在促进肿瘤血管生成中起主要作

用的细胞因子, 促肿瘤血管生成的其他因子如

人碱性成纤维细胞生长因子(bFGF), 血小板源

性生长因子(PDGF), 肿瘤坏死因子α(TNF-α), 表
皮生长因子(EGF)等, 这些生长因子其作用主要

通过诱导VEGF表达实现促进肿瘤生长、浸润

和转移的作用. 另外部分癌基因和抑癌基因也

影响VEGF的表达, 如野生型p53能够抑制VEGF
的表达, 而p53突变或缺失则通过引起VEGF的
上调, 促进肿瘤血管生成; c-fos蛋白等也是通过

上调VEGF的蛋白表达来促进肿瘤生长的. 此外, 

图  1  A06对HUVEC内皮细胞小管形成的影响. A: 对照; B-D: 25, 50, 100 mg/L A06.

■创新盘点
目前对于中药抗
肿瘤作用的研究
多停留在粗提物
的 水 平 ,  缺 乏 对
其确切成分和抗
癌机制的深入研
究, 本文采用半枝
莲提取出的黄酮
类化合物在研究
抗血管生成的环
节上进行深入, 研
究了药物对于血
管生成的一系列
过程, 包括细胞迁
移, 形成管样结构
的影响, 以及产生
这些影响的可能
机制, 具有一定的
新意.

表  1   A06对HUVEC小管形成及迁移的影响(mean±SD, 
n = 4)

      
分组	              小管数/视野(%)          迁移(cell/视野)(%)

对照	                 30.2±5.4	                  68.0±8.2

溶媒对照	                 30.4±6.4	                  63.3±13.1

A06 25 mg/L	 27.3±8.1	                  52.3±14.3

A06 50 mg/L	   9.7±4.5a                  37.7±10.7b

A06 100 mg/L	   1.8±1.2a                  13.7±6.0b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. 

A B

DC
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在肿瘤生长过程中NO也起到重要的作用. Chin 
et al [7]报道VEGF与其受体结合可增加细胞内NO
的生成. 而NO又可促进VEGF的表达, 并增进其

血管通透和扩血管作用, 从而起到促进肿瘤血

管生成的作用. 
传统中药有着几千年的实际应用经验, 因

而从中寻找新药和先导化合物有着更高的命中

率, 特别是与现代分子生物学的进展结合起来, 
有着良好的应用前景. 近年来对中药在血管生

成抑制方面的研究逐渐兴起, 如姜黄素能抑制

CAM血管生成, 并能诱导肿瘤细胞凋亡[8]; 人参

皂甙Rg3可通过下调肿瘤VEGF的mRNA及蛋白

的表达量来抑制肿瘤生长和转移[9]; 薏苡仁注射

液能抑制大鼠动脉环上的新生血管生成, 加快

血管进入衰退期[10]等. 半枝莲是传统的活血化瘀

类中药, 临床上常用于治疗肺癌, 消化系统癌症, 
乳腺癌等, 取得较好的疗效, 但是其作用机制鲜

见相关报道. 我们将半枝莲提取出的黄酮类化

合物A06作用于HUVEC及肿瘤细胞中, 观察半

枝莲黄酮类化合物A06对内皮细胞迁移、形成

小管样结构的影响, 并观察了A06对于肿瘤细胞

分泌血管生成相关因子VEGF和NO的影响, 初
步探讨其抑制血管生成的机制. 研究结果表明, 
半枝莲黄酮类化合物A06能抑制内皮细胞小管

样结构形成和肿瘤细胞条件培养液刺激下的内

皮细胞迁移, 实验表明其作用机制可能与A06能
抑制肿瘤细胞分泌VEGF, NO这些血管生成促进

因子有关, 为进一步探讨半枝莲在肿瘤治疗方

面的前景奠定基础, 使后期实验有据可依. 
尽管中药在抑制肿瘤血管生成方面的研究

图  2  A06对HUVEC内皮细胞迁移的影响. A: 对照; B-D: 25, 50, 100 mg/L A06.

A B

DC

表  2  A06对Hela细胞分泌VEGF和NO的影响(mean±SD, n  = 4)

      
	                                      VEGF(ng/L)	                                   NO(μmol/L)

                                           24 h                            48 h	                        24 h                          48 h

对照组	                 231.1±6.4	 232.2±9.6	 70.1±8.1              68.0±3.9

溶媒对照	                 225.8±21.3	 225.0±11.0	 71.2±3.8              66.0±3.8

A06 25 mg/L	 169.5±12.5b	 147.1±15.5b	 60.2±5.2	             51.1±3.2b

A06 50 mg/L	 135.6±14.6b	 114.3±15.8b	 42.3±2.3b            28.3±3.5b

A06 100 mg/L	 108.3±7.7b	   77.8±10.8b	 25.9±5.2b            14.7±5.6b

bP<0.01 vs  对照组.

分组

■应用要点
本研究发现半枝
莲黄酮类化合物
A 0 6能够抑制内
皮细胞迁移和小
管样结构形成, 实
验表明其作用机
制可能与A 0 6能
抑制肿瘤细胞分
泌VEGF、NO这
些血管生成促进
因子有关, 这将为
进一步探讨半枝
莲在肿瘤治疗方
面的作用提供重
要的实验依据, 使
后期实验有据可
依.
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工作起步较晚, 在具体机制等方面的研究与已

进入临床实验的西药相比也有一定的差距, 但
中药的毒副作用较小, 且有一定程度的辅助治

疗作用(调节机体的免疫功能等), 相信随着研究

的深入, 中药半枝莲的抗肿瘤血管生成作用将

会逐渐受到重视, 其作用机制也会不断的被挖

掘出来. 
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■同行评价
本文就中药半枝
莲提出物黄酮类
化合物A 0 6对体
外肿瘤血管生成
的影响进行研究, 
课题的切入点新
颖, 对进一步阐明
中药对肿瘤的作
用机制有一定的
意义.
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Abstract
AIM: To establish a real-time fluorescent 
polymerase chain reaction (PCR) for quantifying 
human SUZ12.

METHODS: The SUZ12 fragment in pure form 
from classical RT-PCR was cloned to pGEM-T 
vector, and recombinant plasmid pGEM-SUZ12 
was purified and quantified by spectrophotom-
etry. A standard curve was established using a 
serial dilution of quantified plasmids to measure 
SUZ12, using SYBR Green I real-time fluorescent 
PCR, and the characteristics of the specific SUZ12 
amplicon were analyzed by the melting curve.

RESULTS: The method could detect as few as 
14.2 copies. Good linearity was found from 14.2 
to 1.42 × 108 copies/reaction, and the correlation 
coeffecient was -1.00. The intra- and interassay 
variation of 1.42 × 104 copies/reaction was 1.8% 

and 2.8%, respectively. Melting curve analysis 
showed a single peak, and melting temperature 
(Tm) was (81.37 ± 0.16)℃.

CONCLUSION: SYBR Green I real-time fluores-
cent quantitative PCR is rapid, specific, sensitive 
and accurate, and can be used for research on 
human SUZ12.

Key Words: SUZ12; SYBR Green I; Real-time fluo-
rescent quantitative polymerase chain reaction

Chen FH, Hu LH, Wang L, Li YR, Zhou ZM. Quantifi-
cation of human SUZ12 with SYBR Green I real-time 
fluorescent polymerase chain reaction. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(20):2220-2224

摘要
目的: 建立SYBR Green I实时荧光PCR定量检
测人类SUZ12基因的方法. 

方法: 将SUZ12 RT-PCR扩增片段克隆入载体
pGEM-T后, 经测序鉴定正确后, 进行纯化和
定量及系列稀释, 应用SYBR Green I实时荧光
定量PCR检测SUZ12, 建立标准曲线, 熔解曲
线分析产物的特异性. 

结果: 该法检测的最低拷贝数为14.2, 线性
范围为1.42×101-1.42×108拷贝, 相关系数r
为-1.00, 1.42×107拷贝/L标本的批内变异系
数(CV)和日间CV分别为1.8%和2.8%. 熔解
曲线分析显示单一的峰, 熔解温度(mel t ing 
temperature, Tm)为(81.37±0.16)℃.

结论: 实时荧光定量PCR方法检测SUZ12基
因, 快速有效、灵敏度高、特异性好.

关键词: SUZ12; SYBR Green I; 实时荧光定量PCR
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0  引言

人类SUZ12(suppressor of zeste 12, SUZ12)是

®

■背景资料
P c G基因首先作
为 同 源 盒 基 因 
(homobox, Hox)
的抑制因子在果
蝇中被发现, 迄今
为止已发现30-40 
种PcG基因, 统称
为PcG基因家族 . 
P c G家族蛋白不
仅结构高度保守, 
而且通过参与不
同的信号通路, 调
节不同的分子事
件如自我更新/增
殖、衰老/永生化
等, 进而调节细胞
的命运, 参与恶性
肿瘤的发生、发
展. 
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PcG(polycomb group, PcG)基因家族中的一员, 
在胚胎发育、细胞周期、细胞增殖和分化的调

控中起着极其重要的作用. PcG家族是在进化

中高度保守的、防止细胞表型发生改变而记忆

转录状态的细胞记忆系统的重要组成部分, 参
与细胞一致性的保持、细胞周期的调节以及肿

瘤发生、发展[1-10]. 最近的研究发现SUZ12在不

同的人类肿瘤包括结肠癌、乳腺癌和肝癌中表

达明显上调[9], 因此可能是一种新的肿瘤基因治

疗的分子靶点. 在本研究中, 我们建立了SYBR 
Green I实时荧光定量PCR检测人类SUZ12基因

的方法, 以期为SUZ12的进一步研究奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌E.co l i  DH5α由本室保存, 
pGEM-T和T4 DNA连接酶购自Promega公司, 胶
回收试剂盒和质粒小量抽提纯化试剂盒购自

上海华舜公司, 氨苄青霉素为华北制药公司产

品, 胰蛋白胨和酵母提取物购自英国Oxoid公司, 
dNTP购自MBI公司, Taq Gold为ABI公司产品, 
20×SYBR Green I for Real-time PCR购自上海

开放科技发展有限公司, 引物及测序由上海博

亚公司完成, 上游引物: 5'-AAACGAAATCGTG
AGGATGG-3'; 下游引物: 5'-CCATTTCCTGCAT
GGCTACT-3', 其他各种化学试剂均为国产分析

纯产品. 荧光定量PCR仪LightCycler和毛细管均

为Roche公司产品. 以人类乳腺癌细胞系MCF-7
总RNA所逆转录合成的cDNA为模板, 以上述引

物进行普通RT-PCR, 产物克隆入pGEM-T载体, 
送上海博亚公司测序证实后, 小量抽提纯化质

粒pGEM-SUZ12, 紫外分光光度计测定质粒浓度

0.485 g/L, 根据公式[质粒浓度(g/µL)/(660×质

粒长度bp)]×6.022×1026(copies/L)换算出质粒

DNA浓度为1.42×1014 copies/L, 进行梯度稀释, 
依次为1.42×1011-1.42×104 copies/L.
1.2 方法 20 µL定量PCR反应体系包括: 10×PCR
缓冲液2 µL、dNTP(10 mmol/L) 0.4 µL、20×
SYBR Green I液 1 µL、Taq Gold (1000 U/L) 1 
µL、上游引物(10 µmol/L) 0.4 µL、下游引物(10 
µmol/L) 0.4 µL、质粒DNA模板1 µL、MgCl2 (20 
mmol/L) 4 µL、牛血清白蛋白BSA (1 g/L) 2 µL. 
阴性对照用1 µL灭菌蒸馏水代替质粒DNA模板. 
定量PCR扩增条件则为: 先94℃预变性3 min; 接
着进行40个循环, 包括94℃变性5 s, 53℃退火5 
s, 72℃延伸10 s后进行荧光检测, 其检测温度为

78℃; 然后进行熔解曲线分析, 由70℃以0.1℃/s

上升至95℃; 最后冷却至40℃. 为了进一步确认

PCR反应的特异性, 将SUZ12扩增产物在25 g/L
的琼脂糖凝胶中进行电泳. 一旦PCR产物的长度

确认是正确的, 就只应用SYBR Green I 实时荧

光PCR的熔解曲线中Tm监测反应的特异性. 将
1.42×107 copies/L的标准品平行操作8次或在8 
d内分别测定, 获取其批内变异系数(CV ) 和日间

CV .

2  结果

普通RT-PCR扩增SUZ12基因片段的产物长度为

115 bp, 克隆入pGEM-T载体, 经测序证实, 与基

因库序列一致.
2.1 SUZ12标准曲线 当质粒DNA浓度在1.42×
104-1.42×1011 copies/L范围时, 曲线为一组典型

的倒S型曲线(图1). 模板浓度越高, 可检测到荧

光信号的循环数越少, 即其循环阈值(Ct)越小, 
Ct表示PCR循环过程中, 每个反应管内的荧光

信号达到设定阈值时所经历的循环数; 随着循

环数的增加, 荧光信号逐渐增强, 而当循环数达

到一定程度时, 荧光强度达到平台. 标准曲线的

横坐标为DNA浓度对应的Log值, 纵坐标为对应

的Ct值. SUZ12的标准曲线为: CtSUZ12 = -3.68 log 
(DNA concentrate)+37.05, 其相关系数r为-1.00 
(图2), 保证了Ct值和DNA浓度对应的Log值之间

的线性相关, 即模板浓度与可检测的荧光信号

的循环数之间呈负相关.
2.2 PCR产物的特异性 SUZ12特异性扩增产物

对应的Tm为81.37±0.16℃, 而SUZ12引物二聚

体的Tm为76.54±0.51℃, 因此我们将荧光检测

温度定于两者之间为78℃, 以排除非特异性荧

光的干扰. 熔解曲线分析(图3)和25 g/L琼脂糖凝

胶电泳(图4)双重确认PCR产物的特异性, SUZ12

■相关报道
SUZ12参与胚胎
发育、细胞周期
调 控 、 胚 胎 干
细 胞 的 分 化 等 . 
SUZ12是PcG家族
中的EED-SUZ12
复合体发挥其内
在的组蛋白甲基
转移酶活性所必
需 的 成 分 之 一 . 
SUZ12在不同的
人类肿瘤包括结
肠癌、乳腺癌和
肝癌中表达明显
上调, 可能是肿瘤
基因治疗的分子
靶点.
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图  1  SUZ12扩增荧光强度曲线图. 从左至右质粒DNA浓

度为1.42×1011, 1.42×1010, 1.42×109, 1.42×108, 1.42×107, 

1.42×106, 1.42×105, 1.42×104 copies/L.
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扩增产物的Tm 81.37±0.16℃对应25 g/L琼脂糖

凝胶电泳中的115 bp.
2.3 重复性与精密度 SYBR Green I实时定量PCR
检测SUZ12, 1.42×107 copies/L标本的批内CV和

日间CV分别为1.8%和2.8%(图5, 表1). 

3  讨论

SUZ12又称为KIAA0160, JJAZ1和ChET9, 是
P c G基因家族中的E E D-E Z H2复合体中的一

员 ,  后者参与H O X基因沉默、X染色体灭活

和肿瘤转移等[1-10]. SUZ12是EED-SUZ12复合

体发挥其内在的组蛋白甲基转移酶(h i s t o n e 
methyltransferase, HMTase)活性所必需的成分

之一[7,10]. 研究发现SUZ12基因是受双重启动子

调控, 功能具有双向性; 其上游基因包括E2Fs, 
β-catenin等[9]. 在结肠癌、乳腺癌和肝癌的组织

标本中SUZ12 mRNA的表达水平显著高于其

对应的正常组织; 而在结肠癌细胞系中, 应用

siRNA沉默SUZ12的表达, 发现一系列基因的表

达发生改变[9], 提示SUZ12可能通过改变基因表

达轮廓而调节肿瘤的表现型. 因此, SUZ12可能

参与肿瘤的发生、发展, 而实时荧光定量PCR检
测SUZ12方法的建立无疑为其在肿瘤中的进一

步研究奠定基础.     
目前最简单、经济、有效的实时荧光PCR

方法就是通过嵌入双链DNA(dsDNAs)的荧光试

剂如SYBR GreenⅠ等来检测PCR扩增产物[11-13]. 
在游离状态下, SYBR GreenⅠ不发出荧光; 而在

PCR的延伸阶段, SYBR GreenⅠ与dsDNAs相结

合而发出荧光, 随着反应的进行, 荧光信号逐渐

增强. 荧光信号的强度依赖于反应体系中现有

的dsDNAs(包括特异性扩增产物和引物二聚体

等)的量. 因此, 一旦PCR反应体系中出现非特异

扩增, 就会影响到定量结果的可靠性与重复性. 
在本研究中, 我们参考Ball et al [14]的建议, 在每

■创新盘点
SYBR GreenⅠ实
时PCR定量检测
S U Z 1 2 ,  快速有
效、灵敏度高、

特异性好、重复
性佳、定量检测
范围宽.

■应用要点
本研究中所建立
的SYBR GreenⅠ
实时PCR定量检
测SUZ12的方法, 
用于研究SUZ12
在肿瘤发生、发
展、诊断、治疗
以及预后中的作
用具有重要的价
值.

图  2  SUZ12标准曲线(斜率 = -3.68, 截距 = 37.05, r  = 
-1.00).
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图  3  SUZ12熔解曲线(SUZ12特异性产物Tm为81.39℃, 引物
二聚体Tm为76.32℃).
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图  4  SUZ12产物电泳图. 1: DNA Marker DL2000; 2-4: 

SUZ12产物115 bp; 5: 阴性对照.
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图  5  批内精密度检测荧光强度曲线图.

表  1  标准品1.42×107 copies/L批内和日间精密度检测结果

      
批内	 Ct1	 Ct2	 Ct3	 Ct4	 Ct5	 Ct6	 Ct7	 Ct8	 mean±SD	   CV

	 21.80	 21.69	 21.81	 22.37	 21.82	 22.81	 21.78	 21.78	 21.98±0.39	 1.8%

日间        Ct 1 d      Ct 2 d       Ct 3 d       Ct 4 d      Ct 5 d      Ct 6 d       Ct 7 d       Ct 8 d	 mean±SD	   CV

	 21.8	 22.3	 23.2	 22.3	 21.8	 22.6	 21.9	 23.4	 22.47±0.60	 2.8%
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一个PCR循环中延伸步骤后增加了一步, 即将温

度提高后再检测反应体系中的荧光, 这个温度

(78℃)大于引物二聚体的Tm 76.54±0.51℃而小

于特异性扩增产物的Tm 81.37±0.16℃, 因而此

时引物二聚体都变性成单链, 只检测到与特异

性PCR产物结合的SYBR GreenⅠ所发出的荧光, 
消除了引物二聚体的干扰, 降低了非特异性荧

光, 有助于目标基因的准确定量. 另外, 为了进

一步验证PCR反应的特异性, PCR产物同时进行

熔解曲线分析和凝胶电泳双重确定. 在熔解曲

线分析中, 温度由70℃缓慢上升(0.1℃/s)到95℃, 
连续检测荧光; 在开始时, 所有DNA均退火结合

成双链, 荧光信号最强; 而在产物Tm附近, 荧光

信号则急剧下降. 不同序列或长度的PCR产物在

不同的温度下熔解, 因此可观察到不同的峰值. 
当只有特异性的PCR产物形成时, 在熔解曲线图

中只可见单一的峰. Tm主要依赖于片段长度、

序列组成、GC含量和反应中Mg2+浓度等因素.  
在本研究中, SUZ12的PCR产物长115 bp, 其对应

的Tm为81.37±0.16℃, 熔解温度均一, 峰的形状

也较锐利; 而引物二聚体的Tm为76.54±0.51℃, 
两者显著分开.

对于实时荧光PCR, 最为简单、准确的定

量方法就是标准曲线法[15-16], 即用一系列已知

浓度的标准品制作标准曲线, 在同等条件下目

的基因测得的荧光信号量同标准曲线进行比

较, 从而得到目的基因的量. 标准曲线是以起始

拷贝数的对数为横坐标、Ct值为纵坐标; 理论

上, 依次10倍稀释标准品所得的标准曲线, 其
斜率应该接近-3.3. 在实际应用中, 当相关系数

>0.95, 斜率在-3.0至-3.9之间的标准曲线都被

认为是可行的[17]. 由于质粒大量制备方便、稳

定、浓度高、定量准确, 还可应用于实验室内

或不同实验室之间的定量分析, 故一般采用质

粒作为标准品. 在本研究中, 我们应用重组质粒

pGEM-SUZ12连续10倍稀释后得到的标准曲线

为CtSUZ12 = -3.68 log(DNA Concentrate)+37.05, 相
关系数r为-1.00, 都在公认的可接受范围内. 我们

建立的SYBR GreenⅠ实时PCR检测SUZ12的方

法, 能够检测低至14.2个拷贝的目的基因, 并最

终产生可高达8个数量级(1.42×101-1.42×108)
的动态检测范围; 在此范围内, 模板浓度与Ct之
间的相关性良好. 重复性是判断实验结果优劣

的另一种重要指标, 其主要判断指标之一为CV . 
SYBR Green I 实时定量PCR检测SUZ12, 1.42
×107 copies/L标本的批内CV和日间CV分别为

1.8%和2.8%, 均小于5%, 重复性较好.
因此, 本研究中所建立的SYBR GreenⅠ实

时PCR定量检测SUZ12是一种快速有效、灵敏

度高、特异性好、重复性佳、定量检测范围宽

的方法, 用于研究SUZ12在肿瘤发生、发展、治

疗以及预后中的作用具有重要的价值. 
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的临床应用前景. 
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究方法可靠, 结果
可信 ,  文字流畅 , 
表达简洁准确, 质
量较高, 具有先进
性和潜在的实用
性.
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Abstract
A I M :  T o e v a l u a t e  t h e  p r o p o r t i o n  o f 
CD4+CD25+ regulatory T cells (Tregs) in the 
immunopathogenesis of patients with chronic 
hepatitis B (CHB), and to evaluate their potential 
application in CHB immunotherapy.

METHODS: Peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) of 34 patients with CHB and 18 healthy 
donors were evaluated for the CD4+CD25+ Treg 
phenotype and the proportion of CD4+CD25+ 
Tregs as a percentage of the total number of 
CD4+ cells using flow cytometry with triple-col-
or/fourth-color staining. CD4+CD25+ Tregs were 
isolated from CHB patients by magnetic beads. 
Then PBMCs of Treg-depleted and non-Treg-

depleted CHB patients were stimulated with 
HBV core18–27 peptide. The percentage of HBV 
core18–27-specific cytotoxic lymphocytes (CTLs) 
and interferon (IFN)-γ-secreting CTLs was de-
termined in PBMCs of Treg-depleted and non-
Treg-depleted CHB patients by HLA-pentamer 
and Elispot (enzyme-linked immunospot assay) 
analysis. 

RESULTS: The percentage of CD4+CD25+ Tregs 
in CHB patients was reflected by detecting the 
proportion of CD4+CD127loCD25hi-int Tregs (4.40% 
± 2.11%) and CD4+CD25+CD45RO+CTLA4+ 
Tregs (3 .78% ± 1 .87%) , which were s ig -
nif icantly higher than the proport ion of 
CD4+CD127loCD25hi-int Tregs (2.11% ± 1.26%) and 
CD4+CD25+CD45RO+CTLA4+ Tregs (1.58% ± 
0.76%) in healthy donors (P < 0.01). The frequen-
cy and IFN-γ-secreting spots of NY-ESO-1-
specific CD8+ T cells was higher in CD4+CD25+-
depleted PBMCs from CHB patients than in the 
total PBMC population of all patients tested 
(0.94% ± 0.38%, 26 ± 13 vs 0.20% ± 0.18%, 119±30, 
t = 5.25, t = 9.886, P < 0.01).

CONCLUSION: The proportion of CD4+CD25+ 

Tregs in CHB patients seems to be greater than 
that in healthy donors. The elimination of Tregs 
can significantly improve the anti-viral CTL 
responses in CHB patients, compared with 
stimulation with HBV core18–27 peptide alone. 
This may contribute to immunotherapy in CHB 
patients.

Key Words: Regulatory T-Lymphocytes; Hepatitis B; 
Chronic  
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摘要
目 的 :  探 探 讨 C D 4 +C D 2 5 +调 节 性 T 细 胞
(regula tory T Cel l, Treg)在慢性乙型肝炎
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■背景资料
最近, Treg细胞尤
其是CD4+ CD25+ 

Treg细胞, 在人类
肝脏疾病中的作
用逐渐得以认识. 
目 前 认 为 C D 4 + 

CD25+ Treg细胞
可以控制肝脏炎
症的发生及避免
肝细胞受到免疫
攻击, 但当这种抑
制作用发生HBV
或HCV感染及肝
脏肿瘤发生时, 则
有可能导致病毒
感染的持续以及
肿瘤的进展.



(chronic hepatitis B, CHB)患者免疫发病机制
中的作用以及其可能在治疗中的应用前景.

方法: 收集未经抗病毒治疗的CHB患者34例
和健康对照18例外周血单个核细胞(peripheral 
blood mononuclear cell, PBMC)标本, 以三
色/四色流式分析法对PBMC中CD4+CD25+ 
Treg的频率及表面分子表达进行分析, 并同
时通过磁珠分选去除C H B患者P B M C中的
CD4+CD25+ Treg, 分别以MHC-肽-五聚体法和
酶联斑点计数法(enzyme-linked immunospot 
assay, Elispot)检测HBV core18–27抗原肽
刺激的对H B V特异性的C T L(c y t o t o x i c T 
lymphocyte)频率的升高以及IFN-γ的分泌.

结 果 :  C H B 患 者 外 周 血 中 C D 4 + C D 2 5 + 

C D 4 5 R O + C T L A 4 +  T 细 胞 群 以 及
CD4+CD127loCD25hi-int T细胞群所占CD4+ T
细胞群的比例与健康对照相比均明显上升
(3.78%±1.87%, 4.40%±2.11% vs  1.58%
±0.76%, 2.11%±1.26%; t  = 4.86, t  = 5.96; 
P <0.01)去除CHB患者中CD4+CD25+ Treg后, 
特异性CTL的频率以及其分泌IFN-γ的频数与
未去除组比出现显著上调(0.94%±0.38%, 26
±13 vs  0.20%±0.18%, 119±30; t  = 5.25, t  = 
9.886; P <0.01).

结论: CHB患者循环中增多的Treg可能参与
抑制抗HBV的免疫应答抑制, 去除Treg以及联
合病毒抗原肽刺激的进一步研究可能为CHB
的免疫治疗提供新的思路.

关键词: 调节性T细胞; 乙型肝炎; 慢性
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0  引言

最近, Treg细胞尤其是CD4+CD25+ Treg细胞, 在
人类肝脏疾病中的作用逐渐得以认识 .  目前

认为CD4+CD25+ Treg细胞可以控制肝脏炎症

的发生及避免肝细胞受到免疫攻击 .  但是当

CD4+CD25+ Treg的这种抑制作用在发生HBV或

HCV感染及肝脏肿瘤发生时, 由于CD4+CD25+ 
Treg抑制了机体抗HBV或HCV及抗肿瘤免疫

应答的能力, 则有可能导致病毒感染的持续以

及肿瘤的进展 .  H B V感染的控制与特异性的

CD8+ T细胞介导的细胞毒性T细胞(cytotoxic T 
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lymphocyte, CTL)及CD4+ T辅助细胞引起的免

疫应答有关. 研究证实, 在机体发生一些病原微

生物感染时, 机体的Treg的数量增多且可抑制

CD4+ T细胞和CD8+ T细胞的活化增殖及细胞因

子的分泌, 从而影响机体抗感染免疫应答的发

生, 导致感染的持续[1-4]. 国内外在慢性HBV感

染患者中CD4+CD25+ Treg的研究中, 对于慢性

HBV感染患者外周血中CD4+CD25+ Treg细胞的

比例是否升高并不一致[5-6], 且对于CD4+CD25+ 
Treg细胞在慢性HBV感染患者免疫发病机制中

作用及去除CD4+CD25+ Treg细胞后是否能有效

增强HBV抗原肽诱导的抗HBV免疫应答尚不确

定. 为了进一步明确上述问题, 我们收集了34例
CHB患者外周血采用多组CD4+CD25+ Treg特异

性标记对其循环中的CD4+CD25+ Treg 细胞频率

进行确证, 同时探讨CHB患者循环中CD4+CD25+ 
Treg的体外去除能否增强CHB患者抗病毒免疫

应答的能力.

1  材料和方法

1.1 材料 CHB患者34例, 诊断符合2005年制定

的《慢性乙型肝炎防治指南》. 患者平均年龄

41(27-69)岁, 全部患者均经ELISA方法检测HBV
血清学标志: HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb, 
HBcAb, 并用荧光定量PCR方法检测HBV DNA
水平(5.4×105-2.1×108 copies/mL). 排除HCV, 
HAV, HDV, HEV感染, 近3 mo没有接受过抗病

毒治疗. 健康对照18例为健康献血员, 所有组织

标本及血液标本的收集均征得患者及健康献

血员本人的书面知情同意. 鼠抗人CD4-PerCP-
Cy5.5, CD45RO-APC, CD25-FITC, CTLA-4-PE, 
CD45RA-PE, HLA-DR-PE, 鼠抗人HLA-A02 mAb
均购于美国BD公司; 鼠抗人GITR-FITC购自美

国R&D公司; 流式细胞仪为美国BD公司; CD4
负选、CD25正选磁珠购于加拿大Stem cell公司; 
HBV核心肽(HBV core18-27 FLPSDFFPSV)由上

海生物医学工程公司合成; HBV core18-27肽五

聚体(PE-conjugated HLA-0201/HBV core18-27 
pentamer)以及HCV NS3肽五聚体(PE-conjugated 
H L A-0201/H C V N S3 p e n t a m e r)购自英国

Proimmune公司. 静脉抽取外周血10 mL, 抗凝, 小
心铺于淋巴细胞分离液10 mL表面, 梯度离心20 
min(22℃, 450 r/min), 细胞悬液和淋巴细胞分离

液之间的白膜层即为所分离得到的单个核细胞, 
小心吸出后, 用预冷RPMI 1640稀释, 400 r/min
离心15 min, 去除混杂的淋巴细胞分离液; 最后

www.wjgnet.com

■研发前沿
鉴于Treg在肝脏
炎症及感染免疫
方面的控制作用, 
关于慢性乙型肝
炎患者中Treg表
型、功能及作用
近年来也是慢性
乙型肝炎免疫发
病机制方面的研
究热点.
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用预冷RPMI 1640悬浮细胞沉淀, 300 r/min离心5 
min, 即可分离到外周血单个核细胞.
1.2 方法 取全血100 μL与鼠抗人HLA-A02单
抗100 μL室温共孵育15 min, 加入红细胞裂解

液2 mL裂解红细胞, PBS洗1遍, 加羊抗鼠IgG-
FITC 1 μL, 室温避光反应15 min, 2 mL PBS洗
3遍. 最后用10 g/L多聚甲醛300 μL重悬固定, 
行流式细胞仪检测. 同时每份标本均设自身阴

性对照. 取2×105 PBMC分别与CD-4-PerCP-
Cy5.5, CD45RO-APC, CD25-FITC, CTLA-4-PE
以及CD127-PE抗体室温共孵育15 min. 以流

式细胞仪双色、三色、四色分析法分别分析

CD4+CD25high Treg细胞、CD4+CD127loCD25hi-int 
Treg细胞、CD4+CD25+CD45RO+CTLA4+ Treg
细胞占CD4+ T细胞的比例. 同时取CD4-PerCP-
Cy5.5, CD25-FITC, CD62L-PE, CD45RA-PE, 
HLA-DR-PE, GITR-FITC标记各份PBMC样本

以流式细胞仪三色分析法分析CD4+CD25- T细
胞, CD4+CD25low T细胞, CD4+CD25high Treg细胞

表面分子CD45RA, HLA-DR, GITR以及CD103
的表达. 每份检测标本均设自身阴性对照. 将密

度梯度离心法分离的PBMC用CD4负选磁珠分

选法去除单个核细胞中的CD4- T细胞; 再使用

CD25正选磁珠法分选出CD4+CD25+ T细胞, 剩余

细胞即为CD4+CD25-的T细胞.
1.2.1 HBV特异性CTL的诱导和HBV core18-27
特异性的C T L的检测  将第1次磁珠分离后的

CD4- T细胞以及第2次磁珠分离后的CD4+CD25- 

T细胞混合, 在体外进行IL-2 30 kU/L维持培养, 
同时给予HBV core18-27多肽(10 mg/L)刺激, 每
6 d刺重复刺激. 将去除以及未去除CD4+CD25+ 
Treg细胞CHB患者的PBMC体外培养2-3 wk后
进行HBV core18-27特异性的CTL的检测. 取
CHB患者体外培养2-3 wk的去除以及未去除

CD4+CD25+ Treg细胞的PBMC, 分别用PBS调节

为数量为4×105/管, 加入PE标记HBV core18-27
肽五聚体10 μL避光, 室温反应15 min, 用PBS

洗涤细胞2次后加入FITC标记的抗CD8抗体10 
μL, 冰上避光孵育15 min, 用PBS洗2遍. 10 g/L
多聚甲醛300 μL重悬固定, 行流式检测. 每例患

者标本均设各自同型对照. 对于CHB患者, 采用

HLA-A0201/HCV NS3五聚体标记作为阴性对

照, 该实验每个标本均设平行管, 取2次流式检

测结果均值进行统计学处理.
1.2.2 Elispot检测分泌IFN-γ的T细胞频数 采用

BD公司IFN-γ Elispot检测试剂盒. 具体操作可详

见试剂盒操作说明. 加入细胞组别分别为CHB
患者单纯经IL-2维持组、经HBV core18-27刺激

并去除CD4+CD25+ Treg的CHB患者PBMC, 经
HBV core18-27刺激的CHB患者PBMC, 加入细

胞数2×105/孔. 经孵育、洗板、标记、显色等

步骤后采用CTL公司Immunospot分析仪计数每

孔斑点数.
统计学处理 用SPSS11.0软件进行统计分析, 

对于多组间采用F分析, 两组间比较采用双侧t检
验, 相关性分析采用Spearman法, P <0.05为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 CHB患者外周血中CD4+CD25+ Treg的比

例和表型 CHB患者循环中CD4+CD127loCD-
25hi-int Treg细胞, CD4+CD25+CD45RO+CTLA4+ 
Tr e g细胞占C D4 + T细胞的比例均显著高于

健康志愿者循环中上述二群细胞占C D4 + T
细胞的比例(t  = 5.96, t = 4.86, P <0.01, 表
1). 且对比CD4+CD127loCD25hi-int Treg细胞、

CD4+CD25+CD45RO+CTLA4+ Treg占CD4+ T
细胞的比例发现, 二群细胞在反映CD4+CD25+ 
T r e g比例上有很强的正相关性 (r  =  0 . 9 6 , 
P <0.01). 以流式细胞仪三色分析法分析发现, 
与CD4+ CD25- T细胞、CD4+CD25low T细胞相

比CHB患者及健康对照外周血中CD4+CD25high 
T细胞表面分子CD45RA低表达, 而HLA-DR, 
CTLA-4, CD45RO高表达. 研究还发现, CHB患

■相关报道
对于慢性HBV感
染患者外周血中
CD4+CD25+ Treg 
细 胞 的 比 例 是
否 升 高 ,  目 前 仍
有 争 议 ,  且 对 于
CD4+CD25+ Treg
细胞在慢性HBV
感染患者免疫发
病机制中作用及
去除CD4+CD25+ 
Treg 细胞后是否
能有效增强HBV
抗原肽诱导的抗
H B V 免 疫 应 答
尚不确定 .

表  1  CHB患者循环中CD4+CD25+ Treg细胞占CD4+ T细胞比例(means±SD, ％)

     
分组                        n 	        CD4+ CD25high Treg

           CD4+ CD127lo 	                  CD4+ CD25+

		   	  	              CD25hi-int Treg	          CD45RO+ CTLA4+ Treg 

CHB患者	            34	          4.12±1.21	             4.40±2.11b	                  3.78±1.87b

健康志愿者         18	           3.58±0.86	             2.11±1.26	                  1.58±0.76

bP<0.01 vs 健康志愿者.
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者CD4+CD25high Treg表面GITR以及CD103分子

与健康对照相比均出现明显上调(t = 3.85, t = 
4.97, P <0.01, 图1).
2.2 去除CD4+CD25+ Treg细胞的影响 经HLA-A2
型别鉴定, 34例CHB患者中筛选出12例HLA-A2+ 

CHB患者. 对于该12例HLA-A2+ CHB患者, 通
过磁珠分选可有效去除C H B患者外周血中

CD4+CD25+ Treg细胞, 去除效率可达到90%以

上(数据未显示). 分别对于去除CD4+CD25+ Treg
细胞或未去除的C H B患者P B M C在经H B V-
core18-27多肽多次刺激后, 行HBV core18-27肽
五聚体标记与流式检测发现, 去除CHB患者循

环中CD4+CD25+ Treg细胞后可显著增强HBV 
core 18-27肽诱导的CTL频率(Treg未去除0.20%
±0.18%, Treg去除后0.94%±0.38%; t  = 5.25, 
P <0.01, 图2A, C). Elispot检测HBV core18-27特
异性的CTL分泌IFN-γ的T细胞的频数发现, 去除

CHB患者循环中CD4+CD25+ Treg细胞后CTL分
泌IFN-γ的频数(119±30)显著高于未去除Treg的
患者(26±13, t  = 9.886, P <0.01, 图2B).

3  讨论

目前关于C H B患者外周血中C D 4 +C D 2 5 + 
T r e g 细 胞 频 率 是 否 升 高 存 在 争 议 ,  我
们对 C H B 患者循环中 C D 4 + C D 2 5 h i g h  T
细胞、C D 4 +C D 1 2 7 l o C D 2 5 h i - i n t  T细胞、

CD4+CD25+CD45RO+CTLA4+ T细胞进行比

较发现, CHB患者循环中经流式双色分析检测

出CD4+CD25high T细胞频率与健康对照之间

无统计学差异, 这一点与F r a n z e s e e t a l [6]结

果一致 .  而经三色及四色流式分析的C H B患

者循环中C D4 +C D127 l o C D25 h i- i n t T细胞、

CD4+CD25+CD45RO+CTLA4+ T细胞频率则

显著高于健康对照, 其中CD4+CD25+CD45RO+ 
CTLA4+ T细胞频率升高与Stoop et al [5]人报道一致. 
这些研究中Treg的比例检测的差异可能主要是由

于当前对Treg细胞界定及检测方法不同所致. 目
前多数对于CD4+CD25+ Treg研究主要通过检测

CD4+CD25high T细胞来反映体内CD4+CD25+ Treg
的频率. 但CD25虽然可作为鉴定CD4+CD25+ 
Treg典型标志, 但一些活化的T细胞也可表达

此分子. 故在本研究中我们采用了一些更为特

异的标志. 通过流式检测HCC及慢性HBV感染

患者外周血中CD4+CD25+CD45RO+CTLA4+ 4
种标记物阳性的T细胞来反映Treg细胞. CTLA-
4(cytotoxic T-lymphocyte–associated antigen 

4)也称细胞毒T细胞相关抗原-4,  是T细胞表

面重要膜分子 [7-8],  C D4+ C D25+ T细胞活化

后C T L A-4的表达增加, 并持续表达, 故认为

CD4+CD25+CD45RO+CTLA4+  T细胞的频率

更能准确的反映体内活化的天然产生的Tr e g
细胞, 从而区别于抗原反复刺激诱导产生的获

得性Treg细胞[5]. 此外, Foxp3(forkhead/winged 
helix transcription factor)又称叉状头/翅膀状螺

旋转录因子, 作为Treg细胞特异性表达的基因

和抑制功能维持的主要调节基因是Tr e g细胞

的特异性标志[9-10]. 但Foxp3属于胞内蛋白, 检
测时的细胞破膜处理过程会影响检测的结果

和下游的试验, 而最近发现CD127的低表达与

Foxp3表达及其一致且与CD25中等-强表达有

良好的相关性, 故检测CD127loCD25hi-int T细胞

可较好的反映CD4+CD25+ Treg的频率[11-12]. 因
此, 我们通过上述方法学的比较发现, CHB患

者循环中CD4+CD127loCD25hi-in t Treg细胞、

CD4+CD25+CD45RO+CTLA4+ Treg细胞频率显

著高于健康对照, 且两种检测方法所得结果有

很好的一致性(r  = 0.96, P <0.01), 上述结果进一

步证实了CHB患者循环中CD4+CD25+ Treg细胞

频率升高.
在对CD4+CD25+ Treg细胞表面分子进行

研究时, 我们发现, CHB患者中CD4+CD25+ Treg
细胞表面糖皮质激素诱导的T N F R相关基因

(glucocorticoid-induced TNFR-related protein, 
GITR)的表达与健康对照相比均显著上升. GITR
又称TNFRSF18, 为TNF受体超家族成员之一, 
静止T细胞呈低水平表达GITR, 而CD4+CD25+

调节性T细胞则呈高水平表达;  T细胞一旦激

活则G I T R的表达水平则会上调 .  C H B患者

CD4+CD25+ Treg细胞表面GITR表达增高反映了

■创新盘点
本研究进一步明
确了CHB患者循
环中CD4+ CD25+ 
Treg频率的增高
且处于抑制功能
的 活 化 状 态 ,  且
体外去除CHB患
者PBMC的CD4+ 

C D 2 5 + Tr e g 后 , 
对患者PBMC在
体 外 进 行 H B V 
core18-27肽多次
负 载 , 发 现 C D 4 + 
CD25+ Treg的去
除 可 显 著 增 强
HBV core18-27肽
诱导的HBV特异
性的CTLs数量的
增多和IFN-γ分泌, 
从而有效上调CHB
患者体外的抗HBV
的免疫应答.

图  1  CHB患者循环中CD4+ CD25+ Treg细胞表面GITR, CD103
表达. aP<0.05 vs 健康对照.

Ex
pr

es
si

on
 o

f 
Tr

eg
 (

%
)

70

 60

50

40

30

20

10

0

a

a

GITR
CD103

healthy control            CHB patients



www.wjgnet.com

张恒辉, 等. CD4+CD25+调节性T细胞在慢性乙型肝炎患者免疫发病机制中的作用                                                          2229

这些患者CD4+CD25+ Treg处于有抑制功能的活

化状态. CD103作为一种黏膜整合素aEb7, 主要

结合肝细胞以及胆管上皮细胞上表达的上皮细

胞钙黏蛋白(E-cadherin), 有研究报道CD103可
控制Treg在表达E-cadherin局部组织的停滞, 有
助于利什曼原虫慢性感染的发生[13], 目前还发

现, 在肝脏局部发现有大量CD103+ T细胞的浸

润[14], Xu et al [4]报道在CHB患者肝脏中有大量的

CD4+CD25+ Treg浸润, 这可能与CHB患者肝脏

局部免疫抑制有关. 而我们的研究发现在CHB
患者循环中与健康人相比其CD4+CD25+ Treg高
表达CD103分子, 提示CD103的高表达可能与

CHB患者肝脏局部CD4+CD25+ Treg浸润有关.
上述的研究明确了 C H B 患者循环中

CD4+CD25+ Treg频率的增高且处于抑制功能

的活化状态, 最近也有一些研究证据表明CHB
患者中CD4+CD25+ Treg的可抑制HBV患者的

CD8+ T细胞对HBV抗原的免疫应答[4,6], 我们在

研究中通过磁珠分离去除C H B患者P B M C的

CD4+CD25+ Treg后, 对患者PBMC在体外进行

HBV core18-27肽多次负载, 发现CD4+CD25+ 
Treg的去除可显著增强HBV core18-27肽诱导的

HBV特异性的CTL数量的增多和IFN-γ分泌, 从
而有效上调CHB患者体外的抗HBV的免疫应答. 

■应用要点
本 研 究 对 于 进
一 步 研 究 C D 4 + 
C D 2 5 +  T r e g 在
CHB患者免疫发
病机制中的作用, 
探讨利用去除或
干扰CD4+ CD25+ 
Treg功能作为慢
性乙型肝炎免疫
治疗策略提供了
前期试验证据.

图  2  CHB患者Treg去除后HBV特异性CTL频率及IFN-γ分泌 (bP <0.01 vs  Treg未去除组). A: HBV core18-27肽五聚体细胞; B: 

IFN-γ分泌; C: HBV特异性CTL频率.
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这一点对于进一步研究CD4+CD25+ Treg在CHB
患者免疫发病机制中的作用, 探讨利用去除或

干扰CD4+CD25+ Treg功能作为慢性乙型肝炎免

疫治疗策略提供了前期试验证据.
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Abstract
AIM: To investigate the application of proton 
magnetic resonance spectroscopy (1H-MRS) for 
evaluating the therapeutic effects of Ganzhixiao 
Capsules in treating nonalcoholic fatty liver 
disease (NAFLD).

METHODS: Twenty-two patients were selected 
according to the Chinese Medical Association’s 
(CMA) criteria for NAFLD and compared with 
20 healthy persons (control group). Body mass 
index (BMI), waist to hip ratio (WHR), and 
blood pressure (BP) were examined. The serum 
hepatic enzyme activity (ALT), the concentration 
of fasting blood glucose (FBG), total cholesterol 
(TC), triglyceride (TG), and uric acid (UA) were 
tested simultaneously. The severity of hepatos-
teatosis was evaluated by 1H-MRS scans of the 
liver, and the intrahepatic content of lipid (IHCL) 
was measured. Patients in the NAFLD group 
were treated with Ganzhixiao Capsules for eight 
weeks. All the above parameters were retested 
after treatment.

RESULTS: The BMI, WHR, serum ALT activity, 
serum concentration of FBG, TG, UA and IHCL 
were all significantly elevated in the NAFLD 
group (BMI: 28.4 ± 2.4, WHR: 0.91 ± 0.04, DBP: 
80 ± 10 mmHg, ALT: 71.5 ± 24.8 U/L, FBG: 5.67 
± 0.61 mmol/L, TG: 2.48 ± 1.46 mmol/L, UA: 
420.7 ± 57.5 μmol/L, IHCL: 27.49% ± 12.27%, P 
< 0.05 or P < 0.01) compared with the control 
group (BMI: 21.7 ± 2.2, WHR: 0.83 ± 0.04, DBP: 
72 ± 8 mmHg, ALT: 20.4 ± 10.1 U/L, FBG: 4.72 ± 
0.43 mmol/L, TG: 1.05 ± 0.40 mmol/L, UA: 372.1 
± 50.6 μmol/L, IHCL: 1.34% ± 0.79%, respective-
ly). However, there was no correlation between 
clinical features and IHCL. After eight weeks 
treatment, serum ALT (54.6 ± 19.9 U/L, P < 0.01), 
TG (2.14 ± 1.38 mmol/L, P < 0.05) and IHCL 
(19.7% ± 12.7%, P < 0.01) decreased significantly.

CONCLUSION: The intrahepatic content of 
lipid can be precisely measured by 1H-MRS, and 
NAFLD can be treated effectively by Ganzhixiao 
Capsules.

Key Words: Proton magnetic resonance spectros-
copy; Nonalcoholic fatty liver disease; Ganzhixiao 
Capsules

Dong H, Lu FE, Wang N, Rao JJ, Wei SC, Xu LJ, Zou X. 
Application of proton magnetic resonance spectroscopy 
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■背景资料
本文采用磁共振
波谱技术评价中
药肝脂消胶囊治
疗脂肪肝的疗效, 
属于中药药效学
研究, 其目的是在
目前临床缺乏有
效治疗脂肪肝西
药的背景下, 研制
有开发前景的特
色中药.



for evaluating the therapeutic effects of Ganzhixiao 
Capsules in treating nonalcoholic fatty liver disease. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(20):2231-2235

摘要
目的: 应用磁共振氢谱(1H-MRS)技术定量评
价复方中药肝脂消胶囊治疗非酒精性脂肪肝
(NAFLD)的疗效. 

方法: 依中华医学会NAFLD诊断标准入选
NAFLD患者22例, 并与20例健康人对照. 两
组均进行常规体检, 包括体质量指数(BMI)、
腰臀比(WHR)、血压(BP)、血清谷丙转氨酶
(ALT)、空腹血糖(FBG)、胆固醇(TC)、三酰
甘油(TG)、尿酸(UA)和肝脏1H-MRS扫描, 计
算肝内脂质含量(IHCL). NAFLD组患者服用
肝脂消胶囊8 wk, 检测治疗前后血清生化指标
和IHCL的变化. 

结果: NAFLD组BMI, WHR, DBP, ALT, FBG, 
TG, UA, IHCL分别较正常组(BMI: 28.4±2.4 
vs  21.7±2.2, WHR: 0.91±0.04 vs  0.83±0.04, 
DBP: 80±10 mmHg vs  72±8 mmHg, ALT: 
71.5±24.8 U/L vs  20.4±10.1 U/L, FBG: 5.67
±0.61 mmol/L vs  4.72±0.43 mmol/L, TG: 2.48
±1.46 mmol/L vs  1.05±0.40 mmol/L, UA: 
420.7±57.5 μmol/L vs  372.1±50.6 μmol/L, 
IHCL: 27.49%±12.27% vs  1.34%±0.79%, 
P <0.05或P <0.01)明显升高, 但IHCL和上述指
标之间没有明显相关性. 经治疗后ALT(54.6
±19.9 U/L, P <0.01), TG(2.14±1.38 mmol/L, 
P <0.05), IHCL(19.7%±12.7%, P <0.01)均明显
下降.

结论: 肝脏1H-MRS扫描可对肝脏内脂质含
量进行准确定量 ,  肝脂消胶囊可有效治疗
NAFLD.

关键词: 磁共振氢谱; 非酒精性脂肪性肝病; 肝脂消

胶囊

董慧, 陆付耳, 王南, 饶晶晶, 魏世超, 徐丽君, 邹欣. 应用磁共振

氢谱技术评价中药肝脂消胶囊治疗非酒精性脂肪肝的疗效.  世

界华人消化杂志  2007;15(20):2231-2235
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0  引言

非酒精性脂肪肝(NAFLD)的患病率逐年增长, 
其发生、发展与胰岛素抵抗(I R)之间有着密

不可分的联系, 临床上已经从改善IR入手治疗

NAFLD并取得显著疗效. 目前, 临床上常用的无
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创性检查方法, 如B超、CT及MRI的抑脂序列对

脂肪肝的定性诊断有一定价值, 但均不能对脂

肪肝作出定量诊断. 人体组织含氢最多的是水

和脂肪, 活体磁共振(1H-MRS)检测信号最强的

是水和脂肪, 因此可以作为脂肪肝的一种新的

无创性定性和定量诊断方法. 我们用中药肝脂

消煎剂治疗脂肪肝多年, 取得了满意疗效; 在防

治大鼠酒精性和NAFLD的实验研究中, 该复方

也显示出显著的护肝、降脂效果. 为进一步推

广应用, 我们拟进行初步的临床试验以判断其

疗效和安全性, 并且以1H-MRS计算出的肝内脂

质含量(IHCL)做为疗效评定标准.

1  材料和方法

1.1 材料 我院体检中心采用中华医学会肝病

学分会脂肪肝酒精性肝病学组2006年修定的

NAFLD诊断标准, 入选NAFLD患者22例, 所有

病例均来源于我院体检中心, 男20例, 女2例, 年
龄39.4±15.6岁. 以我院健康职工20人为正常对

照组, 男18例, 女2例, 年龄36.2±16.7岁. 两组病

例在年龄、性别上无差异, 具有可比性. 人选患

者纳入本研究: 年龄18-65岁, 性别不限; 人选前

2 wk未服用过或已停用降糖、减肥、降酶、保

肝、降脂药物和具有类似作用的保健品; 患者

在完全了解本研究的性质、本人疾病的性质、

药物的特性、相关的治疗方法和参加本试验可

能承担的风险后, 能理解并签署了知情同意书. 
排除2型糖尿病、胰腺疾病者及高血压患者; 除
外病毒性肝炎、药物性肝病、全胃肠外营养、

肝豆状核变性、结缔组织病、甲状腺疾病、抑

郁症患者; 严重肝、肾功能不全; 严重心脏疾

病、癌症及其他严重疾病患者; 服用影响疗效

观察的药物者(包括降糖、减肥、降酶、保肝、

降脂药物和具有类似作用的保健品)、孕妇、哺

乳期妇女或准备受孕的育龄妇女.
1.2 方法 NAFLD组和正常对照组均进行常规体

检和肝脏1H-MRS波谱检查, NAFLD组患者给

予肝脂消胶囊(主要成分为柴胡, 茵陈, 虎杖, 山
楂等)治疗, 每次3-4粒, 每天3次. 饭后半小时用

温开水送服, 8 wk后再次进行常规体检和肝脏
1H-MRS波谱检查, 判定疗效. 包括血压(收缩压

SBP和舒张压DBP), 体质量指数(BMI), 腰围、

臀围, 计算腰臀围比值(WHR)等. 实验室检查包

括血脂全套(TC, TG)、ALT, 空腹血糖(FBG)及
尿酸(UA). 肝脏1H-MRS波谱检查, 采用GE公司

1.5THD磁共振扫描仪. 所有检查均由同一放射

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝脂消煎剂在前
期动物实验中已
经证实具有显著
的降脂、降酶、

护肝作用, 本文采
用胶囊剂型进行
初步的临床试验
进一步研究其疗
效.
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科医生施行. MRS扫描采用心脏线圈, 加呼吸门

控, 扫描序列包括: 肝脏MRI的三平面定位扫描

序列, 肝脏T2WI序列和肝脏单体素点分辨表面

线圈波谱成像(single voxel point resolved surface 
coil spectroscopy, PRESS)序列. 根据T2WI序列

图像, 选择波谱扫描的最佳层面, 所有人均选择

在肝右后叶, 感兴趣区大小不限定, 范围尽量设

定得较大, 以不包含较大胆管及血管为原则. 感
兴趣区周边设定饱和带, 正式扫描前进行预扫

描. PRESS序列主要参数如下: TR 1500 ms, TE 
35 ms, Echo = 1, NEX = 8, 扫描采用Research模
式, 不应用水饱和技术. 对所获得的原始波谱图

像采用设备自带的SAGE软件进行后处理和计

算, 得到1H-MRS波谱值(包括水峰峰值、水峰下

面积、脂峰峰值和脂峰下面积), 以脂峰下面积

/(水峰下面积+脂峰下面积)×100%表示IHCL. 
于治疗前后分别记录1次.

统计学处理 实验结果以mean±SD表示, 应
用SPSS软件包进行多因素相关性分析、独立样

本t检验、配对t检验.

2  结果

2.1 NAFLD临床资料和IHCL NAFLD患者体质

量指数(B M I)、腰围、W H R较正常组明显升

高(P <0.01), DBP较正常组明显升高(P <0.05), 
SBP与正常组无显著性差异. NAFLD患者血清

ALT, FBG, TG较正常组明显升高(P <0.01), 血
清U A较正常组明显升高, 两组之间有显著性

差异(P <0.01), 但是两组之间血清T C无显著

性差异(P >0.05); NAFLD患者IHCL较正常组

明显升高, 两组之间有显著性差异(P <0.01, 表

1). 通过SPSS软件进行多因素相关性分析, 结
果显示, IHCL和BMI, 腰围, WHR, SBP, DBP, 
ALT, UA, TC, TG, FBG等指标之间均没有相 
关性.
2.2 肝脂消胶囊治疗后的变化 治疗2 mo之后, 有
3例患者依从性差没能完成治疗, 成为脱失病例, 
予以剔除. 余19例患者均完成2 mo的治疗. 疗程

中部分患者出现不同程度的腹泻症状, 在2 wk
后可自行缓解, 余未诉不适. NAFLD患者治疗

后BMI, SBP, DBP和血清UA, TC, FBG与治疗

前比较没有显著性差异(P >0.05); 治疗后腰围、

WHR、血清TG明显下降(P <0.05); 治疗后血清

ALT明显下降(P <0.01); IHCL与治疗前比较明

显下降(P <0.01, 表1). 正常对照组及所有病例的

磁共振氢谱扫描均获得了成功, 得到了左高右

低的原始谱线, 随后采用扫描仪自带的SAGE软
件对原始谱线进行后处理, 得到了清晰显示水

峰和脂峰的波谱曲线. 水峰位置在4.7百万分之

一附近, 脂峰位置在1.4百万分之一附近; 正常

人中有15人仅见水峰, 而没有脂峰, NAFLD患

者波谱图中可见到脂峰, 并且随着脂肪肝严重

程度的加重, 脂峰逐渐升高(图1A-D). 通过计算

得出的IHCL逐渐升高, 两组之间有显著性差异

(P <0.01). 治疗后, NAFLD患者磁共振波谱图上

脂峰都得到了不同程度的下降(图1E-F).

3  讨论

NAFLD的患病率逐年增长, 尤其是在经济快速

发展的我国, 虽然中国人素来有注重饮食、养

生的习惯, 但是随着生活的日趋全球化和都市

化, 脂肪肝和相关的肥胖、2型糖尿病、动脉粥

■创新盘点
本文采用的磁共
振波谱技术是目
前 唯 一 的 无 创
性、准确的、可
重复的肝脏脂肪
含量检测方法, 有
助于我们定量评
价药物疗效.

表  1  NAFLD患者临床、生化和IHCL(means±SD)

      
指标	                    正常组(n = 20)         NAFLD组(n = 22)         治疗前(n = 19)         治疗后(n = 19)

BMI (kg/m2)                  21.7±2.2                28.4±2.4b               28.2±2.6	 28.1±2.6

腰围(cm)                       81.4±6.2                94.5±5.8b               94.3±5.9	 93.4±6.1c

WHR                            0.83±0.04              0.91±0.04b             0.91±0.05	 0.90±0.05c

SBP (mmHg)                 110±15                  118±13                  119±12	  116±13

DBP (mmHg)                   72±8                      80±10a                   80±10	    79±9

ALT (U/L)                      20.4±10.1              71.5±24.8b             73.2±25.2	 54.6±19.9d

UA (μmol/L)                372.1±50.6            420.7±57.5b           417.2±54.5          398.9±55.3

FBG (mmol/L)               4.72±0.43              5.67±0.61b             5.68±0.66	 5.79±0.60

TC (mmol/L)                  4.39±0.59              4.85±1.02              4.86±1.09	 4.65±0.85

TG (mmol/L)                 1.05±0.40              2.48±1.46b             2.44±1.52	 2.14±1.38c

IHCL (100%)                1.34±0.79            27.49±12.27b           27.8±13.2	 19.7±12.7d

aP<0.05, bP<0.01 vs 正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs 治疗前.
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样硬化等一系列疾病已经对人们的健康造成了

严重的威胁. 加强对NAFLD发病机制和防治方

法的深入研究已经成为医学领域一个非常迫切

的问题. 基于NAFLD的发生、发展与IR之间的

关系有着密不可分的联系[1], 临床上已经从改善

IR入手治疗NAFLD并取得显著疗效. 研究表明, 
改善IR的药物如二甲双胍[2]和噻唑烷二酮类[3]可

以有效减轻肝脂肪变性的程度, 这些临床实验

的结果进一步提示IR在NASH病理机制中的重

要性. 但是如果要将这两类药物作为治疗脂肪

肝的药物, 那么他们对肝脏不可忽视的副作用, 
使其用于治疗脂肪肝的合理性受到质疑; 此外, 
要明确该两类药物治疗脂肪肝这一新的适应症, 
仍需要更大规模的多中心临床研究来共同验证. 

目前, 临床依然缺乏可用于有效治疗脂肪肝的

化学药物.
与此形成鲜明的对照, 某些中药及其提取

物对于脂肪肝却显示出独特的令人鼓舞的治疗

作用. 中医学认为, 脂肪肝是由于过食肥甘厚味, 
伤食碍胃, 或久卧久坐, 体丰痰盛, 或七情内伤

致肝疏泄失职, 脾运化无权, 水湿内停, 痰浊内

生, 气滞血瘀而形成, 具有“痰、湿、瘀、积”

的特性[4]. 针对此病机, 我们组方肝脂消胶囊(主
要成分为柴胡、茵陈、虎杖、山楂等)用于临床

治疗脂肪肝, 其水煎剂和有效成分大黄素在前

期动物实验中疗效满意[5-8]; 本结果表明, 肝脂消

胶囊能够有效治疗非酒精性脂肪性肝病, 表现

在血清ALT, TG的下降. 但是, 经过8 wk的治疗, 

■名词解释
磁共振波谱: 是研
究人体组织生化
和代谢过程的一
种无创性检查方
法, 正逐步从实验
室走向临床.

图  1  肝脏磁共振氢谱图. A: 

正常人(仅见水峰); B: 轻度

NAFLD; C: 中度NAFLD; D: 

重度NAFLD; E: 轻度NAFLD

治疗后; F: 重度NAFLD治疗

后.
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患者BMI, WHR等没有明显下降, 可能与疗程短

有关, 也说明肝脂消胶囊治疗NAFLD的机制有

可能在于调节体内脂肪分布, 减少内脏脂肪堆

积, 并不是单纯的减轻体质量.
脂肪肝的传统影像诊断方式有B超和C T

两种, 但是二者均不能对脂肪肝做出量化的诊

断. 此外, 诊断的金标准还有肝脏活检, 但是由

于有创伤性而不易被患者接受[9], 因此, 我们应

用了一种新的影像学方法——磁共振氢谱无创

性地、实时地、在体地、准确地对肝脏内脂肪

含量进行定量, 并且以此来评价药物疗效[10-11]. 
结果显示, 正常对照组与脂肪肝组谱线图上均

出现水峰, 脂肪肝组除水峰外, 还出现高低不等

的脂峰, 我们以脂峰下面积/(水峰下面积+脂峰

下面积)×100%表示IHCL. 结果显示, 随着脂肪

肝严重程度的加重, 波谱图像中的脂肪峰不断

升高, 计算出的IHCL也不断增加, 而正常人波

谱图像中脂肪峰几乎为0. 有研究发现此种计算

方法得出的IHCL与病理学检测结果密切相关, 
IHCL>5.5%即可以诊断脂肪肝. 而如果仅仅比

较脂峰下面积与水峰下面积比值, 当脂峰下面

积与水峰下面积比值大于20%时, 即可诊断为脂

肪肝[12-13]. 还有的研究人员设定了感兴趣区的大

小, 每个病例保持一致, 比较软件分析得出的水

峰和脂峰的峰值和峰下面积的具体数值, 发现

正常人和脂肪肝患者水峰和水峰下面积没有显

著性差异, 而脂肪肝患者的脂峰和脂峰下面积

明显增加. 我们认为, 不设定感兴趣区大小比较

符合实际情况, 以脂峰下面积/(水峰下面积+脂
峰下面积)×100%表示IHCL能够较好的反映肝

内脂肪堆积的程度. 本研究表明, 肝脂消胶囊治

疗2 mo之后, 肝脏磁共振氢谱图中脂峰和脂峰

下面积均下降, 通过计算得出的IHCL也出现不

同程度的下降.
MRS作为一种无创检查手段, 可以对脂肪

肝进行量化分级, 区别轻、中、重度脂肪肝. 磁
共振波谱技术作为一种无创性测量人体内化学

成分的检查工具目前正在逐渐广泛地应用于基

础医学及临床研究, 其对人体的安全性及可进

行重复性检查的特点受到临床的青睐. 但是由

于MRS检查及后处理过程复杂, 时间较长, 在临

床上尚没有推广应用. 
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采用的技术先进, 
可以对肝脏内脂
肪含量进行定量
分析, 具有潜在的
应用价值.
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Abstract
AIM: To investigate the polymorphisms of tumor 
necrosis factor-α-308G/A (TNF-α-308G/A) and 
its association with susceptibility to Kazakh 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) in 
Xinjiang.  

METHODS: TNF-α-308G/A genotypes were an-
alyzed by polymerase chain reaction-restriction 

fragment length polymorphism (PCR-RFLP) in 
212 paraffin-embedded tissues from Kazakh pa-
tients with ESCC and 200 blood samples from a 
population of cancer-free controls resident in the 
same area. The concordance of TNF-α-308G/A 
genotypes with Hardy–Weinberg equilibrium 
was checked.

RESULTS: The genotypes of TNF-α-308G/A 
were G/G, A/G and A/A. The frequencies of 
these TNF-α-308G/A genotypes were 70.8, 26.9 
and 2.4%, respectively, in Kazakh ESCC and 70, 
29 and 1%, respectively in controls. There were 
no significant differences among them (χ2 = 1.228, 
P > 0.05). The frequencies of G/G, A/G and A/
A were 43.3, 24.5 and 0% in well-differentiated 
esophageal carcinoma (EC), 46.3, 60.4 and 60.0% 
in moderately differentiated EC, and 10.4, 15.1 
and 40.0% in poorly differentiated EC, respec-
tively. The genotype distribution of TNF-α-
308G/A was significantly different between the 
different ESCC pathological grading (χ2 = 10.630, 
P = 0.019). The frequencies of G/G, A/G and A/
A were 35.3, 50.9 and 80.0%, respectively, in Ka-
zakh ESCC with metastatic lymphadenopathy, 
and 64.7, 49.1 and 20.0%, respectively, in those 
with no metastatic lymphadenopathy. Statisti-
cally significant differences were also revealed 
between the TNF-α-308G/A genotype and 
ESCC metastatic lymphadenopathy (χ2 = 7.203, P 
= 0.025). G/A and A/A genotype ESCC tended 
to be moderately and poorly differentiated and 
have metastatic lymphadenopathy, in contrast 
with the G/G genotype (OR = 2.642; OR = 2.083).

CONCLUSION: The TNF-α-308G/A polymor-
phism might not be correlated with susceptibili-
ty to Kazakh ESCC in Xinjiang, but may be asso-
ciated with a different ESCC pathology grading 
and lymph node metastasis.

Key Words: Tumor necrosis factor; Gene polymor-
phism; Esophageal cancer; Kazakh; Polymerase 
chain reaction-restriction fragment length polymor-
phism

Zhang HY, Zhang HM, Chen L, Yang L, Li HA, Jiang JF, 
Qin JM, Yang L, Zhang GC, Li F. Relationship between 
polymorphisms of tumor necrosis factor-alpha and 
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■背景资料
食管癌是一种常
见的上消化道恶
性肿瘤, 往往一经
发现便为中晚期, 
他的5 a生存率不
足20%. 我国是世
界上食管癌发病
率最高的国家, 在
我国恶性肿瘤死
亡率中居于第四
位. 新疆哈萨克族
是我国少数民族
中食管癌发病率
和死亡率均最高
的民族.
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Kazakh esophageal squamous cell cancer in Xinjiang. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(20):2236-2241

摘要
目的: 探讨新疆哈萨克族人群TNF-α-308G/A
基因多态性的分布与食管鳞状细胞癌(ESCC)
的相关性.

方法: 应用聚合酶链式反应-限制性片段长度
多态性PCR-RFL方法检测212例ESCC石蜡包
埋组织及200名正常对照血样标本的TNF-α-
308G/A多态性分布情况, 并检验基因型的分布.

结果: TNF-α-308G/A 3种基因型为: G/G, A/G, 
A/A. 在新疆哈萨克族ESCC组所占比例分别
为70.8%, 26.9%, 2.4%, 对照组分别为70.0%, 
29.0%, 1.0%, 两组中3种基因型总构成比差
异无统计学意义(χ2 = 1.228, P >0.05); TNF-α-
308G/A 3种基因型在食管癌不同病理分级中
所占的比例分别为: 高分化43.3%, 24.5%, 0; 
中分化46.3%, 60.4%, 60.0%; 低分化10.4%, 
15.1%, 40.0%; 在无淋巴结转移分布分别为
64.7%, 49.1%, 20.0%; 有转移为35.3%, 50.9%, 
80.0%; 3种基因型在食管癌不同病理分级中
的分布和淋巴结转移中差异均有统计学意义
(χ2 = 10.630, P  = 0.019; χ2 = 7.203, P  = 0.025). 
G/A型和A/A型的食管癌患者分别较G/G基因
型癌趋于中低分化、易转移(OR  = 2.642; OR  
= 2.083).

结论: TNF-α-308G/A基因多态性与新疆哈萨
克族ESCC的发生无关, 与其病理组织分级和
淋巴结转移相关.

关键词: 肿瘤坏死因子; 基因多态性; 食管癌; 哈萨

克族; 聚合酶链式反应-限制性片段长度多态性
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0  引言

肿瘤坏死因子是体内一种促炎细胞因子, 具有

广泛的生物学活性. 人TNF基因位于第6号染色

体短臂MHC Ⅲ类基因区一段长7 kb的DNA序

列内, 由TNFA和TNFB组成, 分别编码TNF-α和
TNF-β, 各自都含4个外显子和3个内含子. 有研

究证实, TNF-α基因启动子区域-308位点(转录

起始位点上游第308 bp)存在单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphisms, SNPs), 这种

基因多态性的存在可能影响TNF基因转录和表

达, 进而影响TNF的生物学功能[1]. 我国人口众

多, 民族各异, TNF-α基因的分布肯定有不同, 新
疆北部哈萨克族聚集区是我国食管癌高发区之

一[2], 食管癌的死亡率居哈萨克族恶性肿瘤死亡

的首位[3]. TNF-α-308基因的多态性与妇女宫颈

癌有关[4], 鉴于宫颈癌与食管癌组织学的相似性, 
我们对412例新疆哈萨克族TNF-α-308G/A基因

的多态性进行了检测如下.

1  材料和方法

1.1 材料 1980/2005年病理诊断为食管癌的哈萨

克族活检石蜡包埋组织212例, 所有标本用40 g/L
甲醛固定、石蜡包埋后保存. 男115例, 女97例, 
同时在当地收集相同年龄组无肿瘤史的一般人

群血样200例作为对照, 男109例, 女91例, 对照组

人群抽集静脉血、肝素钠抗凝、液氮保存. 采用

上海生工的小剂量DNA抽提试剂盒提取基因组

DNA.
1.2 方法 石蜡包埋组织5 μm厚蜡片l0张, 放入

2.0 mL消毒的EP管中, 经脱蜡水化后, 加细胞裂

解液(0.02 mmol/L Tris HCl, 0.02 mmoL/L EDTA, 
20 g/L SDS), 蛋白酶K(终浓度为0.3 g/L)55℃
水浴振荡过夜. 待组织完全裂解后依次加入等

体积的Tris饱和酚(pH8.0), 酚/氯仿为1∶1, 氯
仿/异戊醇为24∶1, 各抽提1次, 无水乙醇沉淀

DNA, 干燥, 加入TE(pH8.0)50-80 μL溶解DNA
沉淀12-24 h, 测定所提取DNA的A 260、A 280的

值 ,  并计算A 260/A 280以确定D N A的质量和纯

度, 提取的DNA置于-20℃冰箱保存备用. 特异

扩增基因TNF-α多态性引物参照文献[4], 上游: 
5'-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3', 下
游: 5'-TCCTCCCTGCTCTGATTCCG-3', 由上海

生工生物工程有限公司合成. 扩增的目的片段

长度为107 bp. 限制性核酸内切酶NcoⅠ购自上

海生工生物工程有限公司. 限制性核酸内切酶

NcoⅠ特异识别CCATGG酶切位点, 对于TNF-α-
308G/A单核苷酸多态性, G/G纯合基因型存在

NcoⅠ的酶切位点产生87 bp和20 bp 2条DNA片

段, A/A纯合基因型由于缺乏NcoⅠ的酶切位点

从而表现为原始PCR后的107 bp DNA片段, G/A
杂合型则表现为107 bp、87 bp和20 bp 3条片段. 
采用PCR-RFLP方法检测TNF-α-308G/A基因

型. PCR反应体系为25 μL, 10×Buffer 2.5 μL, 25 
mmol/L MgCl2 1.5 μL, 10 mmol/L dNTP 0.5 μL, 
20 pmol/L 上、下游引物各 0.6 μL, 5×103 kU/mL 

■研发前沿
近年来 ,  T N F - α
与肿瘤的关系逐
渐成为研究热点. 
TNF-α的具体作
用机制仍是亟待
解决的问题.
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Taq DNA聚合酶0.3 μL, 模板DNA 2.0 μL(约20 ng 
DNA)及17.0 μL高压双蒸水. 扩增条件为: 94℃
预变性5 min, 然后进行35个循环(每个循环包括: 
94℃ 1 min, 58℃ 1 min, 72℃ 1 min), 最后72℃延

伸10 min. 选用PCR扩增产物测序确定是TNF-α
基因的食管癌标本作为阳性对照, 以高压双蒸

水代替DNA模板作为空白对照. 取PCR产物10 
μL, 酶切Bufer 2.5 μL, 限制性内切酶NcoⅠ5 U, 
补高压双蒸水至20 μL, 置于37℃水浴8 h酶切消

化, 取酶切产物5 μL, 30 g/L琼脂糖凝胶电泳、

Bio-Rad凝胶成像图像分析仪观察结果. PCR产
物由上海基康生物技术公司纯化并测序. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件对相关

数据行χ2检验.

2  结果

食管癌中TNF-α-308G/A基因型扩增后酶切, 产
生107 bp, 87 bp和20 bp 3条片段的是G/A杂合

型; 产生87 bp和20 bp 2条带的是G/G纯合型; 只
产生107 bp 1条片段的是A/A纯合型(图1). 根据

PCR扩增产物测序图上多态位点上的峰来判断

基因型, 单峰为纯合基因型, 双峰为杂合基因型

(图2). 在哈萨克族食管癌组TNF-α-308G/A基因

型G/G, A/G, A/A所占比例分别为70.8%, 26.9%, 
2.4%, 对照组分别是70.0%, 29.0%, 1.0%, 比较两

组中3种基因型总构成比, 差异无统计意义(χ2 = 
1.228, P  = 0.581, 表1, 表3). 但在比较食管癌不同

病理分级和淋巴结转移情况与TNF-α-308G/A基

因型的分布时, 差异有统计学意义(χ2 = 10.630, 
χ2 = 7.203, P< 0.05, 表2), G/A和A/A基因型食管

癌较之G/G基因型癌趋向于中低分化并易发生

癌淋巴转移(OR  = 2.642, 95% CI = 1.305-5.349; 
OR  = 2.083, 95% CI = 1.142-3.798, 表2). 随机挑

选TNF-α-308G/A不同基因型的PCR产物测序, 
测序结果, 与GenBank中公布的人类TNF基因

(序列号: AB210166)同源性高达100%(图2). 对
照组及ESCC患者的基因型分布均符合Hardy-
Weinberg平衡(P >0.05).

3  讨论

近年来, 肿瘤坏死因子的抗肿瘤作用备受人们

的关注. 他是一类具有多种生物学活性的非种

属特异性的细胞因子, 在体内具有抗肿瘤、抗

病毒和增强免疫的作用. 与肿瘤相关的一些基

因可通过天然的遗传变异, 调节转录和翻译, 从
而影响个体对肿瘤的易感性. TNF基因的功能性

单核苷酸多态性与某些肿瘤的易感性有关. 有
研究显示, TNF-α-308A等位基因可影响转录抑

制因子(activator protein 2, AP-2)的结合而导致

TNF-α表达增高[5-6]. 携带TNF-α-308A等位基因

的个体有增加宫颈癌[4]、乳腺癌[7]和胃癌[8]的患

病风险, 但是在对口腔鳞癌[9]、膀胱癌[10]和多发

性骨髓瘤[11]的研究中却得出了不同甚至相反的

结论. 且同样是研究宫颈癌的南非学者Govan 
et a l [12]认为TNF-α-308G/A基因型与宫颈癌的

发病无关. 造成研究结论不一致的原因可能是: 
(1)肿瘤的发生是多种细胞因子及其他多种因素

共同作用的结果, TNF-α只是其中的一种细胞因

子. (2)TNF-α的表达不仅受TNF-α-308位点基因

多态性的影响, 除此之外其他位点同样会影响

TNF-α的产量. (3)不同的肿瘤类型有不同的发

病机制, TNF-α在其病理过程中可能作用不同. 

■相关报道
Peter  Szlosarek 
et al 认为TNF-α
有促进肿瘤的发
生、生长和转移
的 作 用 .  其 可 能
机 制 是 ,  在 肿 瘤
细胞的微环境中, 
TNF-α起着传递
肿瘤细胞和炎症
细胞的信息作用.

图  1  TNF-α-308多态位点的PCR及酶切的电泳图. A: PCR结果, B: 酶切结果. M: DNA分子质量标准; 1, 3, 5: 阳性对照; 2, 4, 

8, 9, 10, 12, 13, 14, 16: G/G型; 6, 7, 11: G/A型; 15: A/A型; -: 空白对照.

表  1  TNF-α-308G/A基因型在哈族病例组与对照组中
的分布n (%)

     
分组	             n

	    	             基因型

	              	           G/G                 G/A             A/A

病例组	         212          150(70.8)     57(26.9)      5(2.4)

对照组	         200          140(70.0)     58(29.0)      2(1.0)           

M      1      2      3     4      5      6      7     8      9    10    11    12    13   14     15    16     -

190 bp
147 bp
111 bp
67 bp
34 bp

107 bp

引物二聚体

A

190 bp
147 bp
111 bp
67 bp
34 bp

107 bp

引物二聚体
87 bp

B
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另外, 也可能与此类研究多是回顾性研究, 且研

究人群存在地区、人种和样本量的差异有关. 
所以有待于在不同肿瘤中扩大样本量, 并在同

种族、同地域人群中进行长期随访研究, 进一

步观察TNF-α多态性与环境因素及其他遗传因

素的相互作用, 这样对揭示TNF-α多态性与肿瘤

的确切关系才更有意义.
在食管癌患者血浆中发现T N F-α表达增

多[13-14]. Zhou et al [15]许多中国学者, 在对比食管

癌患者放疗前后及健康人血清TNF-α水平时发

现, 食管癌患者放疗前血清TNF-α水平显著高

于放疗后, 而且均明显高于对照组. 他们还提出, 
TNF-α的检测对食管癌的诊断、治疗及预后有

重要的临床意义. TNF水平变化与不同病理学

类型、病理分级、有无锁骨上淋巴结转移无关, 
和病程长短及近期疗效有关. 因此, TNF-α作为

一种肿瘤标志物, 可能对食管癌的诊断及预后

具有指导意义. Guo et al [16]利用PCR-RFLP技术

对TNF-α-308G/A和TNF-β+252G/A的多态性的

研究发现, 在食管鳞癌、胃癌以及健康对照人

群中TNF-α等位基因的分布没有显著性差异. 综
合考虑TNF-α-308G/A和TNF-β+252G/A后, 基
因型为TNF-β GA和TNF-α GA或AA型个体与

TNF-β AA和TNF-α GG型相比较, 癌发生率的风

险明显降低. 在调节免疫监督、抑制肿瘤发生

的过程中TNF-α和TNF-β可能存在交互作用.
我们用PCR-RFLP的方法, 对新疆北部哈萨

■创新盘点
首次检测了TNF-
α-308G/A基因多
态性在新疆哈萨
克族中的分布, 并
分析了其与食管
癌 的 关 系 .  首 次
提 出 了 T N F - α -
308G/A基因多态
性与食管癌恶性
程度和转移相关, 
G/A型和A/A型的
食 管 癌 患 者 ,  癌
趋于低分化、易
转移.

A    A  A    C    C    C    C     G      T    C     C   C    C      A   T    G     G     C    C    C     T       C

B  A  A    C    C    C    C     G      T    C     C     T    C   A     T    G     G     C     C     C     T    C

C  A  A    C    C    C    C     G      T    C     C     T   C     A    T   G     G    C    C   C    T         C

图  2  TNF-α-308
测序. A: G/G型; B: 

G/A型; C: A/A型.

表  2  TNF-α-308G/A基因多态性与食管癌病理分级和淋巴结转移的关系n (%)

     
		                            病理分级		                       淋巴结转移情况
基因型

                     n	             高分化          中分化          低分化	             n            无转移        有转移

G/G 	           134           58(43.3)       62(46.3)	   14(10.4)	       150	      97(64.7)      53(35.3)

G/A 	             53	           13(24.5)       32(60.4)	     8(15.1)	         57	      28(49.1)      29(50.9)

A/A 	               5	             0(0)	  3(60.0)	     2(40.0)	           5	        1(20.0)        4(80.0)

G/G 	           134	           58(43.3)       76(56.7)                             150        97(64.7)      53(35.3)

G/A+A/A 	            58	           13(22.4)       45(77.6)	                            62       29(46.8)      33(53.2)

合计	           192            71	               97	   24	          212     126	         86

■应用要点
TNF-α-308G/A基
因多态性可能不
影响新疆哈萨克
族食管癌的发病, 
但 检 测 T N F - α -
3 0 8 G / A 基 因 型
可能对癌的发展
和预后起到评估
作用.

表  3  新疆哈萨克族和河北汉族食管癌TNF-α-308基因
型分布n (%)

     
基因型

	        新疆哈萨克族		  河北汉族

	    食管癌	       对照              食管癌         对照

G/G	 150(70.8)   140(70.0)      266(91.4)  391(89.5)

G/A	   57(26.9)     58(29.0)        21(7.2)      40(9.1)

A/A	     5(2.4)         2(1.0)	           4(1.4)         6(1.4)
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克族食管癌及正常人群的TNF-α-308G/A多态性

进行了检测, 结果发现TNF-α-308G/A 3种基因

型G/G、A/G、A/A食管癌组中所占比例分别为

70.8%、26.9%、2.4%, 对照组中分别为70.0%、

29.0%、1.0%, 比较两组中3种基因型总构成比, 
无差异(χ2 = 1.228, P >0.05). 说明TNF-α-308G/A
基因多态性可能与新疆哈萨克族食管癌的发病

无关, 这与河北学者的研究结果一致. 我们将新

疆哈萨克族TNF-α-308G/A基因型分布与河北

汉族进行比较发现, 无论是食管癌组还是对照

组, 新疆哈萨克族TNF-α G/A基因型都高于河

北汉族的(表3), 提示TNF-α-308G/A基因多态性

的分布可能与民族不同相关. 我们的结果还显

示G/G、A/G、A/A 3种基因型在有转移的食管

癌中所占比例分别为61.6%、3.7%、4.7%, 在没

有发生转移的食管癌中分别为77.0%、22.2%、

0.8%. 经统计分析发现, TNF-α-308G/A基因多

态性可能与新疆哈萨克族ESCC的发展和转移

相关, 携带有G/A或A/A基因型的患者可能增

加食管癌生长和转移的风险 .  有学者 [17]认为 , 
TNF-α-308位点携带有A等位基因型的患者能促

进恶性肿瘤的生长. 还有学者[18-19]研究认为, 高
水平的TNF-α可能诱导机体产生血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor, VEGF), 
生成的血管内皮生长因子则可促进肿瘤的生长

和转移. 不过, 也有学者[20]认为TNF-α促进肿瘤

生长作用, 可能与肿瘤细胞表面缺乏和TNF-α
相结合的溶细胞活性的受体(TNFR)有关. 还有

学者[21-22]认为, 也可能是TNF-α通过诱导其他细

胞因子, 如IL-1、前列腺素E2(PGE2)等的释放干

扰或抑制细胞免疫功能, 促进肿瘤的生长或转

移. 临床资料也显示, 癌前病变或恶性肿瘤患者

的血浆中TNF-α表达明显高于正常人, 慢性长

期的低水平TNF-α能够促进肿瘤的发生、发展

及转移. Szlosarek et al [23]认为, 其可能的机制是

TNF-α传递了肿瘤细胞和炎症细胞的信息.
近年来, TNF-α基因多态性与食管癌的关系

研究较少, 但均得出了TNF-α基因多态性与食

管癌的发生无关. 这除了跟地区和民族的差异

有关外, 有学者[24]还认为很难抛开人类白细胞

抗原(human leucocyte antigen, HLA)去单独研究

TNF-α在体内的作用, 因为他们之间存在着一种

连锁不平衡, 其作用是相互影响的. 而且食管癌

的发生除了跟遗传易感性有关外, 还跟生活习

惯和生活环境有很大关系, 单方面去研究某一

种因素与食管癌的关系都有一定的片面性和局

限性. 在考虑某个或某些特定基因多态的风险

时, 还必须强调特定的环境暴露, 因为不同的人

群所暴露的环境因素可能不同. 所以下一步, 要
从TNF在体内的作用机制出发, 研究各相关基因

的相互作用, 及这种作用在不同的生活习惯和

生活环境中, 对食管癌的发生发展有何不同.
总之, 我们认为TNF-α-308G/A基因多态性

与新疆哈萨克族ESCC的发生无关, 但与其恶性

程度和转移相关, G/A型和A/A型的食管癌患者, 
癌趋于低分化、易转移. 
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Abstract
Chronic infection of Hepatitis B Virus (HBV) is 
one of the major causes of hepatocellular car-
cinoma (HCC) in our country. Some studies 
in vivo and in vitro found that hepatitis B virus 
X (HBx) can induce hepatocellular malignant 
transformation; also it has become the hot point 
in the research concerning the mechanism of 
hepatitis B-related hepatocellular carcinoma at 
present. Recently, some research on the interac-
tion between HBx and tumor suppressor gene 
p73 which was a new member of p53 family, 
p16 and p21, etc. and the influence of HBx on 
malignant transformation of hepatocellular has 
achieved preliminary results, but their relations 
are complicated. This ever in-depth study will 
help to reveal the molecular mechanism of HBx 
induced hepatocellular carcinoma, and it has 
great significance to explore the prevention and 
cure strategy of hepatitis B-related liver cancer.

Key Words: Hepatitis B virus; Hepatitis B virus X; 
Apoptosis; Cell proliferation; Hepatocellular carci-
noma

C h e n g  B ,  L i n  S T ,  Y a n g  Y Z .  A d v a n c e m e n t  o n 
molecular mechanism of hepatitis B virus X induced 
hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(20):2242-2248

摘要
乙型肝炎病毒(HBV)慢性感染是我国肝细胞
肝癌(HCC)发生的主要原因之一. 一些体内外
研究发现, 乙型肝炎病毒x(HBx)可诱导肝细
胞的恶性转化及癌变, 成为目前研究乙肝相关
性肝细胞癌发生机制的热点. 近来在HBx与抑
癌基因, 如p53的新成员p73以及p16, p21等之
间的相互作用及其对肝细胞恶性转化与癌变
的影响等方面的研究也取得初步成果, 但其关
系错综复杂, 这方面不断的深入研究将有助于
进一步揭示HBx致肝细胞癌发生的分子机制, 
对探寻乙肝相关性肝癌新的防治策略具有重
要意义.

关键词: 乙型肝炎病毒; 乙型肝炎病毒x; 凋亡; 细胞

增殖; 肝细胞肝癌
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0  引言

在我国, 乙型肝炎病毒(HBV)感染被认为是肝

细胞癌(HCC)发生最主要的原因, 流行病学调查

为此提供了充分的依据. 进一步研究发现, HBV 
DNA整合入宿主细胞基因组多发生在乙型肝炎

病毒x(HBx)基因区, 因此, HBx基因及其产物在

乙肝相关性肝癌的发生、发展中作用的研究吸

引了众多感兴趣的学者. 一些HBx转基因细胞与

转基因动物研究均为HBx基因在HCC发生中作

用的研究提供了直接的证据, 但其确切机制仍

未完全阐明. 近年来研究发现, HBx具有间接调

节转录、影响细胞生长周期、信号传导、DNA

®

■背景资料
流行病学调查及
一些体内外研究
均为HBx致肝细
胞肝癌 (HCC)的
发生提供了充分
的证据, 但其确切
机制仍未完全阐
明, 因而成为目前
该领域的研究热
点. 研究发现HBx
具有间接调节转
录、影响细胞生
长周期、信号传
导、DNA修复及
介导细胞凋亡等
多种功能, 可能与
HCC发生有关. 近
来还发现HBx可
通过影响抑癌基
因, 如p53的新成
员p73以及p16、
p21等而参与肝细
胞恶性转化与癌
变, 但其关系错综
复杂. 
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修复及介导细胞凋亡等多种功能, 可能与HCC
发生有关. 本文对HBx致肝细胞癌发生机制研究

的最新进展进行综述.

1  HBx的结构与生物学效应

HBV全基因组大约32 kb, 具有4个开放读码框

(ORF), HBx基因是HBV基因组中最小的开放

读码框, 其编码基因位于第1374-1838位核苷酸

之间, 所编码的HBx蛋白(含3种功能蛋白)由154
个氨基酸组成, 分子量约为17 kDa, 具有多种转

录调控活性. Ritter et al采用缺失突变方法分析

不同HBxAg片段的活性, 发现C-端第149-154或
N-端的第2-30氨基酸缺失不影响HBxAg的活

性; 但当C-端第l06-254或N-端l-9氨基酸缺失后

HBxAg的活性完全丧失; N-端32-65氨基酸缺失, 
HBxAg的活性急剧下降, 说明32-65和l06-l48位
氨基酸为HBx蛋白的功能区. 氨基酸突变分析表

明, HBx蛋白分子上有3个活性区, 第46-52位, 特
别是Pro-46, His-49和His-52; 第61-69位, 特别是

Cys-61, Gly-67, Pro-68和Cys-69; 第132-139位, 
特别是Phe-132, Cys-137和His-139都是功能所

必需的. 大量研究发现, HBx蛋白具有广泛的生

物学功能: (1)细胞转化功能[1]; (2)抑制受损细胞

DNA的剪切修复功能[2]; (3)反式激活功能[3]; (4)
抑制细胞凋亡功能[4]. 现已证实, HBx是一种多

功能的病毒调节因子, 其影响HBV的复制和增

殖是通过多种途经, 多方面因素的作用和相互

影响而实现的. HBx可通过Ras-Raf-MAPK转导

途径、DAG-PKC转导途径、JAK-STAT转导途

径等, 分别激活AP-1, AP-2, NF-κB等, 进而激活

胰岛素样生长因子(IGF-Ⅰ, Ⅱ)及其受体IGF-IR
基因启动子, 促进其转录, 进而调节细胞的生长

分化. HBx的表达受增强子l(Enh I)调控, 又可通

过与Enh I核心序列AP-J、C末端元件结合反式

激活Enh I, Enh I是许多信号传导途径的信号分

子, 胰岛素结合AP-1可上调Enh I的表达IL-6可
与核因子(NF)结合上调Enh的表达[5], HBx可上

调血管内皮生长因子(VEGF)启动子活性, 在缺

氧状态下诱导血管生成[6].
既然HBx具有反式激活功能, 那么他可广

泛激活病毒和细胞的启动子, 促进病毒的复制

和细胞的转录、生长. Doria et al曾利用扫描共

聚焦激光显微镜技术对转染HBx的细胞进行研

究, 发现培养细胞中表达的HBx不仅存在于细

胞质, 同时也存在于细胞核中. 进一步的研究资

料表明, 存在于胞质与胞核中的HBx分别以独立

的作用方式发挥反式激活功能. HBx对多种同

源或异源病毒或细胞的基因转录调节区具有反

式激活作用, 如HBV增强子/核心启动子、S基
因启动子、SV40的增强子及早期启动子、单纯

疱疹病毒胸腺嘧啶核苷激酶(HSV-TK)启动子、

人T淋巴细胞I型病毒(HTLV-1)的长末端重复序

列(ITR)、人免疫缺陷病毒I型(HIV-1)的LTR、
Rous肉瘤病毒(RSV)及β-干扰素的启动子等[7]. 
HBx也可反式激活RNA聚合酶(po1)Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ
启动子, 并且对HLA-DR, MHC-Ⅰ及IL-8等都有

反式激活作用[8]. HBx通过NF-κB, NF-AT, CRE/
TRE等途径起反式激活转录作用, 可作用于TF
ⅡB, TFⅡH, TBP, RBP5, 紫外线损伤DNA结合

蛋白(UVDDB)以及IκB等, 调节免疫与炎症反应

相关基因的表达[9]. 
HBx-0RF编码的蛋白不仅存在于HBV, 亦

存在于土拔鼠肝炎病毒(WHV)和地松鼠肝炎病

毒(GSHV), 但不存在于鸭肝炎病毒(DHBV), 而
鸭肝炎的预后良好, 不形成肿瘤, 因此认为HBx
可能与H B V致癌变密切相关 .  进一步研究表

明, HBx能直接或间接激活各种转录因子和癌

基因, 是慢性HBV感染导致HCC的重要协同因

子. Hoare et al [10]研究发现, 受检慢性乙肝患者中

69%可检测到HBx, 其中又有20%的HBx阳性患

者肝细胞核中可检测到较高浓度的HBx, 提示核

内物质可能参与HBx的生物学效应. Su et al [11]报

道在HCC患者的癌组织中, 利用HBx的多种mAb
和多克隆抗体, 58.8%的患者可检测到HBx野生

型片段和变异型片段, 在癌细胞的胞质和胞核

中均可检测到HBx. 
体外实验研究发现, 将HBx导入小鼠的肝

细胞中, 可引起肝细胞的恶性转化[12]. 将HBx
基因转入小鼠体内, 可诱发转基因小鼠肝癌形 
成 [13]. 另外, 还有研究发现, H B x可反式激活

c-myc , c-fos , c-jun等细胞原癌基因, 使感染HBV
的非恶性胎鼠肝细胞系或胎鼠纤维瘤细胞系发

生恶性转化, 并且用转化后的肝细胞接种到裸

鼠后形成瘤灶[1].

2  HBx致HCC的分子机制

乙型肝炎病毒(HBV)的慢性感染是导致肝细胞

癌最主要的危险因素. HBx蛋白被认为在肝细

胞癌的发生、发展中起着重要作用. 实验证实

HBx作为一种反式活化因子, 能与细胞内多种与

转录、基因调控有关的因子结合, 广泛激活病

毒与细胞的启动子, 参与基因调控, 与肝细胞癌

■应用要点
本文特对目前国
内外这方面研究
的最新进展进行
概括总结, 旨在促
进HBx致肝细胞
癌发生分子机制
研究的深入开展. 
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的发生、发展密切相关[14]. HBx本身不能与双链

DNA直接结合, 而是通过蛋白与蛋白之间的相

互作用来行使功能[15]. 有研究报道HBx对肝细胞

并无直接致癌作用, 只在致癌物存在时触发致

癌作用[16]. 下面分别就其致肝细胞癌发生的各种

可能机制作概述. 
2.1 HBx与细胞增殖的关系及相关的细胞信号传

导途经 迄今, 国内外学者经过大量的研究证实, 
HBx可促进细胞增殖, 这对肿瘤的发生、发展起

着重要的作用. 在HBV相关的HCC的发生机制

中, HBx可能通过多种途径参与对细胞生长特性

的调控. HBx可促进细胞有丝分裂, 从而促进肝

细胞增殖与恶性转化. 目前研究认为, HBx促细

胞增殖作用可能与以下调控机制有关. 
2.1.1 HBx与蛋白酶体 蛋白酶体是一类与多数真

核细胞非溶酶体降解有关的复合物, 他既能降

解变形、异常的蛋白质, 也能降解如细胞周期

素、细胞周期素依赖激酶抑制因子、P53等天

然蛋白质, 因此在细胞分化、细胞周期调控、

信号转导、转录活化等方面具有重要的作用, 
其功能改变可以导致细胞高度增殖和恶性转化, 
在肝细胞癌变过程中具有重要作用. 

26S蛋白酶体是由20S和19S组成的复合物, 
20S由α或b亚单位组成的4个七聚体叠加成的环

构成, 并且和b亚单位按α, b, b, α的顺序排列, 并
通过α亚单位与19S相连, PSMA7是一个26S蛋
白酶复合物的20S的α亚单位, 其C末端自然暴

露于20S亚单位的外环, 影响着其他因子的功能; 
PSMC1是19S的亚单位, 为ATP酶家族中的一员. 
两者结合对维持正常的细胞功能至关重要. HBx
与PSMA7和PSMC1中任一分子的作用都可能改

变26S蛋白复合物的空间构象而导致细胞内复

杂的变化. Zhang et al [17]通过实验发现, HBx可能

在20S和19S之间的位点与PSMA7和PSMC1发
生作用, HBx与PSMA7和PSMC1的相互作用可

解除PSMC1抑制转录因子的作用, 并促进转录

因子的聚集进而促进转录. 同时研究发现HBx在
AP-1和VP-16的协同作用下刺激哺乳动物细胞, 
可扰乱PSMA7和PSMC1的功能, 使细胞分裂失

控. 
2.1.2 HBx与MAPK和JAK1的作用 MAPK的激活

对细胞的增殖、生长有着极为重要的意义. Ni-
jhara et al [18]通过缺失突变观察HBx对MAPK的

作用发现, HBx第58-ll9个氨基酸对MAPK的激

活起主要作用. Benn et al [3]的研究表明, 在转染

细胞中HBx的表达可诱导Ras-GTP复合物的形

成以及MAPK的活化, 从而通过Ras-Raf-MAPK
途径激活多种转录因子. 其机制是HBx刺激合

成的复合物Ras-GTP可促使Raf磷酸化而活化, 
活化的Raf通过一系列反应激活MAPK, MAPK
进一步使包括AP-1, NF-κB, AP-2等在内的多种

转录因子活化. 有研究表明, HBx还可通过Ras/
Raf-1信号途径的激活而刺激TBP启动子的转录. 
TBP是细胞基因转录所必须的转录因子, 其激活

可使RNA聚合酶Ⅱ的活性增强. 
Lee et al利用免疫沉淀和Western blot分析转

染了HBx基因的Hepa细胞, 发现HBx可通过促使

一组新的酪氨酸蛋白激酶家族JAK的磷酸化进

而激活一类新的转录因子, 即信号转导子和转

录激活子(STAT). 他们还通过缺失突变研究证实

HBx诱导JAK-ATAT途径的活性是由HBx基因的

中央区域所编码的HBx蛋白所决定的, STAT一
旦被激活, 便与JAK形成二聚物或多聚物转运到

核内, 结合到DNA上的STAT结合序列, 导致不同

基因激活. Kim et al [19]也发现HBx可形成二聚体

与JAK发生对接, 激活JAK, 激活的JAK可活化

AP-1, NF-kB和SRE增强子, 发挥刺激转录活性

的效应. 
2.2 HBx与细胞凋亡的关系及相关的细胞信号传

导途经 HBx对肝细胞凋亡的调节具有双重的调

节作用, 即具有促进肝细胞凋亡和抑制肝细胞

凋亡的双重作用. 那么到底其在什么情况下发

挥促进凋亡的作用, 什么情况下发挥抑制凋亡

的作用呢? 具体机制是什么? 对此, 各国学者都

进行了大量研究, 发现生长因子、细胞因子以

及相关的信号传导途径在肝细胞的凋亡、增殖

和再生中起着重要作用. 这些信号传导途径包

括STAT激酶途径、NF-κB途径、JNK/SAPK途

径、ER激酶1(ERK 1)途径和ERK2途径, 各种信

号传导途径通常具有交叉作用或重叠效应. HBx
蛋白可通过调节肝细胞凋亡的传导途径调控肝

细胞的凋亡. 这在肝细胞癌变的起始阶段起着

重要作用. 以下分别概述HBx对肝细胞凋亡调控

的各种信号传导途径.
2.2.1 HBx与Fas/FasL凋亡途径 FasL与靶细胞表

面Fas结合后可诱导Fas分子三聚体化, 导致Fas
细胞质内的死亡结构域(DD)与接头蛋白FADD
羧基端的DD结合, 促使FADD N端的DED(death 
effector domain)与pro-Caspase-8/10的DED结合, 
继而激活下游的pro-Caspase, 此外还可以激活

Bcl-2家族的促凋亡成员Bid, Bid被Caspase催化

断裂后, C端的活性部分转移至线粒体膜引起跨

■同行评价
本文对HBX与肝
癌的关系进行了
较为详细的介绍, 
内容较为丰富, 涉
及方面较广, 对从
事这一领域研究
的学者们有较好
的参考价值.
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膜势能破坏, 释放细胞色素C, pro-Caspase-2, 3, 9
等, 继而激活下游的pro-Caspase3, 6, 7, 其效应为

破坏DNA完整性、干扰细胞周期的正常运行、

破坏细胞的结构, 最终导致细胞凋亡的形态学

改变. 有学者将HBx基因转染肝癌细胞, 可上调

肝癌细胞FasL的表达, 从而通过诱导表达Fas的
T细胞凋亡而使肝癌细胞逃脱免疫监视[20].
2.2.2 HBx与PI-3K/PKB途径 Shih et al研究发现, 
HBx可通过激活PI-3-K, 磷酸化PKB/Akt, 从而有

效地抑制TGF-β引起的细胞凋亡[21]. 而PI-3-K和

PKB/Akt的RNA表达水平并无明显变化. 分析认

为HBx可能通过细胞因子, 诸如IL-6, 胰岛素生

长因子I、表皮生长因子等来激活PI-3-K/PKB途
径. HBx还可通过激活其他信号级联, 诸如Sre-
Ras-GTP复合物和JAK-STAT等来间接激活PI-
3-K/PKB途径. 也有实验表明HBx可直接作用于

PI-3-K, PKB/Akt这两种激酶[22].
2.2.3 HBx与PKC途径 哺乳动物的PKC家族至少

包括10个家族成员, 这些磷酸依赖性激酶在细

胞生长、分化、增殖与凋亡等方面有着重要意

义. HBx能够增加内源性PKC的水平, 随后激活

AP-1和NF-κB转录因子. 有证据表明, HBx激活

NF-KB是一个PKC依赖过程. HBx也可能通过

增加内源性激活因子Sn-1, 2-DAG短暂地激活

PKC. 最近发现HBx蛋白能与XAP3(一种PKC结
合蛋白)和PKC发生相互作用, 从而加速HBx的
磷酸化, 增加PKC的自动磷酸化, 上调HBx介导

的转录激活. 
2.2.4 HBx与TNF/TNFR凋亡途径 TNF-α可作为

一种应激因子与细胞膜上的相应受体即TNFR
相结合调控细胞凋亡, 一方面TNFR被激活后

通过特定的结合蛋白TRADD, FADD, pro-Cas-
pase-8启动凋亡, 另一方面激活后的TNF受体可

通过上调NF-κB以激活生存途径. TNFR可促使

TRADD, TRAF2, IP, NIK和IKK组成一复合体, 
允许NF-κB转位子核内激活凋亡抑制基因TAP
以抑制凋亡[23], 这一信号传导途径有利于维持细

胞生存与凋亡的一种动态平衡. 已有实验证实, 
HBx可刺激被转录因子NF-κB激活的启动子, 细
胞质中HBx的短暂表达可使两种NF-κB的抑制

因子IκBa和p105发生磷酸化而降解, 从而上调

NF-κB的表达. 
2.3 HBx与肿瘤抑制因子 HBx与抑癌基因的关系

目前研究也比较多, 并且不断有所发现. 在所有

的抑癌基因中, p53家族以及p16和p21研究相对

较多, p53家族有p53, p63, p73 3个成员, 其中p53

研究最多, 发现他与肿瘤的关系最为密切. 那么

HBx与他们的关系如何呢? 下面就此进行概述.
2.3.1 HBx与p53家族 P53蛋白是由抑癌基因p53
编码的, 有3个功能区: D N A结合区、寡聚化

区、反式活化区, P53具有两个独立的HBxAg
结合位点, 分别是位于p53特异DNA结合区、寡

聚化区[24]. p53具有维持细胞基因稳定性作用, 
包括: 反式激活作用、抑制功能、调节DNA修

复、引导细胞凋亡和细胞分裂周期调控功能. 
在肝细胞中HBx与P53的关系, 学者进行了多方

面的研究, 有人研究发现在肝细胞的胞质中发

现了HBxAg与P53结合物, 并证实了他们的结合

是可逆的[4]. 
HBx对p53的影响是多方面的. P53与HBx

蛋白相互作用, 破坏了P53的反式激活作用, 抑
制P53引导的细胞凋亡[4], 该机制在HBV相关的

HCC的病理过程中起着重要作用. 在肝细胞核

内, 低水平的P53支持细胞分裂期G, 阻止细胞凋

亡, 而高水平的P53则可引导细胞凋亡[25]. HBx-
Ag与P53相互结合后, 可使P53定位于细胞核内

的过程受阻, 导致核内P53浓度降低, 其所引导

的细胞凋亡受到抑制. 另外, HBxAg可不依赖于

P53, 而是通过HBx-PI3K-Akt-Bad途径抑制细胞

凋亡, 还可以被PI3K特异性抑制剂所阻断. 还有

研究发现, HBx可通过上调细胞周期蛋白激酶

抑制剂(CDKI)p21wafl/cipl蛋白的表达, 延长Gl-S
细胞周期转换, 增加了肝细胞基因突变的可能

性[26]. p53基因对HBx蛋白亦可有抑制作用, p53
基因家族新成员p73β, p73a基因, 均能通过抑制

HBx的作用, 从而抑制HBV的复制, 其中p73β基

因的抑制作用更主要、更有效[15]. 至于P63目前

报道甚少. 
HBx蛋白与P53结合还可导致2种变化: (1)

继发p53基因突变, 一方面是HBx增加对AFB1的
敏感性, 同时AFB1摄入还可使感染HBV的人类

肝细胞p53在249位点发生点突变, 另一方面HBx
还可通过其他途径如HBx-PI3K-Akt-Bad途径和

上调CDKI p21wafl/cipl蛋白表达, 延长G1-S细胞

周期转换, 增加了p53基因突变的可能性[27]. 这
一改变将导致失去wtp53的“分子警察”作用, 
从而导致细胞增生而发生癌变. (2)继发AFP增
加, AFP是常用的HCC的血清和组织标记物. 研
究发现HBxAg与P53结合, 削弱了P53对AFP基
因表达的抑制作用, 使得肝细胞内AFP合成增

加, 而AFP可能是HBxAg促进乙型肝炎相关性

HCC的发生、发展的一个重要因素. 
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既然HBx与p53的作用可以导致上述诸多的

改变, 那么HBx对p53修复DNA损伤的能力又有

何影响呢? 我们知道, p53通过调节转录及核酸

切除修复过程而在保持基因组稳定性方面发挥

作用. 体内外一系列研究已证实, HBxAg能够与

p53结合, 影响p53的功能, 干扰p53引导核酸修

复功能. HBxAg还可通过结合p53抑制其引导的

在转录起始或延伸阶段分别与转录因子ⅡH(TF
ⅡH)的相互作用, 使核苷酸损伤的切除修复中

断. 有学者发现, HBxAg可通过与p53的相互作

用, 进而影响肝细胞DNA的修复; 也可与已损伤

的DNA结合蛋白相结合, 在核苷酸损伤的切除

修复中起协同作用[28]. 
2.3.2 HBx与p16和p21 p16与p21是继p53之后研

究得较多的肿瘤抑制基因, 但其在HBx致肝细胞

癌发生机制中的作用研究甚少. 众所周知, 肿瘤

的发生是由于细胞增殖与分化异常所致, 抑癌

基因的抑癌机制之一就是使细胞分裂阻滞于细

胞周期某一时相, 而抑制细胞异常增殖. p16蛋
白通过抑制细胞周期素依赖性蛋白激酶CDK4
和CDK6的活性, 使细胞周期停滞于Gl-S期. 若其

功能丧失, 细胞就可能恶变. 那么HBx是通过什

么机制来影响p16而导致HCC发生的呢? 王兆文 
et al [29]在HCCs及癌旁组织中研究HBx的整合与

P16表达间的关系发现, HBx基因整合的HCC中, 
p16蛋白表达缺失率(19/25)远高于无HBx整合者

(3/10), 两者差异有显著性(P <0.05), 提示HBx基
因整合影响P16表达可能是HBV致癌的重要机

制之一. 推测HBx基因整合可能在多个层面影响

P16蛋白的表达: HBx基因整合可能引起p16基
因的缺失或突变; HBx基因编码的蛋白与损伤后

DNA结合蛋白(在核苷酸的切除修复中必不可

少)相结合, 可能使异常p16基因无法修复, 出现

复制障碍; HBx蛋白还可能与转录调节蛋白形成

复合体, 从而调节p16基因表达. HBx基因的整合

也有可能影响p16 mRNA的表达与翻译过程. 
P21作为一种细胞周期主要抑制调控因子, 

控制细胞周期G1/S调控点, 调控细胞周期的进

展, 因此, 他在肿瘤的发生、发展过程中起着

重要作用. K.Fukushima et al研究HCCs及癌旁

组织中P21waf1和p16Ink4a表达时发现, P21waf1表达

水平的下降伴有P16Ink4a表达的减少或缺失, 同
时还发现P21waf1的缺失表达常常伴p53基因的

突变. 因此, P53对P21waf1表达的影响较大, 推测

P21waf1的表达既受上游调节因子p53的调控, 也
受转录后调节因子p16Ink4a的调控. 另外, 还有实

验显示p16Ink4a甲基化在HCCs中出现的频率比在

癌旁组织中更高, 其甲基化与表达呈反比关系, 
而P21waf1的表达减少程度也与P16Ink4a的甲基化

程度及P16Ink4a低表达呈一定的正比关系. HBx蛋
白是一种多功能蛋白质, 可通过调控P21蛋白表

达而影响细胞周期进程[30], 而HBx蛋白与P53蛋
白相结合可使其失活, 可以认为P21蛋白表达降

低是由于HBx蛋白使P53蛋白失活所致. 另外还

有研究发现, HBx可通过非P53依赖的途径抑制

P21waf1的转录. 
2.4 HBx对DNA修复的影响 在HBx与p53的关

系中, 谈到了HBx与p53的结合可干预受损DNA
的修复, 事实上HBx还可通过一些其他的途径

影响受损DNA的修复. 有研究证实, HBx可结

合XAP-1而影响损伤DNA的修复. 通过HBx缺
失突变的研究发现, HBx第55-101氨基酸是X相

关蛋白-1(XAP-1)的结合部位. 由于损伤DNA
与XAP-1的结合是DNA修复的第一步, HBx与
XAP-1的结合影响了核苷酸切除修复的后续步

骤, 从而妨碍受损DNA的修复. Croisman与Jia et 
al的研究也证实, HBx抑制DNA修复并不依赖

P53, 后者还发现HBx可与TFⅡH转录因子、核

苷酸切除修复因子XPB, XPD在体外结合, 阻碍

XPB, XPD与P53的结合, 进而影响受损DNA的

修复. 另外, HBx还可与UV2DDB结合从而影响

DNA的修复. 最近研究发现, 表达HBx的Chang
氏肝细胞对低剂量的紫外线照射的致死效应十

分敏感, 提示HBx可能通过结合受损DNA来干

扰细胞的DNA修复功能, 从而导致潜在的致死

性或恶性突变的积累[31]. Becker et al发现, HBx
可与猴UV-DDB及人的XAP-1结合, 且HBx的表

达显著抑制细胞受损DNA的修复能力. 这表明

HBx在肝细胞癌变中可作为一个辅因子阻断细

胞有效地修复受损DNA, 导致DNA突变的累积

而参与肝细胞恶性转化和癌变发生. 
2.5 HBx与细胞周期 细胞周期又称细胞生活周

期或细胞增殖周期, 指细胞从上一次有丝分裂

结束到下次有丝分裂完成所经历的整个过程. 
肿瘤生长的最基本特征是增殖失控, 即表现为

连续不断的细胞周期. 分裂中的真核细胞必须

经过细胞周期的两个“控制点”, 即: G1-S和
G2-M的转变, 也就是DNA复制的起始与完成及

细胞分裂的起始与完成. 细胞周期的调控是在

一系列的调控因子的严密监控下进行的, 如果

某一个或几个环节出现问题, 将导致细胞周期

调节失控从而导致细胞的分化增殖异常进而导
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致肿瘤的发生. 一些癌基因和抑癌基因可直接

参与细胞周期的调控, 如c-myc, c-fos, c-jun等原

癌基因对细胞的增殖生长具有重要影响. HBx
可通过反式激活作用激活这些基因, 使其处于

活化状态, 持续刺激肿瘤细胞的增殖[32]. 研究表

明, HBx可缩短细胞从G期进入S期的时间, 使细

胞快速通过细胞周期的两个控制点. 另外还有

研究发现, HBx可通过提高细胞周期依赖激酶

CDK2和CDC2的活性水平对细胞周期进行调控. 

3  结束语

目前, HBx基因是研究乙肝相关性肝癌发生机制

的热点, 经过各国学者的不懈努力, 取得了较大

进展, 尤其在细胞信号传导途径方面的成绩更

为突出. 在HBx与抑癌基因, 如与p53的新成员

p73, 与p16, p21等之间相互作用对肝细胞恶性转

化及癌变的影响等方面的研究也取得初步成果, 
但HBx与p16甲基化关系方面的研究国内外尚未

见报道, 而且HBx与p53, p21, p16之间的关系错

综复杂, 这些仍需要我们不断地深入研究. 另外, 
我们对HBx参与调控信号传导方面的研究应该

说还处于比较肤浅的阶段, 在这些方面开展各

种针对性的干预实验, 将有助于进一步揭示HBx
致肝细胞癌发生的分子机制, 对探寻乙肝相关

性肝癌新的防治策略具有重要意义.
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本刊讯 为了推动肝胆胰外科临床及科研工作的深入开展, 由哈尔滨医科大学附属第一医院肝胆胰外科与世

界华人消化杂志共同举办的国家继续教育项目“肝胆胰外科领域新技术研讨会”拟于2007-08-03/05在哈尔滨

召开. 届时将邀请日本及国内肝胆胰领域知名专家进行讲座和学术交流, 会议将对活体肝移植供受体手术、肝

脏手术、血管技术在肝胆胰手术中的应用、如何提高胰十二指肠手术切除率以及生物人工肝脏等技术的新进

展进行深入讨论, 学习该领域国内外先进技术和理念, 促进学术交流和学科发展. 与会者将被授予国家I类继续

教育学分12分. 欢迎各位肝胆胰及相关领域同仁参加. 

通讯地址: 150001, 黑龙江省哈尔滨市南岗区邮政街23号, 哈尔滨医科大学附属第一医院肝胆胰腺外科. 联

系人: 吴祥松 电话: 0451-53643849-5721, 13633621389. E-mail: wxs417@yahoo.com.cn
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Abstract
Despite being known as a clinical entity for more 
than a century, the true origins of ulcerative 
colitis remain elusive. However, several factors 
are thought to contribute to the development 
of this condition. Environmental factors may 
interfere with inherent predispositions to ulcer-
ative colitis. Genetic susceptibility, together with 
abnormal innate immunoreactivity, is probably 
the essential prerequisite for the initiation and 
perpetuation of ulcerative colitis. New investiga-
tive technology has recently clarified the role of 
bacterial species, which may account for intesti-
nal dysbiosis, as a factor for triggering ulcerative 
colitis. The search for the pathogenesis of ulcer-
ative colitis continues to have great significance, 
with the aim of achieving improvements in its 
treatment and in patient quality of life.

Key Words: Ulcerative colitis; Etiology; Pathogenesis
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摘要
尽管对溃疡性结肠炎的临床研究有100多年的

历史, 但是他的真正病因尚不清楚, 多种因素
可能促进这种疾病的发生和发展. 环境因素可
能影响遗传易感性, 遗传易感性与异常的先天
免疫反应性可能是溃疡性结肠炎的起始反应
和持续反应的先决条件. 最近研究结果证实, 
细菌物种可解释肠内生态失调可能是溃疡性
结肠炎的一种促发因素. 溃疡性结肠炎的病因
学研究对于提高疾病的治疗效果和改善患者
的生存质量都具有重要意义.

关键词: 溃疡性结肠炎; 病因学; 发病机制
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0  引言

溃疡性结肠炎是一种原因不明的非特异性炎症, 
病变位于大肠, 呈连续性弥漫性分布, 多数累及

直肠和乙状结肠, 溃疡性结肠炎一个典型的临

床过程包括黏液脓血便和腹痛腹泻. 然而, 作为

一种全身系统性疾病, 部分患者有肠外表现, 包
括累及关节, 例如肠病性关节炎, 肝胆管的疾病,
例如原发性硬化性胆管炎, 还可以出现眼和皮

肤的损害[1-2]. 在世界范围内, 溃疡性结肠炎的发

病率波动在十万分之0.5-24.5, 发病率和患病率

与国家的经济状况相关, 在发展中国家发病率

最低, 在北美和西欧中欧发病率最高, 目前, 溃
疡性结肠炎的发病率在中欧和东欧有增长的趋

势, 而在西欧和斯堪的那维亚人地区发病率稳

定[3-4]. 1859年, 溃疡性结肠炎就被临床医生所了

解, 但是病因学的秘密直到今天尚不完全清楚. 
近几年来, 新的分子生物学机制的研究使本病

在病因的研究方面取得了很大进步[5-6].

1  环境因素

1.1 应激和心理因素 心理神经免疫学研究已经

表明, 行为因素和情绪能对全身和局部的炎症

反应和免疫系统产生影响[7-10]. 在1950年初期, 溃
疡性结肠炎被称为心身疾病, 在文艺复兴时期
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这个方面的研究就开始增加, 如果患者显示出

很高的抑郁分数, 疾病会显示出很大的恶化风

险[11-13], 这些结果被临床实践所支持. 前瞻性研

究表明, 情感的消极事件能引起溃疡性结肠炎

的复发[14-20]. 
1.2 吸烟和口服避孕药 溃疡性结肠炎主要是影

响不吸烟者. 与不吸烟者相比, 吸烟能改善疾病

的过程, 能减少激素的需要量和结肠切除术发

生率, 大样本的荟萃分析显示出一个优势比0.57 
(95%CI: 0.38-0.85), 这是当前吸烟者和不吸烟者

相比的全结肠切除术比率[21-23]. 吸烟对溃疡性结

肠炎有利的影响的假定机制是: 香烟中的烟碱

使黏蛋白合成增加, 致炎细胞因子的产生减少, 
肠道平滑肌紧张度降低, 改善肠内对大分子的

通透性[24-28]. 避孕药对溃疡性结肠炎的影响尚不

十分清楚, 但是有数据表明口服药计划生育可

能作为溃疡性结肠炎的一种触发因素, 荟萃分

析显示: 避孕药和溃疡性结肠炎之间存在正相

关[29-31]. 目前, 我们还没有明确的证据来建议溃

疡性结肠炎的患者不使用避孕药. 
1.3 饮食因素 摄入较多的牛奶产品或者是摄入

较少的膳食纤维可能和溃疡性肠炎的复发有关
[32], 有证据表明, 饮食因素中的硫和硫酸盐与病

情复发有关, 这可能是硫和硫酸盐直接作用于

肠黏膜细胞引起的, 还可能是被蛋白质功能和

抗原性的改变间接引起. 另外更进一步研究支

持同现代生活方式相关的营养因素影响溃疡性

结肠炎的发生率[33-37].   
1.4 阑尾切除术 研究发现, 在20岁之前行阑尾切

除术的人发展成溃疡性结肠炎的可能性大大降

低. 其后, 13例分析对照研究证实, 在阑尾切除

术和溃疡性结肠炎之间存在反相关. 研究表明

在年轻时切除阑尾患溃疡性结肠炎的可能性至

少减少70%, 阑尾切除术的预防效果其机制还不

清楚. 有人推测, 切除阑尾时切除了大量的淋巴

结, 可能改变了调节器和效应器细胞之间的平

衡, 这个观点被实验数据支持, 例如在切除盲肠

后结肠炎发生率减少, 溃疡性结肠炎的患者很

少发生阑尾炎[38-40].

2  遗传因素

遗传易感性在炎症性肠病的病因学中具有重要

作用. 溃疡性结肠炎和克罗恩病都有复杂的遗

传基础, 存在多重的联合基因和不纯一性. 在过

去的10 a中, 十多个基因组的筛选和不同的连锁

研究已经描绘出至少9个炎症性肠病(IBD)的易
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感位置, 许多研究已经证明NOD2/CARD15多态

现象和溃疡性结肠炎不相关[41]. 然而, 研究人员

已经开始研究其他的基因是否与溃疡性结肠炎

相关, 研究已经发现, 多元抗药性基因1(MDR1)
缺陷的老鼠发展成结肠炎. 另外, 临床研究发现, 
MDR1的两个多晶型物(C3435T和G2677T/C)和
溃疡性结肠炎相关. 人类多元抗药性基因密码

对于P-糖蛋白而言是形成一个抵抗外源性化学

物质的屏障, 这个基因的多态现象引起低蛋白

表达, 在防御肠内细菌方面似乎很重要[42-45]. 然
而, 其他的病例对照研究不能证实这个结果, 正
在进行的关于IBD3和IBD6的研究有望证实这个

结果, IBD3位于6号染色体上, 包含主要组织相

容性复合物基因, 根据前人的研究结果, 人体白

细胞抗原等位基因和IBD似乎是相关的. IBD6包
括一种抗抑郁成分和膜蛋白质结合的基因密码, 
这对于免疫细胞的吸附和运输是很重要的 [46]. 
核因子kB(NF-kB)家族成员的多态现象和IBD的

关系非常密切[47], 相关的研究聚焦在人类4号染

色体的NF-kB1基因启动子区的多态现象, 他在

溃疡性结肠炎的发病过程中参与许多调控进程
[48]. 研究人员发现, 与对照组对比, 荷兰人高加

索人的患者NF-kB1启动因子94ATTG多态现象

缺失频率增加. 此外, 一个94ATTG缺失的纯合

子患者比不是纯和子的患者发病要年轻. 关于

溃疡性结肠炎的与NF-kB1基因相关疾病易感性

的确切机制尚不清楚, 一种解释是由于转录蛋

白水平很低, 对细菌抗原的免疫反应很弱, 导致

菌株入侵黏膜并且诱发慢性炎症. 当前研究主

要是集中在基因编码TLR4和TLR9修饰肠腔内

抗原应答反应[49]. 尽管新的实验都证明, 与克罗

恩病相比, 遗传易感性在溃疡性结肠炎中相对

较弱, 但是我们推测, 加强溃疡性结肠炎遗传方

面的研究将会使疾病的诊断和治疗水平有很大

的提高. 

3  免疫因素

在局部和系统的免疫反应中消化道内细菌刺激

上皮细胞和肠道淋巴组织, 先天免疫的激活作

用使肠内上皮细胞和细菌与黏膜稳定的紧密接

触, 通过形成的膜感受器(TLR)或者细胞内的

NOD族感受器对细菌抗原进行快速识别. 导致

肠道疾病的细菌通过激活相关的转录基因刺激

促炎症反应细胞因子的产生. 至于健康人黏膜

存在非致病微生物的入侵, 免疫活性细胞产生

调控细胞因子. 值得强调的是, 一些菌株调控释
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放促炎症细胞因子并且诱导有活性的淋巴细胞

凋亡[50]. 
上皮细胞不仅在先天免疫的形成中起重要

作用, 而且在诱导后天免疫的记忆途径上也有

重要作用. 后天免疫反应主要是发生在peyer's斑
和淋巴结. 为了使同源T细胞或B细胞增殖, 专门

化树状突细胞传递细菌抗原给淋巴组织. 未致

敏的T细胞分化为Th1, Th2, T调控细胞, 这些淋

巴细胞亚群效应器能力有显著的不同[51]. 1990年
代, 研究发现克罗恩病和溃疡性结肠炎细胞之

间的调停主要是被Th1和Th2细胞所解释. 真实

情况似乎更加复杂, 在两种疾病之间有严格的

分化, 理解还远不完善[52-53]. 共生菌株和免疫间

隔之间的肠道内黏膜免疫的失调和相互作用的

缺陷能导致免疫调节的紊乱, 包括炎症性肠病. 
由于发达国家卫生标准很高, 在儿童期细菌和

免疫活性细胞的接触显著减少, 结果, 细菌抗原

耐受性的减少可能导致后来的慢性肠病, 这样

的一种解释被称为“卫生学假说”[54]. 

4  感染因素

溃疡性结肠炎和传染性肠炎有很多类似的方面, 
因此, 许多研究者怀疑是否存在某种微生物触

发肠道的慢性炎症, 然而, 直到现在, 尚未证实

某种微生物与该病有关. 许多论点反对该病存

在一个感染的病因. 例如在溃疡性结肠炎的患

者之间缺乏传染证据. 溃疡性结肠炎高发的国

家, 感染性肠病的发病率却很低. 在卫生条件很

差的国家, 消耗未被加工的食物却是保护性因

素. 在儿童期频繁应用抗生素增加溃疡性结肠

炎的发病风险. 在溃疡性结肠炎的治疗中, 缺乏

有效的抗微生物制剂. 在溃疡性结肠炎患者的

粪便中培养出结果亦不一致[55]. 已经有大量的证

据表明, 在溃疡性结肠炎的患者中, 肠道细菌与

黏膜之间存在异常的黏膜免疫反应. 分子生物

学技术已经表明一个成人肠道内空间能容纳多

于500种不同的细菌, 许多菌株沿小肠逐渐增加, 
革兰氏阴性菌占主要地位, 大肠中细菌的数量

在肠腔内每公分达到大约1012, 当前条件下多于

50%的菌株还不能被人工培养. 在成人粪便的细

菌组成是宿主专化和稳定的, 菌株波动很少达

到20%[56-57]. 
肠道细菌能刺激淋巴细胞克隆增殖并且阻

止淋巴细胞凋亡[58], 革兰氏阳性菌优先刺激白

细胞介素12的产生, 然而革兰阴性菌诱导白细

胞介素4的产生, 革兰阴性菌和革兰阴性菌细胞

壁的主要成分对于诱导口服免疫耐受是很重要

的. 虽然标准的培养技术能检测达到30%的微生

物群, 新的技术(包括细菌的16s核糖体核糖核酸

分析, 多聚酶链式反应, 原位杂交, 流式细胞计

量术, 脱氧核糖核酸微点阵, 薄片分析)已经显著

的增加了检出率, 有益的菌株诸如双歧杆菌和

乳酸杆菌, 在活动性溃疡性结肠炎患者肠黏膜

中是缺失的[59]. 另一个方面, 革兰氏阴性厌氧菌,  
特别是大肠杆菌, 变形梭杆菌, 拟杆菌在黏膜中

浓度增加, 消化链球菌属有一个很高的侵袭频

率. 研究证实, 与健康人相比, 溃疡性结肠炎患

者的结肠样本中黏膜存在严重的细菌感染[60-63]. 
在炎症性肠病的患者中, 细菌黏膜入侵与免疫

球蛋白G和细菌性抗原的滴定度是相对应的, 他
们中的一些可以用来区分溃疡性结肠炎和克罗

恩病[63-64]. 由于遗传对照提出了肠内菌丛的测

定, 在炎症性肠病患者的健康亲属中发现了粪

便菌丛的改变[65], 然而, 问题就是在溃疡性结肠

炎的患者中生态失调是疾病的原因还是结果仍

然缺乏一个满意的答案. 肠道细菌在溃疡性结

肠炎的发病机制中的作用被总结如下: (1)在溃

疡性结肠炎患者中菌丛的组成和空间分布与对

照组存在明显差异; (2)在肠道免疫系统中, 一些

共生菌株在黏膜内环境稳态和成熟方面起重要

作用[66-67]; (3)不同的细菌存在变异的能力来诱导

慢性肠炎. 微生物制剂或抗生素有疗效主要是

归因于对细菌群落的控制[50,68]. 
20多年来, 溃疡性结肠炎在病因、发病机

制、应用现代的治疗方法上尽管有很大进步, 
但是许多问题还是没有满意的答案. 现在, 任何

一种单独的治疗方法成功应用于溃疡性结肠炎

患者中似乎都是不太可能的. 前景有待于个体

化治疗的应用. 靶向作用于刺激抗原, 纠正特殊

的遗传缺陷, 修复被破坏的黏膜屏障, 消除肠腔

内的抗原, 这些都有待于细菌群落的操纵, 或者

免疫抑制分子的传递来阻断扩大的黏膜免疫活

性, 我们希望益生元, 生物制剂或者是局部应用

抗生素能广泛的应用, 还有新的分子靶向作用,
抑制促炎因子, 或者希望在不久的将来有新的

治疗方法.
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2007 年原位肝脏移植新技术及进展学习班通知

本刊讯 为促进国内肝脏移植领域的交流与合作, 为拟开展肝脏移植的同道提供技术支持, 提高我国肝移植的

技术水平, 推动肝移植的健康发展, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心将于2007-08-29/09-02与《世界华人

消化杂志》合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主

持, 并邀请海内外肝移植知名专家授课, 就目前我国肝移植存在的重点和难点问题以及近几年来肝移植技术的

新进展进行学术讲座. 

中山大学附属第三医院肝脏移植中心是广东省器官移植研究所和中山大学器官移植研究所挂靠单位, 也

是广东省卫生厅重点专科和广东省器官移植学会主任委员单位. 目前, 已开展近1000例肝脏移植术, 术后1 a生

存率超过80%, 居国内领先水平. 本中心已举办3期肝脏移植技术学习班, 并协助国内60余家单位开展了肝脏移
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Abstract
AIM: To study the influence of radiofrequency 
ablation (RFA) on vascular endothelial growth 
factor (VEGF) and fetal liver kinase 1 (Flk-1) in a 
rat transplanted liver cancer model.

METHODS: A rat liver cancer model was es-
tablished by injecting Walker carcinosarcoma 
256 tumor cells into the livers of the rats. After 
tumor growth had proceeded for about 9 or 10 
days, we surgically treated the rats with RFA. 
Rats were randomly divided into control and 
RFA groups. After treatment, rats were random-
ly divided into two groups, and were killed after 
1 or 3 days to obtain liver specimens. Expression 
of VEGF and Flk-1 was observed in the tumor 
and adjacent tissues by an immunohistochemi-
cal Elivision method at 1 and 3 days after RFA.

RESULTS: The expression of VEGF in adjacent 

tissues was higher  (P = 0.014, and P = 0.013) and 
the expression of VEGF in remnant tumors was 
lower at 1 and 3 days after RFA than that before 
RFA (P = 0.015, P = 0.013). The expression of 
Flk-1 1 day after RFA in the adjacent tissues was 
higher than that in controls (P = 0.008).

CONCLUSION: RFA can repress the expression 
of VEGF in carcinoma near areas of necrosis, but 
this treatment may also induce expression of 
VEGF in adjacent tissues. The effect of RFA on 
Flk-1 needs further investigation.

Key Words: Radiofrequency; Liver cancer; Rat; Vas-
cular endothelial growth factor; Fetal liver kinase 1
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摘要
目的: 探讨射频消融对大鼠肝肿瘤血管内皮
生长因子(VEGF)及其受体Flk-1(fetal l iver 
kinase 1)表达的影响. 

方法: 采用Walker-256细胞株构建大鼠肝脏种
植瘤模型, 肿瘤接种后9-10 d开腹, 分为对照
组与射频组. 治疗后射频组再随机平均分为
2组, 分别于1, 3 d处死大鼠取肝脏标本. 采用
Elivision法对标本免疫组化染色, 根据VEGF与
Flk-1在胞质内染色强度与阳性细胞数, 对不同
分组的肿瘤组织、癌旁组织进行半定量评分. 

结果: 射频后1, 3 d组癌旁和残留组织VEGF
表达与治疗前癌旁(P  = 0.014, P  = 0.013)和肿
瘤组织相比(P  = 0.015, P  = 0.013), 有统计学差
异, 癌旁组织VEGF表达高于治疗前, 而残留
组织低于治疗前. 射频后1 d Flk-1表达与治疗
前癌旁组织相比有统计学差异(P  = 0.008), 较
治疗前增加.

结论: 射频对残余肿瘤细胞VEGF表达有抑
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■背景资料
射频消融是肝癌
的一种重要治疗
手段, 该技术具有
创伤性小, 可重复
性强的优点, 在临
床上应用日益广
泛. 由于肝细胞性
肝癌是富血供肿
瘤, 血管新生对肿
瘤的发生与进展
有着重要的作用, 
因而, 射频后疗效
在很大程度上取
决于术后血管新
生的变化情况.



制作用, 但可促进癌旁组织的VEGF表达上调. 
射频对Flk-1的影响有待进一步研究.

关键词: 射频; 肝肿瘤; 大鼠; 血管内皮生长因子; 血

管内皮生长因子受体Flk-1
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0  引言

肝细胞性肝癌是富血供肿瘤, 血管新生对肿瘤

的发生与进展有着重要的作用. 射频后疗效在

一定程度上取决于血管新生的变化情况. VEGF
是目前被认为参与血管新生过程中最重要的调

节因子, 通过特异性与其受体Flk-1结合, 促进血

管新生起始[1-3]. 我们在构建的大鼠肝脏种植瘤

射频模型基础上, 通过免疫组化染色, 观测癌旁

组织与残余肿瘤组织内VEGF和Flk-1表达情况, 
初步探讨射频治疗对局部血管新生的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂S D大鼠40只 ,  体质量250
±50 g, 南京军区总医院动物实验中心提供; 
Walker256细胞株, 中国医学科学院肿瘤医院

肿瘤所提供; 冷循环射频治疗仪(Cool-t ip RF 
system, CC-1-B型), 美国Radionics公司制造; 
VEGF与Flk-1 Ab均购自Santa Cruz公司. 采用直

接注射法制作大鼠肝脏种植瘤模型[4], 接种肿瘤

后9-10 d开腹, 将肿瘤大小接近的大鼠随机分为

对照组与射频组, 对照组不做任何治疗, 取肝脏

标本. 射频组在直视下将射频针插入肿瘤中心

部位, 手动调节功率为10 w, 时间设定5 min, 可
形成约1 cm左右的毁损灶[5]. 治疗后随机平均分

为2组, 分别于术后1, 3 d处死取肝脏标本. 取出

肝脏后常规中性甲醛固定, 石蜡切片4 µm, HE染
色, 光镜下形态学观察.
1.2 方法 石蜡切片于二甲苯中脱腊, 梯度酒精至

水; 30 mL/L H2O2室温孵育10 min, 以消除内源

性过氧化物酶的活性; 100 mL/L山羊血清封闭, 
室温孵育15 min; 滴加适当比例稀释(1∶100)的
VEGF与Flk-1的抗体, 4℃过夜; 滴加二抗, 37℃
孵育20 min; DAB显色, 显微镜下观察, 控制反

应时间; 自来水充分冲洗, 苏木素衬染, 脱水, 封
片. 以上步骤间均用PBS冲洗3次, 每次1 min. 每
张切片在镜下对肿瘤组织(包括对照组与射频后
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残存肿瘤细胞), 癌旁组织(邻近肿瘤细胞或毁损

灶周边1 cm的正常肝组织)进行免疫组化评分, 
在细胞质中出现棕黄色或褐色颗粒为阳性细胞. 
VEGF与Flk-1的表达根据染色强度与阳性细胞

数分为4级: 阴性(-): 无阳性细胞; 弱阳性(+): 细
胞轻度着色染成淡黄色, 阳性细胞数<25%; 阳性

(++): 细胞着色成黄色, 阳性细胞数25%-50%; 强
阳性(+++): 细胞明显着色, 呈棕黄色, 阳性细胞

数>50%.
统计学处理 采用SPSS11.5统计学软件进行

分析, VEGF与Flk-1的表达差异采用秩和检验, 
P <0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 射频后病理表现 对照组肿瘤细胞呈巢状、

片状分布, 排列紧密, 杂乱. 细胞形态不规则, 胞
质轻度嗜碱性, 核大深染, 核仁明显(图1A). 治疗

后镜下呈现3个区带(图1B), 原肿瘤区域经射频

后变为大片坏死组织, 表现为凝固性坏死. 周边

可见界限清晰的炎性反应带, 其中可见中性粒

细胞、淋巴细胞以及成纤维细胞聚集. 炎症细

胞的外围可见一层明显肉芽组织, 其内有多量

新生的毛细血管. 毁损灶周围的肝组织结构正

常, 但肝细胞可发生变性, 以水肿, 胞质疏松化

常见. 在治疗不充分的标本中毁损区周边或内

部可见残留的肿瘤细胞. 
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■相关报道
射频作为肝癌的
一种局部灭活治
疗技术, 术后肿瘤
的血管新生情况
与预后有着重要
的关联. 射频治疗
肿瘤的基本机制
是利用肿瘤的不
耐热性, 但对于肿
瘤微血管亦有影
响 .  有文献表明 , 
射频可以通过有
效的破坏肿瘤微
血管, 抑制血管新
生, 减少肿瘤的血
液供应, 从而降低
术后转移复发的
几率. 但目前尚无
射频后癌旁血管
新生情况的相关
研究报道.

A

B

图  1  射频治疗大鼠肿瘤组织学. A: 肝脏种植瘤治疗前(HE

×200); B: 治疗后坏死灶周边炎性反应带(HE×40).
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2.2 射频后癌旁组织VEGF及Flk-1的表达变化

(表1) 射频后1 d组癌旁组织内VEGF表达弱阳性

(+)1例, 阳性(++)2例, 强阳性(+++)9例, Flk-1表
达阳性(++)10例, 强阳性(+++)2例, 与治疗前癌

旁组织相比, 两者的表达有统计学差异(P值分

别为0.014, 0.008). 射频后1 d癌旁组织VEGF及
其受体Flk-1的表达高于对照组(图2A-B). 射频

后3 d组癌旁组织内VEGF表达弱阳性(+)1例, 阳
性(++)5例, 强阳性(+++)6例, 与治疗前癌旁组织

相比有统计学差异(P  = 0.013); Flk-1表达弱阳性

(+)5例, 阳性(++)5例, 强阳性(+++)2例, 与治疗前

癌旁组织相比, 表达无统计学差异(P  = 0.545). 
2.3 射频后残存肿瘤细胞的VEGF及Flk-1的表

达变化(表1) 镜下观察, 射频后1 d组有9张存在

残余肿瘤细胞(75%), VEGF的表达阴性(-)2例, 
弱阳性(+)6例, 阳性(++)1例; 3 d组有4张存在残

余肿瘤细胞(33%), VEGF的表达阴性(-)2例, 弱
阳性(+)2例. 与治疗前肿瘤组织相比, 两者的表

达有统计学差异(P值分别为0.015, 0.013). 射频

后残存肿瘤细胞的V E G F表达低于对照组(图
2C-D). 射频后1 d组残存肿瘤组织Flk-1的表达阴

性(-)1例, 弱阳性(+)3例, 阳性(++)5例; 3 d组Flk-1
表达阴性(-)1例, 阳性(++)3例, 与治疗前肿瘤组

织相比, 表达无统计学差异(P 值分别为0.874, 
0.634).

3  讨论

肿瘤的生长与转移依赖于血管新生, 根据血管

新生平衡开关学说[6-7], 在肿瘤生长的过程中, 肿
瘤中心缺氧, 导致缺氧诱导因子的表达, 从而改

变了血管新生促进因子与抑制因子的平衡, 使
其向促进血管新生方向发展. VEGF是其中一种

重要的血管新生促进因子[8]. VEGF由肿瘤细胞

产生并分泌, 作用于表达其受体的内皮细胞, 具
有增加微血管通透性、促进不同来源的内皮细

胞分裂增殖和血管构建、促使内皮细胞迁移等

多种作用, 在肿瘤的生长、发展和转移过程中

起重要作用[9]. VEGF主要通过两种细胞表面的

酪氨酸激酶受体起作用, 也就是Flt-1 (VEGFR-1)
与KDR/Flk-1(调节血管新生主要是通过Flk-1). 
这些受体, 尤其是Flk-1在肿瘤血管的内皮细胞

上都有表达. VEGF与相应受体结合后, 发生二

聚作用并激活酪氨酸激酶, 然后受体发生自身

磷酸化, 在该部位结合并激活其下游的配体诱

导一系列信号转导机制, 从而发挥生物学效应.  
射频作为肝癌的一种局部灭活治疗技术, 

术后肿瘤的血管新生情况与预后有着重要的关

联. 射频治疗肿瘤的基本机制是利用肿瘤的不

耐热性, 但对于肿瘤微血管亦有影响. 有文献表

明, 射频可以通过有效的破坏肿瘤微血管, 抑制

血管新生, 减少肿瘤的血液供应, 从而降低术后

■创新盘点
血管内皮生长因
子 ( V E G F ) 是 目
前被认为参与血
管新生过程中最
重要的调节因子, 
在肿瘤的生长、

发展和转移过程
中 起 重 要 作 用 , 
VEGF由肿瘤细胞
产生并分泌, 通过
特异性与其受体
Flk-1结合 ,  促进
血管新生起始. 本
研究在构建的大
鼠肝脏种植瘤射
频模型基础上, 通
过免疫组化方法, 
观测癌旁组织与
残余肿瘤组织内
VEGF和Flk-1表
达情况, 初步探讨
射频治疗对局部
血管新生的影响.

图  2  射频前后VEGF, Flk-1表达(SABC/SP×200). A: 射频后癌旁组织VEGF高表达; B: 射频后癌旁组织Flk-1高表达; C: 射频

前肿瘤细胞VEGF表达强阳性; D: 射频后残存肿瘤细胞VEGF表达弱阳性.

A B

C D
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转移复发的几率[10]. 但目前尚无射频后癌旁血

管新生情况的相关研究报道. 在我们的实验中

构建了大鼠肝脏种植瘤的射频治疗模型, 采用

Walker256瘤株构建的肝脏种植瘤是一种较好的

肝癌研究模型, 该肿瘤生长迅速, 属富血供肿瘤. 
可以近似模拟肝癌的血供特点, 有研究发现, 该
肿瘤在生长过程中具有诱导新生血管的能力[11], 
适宜于进行有关血管新生方面的研究. 

本研究结果显示, 射频后1 d组有75%存在

残余肿瘤细胞, 3 d组有33%存在残存肿瘤细胞. 
通过对残存肿瘤细胞VEGF表达的统计学分析, 
显示其表达明显低于对照组. 小动物模型中, 射
频时对毁损范围不易把握是导致肿瘤残留的主

要原因. 而残留肿瘤细胞中VEGF的表达明显下

调, 其机制考虑是热效应导致肿瘤细胞坏死或

失活, 或蛋白的变性与分解. 也可能是大量坏死

组织诱导炎症免疫反应, 从而间接抑制了肿瘤

VEGF的表达[12]. 射频术后的肿瘤残余一直是影

响治疗效果的重要因素, 尤其对于较大体积的

肝癌或多发肝癌在所难免[13-14]. 因此, 残余肿瘤

细胞的生物学特性变化值得进一步研究与探讨. 
我们的研究显示对于坏死区内或邻近坏死区的

残余肿瘤细胞, 射频对VEGF的表达有一定抑制

作用. 
与上述现象相反的是, 射频术后癌旁组织

VEGF与Flk-1的表达均显著高于对照组. 通过光

镜观察, 我们发现在坏死灶周围存在炎症反应

带, 可见多量毛细血管和炎症细胞聚集. 血管新

生的原因可能有2个: (1)射频术后的坏死与肿瘤

自发性坏死不同. 后者主要见于病灶中心, 炎症

反应不明显. 而射频后坏死灶周边可出现炎症

反应带. 炎症细胞可以释放促血管新生因子, 因
而VEGF等可以是炎症细胞释放的; (2)射频后组

织坏死, 局部乏氧, 产生缺氧诱导因子(hypoxia-
inducible factor 1, HIF-1)[15], 可能对血管新生产

生正向促进作用, 从而使VEGF表达上调. 
总之, 射频对于邻近毁损灶的残余肿瘤细

胞的VEGF表达有抑制作用. 而射频后癌旁组织

的VEGF与Flk-1表达有上调现象. 癌旁新生血管

是否对残留肿瘤组织的生长有促进作用, 有待

进一步研究. 

4      参考文献
1	 Sun HC, Tang ZY. Angiogenesis in hepatocellular 

carcinoma: the retrospectives and perspectives. J 
Cancer Res Clin Oncol 2004; 130: 307-319 

2	 Tanaka S, Arii S. Current status and perspective of 
antiangiogenic therapy for cancer: hepatocellular 
carcinoma. Int J Clin Oncol 2006; 11: 82-89

3	 Zacharoulis D, Hatzitheofilou C, Athanasiou 
E, Zacharoulis S. Antiangiogenic strategies in 
hepatocellular carcinoma: current status. Expert Rev 
Anticancer Ther 2005; 5: 645-656

4	 邵成伟, 王培军, 田建明, 张火俊, 王敏杰, 曾浩. 直接
注射法制作大鼠肝癌模型. 中国医学影像技术 2002; 
18: 731-732  

5	 孔文韬, 陈骏, 仇毓东, 张炜炜. 大鼠肝脏种植瘤冷循
环射频治疗病理形态学改变及临床意义. 中华实验外
科杂志 2007; 24: 35-36 

6	 Sugimachi K, Tanaka S, Terashi T, Taguchi K, 
Rikimaru T, Sugimachi K. The mechanisms 
of angiogenesis in hepatocellular carcinoma: 
angiogenic switch during tumor progression. 
Surgery 2002; 131: S135-141 

7	 Tanaka S, Sugimachi K, Yamashita Y, Shirabe K, 
Shimada M, Wands JR, Sugimachi K. Angiogenic 
switch as a molecular target of malignant tumors. J 
Gastroenterol 2003; 38 Suppl 15: 93-97

8	 S e m e l a D , D u f o u r J F . A n g i o g e n e s i s a n d 
hepatocellular carcinoma. J Hepatol 2004; 41: 864-880

9	 Ribatti D, Vacca A, Nico B, Sansonno D, Dammacco 
F . Angiogenes i s and ant i -angiogenes i s in 
hepatocellular carcinoma. Cancer Treat Rev 2006; 32: 
437-444

10	 郭晓华, 沈世强. 射频消融对兔肝癌肿瘤微血管密度
及血管内皮细胞生长因子的影响. 腹部外科 2004; 17: 

■应用要点
射频消融后, 邻近
毁损灶的残存肿
瘤细胞由于热效
应的影响, 以及炎
症免疫反应等因
素 ,  肿 瘤 细 胞 的
VEGF表达受到抑
制. 但射频对癌旁
组织的VEGF表达
有一定促进作用, 
提示射频消融后
的乏氧区对肿瘤
的血管新生有一
定的促进作用, 这
可能是射频消融
术后肿瘤局部复
发的机制之一. 文
章的研究结果有
助于深入理解射
频治疗的机制, 进
一步改进治疗策
略, 从而降低射频
术后转移复发的
几率.

表  1  射频组与对照组VEGF, Flk-1表达情况(n )

      
	                                                  VEGF表达情况分级		              Flk-1表达情况分级

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

对照组(A组)									       

    肿瘤组织	 12	 0	 5	 6	 1	 1	 5              6            0

    癌旁组织	 12	 0	 5	 4	 3	 1	 4	 7            0

射频后1 d(B组)									       

    残存肿瘤组织	   9	 2	 6	 1	 0	 1	 3	 5            0

    癌旁组织	 12	 0	 1	 2	 9	 0	 0            10            2

射频后3 d(C组)									       

    残存肿瘤组织	   4	 2	 2	 0	 0	 1	 0	 3            0

    癌旁组织	 12	 0	 1	 5	 6	 0	 5	 5            2

分组                              n



www.wjgnet.com

孔文韬, 等. 射频消融对鼠肝肿瘤血管内皮生长因子及其受体Flk-1表达的影响                                                               2259

365-367
11	 彭林, 区金锐, 王卫东, 孙建, 简志祥. 原位种植肝癌新

生血管的检测及血管内皮细胞生长因子mRNA的表
达. 世界华人消化杂志 2002; 10: 717-718

12	 张盟辉, 孔宪炳, 王巧玲, 阴红卫, 轩诗进. 射频消融联
合亚砷酸局部治疗对兔肝VX2肿瘤MVD和VEGF表
达的影响. 中国普外基础与临床杂志 2007; 14: 19-22

13	 Sakr AA, Saleh AA, Moeaty AA, Moeaty AA. The 
combined effect of radiofrequency and ethanol 

■同行评价
本文通过研究射
频消融对鼠肝肿
瘤血管内皮生长
因 子 及 其 受 体
Flk-1表达的影响, 
得出了一些有意
义的结果, 选题具
有一定先进性, 文
字流畅, 研究方案
较合理, 有一定的
参考价值.

ablation in the management of large hepatocellular 
carcinoma. Eur J Radiol 2005; 54: 418-425

14	 Kim YS, Rhim H, Cho OK, Koh BH, Kim Y. 
Intrahepatic recurrence after percutaneous 
radiofrequency ablat ion of hepatoce l lu lar 
carcinoma: analysis of the pattern and risk factors. 
Eur J Radiol 2006; 59: 432-441

15	 Myung SJ, Yoon JH. Hypoxia in hepatocellular 
carcinoma. Korean J Hepatol 2007; 13: 9-19

               编辑  程剑侠  电编  张敏

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2007年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

消化内镜诊疗技术研讨班通知 ( 第一轮 )

本刊讯 2007年国家级继续医学教育项目“消化内镜诊疗技术研讨班”(项目编号2007-03-03-046)将于

2007-11在青岛市举办, 由青岛大学医学院附属医院主办、世界华人消化杂志协办, 特邀国内外著名专家进

行专题讲座和现场演示, 欢迎消化内镜工作者投稿参会, 优秀稿件可优先发表. 回执或投稿请于2007-09底

前寄青岛大学医学院附属医院内镜诊治中心, 刘希双收, 邮编: 266003, E-mail: liuxishuang1@sina.com, 电话: 

0532-82911525, 13864215672.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2007年版权归世界华人消化杂志

• 消息 •

世界华人消化杂志关于作者署名的声明

本刊讯 世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝酿和设

计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对文章的知识性内容作批

评性审阅. 第三方面是工作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)

支持性贡献. 每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者. 



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年7月18日; 15(20): 2260-2262
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

腹腔镜胆囊切除术中粗大胆囊管的处理

宿砚明, 张宗明, 钟 华, 蒋 艺, 郭金星

宿砚明, 张宗明, 钟华, 蒋艺, 郭金星, 清华大学第一附属医
院消化医学中心普外科 北京市 100016
通讯作者: 宿砚明, 100016, 北京市朝阳区酒仙桥一街坊6号, 清
华大学第一附属医院消化医学中心普外科. 
suyanming62@sohu.com
电话: 010-64372362  传真: 010-64361322
收稿日期: 2007-04-24   接受日期: 2007-05-11

Management of an enlarged 
cystic duct in laparoscopic 
cholecystectomy 

Yan-Ming Su, Zong-Ming Zhang, Hua Zhong, Yi Jiang, 
Jin-Xing Guo

Yan-Ming Su, Zong-Ming Zhang, Hua Zhong, Yi Jiang, 
Jin-Xing Guo, Department of General Surgery, Digestive 
Medical Center, the First Affiliated Hospital of Tsinghua 
University, Beijing 100016, China
Correspondence to: Yan-Ming Su, Department of General 
Surgery, Digestive Medical Center, the First Affiliated Hos-
pital of Tsinghua University, No. 6, Block 1, Jiuxian Bridge, 
Chaoyang District, Beijing 100016, 
China. suyanming62@sohu.com
Received: 2007-04-24    Accepted: 2007-05-11 

Abstract
AIM: To investigate the management of an 
enlarged cystic duct in laparoscopic cholecys-
tectomy.

METHODS: From November 1995 to December 
2004, 46 patients with enlarged cystic ducts un-
derwent laparoscopic cholecystectomy in our 
hospital. The diameters of the cystic ducts were 
0.4-0.6 cm in 21 cases, 0.6-0.8 cm in 14, and > 0.8 
cm in 11. Five treatment methods were under-
taken: overlapped clipping (n = 12), large-sized 
titanium clipping (n = 5), endoloop (n = 1), clap-
ping after ligation (n = 22), and ligation (n = 6).

RESULTS: All patients were discharged from 
hospital without complications.

CONCLUSION: Suitable methods need to be 
implemented to manage enlarged cystic ducts 
in laparoscopic cholecystectomy. A ligation 
method may be the first choice if the operator is 
skilled in ligation technology.

Key Words: Laparoscopic cholecystectomy; Cystic 
duct; Ligation method
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摘要
目的: 探讨腹腔镜胆囊切除术(LC)中粗大胆囊
管的处理方法. 

方法: 1995-10/2004-12施行LC 640例, 发现胆
囊管明显增粗46例, 其中胆囊管直径为0.4-0.6 
cm, 0.6-0.8 cm, 0.8 cm以上的例数分别为21, 
14和11例. 分别采用阶梯施夹法(12例)、大号
钛夹法(5例)、圈套器法(1例)、结扎后再施夹
法(22例)和结扎法(6例)处理增粗的胆囊管. 

结果: 全组46例患者手术顺利, 术后无胆漏及
其他并发症发生.

结论: 在LC中, 可选用阶梯施夹法、大号钛夹
法、圈套器法、结扎后再施夹法和结扎法等
牢固处理增粗的胆囊管. 如果结扎技术熟练, 
结扎法可适用于各种情况, 可做为首选.

关键词: 腹腔镜胆囊切除术; 胆囊管; 结扎法
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0  引言

在腹腔镜胆囊切除术(Laparoscopic cholecystec-
tomy, LC)中, 一般使用2或3枚平行的中号钛夹

夹闭胆囊管残端, 这对大多数病例是足够的. 但
在胆囊管增粗(直径>0.4 cm)的情况下[1], 胆囊管

的处理存在一定难度. 现就胆囊管增粗的处理

方法加以探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 1995-10/2004-12施行LC 640例, 发现

®

■背景资料
随着LC的广泛开
展 ,  适 应 症 逐 渐
放 宽 ,  但 胆 瘘 等
并发症也时有发
生, 特别是在结石
嵌顿、胆囊管扩
张、胆囊萎缩、

Mirrizz综合征等
复杂情况时, 更易
导致严重并发症. 
探讨特殊情况下
的LC的处理方法, 
有重要的临床实
际意义.

■研发前沿
胆漏是LC术后的
常见并发症, 如何
有效地预防, 一直
是困扰胆道外科
的棘手问题.
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胆囊管明显增粗46例, 男10例, 女36例. 年龄

32-71(平均52.3)岁. 胆囊炎胆囊结石43例, 胆囊

息肉3例. 有黄疸史2例, 胰腺炎病史2例, 入院体

检发现黄疸2例. B超发现胆总管结石2例, 胆总

管增粗7例(其中1例合并胆总管结石).
1.2 方法 详细询问病史、体检, 并给予肝功能

检测及肝、胆、胰B超检查等. 有黄疸史或血胆

红素增高者, B超发现胆总管增粗或胆囊管内

结石者, 均行内镜下逆行胰胆管造影术(ERCP), 
证实有胆总管结石者行内镜下奥狄氏括约肌

切开(EST)取石. 在腹腔镜胆囊切除术中仔细解

剖Calot三角, 当分离出胆囊管后, 根据胆囊管

直径大小分别采用采用阶梯施夹法12例(胆囊

管直径均为0.4-0.6 cm), 大号钛夹法5例(胆囊管

直径均为0.4-0.6 cm), 圈套器法1例(胆囊管直径 
>0.8 cm), 结扎法6例(胆囊管直径0.4-0.6 cm 4例, 
0.6-0.8 cm 2例)、结扎后施夹法22 例(胆囊管直

径0.6-0.8 cm 12例, >0.8 cm 10例). 其中7例胆囊

管壁水肿、增厚明显者于小网膜孔处置腹腔引

流管.

2  结果

全组46例患者手术顺利, 术后无胆漏及其他并

发症发生, 均治愈出院.

3  讨论

若有以下情况要考虑胆囊管增粗可能: (1)胆囊

颈部结石嵌顿者. 因结石嵌顿后引起胆囊颈部

炎症, 导致胆囊管壁水肿、增厚, 管径增粗. 本
组胆囊管直径>0.8 cm的5例患者中, 有4例属此

类情况; (2)既往有黄疸史, 入院体检发现黄疸, B
超发现胆总管增粗及胆总管结石者. 胆总管原

发结石可致胆总管下端梗阻, 胆道内部压力增

高, 胆汁自胆囊入胆总管排泄不畅, 可能导致胆

囊管增粗. 胆总管继发结石, 若有胆囊结石自胆

囊管入胆总管, 可引起胆囊管被动性扩张增粗. 
当然, 不排除胆囊管原本就较粗, 有小结石由增

粗胆囊管排入胆总管的可能. 磁共振胰胆管造

影(MRCP), ERCP对术前判断及治疗很有意义. 
正确解剖Calot三角, 仔细辨认胆囊管、胆囊动

脉及胆总管是LC成功的关键, 其中胆囊壶腹部

与胆囊管移行部正确辨认最为重要, 将胆总管

或肝总管误认为胆囊管是最常见的损伤[2], 尤
其是在胆囊管增粗的病例中, Calot三角往往存

在黏连水肿, 更要注意防止损伤胆总管或肝总

管. 在分离胆囊管时, 应向外牵拉或提起胆囊壶

腹部, 充分暴露胆囊前后三角, 使用30度镜视野

更佳; 一定要找准间隙然后用分离钳或直角钳

进行分离, 防止盲目硬性插入. 当发现解剖出的

“胆囊管”增粗时, 不要有先入为主的观点, 准
备施夹前, 避免用力牵拉胆囊, 尽量要认清“三

管”关系; 有时Calot三角黏连水肿明显, 胆总

管、肝总管难以解剖清楚, 为避免将胆总管误

认为增粗的胆囊管, 可采用V形分离法[3]适当扩

大胆囊前、后三角的分离范围, 明确解剖出的

胆囊管未进入肝脏, 并与胆囊壶腹部相延续. 
在胆囊管近端钳夹两枚中号钛夹(强生公司

LT300), 远端钳夹一枚中号钛夹, 在他们之间剪

开部分胆囊管, 而后在剩余胆囊管的近端部分

平行钳夹一枚中号钛夹, 再完全剪断胆囊管. 此
法的优点是全部使用中号钛夹, 无需更换器械. 
缺点是若胆囊管壁较厚钛夹可能移位或脱落, 
且对于增粗明显的胆囊管, 由于中号钛夹长度

相对较短, 此方法难以满意夹闭胆囊管残端, 宜
采用下面介绍的方法. 

在胆囊管近端、远端各钳夹一枚大号钛夹

(强生公司LT400), 在他们之间剪断胆囊管. 此
法的优点是操作较为方便, 但需要备有大号施

夹钳及大号钛夹. 如胆囊管增粗明显, 也可将大

号钛夹法与阶梯施夹法结合使用[4]. 在胆囊管近

端、远端各钳夹一枚大号钛夹, 在他们之间剪

断部分胆囊管, 而后在剩余胆囊管的近端部分

在钳夹一枚中号钛夹, 再完全剪断胆囊管, 可视

作对这种方法的补充. 当胆囊管明显增粗, 特别

是水肿增厚明显时, 宜采用圈套器结扎[5]. 我们

使用的是成品圈套器, 只需将圈套器由剑突下

套管伸进腹腔, 并从胆囊底部套至胆囊管近端, 
再于体外收紧圈套器, 剪断胆囊管即可, 我们体

会这种方法比较便捷、牢靠. 但操作时一般需

要逆行剥离胆囊, 最好能先将胆囊动脉、胆囊

管解剖出来[6], 并夹闭胆囊动脉, 这样不但可以

有效地防止误伤胆总管, 而且能明显减少将胆

囊由胆囊床剥离时的出血. 但有时由于胆囊三

角炎症明显, 解剖不清, 较难分离夹闭胆囊动脉, 
术中逆行切除胆囊时可能出血较多, 这就需要

术者有较为熟练的技术与配合. 结扎可采用腹

腔内打结, 也可采用体外打结推入法, 前者需要

专项练习才能熟练掌握, 后者则较易掌握. 结扎

法的优点如下: (1)结扎法可有效扎紧增粗的胆

囊管, 避免钛夹夹闭不全的弊端; 尤其是当胆囊

动脉与胆囊管并行且黏连致密不易分离时, 可
将其一并结扎, 避免损伤; (2)当胆囊管短而粗时, 

■创新盘点
本 文 对 于 L C 术
中胆囊管增粗情
况的处理方法合
理、效果满意, 结
扎法有更多的优
越性, 有可操作性
和临床价值.

■应用要点
在临床实际工作
中, 胆囊管的解剖
和处理方法是LC
手术成败的关键, 
本文介绍的方法, 
实用性强, 结扎法
处理胆囊管术后
体内不留金属异
物、且经济可靠.
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结扎法更具优势, 占位小且不易松脱; (3)当胆囊

管开口位于下腔静脉前方或门静脉左前方时, 
如使用金属钛夹处理时, 钛夹尖端有可能伤及

静脉壁, 而结扎法则可避免此类风险; (4)结扎法

能避免术后金属夹对MRI, CT, B超影像检查的

干扰或误诊; (5)与钛夹尤其与可吸收蛋白夹相

比价廉物美. 
当胆囊管粗, 钛夹不能将其完全夹闭时, 可

以将结扎法与钛夹法结合使用. 方法是先结扎

胆囊管, 使之缩窄变细, 然后再上钛夹, 此法多

可将增粗的胆囊管完全夹闭. 对于因炎性水肿

变脆的胆囊管, 施夹时如用力过度则易线形割

裂伤, 如用力不够则会在水肿消退后钛夹脱落, 
为术后胆漏发生埋下隐患. 结扎为环形缩窄, 应
力均匀, 术后体液将结扎线水化后更为牢靠. 结
扎后在线结稍远处再施夹, 更增加了保险系数. 

有报道17%-25%的LC后综合征由胆囊管残

余结石引起[7]. 在术中若发现胆囊管增粗, 特别

是局部膨大时, 可用分离钳轻夹胆囊管, 若无结

石, 胆囊管可能被夹扁; 当有小结石时, 会有钳

夹硬物感. 如果结石近段胆囊管足够长, 可先用

钛夹夹闭近端胆囊管而后切断之, 再将结石自

胆囊管残端挤出. 如果结石近端胆囊管较短, 无
法于胆囊管近端施加钛夹, 可尝试结扎, 或先用

分离钳从胆囊管近端将结石逐渐向胆囊方向挤

压, 待结石近段胆囊管足够长时再施加钛夹, 但
要防止不慎将结石挤入胆总管. 若较大结石嵌

顿于胆囊管, 最好能先将结石近段胆囊管钛夹

夹闭或结扎, 再将结石处胆囊管横行或T形剪开, 
取出结石. 

胆管损伤是LC严重而常见的并发症之一, 
占LC严重并发症的34%, 胆管损伤的手术病死

率是6%[8]. 因此, 当胆囊萎缩, 胆囊管增粗且极

短, 纤维闭塞, Calot三角致密黏连, 结石嵌顿疑

有Mirizzi综合征时, 一味强行分离, 必然增加胆

管损伤的机会, 可采用剖开胆囊取出结石行胆

囊大部切除, 于胆囊颈部胆囊腔内寻找胆囊管

开口并缝合关闭, 避免损伤肝外胆管. 对于LC 
所致胆管损伤强调早发现早处理, 应根据损伤

时间、部位、程度选择合适术式[9-10]. 根据术中

情况作出正确判断, 结合术者的技术和经验, 必
要时及时中转开腹手术, 避免脏器损伤. 适时的

中转不是LC失败, 而是针对不同情况采取的不

同处理方式, 目的是安全完成手术[11]. 
对于胆囊管增粗的病例, 特别是胆囊管壁水

肿增厚明显时, 腹腔镜胆囊切除术后钛夹、结

扎线或圈套器均可能移位或脱落, 造成胆漏; 而
且有时因胆囊动脉与胆囊管黏连而一起施夹时, 
术后出血的可能性也会增加. 所以我们认为可

根据手术情况放置腹腔引流管. 采用双腔瓦楞

管置于小网膜孔处, 一方面, 有助于术后观察有

无出血、胆漏, 便于及时处理; 另一方面, 即使

发生了胆漏, 腹腔引流对于治疗也大有帮助, 部
分胆漏病例可通过腹腔引流、适当抗炎、加强

营养支持, 必要时结合ERCP+ENBD(经内镜鼻

胆管引流), 也可能治愈. 
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■同行评价
本文通过介绍腹
腔镜胆囊切除术
中粗大胆囊管的
处理体会, 为临床
医生处理类似情
况提供了很好的
经验总结, 实用价
值较好.
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Abstract
AIM: To study changes in protein expression in 
tumor-associated fibroblasts in gastric cancer 
and their relationship with tumor invasion.

METHODS: We used immunohistochemistry to 
detect expression of CD34, smooth muscle actin 
(SMA) and transforming growth factor (TGF)-β1 
in stromal fibroblasts of 75 gastric cancer and 10 
normal gastric tissues, and analyzed its mecha-
nism and relationship with clinical characteris-
tics.

RESULTS: There were statistically significant 
differences in expression of CD34, SMA and 
TGF-β1 between gastric cancer and normal gas-

tric tissues (8.0% vs 80.0%, χ2 = 28.220; 90.7% vs 
30.0%, χ2 = 19.401; 89.3% vs 30.0%, χ2 = 17.486; 
P < 0.01, respectively). Expression of TGF-b1 
and SMA was related to depth of tumor, clinical 
stage and lymph node metastasis (both P < 0.05). 
SMA was positively associated with TGF-b1 (r = 
0.555, P < 0.05).

CONCLUSION: The loss of CD34 and the acqui-
sition of SMA in tumor-associated fibroblasts 
are associated with gastric cancer invasion, and 
TGF-b1 may promote this phenotypic alteration.

Key Words: Gastric cancer; Tumor-associated fi-
broblast; CD34; Smooth muscle actin; Transforming 
growth factor beta1

Wang LF, Wang RF, Hao ZX, Wang ZC. Changes in 
protein expression and significance of tumor-associated 
fibroblasts in gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(20):2263-2267

摘要
目 的 :  探 讨 胃 癌 中 肿 瘤 相 关 纤 维 母 细 胞
(tumor-associated fibroblasts, TAFs)蛋白表达
的改变及与胃癌侵袭转移的关系. 

方法: 应用免疫组织化学方法检测75例胃癌
组织及10例正常胃黏膜组织中纤维母细胞
CD34, 平滑肌肌动蛋白(SMA)和转化生长因
子β1(TGF-β1)的表达, 分析蛋白表达改变的机
制及与胃癌临床病理特征的关系. 

结果: 胃癌组织CD34, SMA和TGF-β1中的
阳性表达与正常胃黏膜组织纤维母细胞中
的表达(8.0% vs  80.0%, c2 = 28.220; 90.7% 
vs  30.0%, c2 = 19.401; 89.3% vs  30.0%, c2 = 
17.486; 均P <0.01); SMA和TGF-β1均与与肿
瘤浸润深度、临床分期和淋巴结转移有关
(均P <0.05), 且两者的表达密切相关(r  = 0.555, 
P <0.05).

结论: 胃癌细胞可能通过分泌T G F-β1作用
于间质 ,  促进C D34(+)纤维母细胞转变为
SMA(+)的肌纤维母细胞, 从而发挥其促进肿
瘤浸润转移的作用.

www.wjgnet.com
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■背景资料
肿瘤的浸润和转
移直接影响着患
者的预后, 近年发
现肿瘤间质在肿
瘤的侵袭和转移
过程中起着必不
可少的作用. 肿瘤
相关纤维母细胞
作为肿瘤间质的
主要细胞类型之
一, 在肿瘤发生、

发展过程中的作
用已成为研究热
点, 但胃癌中的相
关报道很少.
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0  引言

过去肿瘤的研究多集中在肿瘤细胞本身的基因

结构和表型的改变上, 近年来肿瘤间质在肿瘤

浸润转移中的作用逐渐被人们重视. 肿瘤组织

中被激活的纤维母细胞称为TAF, 在肿瘤进展中

的作用比想象的更为活跃[1]. 我们应用免疫组织

化学方法检测胃癌TAF蛋白表达改变并探讨其

机制及与胃癌侵袭转移的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 2006-01/08病理诊断为胃癌的石蜡标本

75例, 男46例, 女29例, 年龄35-86(平均59.8)岁. 
浸润未超过浆膜层者17例, 超过浆膜层者58例; 
Lauren肠型35例, 弥漫型38例, 混合型2例; WHO 
2000年分级标准, 高中分化者23例, 低分化和未

分化者52例; 临床Ⅰ-Ⅱ期30例, Ⅲ-Ⅳ期45例; 有
淋巴结转移者47例, 无淋巴结转移者28例. 同时

选取相应的正常胃黏膜组织10例作为对照组.
1.2 方法 应用PV6000通用型二步法进行免疫组

织化学染色. 一抗为CD34鼠抗人mAb(1∶100), 
SMA鼠抗人mAb(1∶150)均购于北京中杉金

桥生物技术有限公司; TGF-β1兔抗人多克隆抗

体(即用型)购于福州迈新生物技术开发有限公

司, 切片常规脱蜡至水, 实验过程严格按照试剂

说明书进行. 用已知阳性切片作为阳性对照, 用
PBS代替一抗作为阴性对照. CD34染色以胞质

中出现背景清晰的棕色或棕黄色颗粒为阳性, 
根据阳性细胞所占百分比, 阳性细胞数<10%为

(-), 阳性细胞数≥10%为(+); SMA染色以胞质中

出现背景清晰的棕色或棕黄色颗粒为阳性, 根
据阳性细胞范围, 无明显阳性细胞为(-), 局灶阳

性者为(+), 弥漫阳性者为(++); TGF-β1染色以胞

质中出现背景清晰的棕色或棕黄色颗粒为阳性, 
根据阳性细胞染色强度及阳性细胞百分数的多

少进行分级: 染色强度(未着色、弱、中、强)及
阳性细胞百分数(0%, ≤25%, 26%-75%, >75%) 
分别积分为0, 1, 2, 3, 两项积分之和为0-1分者计

为(-), 2-4分计为(+), 5-6分计为(++).
统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计学

分析, CD34, SMA和TGF-β1蛋白在各组间的表
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达差异采用c2检验和Fisher确切概率法, SMA和

TGF-β1蛋白的相关性分析采用Spearman等级相

关分析和k检验. P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 CD34, SMA和TGF-b1的表达 CD34在正常

胃黏膜组织纤维母细胞中阳性表达率为80.0%, 
主要分布于黏膜下层、固有肌层、浆膜下层

和黏膜肌层(而黏膜固有层中未见明显阳性细

胞); SMA在正常组织纤维母细胞的阳性表达

率为30.0%, TGF-β1在正常胃黏膜腺体的阳性

表达率为30.0%(图1, 表1). 在75例胃癌组织中

CD34仅在血管呈阳性表达(图2A-B), 其中仅有6
例(8.0%)在癌巢周围的TAF中呈阳性表达, 阳性

率显著低于正常胃黏膜组(c2 = 28.220, P <0.01); 
SMA在胃癌TAF中阳性表达率为90.7%, 阳性率

明显高于正常组(c2 = 19.401, P <0.01), 阳性细胞

www.wjgnet.com

图  1  正常胃黏膜组织(SP×400). A: CD34(+); B: SMA(-); 

C: TGF-β(-).

A

B

C

■研发前沿
目前研究发现肿
瘤相关纤维母细
胞能分泌多种生
长因子和酶类, 从
而促进肿瘤侵袭
转移, 但纤维母细
胞与上皮细胞相
互作用是许多因
子共同参与的复
杂过程, 其中许多
环节的作用机制
还不清楚.
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呈梭形, 主要位于癌巢周边(图2C-D); 89.3%胃

癌呈现出TGF-b1的阳性表达, 阳性率明显高于

正常组(c2 = 17.486, P <0.01), 阳性细胞主要为肿

瘤细胞且位于腺体腔缘(图2E-F), 少量淋巴细

胞、血管内皮细胞和纤维母细胞也呈现点状的

阳性表达(表1).
2.2 S M A和T G F-b1表达与临床病理的关系  
SMA和TGF-b1的表达与患者年龄、性别、病理

分型和组织学分级无关(P >0.05), 而与肿瘤浸润

深度、临床分期和淋巴结转移有关(P <0.05). 随
着浸润深度的增加、临床分期的进展和淋巴结

转移的出现, 两者表达均增强且差异有统计学

意义(表2). 另TGF-b1和SMA的表达呈正相关(r = 
0.555), 根据k(0.557)值, 两者的一致性较好(表3).

3  讨论

研究发现, TAF参与肿瘤细胞外基质的合成、

沉积和重建等过程, 旁分泌多种生长因子、各

种蛋白酶及其抑制剂, 并能诱导肿瘤免疫逃逸, 
从而在肿瘤的发生、发展中具有重要作用[2-3].
TAF是被激活的肿瘤间质纤维母细胞, 其主要

特征是能够发生表型改变, 主要表现为纤维母

细胞不表达CD34, 而转变成α-平滑肌肌动蛋白

(α-smooth muscle actin)阳性的肌纤维母细胞, 
这种现象可发生于多种侵袭性上皮肿瘤如乳腺

癌、宫颈癌、口腔鳞癌、肠癌、肺癌等[4-9], 然

表  1  胃黏膜CD34, SMA和TGF-β1的阳性表达n (％)

      
分组	       n 	  CD34	        SMA	             TGF-β1 

正常组	     10	 8(80.0)	      3(30.0)	           3(30.0)

胃癌组	     75	 6(8.0)b	    68(90.7)b        67(89.3)b

bP<0.01 vs 正常组.

A B

C D

E F

图  2  胃癌组织. A: 肠型CD34(×200); B: 弥漫型CD34(×400); C: 肠型SMA(×100); D: 弥漫型SMA(×400); E: 肠型TGF-β 
(×100); F: 弥漫型TGF-β(×400).

■创新盘点
本文通过检测胃
癌中肿瘤相关纤
维母细胞蛋白表
达的改变, 分析其
可能机制并探讨
其与肿瘤细胞侵
袭转移的相关性.

■应用要点
肿瘤相关纤维母
细胞是非转化二
倍体细胞, 与肿瘤
细胞相比其基因
组较稳定, 因此针
对肿瘤相关纤维
母细胞的肿瘤基
因治疗或免疫治
疗将有很好的发
展 前 景 .  探 讨 肿
瘤相关纤维母细
胞在胃癌侵袭过
程中的作用, 以期
为临床对胃癌靶
向间质的早期合
理、有效治疗提
供理论基础.
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而Nakayama et al [10]在弥漫型进展期胃癌间质

中发现大量CD34(+)的间质细胞, 而弥漫型早期

胃癌和肠型胃癌中无CD34(+)的间质细胞. 随
后的研究又发现, 胃癌中CD34(+)间质细胞和

α-SMA(+)间质细胞与弥漫型进展期胃癌(浸润

至浆膜下)间质形成有关, 而纤维母细胞中CD34
不表达和α-SMA阳性表达与肠型和实体型胃

癌间质的形成有关[11], 因此, 胃癌TAF蛋白表达

的改变及其与胃癌侵袭转移的关系尚需进一步 
研究.

研究表明, CD34(+)纤维母细胞具有合成胶

原、抗原呈递及T细胞激活功能, 在免疫反应和

组织修复过程中发挥重要作用[12-13]. SMA(+)肌
纤维母细胞能够分泌多种可溶性生长因子, 参
与合成降解细胞外基质的蛋白酶类, 体外实验

还证实其参与肿瘤免疫逃逸[3]. 本实验结果显示, 
正常胃黏膜组织纤维母细胞表现为CD34的高

表达和SMA的低表达, 而75例胃癌组织中CD34
仅在血管呈阳性表达, 其中仅有6例在癌巢周围

的纤维母细胞中呈阳性表达, 阳性率显著低于

正常胃黏膜组, SMA在胃癌组的阳性表达率明

显高于正常组, 这说明胃癌中肿瘤相关纤维母

细胞缺乏CD34(+)表达, 而表现为SMA(+)特征, 
且这种改变与患者性别、年龄、病理分型和组

织学分级无关. 随着浸润深度的增加、临床分

期的进展和淋巴结转移的出现, 纤维母细胞中

SMA的表达增强, 表明TAF与胃癌的侵袭转移

密切相关.
目前, TAF蛋白表达改变的机制尚不清楚, 

Barth et al [6]推测: (1)肿瘤细胞能够诱导CD34(+)
纤维母细胞凋亡, 而被SMA(+)肌纤维母细胞取

代; (2)肿瘤中存在一种未知的细胞群, 这种细胞

群能够下调CD34表达, 相反却增加SMA的表达. 
体外实验表明, TGF-β1能下调纤维母细胞CD34
的表达, 促进CD34(+)纤维母细胞向表达SMA的

肌纤维母细胞方向分化, 相反, 抑制TGF-β1信号

则CD34的表达水平保持不变[14], 我们发现, 胃癌

中肿瘤细胞TGF-β1的表达与胃癌侵袭转移密切

相关, 肿瘤细胞TGF-β1的表达和TAF SMA的表

达呈正相关, 且两者的一致性较好, 提示我们在

体内环境中, 内源性的TGF-β1可能在TAF蛋白

表达改变过程中起到一定的促进作用.胃癌细胞

可能通过分泌TGF-β1作用于间质, 促进CD34(+)

表  2  胃癌SMA和TGF-β1阳性表达与临床病理特征的关系n (％)

      
	                                                      SMA	                                  TGF-β1

                                                         +~++                  ++	                    +~++                   ++

男	                 46	 43(93.5)          24(52.2)	 43(93.5)          19(41.3)

女	                 29	 25(86.2)          18(62.1)	 24(82.8)          19(65.5)

年龄≥50	                 55	 48(87.3)          31(56.4)	 49(89.1)          28(50.9)

        <50	                 20	 20(100.0)        11(55.0)	 18(90.0)          10(50.0)

浸润未超过浆膜	 17	 13(76.5)            6(35.3)	 14(82.4)            4(23.5)

       超过浆膜	 58	 55(94.8)a         36(62.1)	 53(91.4)          34(58.6)a

肠型	                 35	 31(88.6)          18(51.4)	 30(85.7)          15(42.9)

弥漫型	                 38	 35(92.1)          23(60.5)	 35(92.1)          22(57.9)

混合型	                   2	   2(100.0)          1(50.0)	   2(100.0)          1(50.0)

高分化+中分化	 23	 20(87.0)          13(56.5)	 18(78.3)          12(52.2)

低分化+未分化	 52	 48(92.3)          29(55.8)	 49(94.2)          26(50.0)

临床Ⅰ-Ⅱ期	 30	 26(86.7)            8(26.7)	 25(83.3)            8(26.7)

       Ⅲ-Ⅳ期	 45	 42(93.3)          34(75.6)a	 32(93.3)          30(66.7)a

淋巴结转移(+)	 47	 44(93.6)          37(78.7)a	 44(93.6)          33(70.2)a

                  (-)	 28	 24(85.7)            5(17.9)	 23(82.1)            5(17.9)

aP<0.05.

临床病理特征	  n

表  3  SMA与TGF-β1表达的相关性

       
                          TGF-β1 

              －       +       ++    合计 

－          4       2        1       7      <0.05      0.555     0.557

+            1     20	 5     26

++         3       7      32     42

合计       8     29      38     75

SMA                                                     P                r              k

■名词解释
1 弥漫型胃癌: 指
不形成腺腔结构
弥漫散在生长的
低分化腺癌及印
戒细胞癌.
2 肠型胃癌: 指具
有管状结构的高-
中分化腺癌.
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纤维母细胞转变为SMA(+)的肌纤维母细胞, 从
而发挥其促进肿瘤浸润转移的作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of β-catenin 
and T-cell lymphoma invasion and metastasis 
1 (Tiam-1) mRNA in gastric carcinoma and its 
clinicopathological significance in the differentia-
tion and metastasis of gastric carcinoma.

METHODS: mRNA expression of β-catenin and 
Tiam-1 was determined by reverse transcriptase- 
polymerase chain reaction in 40 patients with 
gastric carcinoma, and 30 cases of chronic super-
ficial gastritis (CSG) selected as controls.

RESULTS: Positive expression of β-catenin 
mRNA was seen in gastric carcinoma (60.0%) 
and CSG tissue (53.3%), and there was no sig-
nificant difference between the two groups. The 

expression of β-catenin mRNA had no correla-
tion with differentiation of gastric carcinoma 
and metastasis. The rate of Tiam-1 expression in 
gastric carcinoma was 67.5%, and was markedly 
higher than that in CSG (26.7%). The expression 
of Tiam-1 in poorly differentiated gastric carci-
noma or that with lymph node metastasis was 
higher than that in well-differentiated gastric 
carcinoma or that without lymph node metasta-
sis (85.0% vs 50.0%, 82.6% vs 47.1%, both P < 0.05).

CONCLUSION: Expression of β-catenin mRNA 
has no correlation with differentiation of gastric 
carcinoma and metastasis. Expression of Tiam-1 
is associated with differentiation and lymph 
node metastasis of gastric carcinoma. Tiam-1 
may promote the invasion and metastasis of gas-
tric carcinoma.

Key Words: Gastric carcinoma; β-catenin; T-cell 
lymphoma invasion and metastasis 1; Reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction

Wang YC, Huang YH, Sun MJ, Fu BY. Clinicopathological 
significance of β-catenin and T-cell lymphoma invasion 
and metastasis 1 mRNA expression in gastric carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(20):2268-2271

摘要
目的: 研究胃癌组织中β-catenin和Tiam-1的表
达及二者与胃癌分化程度及转移的关系. 

方 法 :  收 集 胃 癌 4 0 例 及 慢 性 浅 表 性 胃 炎
(CSG)组织30例, 利用逆转录酶链式反应(RT-
PCR)方法分别检测组织中β-catenin和Tiam-1 
mRNA的表达情况. 

结果: 在胃癌组织40例中24例有β-c a t e n i n 
mRNA表达(60.0%), β-catenin mRNA的表达
与胃癌分化程度及淋巴结转移无关(P >0.05), 
在CSG 30例中16例有β-catenin mRNA表达
(53.3%), 2组比较, 差异无统计学意义(c2 = 
0.3111, P >0.05). 在胃癌组织40例中27例有
Tiam-1 mRNA的表达(67.5%), 在CSG 30例
中8例有Tiam-1 mRNA的表达(26.7%), 胃癌
组织中Tiam-1的阳性率明显高于CSG组(c2 = 

®

■背景资料
胃癌是发病率非
常高的恶性肿瘤,
其侵袭和转移是
一 个 复 杂 过 程 . 
Tiam-1是一个细
胞骨架调节因子, 
而β-catenin基因
编码的蛋白质具
有细胞黏附和信
号转导功能, 本文
探讨了两者在胃
癌组织中的表达.
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11.4333, P <0.01), 低分化组及淋巴结转移阳性
组Tiam-1的阳性率高于高分化组及淋巴结转
移阴性组(85.0% vs  50.0%, 82.6% vs  47.1%, 均
P <0.05).

结论: β-catenin mRNA表达与胃癌分化程度
及转移无关, Tiam-1 mRNA表达与胃癌分化程
度及淋巴结转移有关.

关键词 :  胃癌; 慢性浅表性胃炎; β-c a t e n i n; 

Tiam-1; 逆转录酶链式反应
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0  引言

肿瘤细胞的侵袭、转移与其运动能力密不可分, 
因细胞骨架结构的特性导致运动能力的不同, 
是肿瘤细胞与正常细胞以及不同转移潜能肿

瘤细胞间生物遗传素质差异的具体表现. 细胞

骨架在维持细胞形态和运动的同时, 还可以整

合内、外源信号, 参与细胞分泌、接触抑制、

增殖和凋亡等多种生物活动[1]. Tiam-1(T-ce l l 
lymphoma invasion and metastasis 1)是一个细胞

骨架调节因子, 而β-catenin基因编码的蛋白质

是一种多功能蛋白质, 具有细胞黏附和信号转

导功能. 我们探讨β-catenin与Tiam-1与胃癌的侵

袭、转移的关系, 为临床胃癌转移的有效防治

提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-2005年胃癌术后标本40例术前

未行化放疗, 男28例, 女12例, 年龄26-72(平均

55)岁, 高分化腺癌20例, 低分化腺癌20例. 内
镜科活检CSG标本30例, 男22例, 女8例, 年龄

25-68(平均46)岁. 所有的标本离体后半小时内

取材, 剪成小块立即放入液氮, 并转入-80℃冰

箱保存. TRIzol总RNA抽提纯化及RT-PCR试剂

盒购自宝生物工程(大连)有限公司. β-catenin及
Tiam-1的引物经GenBank检索, 利用Primer5.0
软件设计, 引物购自北京三博远志生物技术有

限公司. β-catenin引物序列为: 上游: 5'-GGG 
CGG CAC CTT CCT ACT TC-3', 下游: 5'-AGC 
TCC CTC GCG GTT CAT-3', 产物长度为128 bp, 
Tiam-1引物序列为: 上游: 5'-GTT TCG TTT CCG 
CTG TTA-3', R: 5'-TTT CTC CCT CTT GCC 

ATC-3', 产物长度为373 bp, β-actin引物序列为: 
上游: 5'-GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA-3', 
下游: 5'-CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT 
TTC-3', 产物长度为498 bp.
1.2 方法 采用RT-PCR法检测胃癌及CSG组织

β-catenin和Tiam-1 mRNA的表达. 总RNA提取严

格按照TRIzol总RNA抽提纯化试剂盒说明书进

行. 冻存的胃癌及CSG组织在液氮中研成粉末, 
TRIzol匀浆后进行RNA提取, 所得RNA进行浓

度、纯度及完整性的检测, RNA纯度: A 260/A 280 

= 1.65-1.96. 逆转录cDNA: RNA 3 mL, 反应体

系: 2×Buffer 15 mL, MgSO4 (25 mmol/L) 6 mL, 
AMV (22 MU/L) 1.5 mL, dNTPs (10 mmol/L) 1.5 
mL, oligodT (50 mmol/L) 1.5 mL, RNase-inhibitor 
(40 MU/L) 0.75 mL, RNaseFreeH2O 0.75 mL, 按
以下条件进行逆转录反应: 65℃ 1 min, 30℃ 5 
min, 30 min内匀速升温, 65℃ 30 min, 98℃ 5 
min, 5℃ 5 min. PCR反应体系: cDNA 3 mL, 2×
Buffer 2.5 mL, MgSO4 (25 mmol/L) 6 mL, dNTPs 
(2.5 mmol/L) 2 mL, Taq酶(83.35 nkat/L) 0.2 mL, 
RNaseFreeH2O 17.1 mL, b-catenin及Tiam-1引物

各0.1 mL(浓度5 mmol/L). b-catenin扩增按以下

条件进行反应: 94℃预变性3 min, 94℃变性40 s, 
57℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 共35个循环, 最
后72℃延长7 min. Tiam-1扩增按以下条件进行

反应: 94℃预变性3 min, 94℃变性40 s, 53℃退火

1 min, 72℃延伸1 min, 共35个循环, 最后72℃延

长7 min. b-actin作为内参照. PCR产物加样于20 
g/L琼脂糖凝胶中, 电泳后在紫外灯下观察电泳

条带, 并进行光密度扫描及拍照.
统计学处理 应用SPSS12.0软件, 采用c2检

验进行统计学分析.

2  结果

2.1 b-catenin mRNA的表达 胃癌组织40例中, 
b-catenin阳性24例(60.0%), 其中, 高分化组阳性

11例(55.0%), 低分化组阳性13例(65.0%), 两组比

较, 差异无统计学意义(c2 = 0.4167, P >0.05); 淋
巴结转移阳性组b-catenin阳性14例(60.9%), 淋
巴结转移阴性组b-catenin阳性10例(58.8%), 两
组比较, 差异无统计学意义(c2 = 0.0171, P >0.05). 
CSG 30例中, b-catenin阳性16例(53.3%), 胃癌组

与CSG组比较, 差异无统计学意义(c2 = 0.3111, 
P >0.05)(表1). 
2.2 Ti am-1 mRNA的表达 胃癌组织中40例, 
Tiam-1阳性27例(67.5%), 其中, 高分化组阳性10

■创新盘点
本文通过对胃癌
组织中β-catenin
和Tiam-1表达的
研究, 探讨其在胃
癌的侵袭及转移
中的相互作用, 以
求为开发新的抗
癌药物及寻求新
的基因治疗的靶
点提供新的思路.
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例(50.0%), 低分化组阳性17例(85.0%), 两组比

较, 差异有统计学意义(c2 = 5.5840, P <0.05); 淋
巴结转移阳性组Tiam-1阳性19例(82.6%), 淋巴

结转移阴性组Tiam-1阳性8例(47.1%), 两组比较, 
差异有统计学意义(c2 = 5.6313, P <0.05). CSG 30
例中, Tiam-1阳性8例(26.7%), 胃癌组与CSG组

比较, 差异有统计学意义(c2 = 11.4333, P <0.01, 
图1)(表1).

3  讨论

肿瘤转移是一个多步骤、多阶段、多途径、涉

及多基因变化的一系列复杂过程, 包括肿瘤细

胞从原发灶脱落, 侵入血管或淋巴管, 迁移、黏

附于适宜部位, 诱导肿瘤血管形成, 对抗宿主抗

肿瘤免疫, 最终在远处形成转移灶. β-catenin的
基因CTNNB1位于第3号染色体短臂3p21, 含有4
个外显子, 其突变多发生于外显子3上, β-catenin
的异常表达在肿瘤发展中的效应可能不同. 对
肝癌[2]和不同分期卵巢癌[3]中β-catenin的表达与

预后的关系的研究就提出了相反的结论. 有研

究指出, Wnt信号传导通路与G蛋白通路等其他

通路之间有交互作用, 可以形成复杂的网络, 提
示β-catenin的异常表达在肿瘤发展过程中有多

重效应[4-7]. 本研究中, β-catenin mRNA在胃癌及

CSG中均有表达, 而二者之间比较, 差异无统计

学意义. 在胃癌低分化组及高分化组以及淋巴

结转移阳性组及阴性组之间比较, 差异均无统

计学意义. 提示β-catenin mRNA的表达与胃癌的

分化程度及淋巴结转移无关. 
Tiam-1基因是一种原癌基因, 在人的肝细

胞、肾小管上皮细胞、支气管上皮细胞、心

肌细胞中低度表达, 在平滑肌细胞中呈中度表

达, 在其他正常组织中不表达. Tiam-1蛋白是鸟

氨酸转换因子, 有多个比较重要的结构区域, 如
参与GDP-GTP转换的Dbl同源(DH)功能区, 参
与细胞质相互作用的pleckstrin同源(PH)功能区

等, 这些功能区在肿瘤的侵袭、转移及信号传

导方面具有重要的作用[8-9]. Tiam-1基因能够调

节E-cadherin介导的细胞黏附, 并与Rho一起参

与黏附复合物的组装. 细胞间黏附复合物中的

任一结构发生变化时, 都会影响细胞间的正常

连接, 从而使肿瘤细胞的黏附能力下降, 获得侵

袭、转移的能力. Tiam-1作为Rho GEFs家族成

员之一, 主要参与调节Rho类蛋白的活性, 连接

细胞外信号与细胞骨架的通讯, 参与转录活化

及细胞周期调控. Tiam-1可以活化GTP酶, 活化

的GTP酶与整合素信号通路相互作用调节细胞

的增殖, 还可以增加细胞周期蛋白D1的表达、

抑制p21和p27的表达, 加速细胞周期的进展, 促
进细胞的增殖[10]. 细胞间的黏附在肿瘤的转移

过程中起非常重要的作用. 肿瘤细胞间的同质

性黏附可以由E-cadherin等黏附分子介导, 抑制

细胞侵袭、转移. 肿瘤细胞与宿主细胞或细胞

外基质之间的异质性黏附可以由整合素、CD44

等黏附分子介导, 促进细胞侵袭、转移. 在正常

MDCK犬肾上皮细胞中, Tiam-1的低度表达可

以增强E-cadherin介导的同质性黏附, 抑制肝细

胞生长因子诱导的细胞离散, 并逆转Ras诱导

的上皮细胞恶性转化和侵袭表型呈现[11]. 而对

Tiam-1表达的乳腺癌SP-1细胞系的研究[12]发现, 
Tiam-1与细胞骨架蛋白锚蛋白形成复合体, 实现

细胞骨架重塑, 促进乳腺癌细胞侵袭、转移. 有
研究报道, 在人肾癌细胞株中Tiam-1通过促进

E-cadherin介导的细胞间黏附而显著抑制细胞迁

移[13]. 而对人肾癌细胞株中Tiam-1的表达水平与

体外侵袭的研究发现, Tiam-1的表达水平与体外

侵袭呈负相关[14]. 在一些肿瘤细胞中, 过量表达

M      1       2      3      4

500 kb 498 kb
373 kb

图  1  胃癌及CSG Tiam-1 mRNA的表达. M: Marker; 1: CSG 

Tiam-1; 2: 胃癌Tiam-1; 3: CSG未加逆转录酶; 4: 胃癌中未

加逆转录酶.

表  1  胃癌β-catenin及Tiam-1 mRNA表达与分化程度及
淋巴结转移的关系 n (%)

      
	                   n                β-catenin               Tiam-1

CSG                        30              16(53.3)              8(26.7)

胃癌                        40              24(60.0)            27(67.5)b

高分化                     20              11(55.0)            10(50.0)

低分化                     20              13(65.0)            17(85.0)a

淋巴结转移 +          23              14(60.9)            19(82.6)

                   -          17              10(58.8)              8(47.1)a

aP<0.05, bP<0.01.

■同行评价
本 研 究 利 用 RT-
P C R 方 法 分 别
检 测 胃 癌 组 织
中 b - c a t e n i n 和
Tiam-1的表达及
二者与胃癌分化
程度及转移的关
系 .  文 章 方 法 先
进 ,  实 验 数 据 及
统计方法合理可
信, 得出的结果为
胃癌的发生、侵
袭、转移防治提
供了实验依据, 有
一定的学术价值.
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的Tiam-1通过三磷酸激醇激酶相关信号途径, 激
活Rac1, 既可以诱使整合素a6β1迁移到肿瘤细

胞周边特异的黏着部位, 促进异质性黏附, 又可

以将整合素a6β1募集于细胞头部和伪足处, 传
递调节信号至细胞骨架, 影响肌动蛋白微丝组

配, 增强肿瘤细胞的运动和侵袭[15]. 利用生物信

息学方法分析发现, Tiam-1与结直肠癌转移高度

相关[16]. 本研究中, 胃癌组织Tiam-1 mRNA的阳

性率明显高于CSG, 而且低分化组及淋巴结转

移阳性组的阳性率高于高分化组及淋巴结转移

阴性组, 提示在胃癌的恶性转化过程中, Tiam-1
起促进作用. 由此推断, Tiam-1在胃癌中没有发

挥增强E-cadherin介导的细胞黏附作用而抑制转

移. 虽然Tiam-1能够与E-cadherin在膜连接处形

成功能上的耦联, 但是β-catenin的异常表达[17]导

致细胞间的Cadherin-catenin正常连接出现异常, 
而Tiam-1的促进肿瘤细胞迁移以及参与基因表

达调控和细胞增殖的作用尤显突出, 导致肿瘤

细胞的恶性转化及侵袭、转移. 
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