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议, 是一份被《中国科技论文统计源期刊》和《中
文核心期刊要目总览》收录的学术类期刊.《世界
华人消化杂志》的英文摘要被美国《化学文摘》, 
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Abstract
Abnormal expression of total γ-glutamyl 
transferase (GGT, EC 2.3.2.2) activity can be 
found in patients with different liver diseases 
and extrahepatic tumors. Circulating GGT from 
hepatocellular carcinoma (HCC) patients can be 
divided into different isoforms (Ⅰ, Ⅰ’, Ⅱ, Ⅱ’, β, 
δ, ε, φA, ⅦB, φC, γA, γB) by using PAGE. Some 
of these isoforms (Ⅰ’, Ⅱ and Ⅱ’, and hepatoma-
specific GGT, HS-GGT) can be detected in sera 
of HCC patients. Hepatic GGT gene expression 
may be closely related to the development 
of HCC. The human cDNA sequences from 
fetal liver, placenta and HepG2 cells (H) were 

investigated. The genotype H was predominant 
in cancerous tissues of HCC. Both HS-GGT and 
genotype H were confirmed as useful specific 
HCC markers, with higher specificity and 
sensitivity, and their analysis may be useful for 
HCC diagnosis and differentiation.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; γ-glutamyl 
transferase; Gene; Genotyping

Yao DF, Dong ZZ, Gu QQ, Yao M. Specific diagnosis 
of gamma-glutamyl transferase subfraction and its 
genotyping for hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(36): 3775-3781

摘要
肝病及肝外肿瘤患者血γ-谷氨酰移换酶(GGT, 
EC 2.3.2.2)总活性均异常, 肝癌患者血清经聚
丙烯酰胺梯度凝胶电泳, 可将GGT分出十多
种亚组分(Ⅰ, Ⅰ', Ⅱ, Ⅱ', β, δ, ε, φA, ⅦB, φC, 
γA, γB), 而其中Ⅰ', Ⅱ, Ⅱ'为肝癌所特有, 被称
为肝癌特异性GGT(HS-GGT). 肝GGT基因表
达与肝癌发展密切相关, 其基因亚型有胎肝型
(F)、胎盘型(P)和肝癌细胞型(H), 基因型H主
要见于肝癌组织. 众多的基础及临床研究证实
HS-GGT和基因H亚型为肝癌特异标志, 具有
较高的特异性和敏感性, 其分析有助于肝癌诊
断与鉴别.

关键词: 肝癌; γ-谷氨酰移换酶; 基因; 亚型
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0  引言

肝癌(HCC)是由病毒、化学致癌物等多病因作

用, 因癌基因或癌相关基因激活、抗癌基因失

活或胚胎期某些癌基因重新复活等诸多因素引

起肝细胞生长失控而致癌变[1], 经启动、促进、

演变多阶段的发病过程[2], 其中数百种基因调控

和表达与肝癌发生、发展密切相关[3], 患癌背景

绝大多数与肝炎病毒(HBV、HCV)的慢性持续

性感染有关, 并伴有肝硬化基础[4-5]. 临床上, 肝
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■背景资料
肝癌是由病毒、
化学致癌物等多
病因作用 ,  经启
动、促进、演变
多阶段的发病过
程 ,  发癌背景绝
大多数与HBV、
HCV的慢性持续
性感染有关. 肝癌
在确诊时已多属
中、晚期, 缺乏有
效治疗 ,  预后较
差, 早期诊断至关
重要. 肝癌的早诊
早治, 今后仍应作
为主攻方向 .



癌在确诊时已多属中、晚期, 缺乏有效治疗, 术
后易复发及远处转移, 预后较差, 早期诊断至关

重要. 肝癌研究的主要成就之一是早诊早治, 今
后仍应作为主攻方向. 基因组学、蛋白组学、

分子诊断技术已用于肝癌的早期发现、术后

复发、转移监测, 正向高度灵敏、特异诊断方

向发展[6-7]. 临床应用证明除肝癌特异性甲胎蛋

白(HS-AFP)外, 总γ-谷氨酰转移酶(γ-glutamyl 
transferase, GGT)分子中的肝癌特异性亚型(HS-
GGT)及其GGT基因型对肝癌的诊断最具有特异

性[8-9]. GGT基因表达、HS-GGT及GGT基因型对

肝癌发病机制研究及临床诊断具有应用前景.

1 GGT基因表达与肝癌

1.1 GGT基因构成特点 人GGT基因属于一个多

基因家族(至少7种基因), 以适应高度生理变异及

不同生理状态下的表达[10]. GGT基因位于22号染

色体上, 存在着一个q11-qter的BCR基因相关区

域, 编码有效的GGT. 通过对人肝癌组织克隆的

GGT cDNA研究显示, 全长约2326 bp, 由1707个
核苷酸组成, 可编码569个氨基酸组成的肽链; 5'-
末端非编码区域(5'-NC区)有774个核苷酸; 3'-末
端(3'-NC区)由132个核苷酸组成并含有AATAAA
结构. 人GGT基因至少编码以下几种mRNA: 
GGT-Ⅰ mRNA主要编码人体正常组织的GGT, 
并且具有组织特异性; 去除了顶端结构的GGT-
Ⅰ mRNA主要编码GGT轻链; GGT-Ⅱ mRNA主

要在肝脏中表达; GGT-Ⅲ mRNA是另外一个去

除了顶端的基因转录产物, 其结构尚不清楚[11]. 
GGT-Ⅰ mRNA主要存在于胰腺、胎盘、胎肝、

肺以及肝癌组织细胞中, 不同组织中的GGT-Ⅰ 
mRNA可读框架(ORF)相同, 主要区别在于其

5'-NC区. 在5'-NC区至少存在8种外显子, 他们的

可变剪接调控着GGT-Ⅰ mRNA在不同组织中的

表达. 在肝胚胎细胞分化的不同阶段, GGT-Ⅰ基

因的表达受到不同启动子的驱使和调控, 并产生

不同的mRNA[12]. 
肝癌的发生与DNA合成及核酸代谢旺盛密

切相关[13-14]. 肝癌模型研究显示, 在肝细胞发生

癌变过程中, 从肝细胞变性、癌前病变和癌变

各个阶段, 肝总RNA呈梯度进行性增加, 肝GGT 
mRNA变化与总RNA相平行[15-16]. 但在人肝癌的

癌灶组织、癌周组织和远癌组织中, 总RNA浓

度在各组间差异显著[17], 人肝癌发生经过不同程

度肝炎、肝硬化到肝癌长达数十年的发病过程, 
其中包括肝细胞坏死、结节样增生、假小叶形
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成、大量的纤维结缔组织代替正常肝细胞使肿

瘤组织残存肝细胞减少, 同时伴肿瘤组织出血、

坏死, 则表现为有形细胞成分减少, 组织总RNA
减少, 其复杂机制有待阐明[18-19]. 
1.2 肝癌GGT异常表达与基因甲基化状态 体内

GGT既与生物转化、核酸代谢及肿瘤发生有密

切关系, 又反映肝细胞恶性病变[20]. 体内GGT催
化谷胱甘肽及其结合物的降解, 为γ-谷氨酰循环

中的关键酶, 其功能与解毒和蛋白合成有关[15]. 
肝细胞癌变过程中, 总基因组DNA甲基化水平、

部分癌基因及癌相关基因如c-fos等呈低甲基化

状态, DNA胞嘧啶残基的甲基化, 特别是CCGG
序列内位C甲基化状态与基因的调控和表达有

密切关系[21-22]. 胚胎期肝内GGT活性最高, 出生

后逐步降至较低水平; 肝细胞发生癌变时, 肝
GGT重新大量表达, 并且出现较明显的异质性改

变. 在致癌剂(2-FAA)诱发肝癌形成过程中, GGT
表达与肝细胞癌变呈正相关[23-24], 以癌变组织

GGT水平最高, GGT在癌变过程中呈动态改变, 
动物实验中GGT变化特点表现为8 wk最高峰, 然
后仍维持较高水平; 肝癌模型发现癌组织GGT
表达接近胎肝GGT水平[25], 肝癌组织GGT基因所

编译的肽链与胎肝GGT酶蛋白相一致[26]. 人肝癌

形成多伴有肝炎或/和肝硬化, 且多数伴有HBV
感染, 往往是从慢性肝炎到肝硬化到肝癌的多阶

段过程, GGT表达为癌组织高于病变为肝硬化和

/或慢性肝炎的癌周组织(多数伴不典型增生). 肝
癌形成过程中GGT活性变化, 随肝病理学呈平行

关系, 为肝细胞恶性病变的灵敏标志酶[27-29]. 
GGT基因5'-NC区含6个CCGG位点, 以RT-

PCR扩增GGT基因片段, 利用HapⅡ能识别并切

断未甲基化CCGG序列, 可推测扩增片段中M3位
点甲基化程度. 癌组织GGT基因扩增片段检出率

为100%, 癌周和远癌组分别为85%和75%[30]. 对
M3位点的酶切分析, 发现在肝癌、癌周和远癌

组织中M3位点甲基化程度均低于30%, 呈广泛

的低甲基化状态, 各组内未甲基化例与甲基化例

的差别非常显著, 提示GGT表达受基因甲基化程

度的调节[31]. 癌变过程中GGT基因去甲基化, 使
已关闭的GGT基因重新活化, 过量表达GGT引
起肝组织和血中酶活性的大幅度升高, 提示GGT
基因低甲基化诱导GGT表达, 导致肝组织和血中

GGT活性升高. 对LEC大鼠使用低甲基化5-杂氮

胞嘧啶(5-aza), 使LEC大鼠5-甲基胞嘧啶含量明

显的减少, 同时鼠GGT大量表达, 最终使该组大

鼠发生肝肿瘤, 而对照组未发生这种变化, 说明
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■研发前沿
肝癌诊断相关的
标志物很多 ,  但
具特异性诊断价
值的不多 .  甲胎
蛋白 ( A F P )诊断
肝癌存在较高的
假阳性和假阴性, 
总 γ -谷氨酰转移
酶 (GGT)分子中
的肝癌特异性亚
组分(HS-GGT)及
GGT基因型对肝
癌的诊断最具有
特异性, 对肝癌早
期诊断具有应用
前景.
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肝细胞对低甲基化药物高度敏感, 且DNA甲基化

减少在其发展为肝炎或肝肿瘤中起一定的作用. 
以5-aza作用于高度甲基化的Fao细胞, 在引起脱

甲基化作用同时, 出现GGT强烈而稳定的表达, 
认为去甲基化增加GGT基因表达[32-34]. 

2  GGT蛋白亚组分与肝癌特异诊断 
2.1 GGT分子组成特点 GGT分子由大小两个亚

基组成, 重链由351个氨基酸残基组成, 轻链由

189个氨基酸残基组成[35]. 重链前有一单一肽链

(信号肽), 由27个氨基酸残基组成, 该链为脂溶

性的, 将GGT固定在细胞膜上. GGT分子上分别

有糖基化位点和酶活性中心, 在重链上有6个N-
糖基化位点, 轻链有一个糖化位点. GGT有非磷

酸依赖性谷氨酰酶活性, 表明该酶有谷氨酰胺

结合位点[12,36]. 肝细胞癌变过程中能合成和分

泌多种与肝癌相关的蛋白质、多肽或同工酶. 
GGT亚型的区别在由于糖链结构的异常, 造成

电泳上迁移率不同, 而蛋白质一级结构相同, 酶
分子间糖基化作用有明显异质性, GGT在本质

上是一种含天冬氨酰的N-连接糖蛋白, 正常肝

脏含有完整的Gall-4GlcNAc外型糖链, 但在肝细

胞癌变时, 表达的GGT却有一种独特的糖链结

构, 表现为合成的糖链不全, 往往含有缺乏半乳

糖(Gal)的外型糖链[37-38]. 
正常肝内GGT以细胞膜上的膜结合型和存

在于胞质中的可溶型两种形式存在, 以前者为

主, 后者仅占10%左右[39]. 人、鼠肝癌形成过程

中, 不同分子形式可溶型和膜结合型GGT亦呈

同步升高趋势, 但可溶型GGT与总GGT比值恒

定于0.51-0.65, 提示可溶型GGT相对更明显的增

加可能通过酶促反应使肝脏解毒及生物转化功

能加强, 以解除病毒、化学致癌剂等毒性作用, 
保护正常肝脏免受启动因素及促癌因素影响, 
同时造成肝组织病理性损害[40]. 且组织GGT以
可溶性GGT和膜结合性GGT两种形式存在. 癌
组织总GGT和不同分子形式的GGT, 均非常明

显地高于癌周和远癌组[41]. 
2.2 HS-GGT定性诊断肝癌 肝癌GGT等电点为

3.8, 应用阶段梯度聚丙烯酰胺凝胶电泳[42]可将

GGT分成1-12条区带(Ⅰ,Ⅰ',Ⅱ,Ⅱ', β, δ, ε, φA, 
ⅦB, φC, γA, γB), 其中Ⅱ、Ⅰ'、Ⅱ'被称为HS-
GGT, 国外报道阳性率为27%-54%[43]. 国内首

先建立并报道以阶段梯度聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离HS-GGT方法, 并加以改进使HS-GGT诊
断HCC阳性率提高到85%左右[44]; 多项肝癌标

志比较, HS-GGT阳性率为85.1%, AFP(76.2%); 
AFP假阴性肝癌(<50 µg/L)为84.0%; 小肝癌为

78.6%(AFP仅为50%); 与AFP浓度或肿瘤大小无

明显相关; 中晚期肝癌中的阳性率, 两者间无显

著性差异, 但在AFP低浓度或小肝癌中, 其临床

价值优于AFP. 对肝癌行TAE术后HS-GGT阴性, 
病情较稳定, 也是监测肝癌是否被切除或复发

的有用指标[45-46]. HS-GGT表达与AFP浓度无关, 
对AFP高浓度或低浓度肝癌的诊断都具较高临

床价值. HS-GGT在诊断肝癌方面优于AFP, 随着

对GGT基因的深入研究, 可望成为监测肝细胞

早期癌变的灵敏方法. 
另一研究说明HS-GGT是AFP以外的最佳

肝癌标记, 诊断HCC的阳性率在80%左右, 特
异性97.1%. 对低浓度AFP(<200 µg/L)和假阴性

HCC的诊断率分别为80.0%和77.8%[47]. 随访HS-
GGT阳性但无肝癌证据的病例, 在2-20 mo内
24.2%发生肝癌, 其中73.3%为小肝癌. 使用HS-
GGT和AFP两项指标, 可使诊断HCC的阳性率提

高到94.4%[48]. 通过筛选亦认为HS-GGT、异常

凝血酶原(DCP)、AFP异质体可作为AFP以外的

第二线最佳肝癌标志物, 与AFP联合检测会大大

提高HCC的阳性检出率[49-50]. 
2.3 HS-GGT定量诊断肝癌 Yao et al [51-52]在国内

外首先建立并报道了H S-G G T定量诊断H C C
方法, 定量诊断阳性率为85.3%, 在A F P阴性

HCC78.3%, 小肝癌为75%, 并可动态观察HS-
GGT活性变化; 对HCC患者血清肝癌特异性区

带(HSB)进行定量分析, 与慢性肝炎和肝外肿瘤

组比较有显著性差异. 而非肝癌患者全部阴性, 
表明检测HSB对HCC诊断有较高的敏感性和

特异性[53-54]. HSB在健康人几乎测不出, 急性肝

炎、慢性肝炎、肝硬化、恶性胆道梗阻及其他

肿瘤仅有极低水平的表达, 都在5.5 IU/L以下, 提
示肝癌组织表达的GGT与正常GGT有差别. 

对H S-G G T的定量分析, 发现肝癌组H S-
GGT活性明显升高; 除极少数肝硬化或慢性肝

炎患者轻度升高外, 其余肝病及肝外肿瘤均在

正常范围内; 对肝癌诊断特异性为87%(图1), 且
对总GGT明显升高的肝外肿瘤鉴别也具有临床

价值; 肝癌术后HS-GGT活性明显下降, 说明HS-
GGT来源于肝癌组织, 他的表达水平反映肝细

胞癌变. HSB与AFP浓度或肿瘤大小无相关性; 
在中晚期肝癌患者中的阳性率, 二者比较无显

著性差异, 但在AFP低浓度肝癌或小肝癌中, 其
临床价值优于AFP. 对肝癌行TAE术后, HSB活

■相关报道
有研究资料显示
HS-GGT除是AFP
以外的最佳肝癌
标记, 诊断HCC的
阳性率在80%左
右, 特异性97.1%. 
对低浓度和假阴
性AFP HCC的诊
断率分别为80.0%
和 7 7 . 8 % .  H S -
GGT分析与AFP
联合检查可使诊
断HCC的阳性率
提高到94.4%.
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性均降至5.5 IU/L以下, HSB是监测肝癌被切除

或复发的有用指标. 在AFP浓度高于50 mg/L的
肝癌中, HS-GGT异常率为89.7%; 在AFP低于50 
mg/L的肝癌中, 异常率占79.6%. 说明HS-GGT的
表达与AFP浓度无关, 对肝癌诊断具有较高的

临床价值[55]. 
2.4 肝癌GGT的免疫学诊断 以梯度聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离HS-GGT, 方法繁琐. 免疫学检测

方法有多克隆抗体和单克隆抗体的检测法. 多
克隆抗体以提取和纯化的人HS-GGT酶蛋白免

疫新西兰兔, 制备得抗血清[56-57]. 建立HS-GGT火
箭电泳测定法, 对原发性肝癌及其他非癌性肝

病等患者检测. 此法对HCC诊断的敏感性和特

异性分别为86.9%和92.1%, 肝外肿瘤、孕妇、

正常人全都阴性,而在急性肝炎、慢性肝炎和肝

硬化标本中分别有15%、5%和10%表现为弱阳

性. 在早期和AFP阴性的HCC中, 亦具有较高的

阳性率, 表明该法有助于肝癌的诊断, 包括早期

和AFP阴性HCC具有定性诊断和开发推广价值[58]. 
单克隆抗体的检测法纯化H S-G G T免疫

BALB/C小鼠, 利用杂交瘤技术制备单克隆抗

体[59]. 采用免疫酶斑点法与电泳法同步检测肝

癌和良性肝病患者血清HS-GGT. 单克隆抗体免

疫酶斑点法检测HS-GGT对肝细胞癌的诊断阳

性率71.5%与电泳法76.4%相比无明显差异. 但
免疫酶斑点法假阳性率(肝硬化23.7%, 慢性肝炎

27.1%)高于电泳法(肝硬化10%, 慢性肝炎8.4%). 
单克隆抗体免疫酶斑点法检测HS-GGT对肝细

胞肝癌诊断有一定价值, 但诊断特异性有待提

高. 电泳法相比单抗免疫酶斑点检测法检测HS-
GGT, 操作简便、无需特殊试剂和设备、易于

推广, 但存在良性肝病假阳性率过高的不足, 如
何提高免疫法检测HS-GGT特异性有待研究. 
2.5 HS-GGT与AFP mRNA联合诊断肝癌 早期诊

断和术后复发仍是肝癌研究的重点[60-62], 在肝癌

发生过程中的早期监测及随肝癌细胞进入外周

血的基因标志, 有助于两大问题解决. HS-GGT
和AFP mRNA联合分析在肝癌诊断和术后复发

监测中具有重要临床价值. 从肝癌患者外周血

有核细胞中提取总RNA, 以逆转录聚合酶链反

应(RT-PCR)扩增分析AFP mRNA, 同时定量分

析患者血HS-GGT水平, 比较他们在肝癌诊断中

的临床价值. 所设计RT-PCR扩增AFP基因片段

大小为159 bp, 肝癌患者外周血AFP mRNA阳

性率为60.3%, 显著高于急性肝炎、慢性肝炎、

肝硬化、肝外肿瘤及正常对照组[63]. 另外AFP-
mRNA阳性率, 在AFP浓度低于50 mg/L肝癌组

中为57.1%, 在伴肝外转移的肝癌组中全数阳性. 
AFP mRNA阳性与肿瘤大小间无明显相关性, 与
HS-GGT联合诊断肝癌阳性率达93.6%[64]. HS-
GGT定量有助于肝癌早期诊断[26,65], 而外周血

AFP mRNA分析, 有助于肝癌远处转移或术后复

发的监测[66-68]. 

3  GGT mRNA基因型与肝癌诊断 

3.1 GGT mRNA基因型别及其动态变化 肝GGT
基因可分为三种亚型: 即胎肝(F)、胎盘(P)和肝

癌细胞型(H)亚型[69]. 正常肝、良性肝病及肝转

移癌癌周组织, 以F亚型为主; 肝癌、癌旁及远

癌组织中H亚型阳性率显著高于正常及良性肝

病肝组织; 肝癌组织F亚型阳性率明显低于正常

及良性肝病肝组织. GGT mRNA亚型转化与肝

癌发生有密切关系[70]. 应用PCR特异性引物检

测, 证实在正常肝脏主要为F亚型, 多数标本为

单基因型(F亚型), 部分标本为复合基因型, 复
合基因型一般为F与P亚型组合. 良性肝病肝组

织的GGT mRNA亚型与正常肝组织相似, 主要

为F亚型. 肝癌组织中主要为H亚型, 癌旁组织

及远癌组织中主要为F和H亚型. 肝癌癌组织及

癌旁、远癌组织H亚型的阳性率明显高于正常

肝组织及良性肝病组织, 而肝癌组织F亚型的阳

性率则显著低于正常及良性肝病肝组织, 远癌

及癌旁肝组织的F亚型阳性率与正常及良性肝

病肝组织相似. 肝细胞癌变过程中存在着GGT 
mRNA由F亚型向H亚型的转换. 癌旁及远癌组

织中H亚型阳性率与癌组织相似, 说明F亚型向

H亚型的转化可能发生于癌前期病变. 良性肝病

患者, H亚型阳性可能为肝细胞的癌前期病变, 
须观察[71-73]. 
3.2 H亚型与hTERT诊断肝癌 肝癌组织中端粒

■创新盘点
HS-GGT及GGT
基因H型, 均为肝
癌细胞产生, 是肝
癌诊断的特异标
志 ,  如持续性升
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变之可能; 对长期
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性或低浓度肝癌
及亚临床肝癌, 动
态检测有助于肝
癌早期诊断; 术后
的动态检测, 可作
为疗效判断及复
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癌变机制.

图  1  外周血HS-GGT对肝癌的诊断与鉴别诊断价值. HCC: 
肝癌; AH: 急性肝炎; CH: 慢性肝炎; LC: 肝硬化; ET: 肝外

肿瘤; NC: 正常对照.
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酶逆转录酶(hTERT)基因及GGT mRNA H亚型

表达, 与肝癌发生关系密切. 应用RT-PCR法检

测肝癌组织及癌周组织、良性肝组织、对照肝

组织的hTERT与GGT mRNA H亚型, 肝癌组织

hTERT阳性率为86.2%, GGT mRNA H亚型阳性

率为93.8%, AFP阳性率为61.5%; hTERT在小肝

癌癌组织阳性表达率80.0%, GGT mRNA H亚型

阳性表达率为90.0%, 显著高于对照组. 急慢性

肝炎组、肝硬化组与对照组比较, hTERT、GGT 
mRNA H亚型阳性表达率虽高, 但差异无显著

性. 肝癌组织hTERT、GGT mRNA H亚型联合

分析可弥补AFP的不足, 对肝癌具有早期诊断价

值. 而在GGT升高的酒精性肝病, 肝组织hTERT
呈阴性、GGT mRNA H亚型分布与正常肝组织

相似, 绝大多数呈阴性, 与癌组织GGT mRNA H
基因亚型分布不同. 端粒酶异常在癌形成中扮

演重要角色, hTERT基因检测比AFP敏感、特异

性高, 可望成为肝癌早期诊断的理想指标[74-75]. 

4  结论

肝癌发生的分子机制复杂, 根本原因在于肝炎

病毒的慢性感染、癌基因及癌相关基因的激活

及抑癌基因的失活, 引起细胞生长失控, 肝细胞

出现持续增殖, 最后导致癌变[76-78]. 与肝癌诊断

相关的标志物很多, 但具特异性诊断价值的不

多[79]. HS-GGT及基因型分析, 对长期慢性肝病

患者有癌变倾向, 有助于肝癌早期发现与良恶

性肝病的鉴别; 均为肝癌细胞产生, 如持续性升

高, 应高度警惕癌变之可能; 作为肝癌特异性

强、敏感性高标志, 对AFP阴性或低浓度肝癌

及亚临床肝癌, 动态检测有助于肝癌早期诊断; 
术后的动态检测, 可作为疗效判断及复发跟踪

指标; GGT基因低甲基化倾向对肝细胞癌变可

能起促进作用, 有助于探讨肝细胞癌变机制. 但
HS-GGT异常表达机制、基因构成和肽链组成

尚待研究. 总之, 对GGT基因表达、HS-GGT及
GGT基因型分析, 对肝癌早期诊断具有应用前

景, 并有助于肝癌发病机制探讨. 
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阶段梯度聚丙烯
酰胺梯度凝胶电
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肝转移癌癌周组
织, 以F亚型为主,
肝癌组织以H亚
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Abstract
AIM: To study the curative effects of docetaxel 
thermosensitive nano-micelles on human gastric 
cancer xenografts in nude mice.

METHODS: Human gastric cancer cell line 
BGC-823 was implanted into 48 nude mice. Dif-
ferent drugs were injected through the caudal 
vein in eight groups after establishment of the 
experimental model. Permanent temperature 
of the tumor was taken in the thermotherapy 
group. Tumor growth was monitored once 
every other day. Dynamic viewing and deter-
mining the rate of tumor regression in terms of 

tumor weight and volume were used to evaluate 
therapeutic efficacy. The side effect was evalu-
ated through surveying all the condition and the 
relative variation in mouse body weight.

RESULTS: Tumor growth speed in the docetax-
el thermosensitive nano-micelle thermotherapy 
group was significantly slower than that in 
the other groups. Tumor volume and weight 
regression in the docetaxel thermosensitive 
nano-micelle thermotherapy group were 81.5% 
and 85.4%, respectively, which were markedly 
higher than those of the docetaxel thermosensi-
tive nano-micelle group (32.2% and 37.5%) and 
the docetaxel injection group (49.2% and 58.0%) 
(both P < 0.05). The drug side effects and toxicity 
of docetaxel thermosensitive nano-micelle ther-
motherapy were significantly less than those in 
the other groups.

CONCLUSION: Docetaxel thermosensitive 
nano-micelles show good inhibition of tumor 
growth, which indicates a favorable potential in 
clinical application.

Key Words: Gastric cancer; Thermosensitive nano-
micelle; Docetaxel; Targeting therapy; Thermotherapy

Shen ZT, Yang M, Yu LX, Qian XP, Liu BR. Targeting 
therapy with docetaxel thermosensitive nano-micelles 
of human gastric cancer xenografts in nude mice. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(36): 3782-3786

摘要
目的: 探讨多希紫杉醇温敏纳米胶束治疗人
胃癌裸鼠移植瘤的疗效. 

方法: 采用裸鼠BGC-823胃腺癌动物模型, 每
组6只, 随机分配至设立的多希紫杉醇非热疗
和热疗组, 多希紫杉醇温敏纳米胶束非热疗和
热疗组以及生理盐水对照组等共8组, 采用尾
静脉给药方式, 并恒温43℃对热疗组肿瘤部位
进行热导向化疗, 动态观察并测定肿瘤的体
积、瘤质量抑瘤率, 评价治疗效果, 并观察实
验期间动物的全身情况及相对体质量变化, 评

®

■背景资料
化疗在肿瘤治疗
中占有重要地位, 
但由于化疗疗效
较低 ,  毒副作用
大, 如果降低给药
剂量以减少毒副
作用, 又会降低对
肿瘤的治疗效果, 
为了打破这一僵
局, 研究者们一直
在考虑尝试新的
靶向给药途径.
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价毒副作用.
 
结果: 多希紫杉醇温敏纳米胶束热疗组人胃
癌移植瘤表现出明显抑制, 体积和瘤质量抑瘤
率分别为81.5%和85.4%, 显著高于多希紫杉
醇温敏纳米胶束非靶向组(32.2%, 37.5%)和多
希紫杉醇注射液组(49.2%, 58.0%)(P <0.05), 且
多希紫杉醇温敏纳米胶束热疗组的小鼠体质
量与其他各组比较相对平稳, 且饮食、活动正
常, 对正常组织的毒副作用明显减轻.

结论: 温敏纳米胶束具有良好的高效低毒体
内抗肿瘤作用, 作为一种新型的药物载体显示
了良好的应用前景.

关键词: 胃癌; 温敏纳米胶束; 多希紫杉醇; 靶向治

疗; 热疗
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 尤其在我国的

发病率和死亡率仍居首位[1]. 新近资料显示, 我
国胃癌死亡率总体呈上升趋势[2]. 传统的手术治

疗、放射治疗、化疗等疗效较差, 5年生存率很

低. 化疗仍然是胃癌的标准治疗手段之一[3-5], 然
而由于化疗药物对肿瘤细胞缺乏特异性且毒副

作用大, 传统途径给药模式由于化疗药物用量

大, 大多缺乏药理作用专一性, 对正常组织产生

严重的不良反应. 因此, 提高药物抗肿瘤效果、

减低毒副作用迫在眉睫, 实现这个目标的一个

重要方法是将化疗药物与载体相结合[6-10], 以改

变化疗药物在体内分布来提高肿瘤局部的药物

浓度, 最大限度的降低非肿瘤部位的药物浓度, 
从而减少化疗药物带来的毒副作用. 

我们在研究工作中, 采用开环聚合及溶剂

蒸发法制备了新型温敏纳米载体, 兼具热靶向

和被动靶向性, 在体外显示出良好的肿瘤部位

聚集效果[11]. 在前期体外实验的基础上, 本实验

首次通过多希紫杉醇温敏纳米胶束对人胃癌裸

鼠移植瘤抗瘤作用观察, 评价其作为热靶向治

疗肿瘤的可行性, 为今后进一步深入研究提供

实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 动物: B A L B/c n u/n u裸鼠(购自北

京维通利华实验动物技术有限公司 ) ,  S P F
级, ♂, 6-7 wk龄, 18-20 g, 动物质量合格证号

SCXX(2002-0003). 于南京大学医学院附属鼓楼

医院实验动物中心无特殊病原菌(SPF)条件下饲

养. 人低分化胃腺癌BGC-823细胞株为本室保

存. 多希紫杉醇(北京协和药厂); 多希紫杉醇温

敏纳米胶束(本实验室自行制备)[11]. RPMI-1640
培养基系GIBCO公司产品, 按产品说明书配制, 
过滤除菌备用; 胰蛋白酶系华文生物工程公司

产品, 以1640培养液配制成2.5 g/L浓度备用; 新
生小牛血清系兰州民海生物工程公司生产.
1.2 方法
1.2.1 细胞培养: 将人胃癌BGC-823细胞培养于

37℃, 50 mL/L CO2浓度的培养箱中, 采用含100 
mL/L新生小牛血清的RPMI-1640培养液. 传代

时用2.5 g/L的胰酶消化处理和PBS洗涤.
1.2.2 人胃癌裸鼠移植瘤模型的建立: 人胃癌

BGC-823细胞生长至铺满培养瓶80%-90%时, 用
2.5 g/L的胰酶消化后收集, 制成单细胞悬液, 悬
浮于无血清的RPMI-1640培养液中, 显微镜下计

数并调整细胞数至4-6×1010/L, 分别接种于裸鼠

右后下肢皮下, 每只0.1 mL. 细胞种植14 d后, 选
择肿瘤体积100 mm3左右的裸鼠为实验模型.
1.2.3 实验分组、给药方法: 移植性人胃癌裸鼠

48只, 随机分为生理盐水对照组(A)和单纯热疗

组(B)、空白温敏纳米胶束非热疗(C)和热疗组

(D), 多希紫杉醇非热疗(E)和热疗组(F), 多希紫

杉醇温敏纳米胶束非热疗(G)和热疗组(H)等8
组, 每组6只, 隔天尾静脉注射给药. 各组多希紫

杉醇剂量均按10 mg/kg体质量计算. 在肿瘤热疗

的过程中将裸鼠固定, 暴露右后下肢肿瘤, 将肿

瘤部位浸入水浴箱中43℃恒温热疗30 min.
1.2.4 肿瘤体积变化及抑瘤率: 第3, 5, 7, 9, 11 d用
游标卡尺测量肿瘤长径a和垂直于a的最大横径

b, 用电子天平称量裸鼠体质量. 第11 d拉脱颈椎

处死裸鼠, 在超净工作台上解剖观察, 剥离瘤体

称质量, 同时将肿瘤剥离拍照观察肿瘤体积变

化差异. 按照以下公式: 瘤体积 = ab2/2, 体积抑

瘤率(%) = [1-(实验组平均体积变化/对照组平均

体积变化)]×100%, 瘤质量抑瘤率(%) = [1-(实
验组平均瘤质量/对照组平均瘤质量)]×100%, 
分别计算瘤体积、体积抑瘤率及瘤质量抑制率. 
然后以每组动物移植瘤体积的平均值为纵坐标, 
处理时间为横坐标, 绘制移植瘤生长曲线.
1.2.5 实验动物的全身状况和体质量变化: 每日

观察各组动物的饮食、活动、皮色等方面的变

■研发前沿
在肿瘤药物靶向
治疗领域, 形成了
一个新的热靶向
药物治疗研究分
支, 温敏药物载体
介导下的肿瘤热
靶向化疗开始受
到关注, 他将热疗
与化疗相结合, 充
分发挥两者的协
同作用, 又能实现
药物的靶向投递, 
达到事半功倍的
效果. 但选择什么
样的材料, 采用什
么样的工艺才能
达到最佳效果, 是
需要努力的方向.

■相关报道
经研究证实, 应用
磁靶向过程是血
管内血流对磁粒
产生的力和磁铁
产生磁力的竞争
过程 .  当磁力大
于毛细血管(0.05 
cm/s) 的线性血流
速率时, 磁性载体
(< 1 μm) 被截留
在靶部位 ,  并可
能被靶组织的内
皮细胞吞噬. 已经
证明, 在载血流速
率为0.55-0.1 cm/s 
的 血 管 处 ,  在
0.8T(8000GS) 的
外磁场下, 就足以
使含有20%的磁
性载体全部滞留. 
因此, 磁靶向给药
系统也是靶向给
药系统的研究热
点之一.
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(P <0.05), 抑瘤率最高, 与多希紫杉醇组相比, 
多希紫杉醇温敏纳米胶束组热疗后瘤质量明

显减轻(P <0.05), 抑瘤率显著增加, 而载药纳米

胶束组未热疗时, 其瘤质量高于多希紫杉醇组

(P <0.05) (表1). 
2.3 实验期间动物的全身情况及相对体质量变化 
在实验期间, 多希紫杉醇和多希紫杉醇热疗组

的裸鼠后期反应迟钝, 饮食、活动都较差, 皮肤

无光泽, 体质量下降较快. 各实验组由于药物毒

性的差异显示相应变化, 多希紫杉醇和多希紫

杉醇热疗组体质量出现下降, 而多希紫杉醇温

敏纳米胶束热疗组的体质量与其他各组比较相

对平稳, 且饮食、活动正常(图1B).

3  讨论

随着人们对肿瘤的认识逐步加强, 以及新型抗

肿瘤药物的不断问世, 化疗在肿瘤治疗中的地

位正逐步地提高, 成为许多肿瘤的主要治疗手

段. 但系统化疗的主要问题在于: (1)存在全身

的药物再分布; (2)药物缺乏对病变部位的特异

化, 隔天测量裸鼠体质量, 观察体质量变化情况, 
以每组动物体质量平均值为纵坐标, 处理时间

为横坐标, 绘制体质量变化曲线.
统计学处理 通过SPSS11.5统计软件完成所

有统计分析, 定量测定结果以mean±SD表示, 
正态分布资料以F检验检测其方差齐性, 单因素

方差分析(One-Way ANOVA)比较多个样本的均

数, Dunnett-t检验检测多希紫杉醇温敏纳米胶束

热疗组及生理盐水组与其他实验组均数的差异.  
P≤0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 肿瘤体积变化及体积抑瘤率 多希紫杉醇、

多希紫杉醇热疗、多希紫杉醇温敏纳米胶束非

热疗、多希紫杉醇温敏纳米胶束热疗组的体积

抑瘤率分别为49.2%, 58.0%, 32.2%, 81.5%; 多希

紫杉醇温敏纳米胶束热疗组的体积增长速度明

显低于其他各组(P <0.05, 表1, 图1A). 
2.2 肿瘤瘤质量及瘤质量抑瘤率 载药温敏纳

米胶束热疗后瘤质量明显低于其他实验组

■创新盘点
本文首次选用温
敏纳米胶束为载
体, 以热为触发机
制实现化疗药物
的肿瘤靶向投递, 
并制备温敏多希
紫杉醇纳米胶束, 
证实了载药粒子
具有高效低毒的
特性, 显示了良好
的热靶向性.

■应用要点
新构建了温敏载
药纳米胶束, 可提
高对肿瘤的杀伤
效果、减少正常
组织的毒性. 在后
续的研究中如果
能进一步优化制
备工艺, 提高药物
的载药量及负载
效率, 并进一步考
察载药粒子的毒
性、生物相容性
等方面的参数, 可
使让这种新型的
靶向制剂尽快走
入临床.

表  1  各实验组对肿瘤体积增殖抑制效果, 体积抑瘤率, 肿瘤瘤质量和瘤质量抑制率(mean±SD, %, n  = 6)

      分组 肿瘤体积(cm3) 体积抑瘤率(%) 1P 2P 肿瘤质量(g) 质量抑制率(%) 1P 2P

A 0.766±0.145 0 - 0.006 0.60±0.16          0 - 0.001

B 0.655±0.223 14.5 0.084 0.007 0.51±0.12 14.5 0.275 0.002

C 0.597±0.189 22.1 0.072 0.008 0.50±0.16 16.7 0.252 0.004

D 0.528±0.209 31.1 0.055 0.009 0.43±0.13 29.2 0.194 0.005

E 0.389±0.171 49.2 0.038 0.019 0.25±0.11 58.3 0.017 0.023

F 0.322±0.152 58.0 0.021 0.024 0.24±0.15 60.4 0.013 0.036

G 0.519±0.121 32.2 0.058 0.011 0.38±0.19 37.5 0.182 0.008

H 0.142±0.670 81.5 0.006 - 0.09±0.05 85.4 0.001 -

注: 1 与A组相比; 2 与H组相比.
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图  1  各实验组肿瘤生长体积和小鼠体质量变化曲线. A: 肿瘤生长体积; B: 小鼠体质量.
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亲和性; (3)用药达到很大剂量才能在靶部位产

生一个较高的局部浓度; (4)因给药量大而对正

常组织产生非特异性的毒副作用, 可造成肝肾

损伤、骨髓抑制、胃肠道反应等多种毒副作 
用[12-13]. 药物靶向治疗可在一定程度上解决这些

问题, 他使靶部位的药物浓度明显提高, 给药方

式简化, 同时可减少用药量并使治疗费用降低, 
减少药物对全身的毒副作用. 温敏药物载体属

于靶向给药传递系统的一种新剂型, 被认为是

较理想的载体. 普通的化疗药物进入体循环后

主要分布在肝、脾和骨髓等网状内皮细胞较丰

富的器官中, 往往被网状内皮系统(RES)的巨噬

细胞吞噬, 造成对实性肿瘤疗效欠佳. 
多希紫杉醇(docetaxel, DOC)是第二代紫

杉烷类高效抗肿瘤药物, 目前临床上主要应用

于转移性乳腺癌、非小细胞肺癌、卵巢癌、晚

期胃癌等治疗[14-17]. 多希紫杉醇的主要不良反

应有骨髓抑制、液体潴留、血管性水肿、过敏

反应、神经毒性反应、消化道反应、皮肤毒性

反应, 以及其他副反应[18-19]. 其中以骨髓抑制最

为常见, 主要表现为白细胞及血小板的降低. 这
样, 在杀伤肿瘤细胞的同时, 也产生全身严重的

不良反应, 使临床应用受到限制. 已有文献证明, 
骨髓抑制是剂量相关性的[20], 即抑制程度与多希

紫杉醇的用量成正比. 
本文通过首次自行合成的温敏纳米载体, 

减轻了原药的过敏反应, 减少RES的吞噬、吸

收, 延长药物在体内的循环时间. 将药物以温敏

纳米材料为载体制成多希紫杉醇温敏纳米胶束, 
在足够的体外热场引导下, 随血流运行, 选择性

地到达并定位于肿瘤靶区. 药物以受控的方式

从载体中释放, 然后在肿瘤组织的细胞或亚细

胞水平上发挥药效作用. 将纳米载体和热靶向

两者优点结合起来的温敏纳米载体属于第四代

靶向给药系统. 温敏纳米载体作为化疗药物的

载体应用于恶性肿瘤的治疗, 除具有一般载体

的优点外, 还可以通过热疗作用使载体的靶向

作用进一步提高. 
以荷人胃癌裸鼠作为动物模型, 通过尾静

脉注射多希紫杉醇温敏纳米载体, 肿瘤在恒温

热疗的情况下, 该组肿瘤生长速度较其他各组

明显减慢 ,  体积抑瘤率和瘤质量抑瘤率高达

81.5%和85.4%, 而不热疗时温敏纳米胶束的体

积和瘤质量抑瘤率显著降低, 说明加热能明显

提高载药温敏纳米胶束的肿瘤抑制作用, 这是

由于加热后药物在肿瘤组织中分布、释放及载

体与肿瘤细胞作用均增加所致. 同时临床上常

用的多希紫杉醇组的体积抑瘤率和瘤质量抑瘤

率分别49.2%和58.3%, 热疗和不热疗时差异没

有显著性, 而其和多希紫杉醇温敏纳米胶束相

比, 差异有显著性(P值分别为0.0185, 0.0231), 多
希紫杉醇温敏纳米胶束的抗肿瘤效果显著高于

目前临床上常用的多希紫杉醇注射液. 在实验

期间多希紫杉醇温敏纳米胶束热疗组体质量与

其他各组相比较平稳, 且饮食、活动正常, 而多

希紫杉醇和多希紫杉醇热疗组体质量下降比较

明显, 可见经改变多希紫杉醇剂型, 其药物毒性

明显降低, 并具有高效的肿瘤热靶向性. 其机制

为在恒定热场作用下多希紫杉醇纳米胶束采

用热触发机制靶向给予病灶部位, 而对非靶组

织、器官、细胞影响很小, 从而提高疗效和减

少药物的毒副作用. 
肿瘤热靶向治疗, 可提高对肿瘤的杀伤效

果、减少对正常组织的毒性, 具有很好的开发

应用前景. 当然如果要让多希紫杉醇温敏纳米

胶束早日应用于临床, 我们还将进一步优化制

备工艺, 提高药物的载药量及负载效率, 并将

进一步考察载药纳米胶束的毒性、生物相容

性等方面的参数, 希望这一靶向制剂能够真正

从实验室走向临床, 为肿瘤治疗提供一种新的

途径. 
总之, 多希紫杉醇温敏纳米胶束可抑制胃

低分化腺癌细胞增殖活性, 同时降低药物的毒

副作用 ;  在其体外抑制肿瘤细胞增殖的基础 
上[11], 本实验进一步证实了多希紫杉醇温敏纳米

胶束的体内抗肿瘤作用, 为其应用于肿瘤治疗提

供了更完善的理论依据. 目前热靶向治疗肿瘤, 
国内外均处于起步阶段, 温敏纳米载体作为一种

新型抗肿瘤药物载体显示了良好的应用前景.
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Abstract
AIM: To observe the viability of neonatal 
mini-porcine hepatocytes in extracorporeal 
circulation.  

METHODS: A hepatocyte circulation system 
was constructed with Cello artificial capillary 
culture equipment and freshly isolated hepato-
cyte suspensions were circulated at 50 mL/min 
in vitro. The viability, function and morphologi-
cal characteristics of hepatocytes were examined 
within 8 hours. 

RESULTS: After 4 hours circulation, the vi-
ability and adherence ratio of hepatocytes were 
76.1% ± 1.4% and 62.8% ± 1.8%, respectively, 
and the ratio of amino clearance was about 
62.7% ± 14.6% of that in the control group. How-
ever, with time, many fragments of hepatocytes 
were observed in the circulating suspensions, as 

well as a significant increase in lactate dehydro-
genase and aspartate aminotransferase (P < 0.01). 
The cell viability and adherence ratio, synthesis 
of urea and albumin, and the clearance rate of 
ammonia also decreased significantly (P < 0.05). 

CONCLUSION: Porcine hepatocyte suspensions 
can be applied to BAL system in a circulation 
condition in order to strengthen the mass ex-
change. However, these cells need to be changed 
regularly to maintain cellular viability and the 
supporting effects of BAL. 

Key Words: Hepatocytes; Extracorporeal circula-
tion; Minipig

Zhang SC, Wang YJ, Chen Z, Liu T, Liu J. Preliminary 
study of  the viabi l i ty of  neonatal  mini-porcine 
hepatocytes in extracorporeal circulation. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(36): 3787-3792

摘要
目的: 观察体外循环状态下新生小型猪肝细
胞的活性变化. 

方法: 利用Cello培养循环式人工毛细管培养
装置构建肝细胞循环系统, 以50 mL/min的流
速循环乳猪肝细胞悬液, 分别观察循环8 h内
肝细胞形态、活力和功能等的变化. 

结果: 循环4 h后, 乳猪肝细胞的活力和贴壁率
下降, 分别为76.1%±1.4%、62.8%±1.8%, 氨
清除率是对照组的62.7%±14.6%, 继续观察
发现, 随着循环时间的延长, 悬液中细胞碎片
增多, LDH和AST显著升高(P <0.01), 细胞活
力、贴壁率、白蛋白和尿素合成率、氨清除
率等均显著下降(P <0.05). 

结论: 乳猪肝细胞悬液循环模式可用于生物
人工肝BAL系统. 

关键词: 肝细胞; 体外循环; 小型猪
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■背景资料
肝功能衰竭是各
种严重肝病的终
末期表现, 在我国
以十分常见的重
型肝炎为其典型
代表 ,  病情凶险 , 
预后极差 ,  病死
率高达60%-80%. 
原位肝移植或部
分肝移植是治疗
肝功能衰竭公认
的最有效的治疗
手段 .  但由于健
康供肝的短缺、
昂贵的价格及需
要终生应用免疫
抑制剂等诸多原
因 ,  大大地限制
了原位肝移植在
临床上的广泛应
用. 因此, 多年来, 
国外学者长期致
力于生物人工肝
(BAL)的研究, 以
期为肝功能衰竭
患者等待肝移植
或通过自身肝再
生恢复提供过渡
的“桥梁”. 



0  引言

保持生物反应器内大量肝细胞的高活性和充

分的物质交换是生物人工肝(BAL)治疗肝功能

衰竭的关键之一[1-3]. 目前研究较多并已应用于

BAL临床研究的普通中空纤维型反应器[4-7], 通
过微囊包裹、被覆生物基质等方法能够承担大

量培养和维持肝细胞高活性的重任[7-13], 但同时

增加营养物质弥散到肝细胞的阻力, 使肝细胞

与肝功能衰竭患者血液之间物质交换受限. 有
研究报道, 根据流体力学和生物流变学的原理, 
肝细胞沿中空纤维管长轴流动, 可与相向流动

的患者血浆进行充分的物质交换, 从而有效地

提高物质交换效率[14]. 但肝细胞不像红细胞那样

可以任意变形流动, 循环对肝细胞形态和功能

的影响尚需进一步观察. 我们利用Cello培养循

环式人工毛细管培养系统构建肝细胞循环培养

系统, 检测循环状态下肝细胞的形态和功能的

变化, 评价循环对肝细胞的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 中国实验小型猪4只, 新生1-7 d, 雌雄

不限, 无病原体感染, 由第三军医大学实验动物

中心提供. 实验前4 h断乳, 清洁皮毛后备用. Ⅳ
型胶原酶和台盼蓝由Sigma公司提供; 培养瓶、

培养板和离心管为Nuculon公司产品; 小牛血

清(NCS)和RPMI1640培养液购于Hyclone公司; 
Cello培养循环式人工毛细管培养系统购于美国

Spectrum公司; 猪白蛋白ELISA检测试剂盒购自

美国Bythyl公司, 尿素和氨检测试剂盒购自英国

Randox公司.
1.2 方法 
1.2.1 消化分离肝细胞: 戊巴比妥钠(30 mg/kg)麻
醉新生中国实验小型猪. 常规方法皮肤消毒, 开
腹, 暴露门静脉并注入肝素钠100-150 U. 游离肝

脏, 于肝门处剪下取出, 先用前灌流液(含EDTA、

无Ca2+、Mg2+的Hanks液)以80-100 mL/min的速度

灌流10-15 min, 再用浓度0.5 g/L胶原酶液以50- 
70 mL/min的速度灌流10 min. 两种灌流液均保

持在37℃-38℃. 灌流结束后, 用剪刀划破肝包

膜, 剔除大块纤维结缔组织, 收集细胞悬液, 酌
情再置37℃消化10-15 min. 用RPMI-1640培养液

终止消化, 3层纱布过滤, 50 g、3 min离心, 洗涤

肝细胞3-4次, 获得肝细胞. 台盼蓝拒染实验判断

细胞活率>90%者用于实验.
1.2.2 观察肝细胞形态、活力、贴壁率、LDH、

A S T和细胞功能 :  将新分离的肝细胞制成浓

度1×109 /L的肝细胞悬液, 并装入循环细胞池
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中, 置37℃、50 mL/L CO2、饱和湿度条件下,  
50 mL/min循环8 h. 在0 h、2 h、4 h、6 h、8 h
时相点, 取细胞悬液, 其中0 h为循环前为对照

组. 将各组细胞悬液, 稀释1倍分别接种6孔培

养板, 置37℃培养箱培养8 h后, 在倒置相差显

微镜(Olympus Ⅸ-70)下观察肝细胞形态变化. 
同时将细胞悬液制成透射电镜标本, 在Phi l ip 
TECNAI-10型透射电镜下观察肝细胞超微结构

的变化. 将各组细胞悬液用台盼蓝拒染实验检

测肝细胞活力. 同时接种6孔培养板, 置37℃培

养箱培养4 h, 吸弃细胞培养液, 用胰酶消化贴壁

细胞制成单个细胞悬液, 用血球计数板分别计

数接种细胞数和贴壁细胞数. 根据以下公式计

算细胞贴壁率: 细胞贴壁率(%) = (贴壁细胞数

/接种细胞数)×100%. 取2 mL细胞悬液, 离心取

上清, 在日立-7020型全自动生化分析仪上检测

各组肝细胞培养上清液中草酰乙酸氨基转移酶

(AST)和乳酸脱氢酶(LDH)的水平. 循环肝细胞

功能的检测: (1)用特异猪白蛋白抗体ELISA法

和脲酶-波氏比色法分别检测收集上清中猪白

蛋白和尿素含量. (2)用含5 mmol/L氯化铵无血

清RPMI-1640培养液循环肝细胞悬液. 在循环的

0 h、2 h、4 h、6 h、8 h后, 从循环系统中取出2 
mL细胞悬液, 离心取上清, 用谷氨酸脱氢酶-紫
外法检测上清中氨的浓度. 
统计学处理 计量资料使用E x c e l2000和

SPSS12.0统计学软件处理, 以mean±SD表示, 并
进行均数t检验或μ检验, 以P <0.05为差异有显著

性, P <0.01为差异有非常显著性.

2  结果

2.1 肝细胞形态 倒置相差显微镜观察, 循环2 h的
肝细胞贴壁后的形态与对照组即未循环的肝细

胞基本相同, 细胞碎片较对照组多, 可见少许漂

浮细胞; 循环4 h的肝细胞有较多细胞贴壁, 但漂

浮细胞开始增多, 细胞碎片变小; 循环6 h的肝细

胞仍有较多细胞贴壁并呈集落状, 漂浮细胞明

显增多, 细胞碎片小而多(图1A-D).
透射电镜观察, 对照组的肝细胞膜完整, 微

绒毛丰富, 细胞内糖原颗粒丰富, 线粒体机构完

整, 可见较多粗面内质网, 较少溶酶体(图2A-B); 
循环4 h后细胞膜完整, 微绒毛丰富, 胞内糖原颗

粒减少, 线粒体结构完整, 溶酶体增多, 部分细

胞肿胀变性或开始蜕变(图2C-D); 循环8 h后正

常细胞减少, 仍有较多完整的细胞, 胞膜基本完

整, 微绒毛较少, 胞内普遍出现空泡且变大, 胞
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■研发前沿
肝细胞是BAL的
核心原材料, BAL
对肝功能衰竭患
者的肝支持作用
几乎完全依赖于
所用肝细胞的生
物学功能 .  用于
BAL的肝细胞要
求以大量、高活
性、高密度培养, 
并且容易获得, 能
有效的发挥肝支
持作用. 目前, 生
物人工肝治疗肝
衰竭过程中的最
大困难是人工肝
支持治疗时间受
限, 一般实施时间
为6-8 h, 为了给肝
衰竭患者提供更
强有力的肝支持, 
希望生物人工肝
治疗时间愈长愈
好. 因此, 研究提
供高活性和可随
时更换肝细胞的
方法已成为生物
人工肝研究的热
点. 
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质中有溶解灶, 糖原颗粒少见, 见部分线粒体

肿胀, 溶酶体增多, 出现蜕变坏死的肝细胞(图
2E-F).
2.2 肝细胞活力和贴壁率 循环2 h、4 h、6 h、
8 h的肝细胞活力和贴壁率与对照组肝细胞相

比有显著降低(P <0.01), 并随着循环时间的延长

而加剧, 8 h循环结束肝细胞的活力和贴壁率约

50%左右(图3).
2.3 肝细胞LDH和AST漏出量 循环过程中肝细

胞LDH和AST漏出量随着循环时间的延长而迅

速升高, 循环2 h、4 h、6 h、8 h的肝细胞LDH
和AST漏出量与循环前肝细胞相比有显著差异

(P <0.01), 在8 h循环结束时肝细胞LDH和AST漏
出量高达循环前的3倍以上(图4). 
2.4 肝细胞功能 与对照组的肝细胞相比, 循环肝

细胞白蛋白和尿素合成率显著降低(P <0.05), 循
环时间越长下降的幅度越大, 循环4 h后肝细胞

白蛋白和尿素合成率约为循环前的30%, 循环

8 h结束后, 白蛋白和尿素合成率降至循环前的

10%以下. 循环2 h后的肝细胞氨清除率与对照

组无显著差异, 循环4 h、6 h、8 h后的肝细胞氨

清除率较对照组显著降低, 其中循环4 h后肝细

胞氨清除率可达循环前的60%, 在循环8 h结束

时仅为对照组的10%(表1).

3  讨论

双向物质传输是BAL必须具备的重要特征, 也
是治疗肝功能衰竭患者的必备条件[15]. 双向物质

传输功能的欠缺, 将无法实现肝细胞对肝功能

衰竭患者的人工肝支持治疗, 同样也不能对培

养肝细胞进行营养补充以及保障其活性和功能. 
目前, 已用于临床研究的BAL大多将肝细胞与

肝功能衰竭患者血液通过半透膜加以阻隔[16-19], 
以增加临床应用的安全性. 从免疫阻隔的角度

考虑, 这无疑是最佳的方式, 但对双向物质传输

而言, 则会增加液体弥散的阻力, 使一些重要物

■相关报道
大多数研究表面
单层培养肝细胞
的功能随着培养
时间延长逐渐下
降, 特别是培养肝
细胞的CYP活性
和mRNA表达下
降更为显著. 最近
研究认为由于培
养肝细胞为了恢
复分离过程对肝
细胞的损伤并适
应新的微环境, 使
编码细胞骨架和
细胞外基质的基
因表达上调, 而与
之相应的编码代
谢酶的基因表达
下调 ,  导致培养
肝细胞功能降低, 
提示不贴壁的肝
细胞悬液有可能
具有更好的功能. 
Blanchard et al的
研究认为肝细胞
悬液在6 h内比单
层培养的肝细胞
具有更好地生物
转化功能.

表  1  循环过程中肝细胞功能变化

     
项目	                                     对照

	                                                    循环时间(h)

		                                                  2	                          4	                   6	          8

ALB(ng/106cells•h)	         436.8±49.7	 292.9±106.2a      154.6±46.5a       51.6±42.7a	 27.9±6.3a

BUN(umol/106cells•h)       367.1±88.5	 187.3±79.3a        133.4±37.6a       26.7±25.9a	 32.5±24.7a

AMM(umol/106cells•h)     185.7±27.9	 181.1±67.1         116.3±27.2a       37.0±23.7a	 19.5±13.0a

aP<0.05 vs  对照组.

图  1  循环肝细胞培养8 h的细胞形态(×200). A: 对照组; B: 循环2 h; C: 循环4 h; D: 循环6 h.

A B

C D
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■应用要点
本文提示, 循环8 h
的肝细胞仍具有
较强的细胞功能, 
说明将其应用于
生物人工肝中发
挥高效地双向物
质转运的优势, 同
时可以随时更换
新的肝细胞悬液, 
有利提高BAL的
肝支持时间和支
持效果. 

质的双向转运受到限制[20-22]. Shi et al [14]从流体力

学及血液流变学的角度提出, 患者血液与生物

反应器内肝细胞隔半透膜而流动最有利于双向

物质传输. 但循环肝细胞悬液有可能使细胞受

到较大的剪切力以及与管壁的机械摩擦及碰撞, 
从而使细胞受损、功能下降. 

正常肝脏有窦状间隙的内皮细胞和细胞外

基质的保护, 肝细胞能够免受血液的剪切力作

用, 而体外循环的肝细胞必须经受剪切力的作

用. 剪切力对不同的细胞作用效果不同[23-24], 高
剪切力可使中性粒细胞形成DNA碎片、细胞

膜磷脂酰丝氨酸暴露、功能下降, 导致中性粒

细胞凋亡[25], 而对内皮细胞抑制细胞凋亡并刺

激细胞表面分子的表达[26]. 本研究表明循环4 h
后肝细胞仍具有一定的活力和功能, 乳猪肝细

图  2  循环肝细胞的超微结构(A, C, E×2100; B, D, F×10 000). A-B: 对照组; C-D: 循环4 h; E-F: 循环8 h.
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图  3  循环对肝细胞活力和贴壁率的影响. 
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图  4  循环过程中肝细胞LDH和AST的变化. 
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■名词解释
生 物 人 工 肝
(BAL): 将培养肝
细胞置于体外循
环装置(生物反应
器)中 ,  当患者血
液/血浆流过生物
反应器, 通过半透
膜或直接接触, 与
培养肝细胞进行
物质交换, 为肝功
能衰竭患者提供
肝脏支持功能.

胞悬液循环模式可用于BAL系统, 以加强肝功

能衰竭患者血浆与肝细胞的物质交换. 继续观

察发现, 随着循环时间的延长, 细胞碎片增多, 
LDH和AST显著升高, 细胞活力、贴壁率、白蛋

白和尿素合成率、氨清除率显著下降, 表明长

时间循环对肝细胞有较大的损伤, 需定期更换

肝细胞悬液, 以保持细胞活性和BAL的肝支持

效果. Tilles et al [27]的研究结果显示, 高剪切力作

用下肝细胞功能迅速下降(这一点与本实验结果

基本一致), 低剪切力作用下肝细胞功能维持稳

定, 并显著高于高剪切力下肝细胞功能. 从中可

以推测肝细胞损伤的主要原因可能是本研究中

为了使肝细胞悬液能够循环, 使用了较高的循

环速度, 产生较高的剪切力所致, 另一方面是循

环的肝细胞与管壁的机械碰撞摩擦作用以及肝

细胞通过脉冲泵受到的挤压作用, 共同造成肝

细胞的机械损伤, 从而使有完整细胞功能的数

量减少. 
本研究发现, 循环8 h后存活的肝细胞大部

分呈球形聚集, 提示在循环状态下, 肝细胞球形

体有可能更有利于抵抗循环的损伤. 有研究报

道认为, 在培养液流动产生低剪切力的条件下

培养肝细胞, 可促使肝细胞聚集形成球形体, 并
具有稳定的功能[28]. Kan et al [29]研究也证实, 剪
切力可以通过激活非实质肝细胞诱导细胞连接

和分泌细胞外基质, 促进肝细胞相互聚集形成

三维结构, 有利于抵抗剪切力的作用. 根据Fiegel 
et al [30]的研究结果: 在流速为15 mL/min条件下, 
可维持肝细胞数量的稳定并使肝细胞功能显著

提高, 提示减慢循环速度可以减轻肝细胞数量

和功能的丢失. 同时亦有研究显示适当持续的

剪切力有利于保护肝组织的功能[31]. 因此, 也许

通过采用球形体循环和进一步降低循环培养的

速度, 减少细胞的损伤, 发挥高效地双向物质转

运的优势, 有利于更好地维持循环培养肝细胞

活性和BAL的肝支持效果.
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Abstract
AIM: To study trends in the expression of 
adiponectin during hepatic stellate cell (HSC) 
activation and the effects of adiponectin on 
mRNA and protein expression of matrix 
metalloproteinase-13 (MMP-13), which was 
closely related to liver fibrosis in primary HSCs.

METHODS: We isolated primary HSCs through 
improved two-step liver in situ perfusion, and 
investigated changes in expression of adipo-
nectin during activation of primary HSCs. MTT 
was used to study the effect of adiponectin 
on proliferation of activated HSCs. We chose 
proper concentration of adiponectin and then 
divided primary HSCs into five groups ac-
cording to the concentration of adiponectin. 
Real-time PCR was used to detect the differ-
ence of a-smooth muscle actin, adiponectin 
and MMP-13 expression between the groups. 
Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 
was used to detect the quantity of MMP-13 pro-

tein secreted into the medium.

RESULTS: The survival rate of HSCs showed 
a linear correlation with adiponectin concentra-
tion (OR = 0.828). Expression of adiponectin 
was down-regulated during HSC activation. 
Adiponectin was able to inhibit the proliferation 
of HSCs. When the concentration of adiponectin 
was 500 mg/L, MMP-13 mRNA expression, in 
contrast with that in the control group, increased 
by 5.54 times. MMP-13 protein expression in 
adiponectin-treated cells increased significantly 
in contrast with that in the control group (30.951 
mg/L vs 24.127 mg/L). 

CONCLUSION: Expression of adiponectin was 
decreased during HSC activation. As a member 
of the adipokines, adiponectin can exert its po-
tential anti-fibrotic activity through inhibition of 
HSC proliferation and up-regulation of expres-
sion of MMP-13 in primary HSCs.

Key Words: Hepatic stellate cell; Matrix metallo-
proteinase-13; Liver fibrosis; Real-time polymerase  
chain reaction; Enzyme linked immunosorbent as-
say

Yu D, Ma H. Expression of adiponectin during hepatic 
stellate cell (HSC) activation and the effect of adiponectin 
on expression of matrix metalloproteinase-13 in primary 
HSCs. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(36): 
3793-3797

摘要
目的: 探讨脂联素mRNA在原代肝星状细胞
(hepatic stellate cell, HSC)活化过程中表达的
变化趋势, 以及其对体外培养的原代HSC增殖
状况和金属基质蛋白酶-13(MMP-13) mRNA
与蛋白表达的影响.

方法: 改良的肝脏二步原位灌注法分离培养
原代HSC; 以a-SMA为原代HSC活化的标志, 
Real-time PCR方法检测随HSC活化脂联素表
达的动态变化; MTT方法检测脂联素对活化
HSC增殖的影响, 以外源性脂联素处理原代
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■背景资料
脂联素是脂肪因
子的一种, 他除了
能够促进糖和脂
肪代谢之外还具
有抗炎, 增敏胰岛
素和抗动脉粥样
硬化等功能. 静息
态的HSC表达脂
联素mRNA, 脂联
素对于维持HSC
的静息状态具有
重要作用, 大量体
外试验及动物试
验均发现脂联素
通过抑制促纤维
化形成因子合成, 
而发挥抑制纤维
化形成的作用; 而
临床试验结果却
得到不同的结果, 
因此脂联素对肝
纤维化的作用还
需进一步研究证
实. 



HSC, 根据脂联素浓度, 分为对照组, 脂联素
处理浓度62.5 mg/L, 125 mg/L, 250 mg/L, 500 
mg/L五组, Real-time PCR方法检测MMP-13 
mRNA表达; ELISA方法检测原代HSC分泌的
MMP-13蛋白量. 

结果: HSC存活率的下降与脂联素浓度呈线性
相关(OR  = 0.828). MMP-13 mRNA和蛋白表
达水平与外源性加入脂联素浓度正相关, 当脂
联素浓度增加至500 g/L时, MMP-13 mRNA表
达增高至对照组的5.54倍, MMP-13含量增加
至30.951 mg/L显著高于对照组的24.127 mg/L, 
差异具有显著统计学意义.

结论: 脂联素具有抑制肝纤维化的作用, 其
机制可能与抑制HSC增殖和增强MMP-13在
HSC细胞的表达有关.

关键词: 肝星状细胞; 基质金属蛋白酶-13; 肝纤维

化; 实时荧光聚合酶链反应; 酶联免疫吸附反应
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0  引言

脂联素是在脂肪组织中特异表达的脂肪因子. 
静息态的HSC可以表达脂联素, 而活化的HSC
不表达脂联素[1-2]. 有研究发现, 脂联素可以维持

HSC的静息状态, 使已经活化的HSC重新逆转

为静息状态; 还能够抑制血小板衍生生长因子

(PDGF)诱导的HSC增生和转移, 减弱转化生长

因子b1(TGFb1)的作用, 并可以减少TGFβ1与结

缔组织生长因子(CTGF)的基因表达[3], 这些均提

示脂联素可能对肝纤维化具有调节作用, 本实

验通过检测脂联素随原代HSC活化表达的动态

变化和外源性脂联素处理活化的HSC, 观察其对

HSC增殖的影响以及对MMP-13基因和蛋白表

达的影响, 观察脂联素对直接影响肝纤维化形

成因子的作用.

1  材料和方法

1.1 材料  成年洁净级♂Wi s t a r大鼠 ,  体质量

400-500 g, 购自首都医科大学动物室, 普通饲

料喂养, 自由饮食; 蛋白酶E, Ⅳ型胶原酶购自

Sigma公司, Nycodenz购自Sigma公司, DMEM
培养基干粉和胎牛血清购自Gibco公司, 脂联

素购自Cayman公司, TRIzol RNA提取试剂购
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自Invitrogen公司, M-MLV和Oligo(dT)反转录

酶和RNase inhibitor购自Promega公司, SYBER 
GREEN MIX购自ABI公司, ELISA试剂盒购自

ALD公司, 紫外凝胶成像仪(BIO RED), PCR仪
(Eppendorf), 分光光度计(Amersham Biosciences), 
荧光定量PCR仪(ABI, 7300).
1.2 方法 
1.2.1 改良的原位肝脏灌注法分离原代HSC: 体
质量约500 g的成年♂Wistar大鼠, 无菌条件下, 
门脉插管, 以D-HANK'S灌注冲洗, 同时将肝

脏游离、悬挂. 灌入含0.5 g/L Ⅳ型胶原酶和10 
g/L蛋白酶E的D-HANK'S液, 37℃水浴, 消化肝

脏; 去除筋膜等结构, 并转入含0.5 g/L Ⅳ型胶原

酶和0.1 g/L蛋白酶E的D-HANK'S液中, 37℃水

浴, 振荡消化. 细胞悬液经过200钼细胞筛, 离心, 
DMEM冲洗2-3遍后, 180 g/L Nycodenz梯度离

心. 取中间云雾状细胞层, 至DMEM中离心冲洗

后培养于含200 mL/L FBS的DMEM培养基.
1.2.2 MTT: 取处于对数生长期的HSC-T6接种于

96孔培养板中(细胞数为每孔5×103个), 每孔200 
mL培养24 h后, 换无血清加入脂联素浓度大小分

为62.5 mg/L, 125 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L, 1000 
mg/L, 2000 mg/L, 4000 mg/L中, 每浓度设平行孔6
个, 加入MTT, 孵育4 h后, 用DMSO溶解, 于酶标

仪检测A值, 计算药物的体外生长细胞存活率.
1.2.3 Real-time PCR和ELISA方法: TRIzol法抽

提RNA, 逆转录. 采用SYBR green染料法进行相

对定量检测待检指标. 检测指标引物序列见表1. 
溶解曲线检测二聚体保证试验结果可靠性. 每
个样本6瓶重复, 整个实验重复三次. ELISA方法

检测HSC细胞培养上清中MMP-13的含量.
统计学处理 应用SPSS11.5软件, 数据以

mean±SD表示, 组间比较采用单因素方差分析, 
P <0.05为差异有统计学意义, P <0.01为差异有显

著统计学意义.

2  结果

2.1 分离的原代HSC 分离的原代HSC经荧光显

微镜下, 327 nm紫光激发, 可见蓝绿色自发荧光, 
确定细胞性质为HSC; 台盼蓝染色HSC细胞存活

率大于90%(图1).
2.2 脂联素对活化的H S C增殖的作用 活化的

HSC随脂联素浓度增高, 存活率明显下降. 当脂

联素浓度增高至1000 mg/L时, HSC细胞存活率

为对照组的88%(P <0.05), 并且HSC存活率的下

降与脂联素浓度呈线性相关(OR = 0.828). 当脂

www.wjgnet.com

■研发前沿
近年来人们发现
肝脏中与肝纤维
化 密 切 相 关 的
HSC也能表达脂
联素, 因此对于脂
联素与肝纤维化
的研究成为了研
究的又一热点.
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联素浓度增加至2000 mg/L以上时, 细胞存活率

降低为对照组的84%以下(P <0.01)(图2).
2.3 Real-time PCR和ELISA分别检测脂联素的
表达以及MMP-13的蛋白合成量 根据MTT结
果, 选取细胞存活率大于90%的脂联素浓度, 作
为外源性干预因素处理HSC. 以a-SMA为HSC
活化的标志, 观察随着原代HSC活化, 脂联素

mRNA表达的动态变化. 随原代HSC培养天数

增加, a-SMA表达逐渐增高, HSC逐渐由静息

态转变为活化状态(图3A).  脂联素的表达随

a-SMA的升高进行性降低, 当培养3 d时, 脂联

素的表达下降为对照组的30%(P <0.01), 并且

随培养时间延长, 脂联素的表达继续下降, 当
培养7 d, 即HSC完全活化后, 脂联素的表达仅

为对照组的7%(P <0.01)(图3B). 以外源性脂联

素处理原代HSC, 当脂联素浓度为62.5 mg/L时, 
MMP-13 mRNA表达即增长为对照组的2.11倍
(P <0.05), 并且随着脂联素浓度增加, MMP-13
的表达增高更加显著, 当脂联素浓度增加至500 
mg/L时, MMP-13 mRNA表达增高至对照组的

5.54倍(P <0.01), MMP-13表达增高的倍数与加

入脂联素的浓度正相关(图3C). 细胞培养上清中

MMP-13的蛋白含量与脂联素浓度呈正相关, 即
MMP-13含量随脂联素浓度增大而增高. 当脂联

素浓度增高至500 mg/L时, MMP-13含量显著高于

对照组(30.951 mg/L vs  24.127 mg/L, P<0.05, 图3D).

3  讨论

肝纤维化是各种病因对肝脏慢性、重复性的损

伤所引起的肝脏病理改变[4]. HSC的活化与转型

在肝纤维化的发生中处于中心地位[5], 活化的

HSC能够表达多种细胞因子及受体大量增殖, 大
量合成ECM, 表达平滑肌a-肌动蛋白(a-smooth 
muscle atine, a-SMA), 并具有收缩功能[6-7]; 近年

来研究表明, HSC还能生成少量基质金属蛋白酶

及其抑制剂参与ECM的产生和降解[8-9], 基质金

属蛋白酶(MMPs)与基质金属蛋白酶组织抑制剂

(TIMPs)相互作用失衡, 最终导致ECM在肝内过

度沉积的结果[10-12]. 因此促进HSC的凋亡, 一方

面HSC数量的减少使ECM分泌减少, 另一方面

使活化的HSC分泌的金属蛋白酶抑制剂减少, 促
进ECM的降解[13-14]. MMP-13是大鼠肝脏中活化

的HSC、成纤维细胞和Kupffer细胞分泌的最重

要的酶, 是Ⅰ型, Ⅲ型胶原的主要降解酶[15]. 动物

实验显示, 在肝纤维化形成过程中, MMP-13水
平下降, 活性降低, 从而不能有效降解沉积的间

质胶原, 导致ECM过度沉积而发生纤维化. 
脂联素是脂肪组织中特异表达的脂肪因子. 

过氧化物酶激活物增殖受体g(PPARg)能够调节

脂联素基因的转录活性, PPAR的配体能够增加

脂联素的mRNA表达和血清脂联素水平[16-17], 脂
联素存在AdipoR1与AdipoR2两种受体[18], 脂联

素通过与两种受体结合发挥增敏胰岛素[19-20], 抗
动脉粥样硬化[21], 以及抗炎作用[22-24]; 脂联素还

能够促进肝细胞内的脂肪酸氧化, 降低脂肪细

胞中脂肪酸的产生, 防止肝细胞中甘油三酯聚

表  1  Real-time PCR试验中, 不同检测指标的引物序列

     
检测指标		                上游引物	                                          下游引物

GAPDH		    ccatcactgccactcagaaga	         atactatgggggtaggaacag

adiponectin	   tggtcacaatgggataccg	         cccttaggaccaagaacacct

a-SMA		    ggtgaaactctgggagatcct	         aatggcatctctgtgtcaacc

MMP-13		   ggacaagcagctccaaagg	         ggtccagaccgagggagt

图  2  脂联素对HSC增殖的影响. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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图  1  荧光显微镜下的原代HSC.

■创新盘点
本文首次报道了
脂联素mRNA随
HSC活化表达变
化 进 行 性 减 少
的过程 ,  还选取
MMP-13作为检
测指标, 预测脂联
素具有抑制肝纤
维化的作用, 得出
脂联素能够促进
HSC中MMP-13的
基因及蛋白表达, 
但是还需进一步
研究脂联素对其
他ECM降解酶的
作用, 以全面阐述
脂联素与肝纤维
化的关系.
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集, 其中高分子量脂联素主要发挥增敏胰岛素

和抗炎的作用[25-26]. 
肝脏中静息态的HSC也可表达脂联素, 但脂

联素在活化的HSC中并不表达, 其具体变化过程

未见报道. 本实验以a-SMA作为原代HSC活化

的标志, 首次对HSC活化过程中脂联素表达的动

态变化进行检测, 发现脂联素的表达水平随HSC
的活化, 进行性减少. 目前对于脂联素和肝纤维

化的关系, 报道还很少, 根据已有报道, 脂联素

可以维持HSC的静息状态, 使已经活化的HSC重
新逆转为静息状态; Kamada et al [3]发现脂联素

能够通过抑制促肝纤维化形成因子的合成而抑

制肝纤维化. 但是临床研究却得出不同的结论, 
Tietge et al [27]研究发现血清脂联素仅与肝功能下

降和肝的血流动力学有关. Kaser et al [28]认为肝

硬化时脂联素水平升高是慢性肝病时机体一种

抗炎机制的反映. 
为了明确脂联素对肝纤维化形成的直接作

用, 我们以外源性脂联素处理HSC, 观察其对活

化的HSC增殖的影响, 发现脂联素能够抑制活化

HSC的增殖, 并且这种抑制作用与脂联素的浓度

呈正相关, 这与Ding et al报道的脂联素促进活化

的HSC凋亡的结论一致. 我们还检测了脂联素对

肝脏中降解ECM重要的蛋白酶MMP-13的表达, 
发现其能够上调HSC中MMP-13 mRNA表达, 并
促进HSC合成MMP-13, 也提示脂联素潜在的抗

肝纤维化作用. 
本次实验仅选取M M P-13作为检测指标 , 

预测脂联素具有抑制肝纤维化的作用, 虽得出

脂联素能够促进HSC中MMP-13的基因及蛋白

表达 ,  但是并没有探讨脂联素与其他蛋白酶 , 

及其抑制因子以及胶原表达与沉积的相互作

用和作用机制, 因此我们还需进一步研究以客

观认识脂联素在肝纤维化及其他慢性肝病中

发挥的作用.
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HSC中MMP-13的
mRNA及蛋白表
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能具有潜在的抗
纤维化作用, 进一
步深入研究脂联
素与肝纤维化的
关系, 以及脂联素
发挥抗纤维化作
用的信号转导通
路, 可能为治疗肝
纤维化提供新的
思路.
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Abstract
AIM: To explore the effects of resistin in the 
pathogenesis of a rat model of non-alcoholic 
steatohepatitis (NASH), and to observe the effect 
of Jiangzhi Yigan Chongji on resistin mRNA in 
the liver of that model, to explore its mechanism 
of action.

METHODS: 24 male Wistar rats were randomly 
divided into three groups (eight rats in each): 
normal group fed with standard diet, model 
group, and treated group fed with a high-fat 
diet. The treated group was given Jiangzhi Yigan 
Chongji (1 mL/100 g, its concentration is 0.8 
g/mL, twice daily) by intragastric administra-
tion after 12 weeks. Meanwhile, the normal and 
model groups were separately given drinking 
water by the same means. After 17 weeks, they 
were killed. Resistin mRNA in the liver of the 

rat model of NASH induced by high-fat diet was 
detected with RT-PCR. Level of alanine amino-
transferase (ALT) and asparate aminotransferase 
(AST) was detected by an automatic biochem-
istry analyzer; fasting blood glucose (FBG) was 
detected by glucose oxidase method; and tumor 
necrosis factor a (TNF-a) and fasting insulin 
(FINS) in serum were detected by radioimmu-
noassay. Degrees of steatosis and steatohepatitis 
were observed.

RESULTS: A positive correlation was found be-
tween mRNA expression of resistin and TNF-a, 
ALT and AST, and the degree of steatohepatitis 
(r = 0.873, 0.772, 0.716 and 0.892, P < 0.05) in the 
model group, but had no correlation with ISI. 
The relative level of resistin mRNA in the liver 
tissue of the model group (2.14 ± 0.11) was sig-
nificantly higher than that in the normal group 
(0.42 ± 0.08), and that in the treated group (0.90 
± 0.06) was significantly lower than that in the 
model group (P < 0.01).

CONCLUSION: Resistin may play an important 
role in the damage of NASH. Jiangzhi Yigan 
Chongji can significantly decrease the expression 
of resistin mRNA in liver tissue of NASH rats, 
and resistin may be a pharmacological target.

Key Words: Non-alcoholic steatohepatitis; Jiangzhi 
Yigan Chongji; Resistin; Rat; Reverse transcription 
polymerase chain reaction

Yang WH, Zhao HP, Duan XY, Liu T, Ge SN. Effect of 
Jiangzhi Yigan Chongji on resistin mRNA in the liver 
of rats with non-alcoholic steatohepatitis. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(36): 3798-3802

摘要
目的: 观察降脂益肝冲剂对非酒精性脂肪性
肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)大鼠
肝脏抵抗素mRNA表达的影响, 并探讨抵抗素
在大鼠NASH发病机制中的作用.

方法: 24只♂Wistar大鼠随机分为3组: 正常
组普通饲料喂养, 模型组和治疗组高脂饮食

®

■背景资料
研究发现约20%
的N A S H可进展
为肝硬化 ,  其中
30%-40%死于肝
相关疾病, 部分发
生亚急性肝功能
衰竭和肝细胞肝
癌. 目前认为其与
代谢综合征密切
相关, 属于代谢综
合征的肝脏表现. 
但其发病机制尚
不明确, 临床上仍
缺乏有效的治疗
手段.
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喂养. 治疗组在高脂饮食12 wk后给予降脂益
肝冲剂, 同时模型组和正常组给予等量的生
活饮用水灌胃, 17 wk末处死各组大鼠. 观察
动物一般情况, 肝组织脂肪变性及炎症活动
程度, 测定血清TNF-α、ALT、AST, 空腹血
糖(FBG)、空腹胰岛素(FINS), 并计算胰岛素
敏感指数(ISI); RT-PCR法检测肝组织抵抗素
mRNA相对含量. 

结果: 在正常肝脏组织探测到抵抗素mRNA的
微量表达(0.42±0.08), 模型组其表达量显著
升高(2.14±0.11, P <0.01), 与模型组相比治疗
组则显著下降(0.90±0.06, P <0.01). 模型组抵
抗素水平与血清TNF-α、ALT、AST水平、
肝脏炎症活动度计分成显著正相关(r  = 0.873, 
0.772, 0.716, 0.892, P <0.05), 与ISI无相关. 治
疗组上述各项指标均得到显著改善.

结论: 抵抗素与反映肝脏炎症程度及肝功能
的指标密切相关, 可能在NASH的发病中起重
要作用. 降脂益肝冲剂对NASH有很好的疗效, 
抵抗素是其可能的作用靶点.

关键词: 非酒精性脂肪性肝炎; 降脂益肝冲剂; 抵抗

素; 大鼠; 逆转录聚合酶链反应

杨文慧, 赵和平, 段晓燕, 刘婷, 葛姝囡. 降脂益肝冲剂对NASH
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15(36): 3798-3802
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0  引言

抵抗素是一种富含半胱氨酸的分泌性蛋白, 因
其可影响与胰岛素作用相关的葡萄糖代谢以及

脂代谢, 具有对抗胰岛素的作用而被命名. 新近

研究表明他还可作为促炎因子参与炎症的级联

反应, 与NASH的发病关系密切. 为此, 本研究采

用高脂胆固醇饮食建立非酒精性脂肪肝大鼠模

型, 观察其肝组织中抵抗素mRNA的表达情况, 
对抵抗素在NASH发病机制中的作用进行初步

探讨; 同时观察降脂益肝冲剂对肝组织抵抗素

mRNA表达的影响, 探讨其可能的分子治疗机

制, 为其更广泛的临床应用提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 实验动物及饲料配制: (1)选用体质量

为160-210 g的清洁级♂Wistar大鼠24只. 由山西

医科大学生制实验室提供. (2)普通饲料: 玉米面

35.45%, 白面29.55%, 麸皮12.5%, 豆粉12%, 鱼粉

8%, 酵母粉2% (g/100 g)等. 高脂饲料[1]: 由85%的

普通饲料, 13%的猪油和2%的胆固醇组成. 胆固

醇, 成都科龙化工试剂厂产品; 降脂益肝冲剂由

丹参、泽泻、何首乌、茯苓、草决明、山楂等

18味中药组成, 为无糖颗粒型制剂, 由山西医科

大学第一医院生产并提供; 葡萄糖试剂盒购自中

生北控生物科技股份有限公司, 胰岛素和TNF-α
测定试剂盒购自北京科美东雅生物技术有限公

司, 游离脂肪酸(FFA)测试盒购自南京建成生物

工程公司, RT-PCR试剂盒购自立陶宛Fermentas
公司; PCR引物由上海生物工程公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型制备和药物剂量: 将24只大鼠

随机分为3组, 每组8只. 正常对照组喂普通饲

料, 模型组和治疗组喂高脂饲料. 实验动物自

由饮水, 分笼(每笼4只)饲养于(20±2)℃的动

物实验室内. 每天8:00 am-8:00 pm为采光时间, 
8:00 am-9:00 am, 4:00 pm-5:00 pm为喂食和给

药的时间. 实验第13周开始给予降脂益肝冲剂1 
mL/100g, 以0.8 g/mL的浓度溶解ig, 每日2次, 共
5 wk. 药物剂量按徐叔云 et al [2]主编“药制实验

方法学”计算, 公式: dB = dA×RB/RA×(WA/ 
WB)1/3; [dA, dB分别为人, 大鼠的每公斤体质量

剂量(mg/kg), RA, RB分别为人, 大鼠的体形系

数(查表可得), WA, WB分别为人, 大鼠的体质量

(kg)值]. 按成年人60 kg体质量的剂量(40 g/d)计
算出大鼠的药物剂量, 每周根据体质量调整一

次剂量. 同时模型组和正常组分别给予等量的

生活饮用水ig, 每日2次.
1.2.2 标本采集和处制: 饲养满17 wk, 自由饮水, 
禁食12 h后用100 g/L的水合氯醛0.35 mL/100 g
体质量经腹腔内注射麻醉后开腹, 腹主动脉取

血, 3000 r/min离心15 min分离血清; 迅速取出肝

脏, 置于4℃生制盐水中反复漂洗, 然后用匀浆

器制备匀浆, 1 g肝组织加入9 mL 8.6 g/L NaCl
溶液, 经4000 r/min离心10 min后取上清液即为

10%的大鼠肝匀浆; 另称取0.1 g肝左叶置于1.5 
mL EP管, 均保存于-70℃冰箱待用. 取肝左叶, 
于40 g/L的多聚甲醛中固定24-48 h, 自来水冲洗

24 h, 逐级乙醇脱水, 二甲苯透明, 浸蜡, 石蜡包埋

切片, 常规HE染色, 光镜下观察肝组织病制变化.
1.2.3 检测方法: 葡萄糖氧化酶法测定空腹血糖

(FBG), 放免法测定血清空腹胰岛素(FINS)并计

算胰岛素敏感指数(ISI = ln[1/(FINS×FBG)]); 放
免法测定TNF-α水平; ALT、AST在全自动生化

分析仪(Olympus Au1000)上测定. RT-PCR法检

测肝脏抵抗素mRNA表达: (1)按TRIzol试剂盒说

■研发前沿
脂肪细胞因子在
其发病机制中的
作用日益受到关
注, 瘦素、脂联素
已发现在肝脏中
表达 ,  抵抗素有
望成为又一种可
在肝脏探及并与
N A S H发病密切
相关的脂肪细胞
因子.
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明书从大鼠肝脏中提取总RNA; (2)AMV反转录

合成cDNA第一链; (3)PCR扩增: resistin上游引

物: 5-CCAGAAGGCACAACCGTCACTA-3; 下
游引物5-TCAACCGTCCTCAGGAACCAA-3; 
PCR反应条件: 94℃ 5 min, 94℃ 20 s, 56℃ 30 
s, 72℃ 30 s, 37个循环后, 72℃继续延伸10 min, 
产物为154 bp. GAPDH上游引物: 5-TCCCTCA
AGATTGTCAGCAA-3, 下游引物5-AGATCCA
GAACGGATACATT-3, PCR反应条件: 94℃ 5 
min, 94℃ 20 s, 50℃ 30 s, 72℃ 30 s, 35个循环后, 
72℃继续延伸10 min, 产物为308 bp; (4)PCR产
物分析: PCR产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化

乙锭(0.5 mg/L)染色后于Tanon Gis 2010图像分

析仪扫描分析. 目标基因mRNA的相对含量用目

标基因与GAPDH吸光度值×面积的比值表示. 
(5)用多聚甲醛固定肝组织, 经石蜡包埋, 5 mm连

续切片, 常规苏木精-伊红染色, 光镜下评估脂肪

变性程度及计算炎症活动度计分. 肝细胞脂肪

变性程度判断标准[3], 以肝小叶内未见脂滴肝细

胞为阴性, 脂滴肝细胞占肝细胞总数小于1/3为
+, 1/3-2/3为++, 大于2/3为+++, 几乎均呈脂滴肝

细胞为++++. 炎症活动度计分[4]: 按汇管区炎症

(P)、小叶内炎症(L)、碎屑坏死(PN)及桥接坏死

(BN, 包括多小叶坏死)四项指标, 再依病变程度

分别计为1、2、3、4分, 因BN、PN的严重度与

病变活动度和预后直接相关, 故在计分时加倍, 
计分公式为: P+L+2(PN+BN).
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 采

用方差分析及LSD-t检验, 等级资料采用秩和检

验, 参数间进行Pearson相关分析, 采用SPSS13.0
软件处理, P <0.05被认为有显著性差异.

2  结果

2.1 一般情况 普通饮食大鼠行动活跃, 被毛整

洁, 细密, 柔顺; 高脂饮食组大鼠行动迟缓, 但易

激惹; 且模型组大鼠与治疗组相比, 被毛散乱, 
粗糙, 缺乏光泽.

2.2 各组大鼠血清TNF-α、ALT、AST水平的
变化 模型组血清TNF-α、ALT、AST较正常组

显著升高(P值均<0.01). 与模型组相比, 治疗组

TNF-α、ALT、AST显著下降(P值均<0.01)(表1).
2.3 各组大鼠FBS、INS和ISI水平的变化 模型

组与正常组相比FBS、INS明显升高(P均<0.01), 
I S I明显下降(P <0.01), 用药组与模型组相比

FBS、INS明显降低(P分别<0.05和<0.01), ISI明
显升高(P<0.01)(表1).
2.4 各组大鼠肝组织抵抗素mRNA表达结果 正
常组肝脏可探测抵抗素mRNA的微量表达(0.42
±0.08), 模型组其相对表达量显著升高(2.14
±0.11, P <0.01), 与模型组相比, 治疗组抵抗

素mRNA的相对表达量显著降低(0.90±0.06, 
P <0.01), 但仍较正常组偏高(P <0.01)(图1, 表2).
2.5 各组大鼠肝组织变化
2.5.1 大体形态观察: 正常组大鼠肝脏呈紫红色, 
质地柔软, 被膜光滑, 边缘锐利, 切面光洁, 与周

围无粘连; 模型组大鼠肝脏体积明显增大, 呈黄

褐色, 被膜紧张, 边缘饱满, 质地稍韧, 与周围组

织粘连, 不易分离, 切面有油腻感; 治疗组大鼠

肝脏轻度肿大, 呈较浅淡的黄褐色, 被膜较光滑, 
边缘较锐利, 切面较光洁, 质地较正常组略差.
2.5.2 组织病理学改变: HE染色光镜下观察, 正
常组肝小叶结构完整, 肝细胞呈多边形, 围绕中

央静脉呈放射状, 肝窦清晰可见, 肝索排列整齐; 
模型组大鼠肝组织弥漫性脂肪变, 小叶结构不

清, 界限消失, 肝索排列紊乱, 小叶内和汇管区

表  1  各组大鼠血清TNF-α、ALT、AST、FBS、INS和ISI的变化(n  = 8, mean±SD)

分组	      TNF-α(μg/L)                ALT(U/L)                    AST(U/L)                 FBS(mmol/L)         INS(μIU/mL)                     ISI

正常组          0.72±0.14           37.67±7.17        125.00±19.70           7.21±0.92         25.62±4.61        -5.20±0.21

模型组          2.37±0.35b        110.50±25.65b     273.50±27.49b        12.98±4.61b       51.31±9.38b       -6.42±0.46b

治疗组          1.69±0.29bd         77.50±16.11bd    226.17±17.79bd         8.50±2.85bc      38.68±5.06bc      -5.75±0.42c

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

表  2  肝脏脂变及炎症活动度

     
分组	 n

         肝脂肪变性的程度         
炎症活动度计分

	        -    +    ++    +++    ++++	

正常组     8     8    0     0       0         0                  0

模型组     8     0    0     1       2         5           7.75±1.98b

治疗组     8     0    1     4       2         0           2.57±0.98d

bP<0.01模型组 vs  正常组, dP<0.01 vs  模型组.

■创新盘点
本 实 验 中 模 型
组 抵 抗 素 水 平
与血清TNF-α、
A L T 、 A S T水
平、肝脏炎症活
动度计分成显著
正相关, 与胰岛素
抵抗无相关.
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不同程度的炎症细胞浸润和坏死; 治疗组大鼠

仍可见条索状排列的肝细胞, 脂变程度较模型

组明显减轻, 且仅有轻微的炎性细胞浸润, 未见

坏死灶. 模型组炎症活动度计分明显高于正常

组(P <0.01), 治疗组炎症活动较模型组明显减轻

(P <0.01, 图2).
2.6 模型组抵抗素水平与各项指标相关性分析 
在模型组中, 抵抗素mRNA相对表达量与血清

TNF-α、ALT、AST水平、肝脏炎症活动度计

分成显著正相关(r  = 0.873, 0.772, 0.716, 0.892,  
P <0.01或P <0.05), 与ISI无相关性.

3  讨论

研究发现约20%的NASH可进展为肝硬化, 而后

者发生原发性肝细胞癌、肝功能衰竭和移植肝

复发的概率高达30%-40%[5]. 现在普遍认为肝纤

维化和肝硬化只有在NASH的基础上才会发生, 
无炎则无硬化. 可见探讨其发病机制寻求有效

的临床用药, 对阻断NASH向终末期肝病发展具

有重要意义.
抵抗素是Steppan et al [6]发现的一种脂肪细

胞因子, 因其可诱导胰岛素抵抗而被命名. 但也

有与之相反或无关的结论[7-8]. 新近研究表明抵

抗素还可作为促炎因子参与炎症的级联反应. 
一般认为, 抵抗素在啮齿类动物主要由白色脂

肪组织表达, 人类主要由外周血单核细胞分泌. 
而最近研究发现无论大鼠或人类在发生慢性肝

损害时均可导致抵抗素在肝脏的显著表达[9-10]. 
可见探讨抵抗素在肝脏疾病发生中的作用值得

深入研究.
本实验用高脂加胆固醇饮食成功复制了实

验性大鼠NASH模型, 此模型与人类NASH的发

病经过相似, 故所研究的理论易于推广应用于

人类. 结果发现: (1)模型组肝细胞普遍发生脂

肪变性, 出现汇管区炎症, 炎症细胞以单核细

胞为主, 炎症活动度计分明显增高; 血清ALT、
AST、TNF-α显著升高. 证实长期高脂饮食为

主的营养过度可引起肝脏脂肪浸润及脂肪性肝

炎. (2)正常对照组肝脏即有抵抗素mRNA表达, 
模型组其表达量显著增高, 提示抵抗素的高表

达可能与NASH的发生密切相关. (3)进一步相

关分析显示, 模型组抵抗素水平与血清TNF-α、
ALT、AST水平、肝脏炎症活动度计分成显著

正相关, 提示抵抗素在导致肝脏炎症变性及肝

功能损害中发挥重要作用. (4)模型组抵抗素水

平与ISI无相关性, 提示抵抗素在参与NASH发生

过程中并非通过影响胰岛素敏感性途径发挥作

用, 即其与胰岛素抵抗的直接关联在NASH的发

病中并不发挥主要作用. 本研究结果与Bertolani 
et al [10]报道在人类正常对照组可见抵抗素在肝

■应用要点
本实验用高脂加
胆固醇饮食复制
的 实 验 性 大 鼠
NASH模型, 与人
类N A S H的发病
经过相似, 故所研
究理论易于推广
应用于人类, 从而
提供了有效治疗
N A S H的中成药
物.

图  2  肝组织(HE×300). A: 正常组; B: 模型组; C: 治疗组.

A B C

图  1  NASH大鼠肝脏抵抗素mRNA表达. 
M: DNA Marker; 1: 正常组; 2: 模型组; 3: 

治疗组; A: GAPDH(308 bp); B: resistin(154 

bp).
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300 bp

500 bp

A M         1         2        3
100 bp

200 bp

500 bp

B
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脏的表达, NASH组表达增强, 且表达量与NASH
炎症活动度计分成显著正相关结果一致. 且该

实验同时发现抵抗素可刺激肝星状细胞分泌

MCP-1、IL-8等细胞因子导致肝脏炎症的发生. 
亦支持本实验结论抵抗素可导致肝脏炎症变性

及肝功能损害. Pagano et al [11]和Bahr et al [12]在对

NAFLD及肝硬化患者的研究中发现血浆抵抗素

水平与胰岛素抵抗无相关, 亦与本实验结论一

致. 在随后的实验中我们期望可以定位抵抗素

在NASH模型大鼠肝脏中的表达细胞, 并进一步

探究其分子作用机制, 为NASH发生与防治提供

新的理论依据.
降脂益肝冲剂主要由丹参、泽泻、山楂、

何首乌、五味子、枸杞子、草决明、柴胡等18
味中药组方, 本实验研究表明, 他对NASH具有

良好的治疗效果, 可减少TNF-α的释放减轻肝脏

的炎症反应, 降低血清ALT、AST促进肝功能恢

复, 升高ISI改善胰岛素抵抗, 以及减轻肝细胞脂

变与炎细胞浸润. 而其部分作用的发挥可能与

下调肝脏抵抗素mRNA的表达有关, 但其机制不

包括改善胰岛素抵抗作用. 这也提示我们以降

低抵抗素表达为靶点来治疗胰岛素抵抗相关代

谢性疾病仍有待商榷.

4      参考文献
1	 戴林, 邓彬, 白成, 于洪波, 李爱萍. 吡格列酮对大鼠非
酒精性脂肪性肝炎的实验研究. 胃肠病学和肝病学杂
志 2004; 13: 482-484

2	 徐叔云, 卞如廉, 陈修. 药理实验方法学. 第2版. 北京: 
人民卫生出版社, 1991: 178-179 

3	 Diehl AM, Goodman Z, Ishak KG. Alcohollike liver 
disease in nonalcoholics. A clinical and histologic 
comparison with alcohol-induced liver injury. 

Gastroenterology 1988; 95: 1056-1062
4	 王泰龄, 刘霞, 周元平, 何静雯, 张晶, 李宁章, 段钟平, 
王宝恩. 慢性肝炎炎症活动度及纤维化程度计分方案. 
中华肝脏病杂志 1998; 6: 195-197    

5	 Nakashima T, Sumida Y, Furutani M, Hirohama A, 
Okita M, Mitsuyoshi H, Itoh Y, Okanoue T. Elevation of 
serum thioredoxin levels in patients with nonalcoholic 
steatohepatitis. Hepatol Res 2005; 33: 135-137

6	 Steppan CM, Bailey ST, Bhat S, Brown EJ, Banerjee 
RR, Wright CM, Patel HR, Ahima RS, Lazar MA. 
The hormone resistin links obesity to diabetes. 
Nature 2001; 409: 307-312

7	 Degawa-Yamauchi M, Bovenkerk JE, Juliar BE, 
Watson W, Kerr K, Jones R, Zhu Q, Considine RV. 
Serum resistin (FIZZ3) protein is increased in obese 
humans. J Clin Endocrinol Metab 2003; 88: 5452-5455

8	 Lee JH, Bullen JW Jr, Stoyneva VL, Mantzoros CS. 
Circulating resistin in lean, obese, and insulin-
resistant mouse models: lack of association with 
insulinemia and glycemia. Am J Physiol Endocrinol 
Metab 2005; 288: E625-E632

9	 范建高, 方继伟, 陆元善, 田丽艳, 徐正婕. 高脂饮食非
酒精性脂肪性肝病大鼠肝脏成脂相关基因表达增强. 
中华消化杂志 2006; 26: 320-324. 

10	 Bertolani C, Sancho-Bru P, Failli P, Bataller R, 
Aleffi S, DeFranco R, Mazzinghi B, Romagnani P, 
Milani S, Gines P, Colmenero J, Parola M, Gelmini 
S, Tarquini R, Laffi G, Pinzani M, Marra F. Resistin 
as an intrahepatic cytokine: overexpression during 
chronic injury and induction of proinflammatory 
actions in hepatic stellate cells. Am J Pathol 2006; 
169: 2042-2053

11	 Pagano C, Soardo G, Pilon C, Milocco C, Basan L, 
Milan G, Donnini D, Faggian D, Mussap M, Plebani M, 
Avellini C, Federspil G, Sechi LA, Vettor R. Increased 
serum resistin in nonalcoholic fatty liver disease is 
related to liver disease severity and not to insulin 
resistance. J Clin Endocrinol Metab 2006; 91: 1081-1086

12	 Bahr MJ, Ockenga J, Booker KH, Manns MP, 
Tietge UJ. Elevated resistin levels in cirrhosis are 
associated with the proinflammatory state and 
altered hepatic glucose metabolism but not with 
insulin resistance. Am J Physiol Endocrinol Metab 
2006; 291: E199-E206

           编辑  程剑侠  电编  何基才  

■同行评价
本文的材料和方
法选择比较合适, 
结果明确, 图片表
格清晰 ,  条理清
楚, 具有一定的科
学性和可读性, 进
一步充实了该领
域的研究.

3802                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2007年12月28日    第15卷   第36期

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2007年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

WCJD 和WJG 即将开始实行网络版文章
与该文章发表前纪录的链接

本刊讯 WCJD和WJG即将开始实行网络版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包括首次提交的稿

件, 同行评议人报告, 作者给审稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者可以针对论文、审稿意见和

作者的修改情况发表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改完善自己发表的论文. 使文章的发表成为

一个编者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程. (总编辑: 马连生 2007-11-15)



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年12月28日; 15(36): 3803-3808
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

RNA干扰survivin基因靶向治疗大肠癌

张志宏, 韩盛玺, 邱春华, 强 欧, 陈和平, 张初民, 李 易

张志宏, 韩盛玺, 邱春华, 陈和平, 张初民, 李易, 四川省医学
科学院 四川省人民医院消化内科 四川省成都市 610041
强欧, 四川大学华西医院人类多肽研究实验室 四川省成都
市 610041
张志宏, 四川省人民医院消化内科主治医生, 主要从事大肠肿瘤
的防治方面的研究工作.
通讯作者: 张志宏, 610041, 四川省成都市, 四川省人民医院消
化内科. zhang-821@21cn.com
电话: 028-85081923 
收稿日期: 2007-05-15   修回日期: 2007-10-23

Effects and mechanisms of 
survivin-siRNA interference on 
colon adenocarcinoma cells 
SW620 

Zhi-Hong Zhang, Sheng-Xi Han, Chun-Hua Qiu, 
Ou Qiang, He-Ping Chen, Chu-Min Zhang, Yi Li

Zhi-Hong Zhang, Sheng-Xi Han, Chun-Hua Qiu, He-
Ping Chen, Chu-Min Zhang, Yi Li, Department of Diges-
tive, Academy of Medical Sciences of Sichuan Province, 
Chengdu 610041, Sichuan Province, China
Ou Qiang, Department of Human Peptide Research, People 
Hospital of Sichuan Province, Chengdu 610041, Sichuan 
Province, China
Correspondence to: Zhi-Hong Zhang, Department of Di-
gestive, Academy of Medical Sciences of Sichuan Province, 
Chengdu 610041, Sichuan Province, 
China. zhang-821@21cn.com
Received: 2007-05-15    Revised: 2007-10-23 

Abstract
AIM: To investigate the effects and mecha-
nisms of survivin-s iRNA inteference on 
adenocarcinoma cells SW620.  

METHODS: SW620 cells were transfected with 
survivin-siRNA using Lipofectamine 2000. The 
mRNA expression levels of survivin and PTEN 
were detected by RT-PCR and protein expres-
sion levels were detected by Western blotting. 
MTT and flow cytometry were used to analyze 
proliferation and apoptosis. 

RESULTS: Compared with control cells, the 
mRNA and protein levels of survivin were re-
duced in siRNA-transfected cells, while PTEN 
was increased. At 12, 24, 48 hours, the expres-
sion of survivin mRNA was downregulated 

75%, 93.75% and 97.8%, respectivly, compared 
with that in the controls, and the expression 
of PTEN mRNA was upregulated 41%, 100%, 
128%. The growth of transfected cells was inhib-
ited, while apopotosis was increased.

CONCLUSION: Survivin-siRNA has preferential 
effects on adenocarcinoma cells.

Key Words: survivin; PTEN; RNA interference; Ap-
optosis; Flow cytometry 

Zhang ZH, Han SX, Qiu CH, Qiang O, Chen HP, Zhang 
CM, Li Y. Effects and mechanisms of survivin-siRNA 
interference on colon adenocarcinoma cells SW620. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(36): 3803-3808

摘要
目的: 通过RNA干扰观察其对suivivin及PTEN
在大肠腺癌中表达的差异及对大肠腺癌细胞
增殖和凋亡的影响.  

方法: 将survivin siRNA用脂质体2000转染
SW620细胞, 以荧光定量PCR仪检测survivin
和PTEN mRNA的变化, Western蛋白印迹法半
定量检测两者的蛋白变化, 同时用MTT法检
测细胞增殖, 流式细胞仪检测细胞的凋亡和细
胞周期分布的变化. 

结果: 结肠腺癌SW620中免疫组化染色显示
survivin呈阳性表达. siRNA作用于SW620细
胞, survivin mRNA及蛋白的表达随着作用时
间的延长而下调, PTEN mRNA及蛋白的表
达随着作用时间的延长而呈现递增趋势, 在
12 h, 24 h, 48 h, survivin mRNA分别下调为对
照组的75%, 93.75%, 97.8%, PTEN mRNA较对
照组上调41%, 100%, 128%, 均与对照组有显
著性差异. MTT法检测siRNA干扰对细胞增殖
的影响呈现出时间依赖性, 与对照组相比有显
著性差异(P <0.05), 且作用各时间点之间比较
亦有显著性差异(P <0.05). 流式细胞仪检测细
胞的凋亡率随时间的延长而增加. 

结论: survivin siRNA作用于结肠腺癌SW620
可使survivin mRNA和蛋白的表达下调, 同时使
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■背景资料
诱导肿瘤细胞的
凋亡是成功治疗
肿瘤的基础和关
键. survivin作为
凋亡抑制因子, 与
抑癌基因PTEN作
用环节一致 ,  而
生物学效应相反. 
当组织恶变时 , 
P T E N基因的表
达出现下调或缺
失, 而survivin则
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0  引言

目前普遍认为诱导肿瘤细胞的凋亡是成功治疗

肿瘤的基础和关键. 在众多调控细胞凋亡的基

因中, survivin是迄今为止发现的最强的凋亡抑

制因子, 具有在肿瘤组织中表达的高选择性和

独特的抗凋亡作用机制, 作为肿瘤治疗的一个

特异攻击靶点日益瞩目. 作为抑癌基因的PTEN
与survivin均参与细胞周期的调控和细胞凋亡的

发生, 作用环节一致, 而生物学效应相反, 在维

持正常细胞的稳定性中发挥重要作用. 当组织

恶变时, PTEN基因常发生突变, 其表达出现下

调或缺失, 抑制肿瘤细胞增殖分化能力减弱, 而
survivin的表达则上调, 促进细胞的增殖和分裂. 
本文通过探讨以survivin为靶向, 通过RNA干扰

(RNA interference, RNAi)观察其对survivin及
PTEN在大肠腺癌中表达的差异及对大肠腺癌

细胞增殖和凋亡两者的影响, 进一步探讨大肠

癌防治的新途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 S W620细胞株购于四川大学华西

医院移植免疫实验室 .  蛋白电泳仪(B i o-R a d
公司),  E C L半干电转系统(A m e r s h a m公司 , 
T E70), 荧光定量P C R仪(上海枫岭生物技术

F T C-2000), 流式细胞仪(美国C o u l t e r公司 , 
E L I T E E S P型) ,  酶联免疫检测仪(美国E L-
321e型), lipofectamine2000, PCR试剂盒, 兔抗

survivin, PTEN(cell signaling, CST Co.), HRP标
记的GAPDH survivin的siRNA双链体(Shanghai 
GenePharma Co.): Sense 5'-GGA CCA CCG 
CAU CUC UAC AdTdT-3'; Antisense 5'-UGU 
AGA GAU GCG GUG GUC CdTdT-3'; PCR
反应引物: SURF1: 5'-gagcggatggccgaggct -3', 
SURR1: 5'-tgttcctctatggggtcgtca-3'(124 bp); 
PTENF: 5'-GATTCGACTTAGACTTGACCT-3', 
PTENR: 5'-TTTGGCGGTGTCATAATGTCT-3'(
182 bp).
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1.2 方法 
1.2.1 细胞复苏及传代: SW620细胞株用1640培
养基加胎牛血清, 37℃ CO2孵箱培养.
1.2.2 免疫组化: 将2%明胶预处理过的无菌盖片

放入6孔板内, 将细胞接种生长. 40 g/L多聚甲

醛固定30 min. 0.1% Triton-X100 5 min打孔. 30 
mL/L H2O2室温避光10 min. 羊血清封闭切片, 
37℃约20 min. 一抗(1∶100), 37℃孵育1 h, 4℃
过夜. 二抗羊抗鼠抗体(1∶200), 37℃ 40 min. 加
过氧化物酶标记的链酶卵白素抗体(1∶200), 
37℃孵育30 min. DAB显色, 苏木素复染, 脱水透

明, 封片. 
1.2.3 siRNA双链体转染: siRNA转染前1 d, 将细

胞以每孔2×105的密度接种于6孔板中, 用不含

抗生素的1640培养基培养. 转染当天用无血清

培养基稀释siRNA双链体, 以4 μL100 pmol/孔的

siRNA双链体和8 μL/孔lipofectamine2000按1∶2
体积轻混, 于室温孵育20 min以形成脂质体复合

物, 每孔600 μL加入6孔板中. 通过轻轻敲击培养

板30 s以使之混匀, 将细胞培养板于37℃ 50 mL/
L的CO2培养箱中孵育4-6 h后更换培养液. 观察

不同时间点的作用.
1.2.4 Western印迹检测蛋白质: 用含抑制剂的蛋

白抽提剂(1×106个细胞加入0.1 mL)抽提蛋白, 
收集上清液. 蛋白定量为1.5 μg/μL. 10% SDS-
聚丙烯酰胺电泳分离蛋白. 半干电转法将凝胶

上蛋白转移到PVDF膜60 min. 封闭液中孵育1 
h. 加入1∶1000稀释的一抗4℃过夜. TBST洗膜

5 min, 共3次. 加入1∶5000 HRP标记的二抗及

GAPDH, 37℃孵育2 h. 进行ECL检测.
1.2.5 RT-PCR: TRIzol reagent提取细胞总RNA, 
参照说明书逆转录后PCR扩增, 参照GenBank序
列设计引物. PCR反应条件: 94℃ 2 min 1个循环, 
后94℃ 20 s, 54℃ 20 s, 70℃ 30 s, 80℃ 20 s, 共
40个循环. 增益率为1.5. PCR产物用琼脂糖凝胶

电泳鉴定. 
1.2.6 噻唑蓝(MTT)比色试验: 以2×103个细胞/孔
的浓度接种细胞于96孔板, 每孔100 μL. 置37℃
的CO2孵箱中培养1 d. 转染后继续分别培养24、
48、72 h. 实验终止前4 h加MTT 20 μL/孔, 继续

37℃孵育, 最后弃上清, 加入DMSO 150 μL/孔, 振
荡10 min. 选择570 nm波长, 测定各孔光吸收值. 

抑制率 = (1-试验组光吸收值/对照组光吸

收值)×100%.
1.2.7 流式细胞仪检测细胞周期及凋亡的影响: 
细胞的接种与收集: 将细胞消化计数2×108 /L, 
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接种于6孔板内, 培养24 h后进行转染. 将待收集

细胞悬于4℃预冷的PBS中, 缓缓倒入-20℃预冷

乙醇, 4℃过夜. 离心后将与PI染液混合, 4℃放置

20-30 min. 过滤检测.
统计学处理 所有统计均采用SPSS10.0软件

包进行分析. 细胞增殖抑制结果采用方差分析(F
检验), 各组间两两比较用LSD分析. 药物对细胞

凋亡的作用采用χ2检验.

2  结果

2.1 免疫组化检测细胞中survivin的表达 结肠腺

癌SW620中免疫组化染色显示survivin呈阳性表

达, 弥漫性分布于胞质中呈棕色颗粒样, 胞核呈

蓝色复染状(图1). 
2.2 siRNA干扰对survivin及PTEN mRNA表达
的影响 用s iRNA干扰分别作用于SW620细胞

24 h, 48 h, 72 h后, survivin mRNA的表达下调

为对照组的75%, 93.75%, 97.8%, 具有显著性

差异(P <0.01)(图2). 而PTEN mRNA的表达则较

对照组上调为41%, 100%, 128%, 且差异显著

(P <0.01), 且两者呈现出负相关(P <0.01). 
2.3 siRNA干扰对survivin蛋白表达的影响 用 
s iRNA干扰作用于SW620细胞24-72 h后, sur-
vivin蛋白的表达随着作用时间的延长而下调, 
与对照组间的差异显著(P <0.01), 且48 h和72 h
与24 h相比较亦有显著差异, 但前两者之间则似

乎无明显差异(图3A). PTEN的表达则随时间延

长而呈现出递增趋势. 虽然干扰后PTEN的表达

较对照仍然升高(P <0.05), 但程度较survivin蛋白

表达下降(图3B). 
2.4 s iRNA干扰对SW620细胞增殖的影响 用
MTT法检测发现siRNA干扰对细胞增殖的影响

呈现出时间依赖性. 干扰组对细胞增殖的抑制

率与对照组相比有显著差异(P <0.05). 且各时间

点之间比较亦有显著性差异(P <0.05, 表1). 
2.5 s iRNA干扰对SW620细胞凋亡的影响 正
常生长的细胞表现为不规则的多角形 ,  融合

成集落生长 .  经s i R N A干扰后 ,  细胞体积变

大 ,  似乎胞质中颗粒增多 ,  以后部分细胞从

培养瓶壁上脱落下来. 随时间增加, 以上改变

明显(图4). 与阴性对照组相比, s iRNA干扰作

用于细胞48 h后的凋亡率显著增加(图5). 同
时用s i R N A干扰作用于S W620细胞24-72 h, 
细胞的凋亡率随着时间的延长而增加 ,  72 h
达到高峰 (表1) .  阴性组细胞周期S期43.3%
±32%, G 1期48%±2.1%, 而干扰组细胞周

期S期缩短 ,  而G1期延长 ,  也在72 h达到高峰 
(表1).

3  讨论

由小片段的双链RNA分子介导RNA干扰可导

致生物细胞内同源基因的特异性静默, 具有高

特异性[1]及高效性. 有研究将其与寡脱氧核苷

酸(oligodeoxyribonucleic acids, ODNs)比较, 发
现前者最大抑制浓度(IC50)较后者低100-1000 
倍[2-3], 并且作用时间延长[4], 同时通过电穿空, 局
部注射或静脉注射[5]的方法已经成功将化学合

成的siRNA, 表达siRNA的质粒以及病毒等导入

哺乳动物, 并不引起全身非特异性反应用[2,6-7]. 
2004年美国FDA已经批准将经过修饰的siRNA
进行临床新药试验, 用于治疗与年龄相关的黄

斑退行性改变的患者[6]. 目前认为RNA干扰作为

研究基因功能的一种重要和常用的技术, 已经

广泛用于基因组的研究和临床疾病包括病毒感

染、显性遗传疾病、尤其是肿瘤[8]的治疗研究, 
有广阔的前景和应用潜力. 

生存素(survivin)是凋亡抑制蛋白(inhibitor 

■创新盘点
目前尚无研究直
接以s iRNA干扰
survivin后, 同时
观察survivin对相
关抑癌基因PTEN
表达的影响, 及其
对细胞增殖和凋
亡的影响. 

表  1  MTT法检测siRNA干扰SW620细胞在不同时间点的
抑制率, 细胞凋亡率和细胞周期比例(%)

     
分组	                      24 h	           48 h             72 h

抑制率  

    空白组	                5.3±0.8	      7.6±1.2       9.3±0.9

    阴性对照组	 8.6±1.2	    11.2±2.1     13.5±0.7

    siRNA干扰组      14.3±1.5	    36.2±3.3     40.6±3.6

凋亡率    

    空白组	                 12±2.1	    15.6±1.6     25.3±3.1

    阴性对照组         15.2±1.3	       16±1.5        28±2.4

    siRNA干扰组      25.5±1.9	    48.9±4.0        67±3.7

细胞周期比例	      

    G1期                   52.9±1.8      65.1±4.1     70.2±1.9

    S期                     38.4±2.7     26.4±2.9     18.3±3.1

图  1  survivin蛋白免疫组化(LsAB染色×100).
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of apoptosis protein, IAP)家族成员之一, 被认为

是迄今为止发现的最强的凋亡抑制因子. 不同

于其他IAP家族成员主要分布于正常终末分化

组织中, survivin在胚胎发育过程中和绝大多数

肿瘤组织中表达. 研究发现, survivin在结肠癌

组织及癌旁的正常组织中表达阳性率分别为

63.5%和29.1%, 有显著差异, 同时发现其阳性表

达对疾病的预后有重要影响[9-11]. 本实验通过免

疫组化及Western蛋白印迹检测发现结肠腺癌

细胞株SW620中survivin的表达呈强阳性. 采用

针对survivin设计的siRNA干扰结肠腺癌SW620
细胞, 则survivin mRNA及蛋白的表达分别下调

75%-97.8%和46%-80%. 与报道用针对survivin 
dsRNA构建的腺病毒转染人软组织肉瘤, 发现

其mRNA表达下降了73%-88%, 蛋白表达减少

了52%-81%的结果相接近[12]. 并且有研究报道, 
siRNA干扰表达于转染后12 h, 高峰出现于36-48 
h, 至96 h失效[13]. 本实验结果与其相似, 高峰出

现于48 h左右, 作用至72 h mRNA及蛋白的表达

较前者无明显增加. 
作为抑癌基因的PTEN在维持正常细胞的

稳定性中发挥重要的作用[14], 与survivin均参与

细胞周期的调控和细胞凋亡的发生, 作用环节

一致, 而生物学效应相反, 在肿瘤中的表达常常

减少或缺失[15-16]. 因其具有对PI3K-PKB/AKT信

号传导通路的负调控作用而备受关注. 当组织

恶变时, PTEN基因常发生突变, 出现下调或缺

失, 对PI3K/AKT通路的抑制作用减弱, 则抑制

肿瘤细胞增殖分化能力减弱, 而survivin的表达

上调, 启动细胞周期, 促进分裂, 使肿瘤细胞的

恶性增殖能力增强[17]. 有研究应用PTEN基因转

染神经胶质瘤和卵巢癌可使肿瘤细胞周期阻滞, 
诱导细胞凋亡[18-19]. 本文通过以survivin为靶向

的siRNA干扰可以使PTEN mRNA及蛋白分别上

调41%-128%及30%-50%, 与survivin的表达呈反
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图  2  两条线交点为survivin mRNA表达的起跳点. A: 对照组起跳点为20; B: siRNA干扰48 h后起跳点为24. 两者差值2⊿⊿CT = 

1/32提示干扰后survivin的表达下降为前者的1/32倍.

GAPDH

survivin

PTEN

GAPDH

1       2        3      4       5

1          2        3        4        5

图  3  内参GAPDH与目的蛋白的表达. 1-5: 空白, 阴性对
照, 作用24 h, 48 h, 72 h. A: siRNA干扰后在内参GAPDH表
达稳定的同时, survivin的表达随着作用时间的延长而明显

减少; B: 提示干扰后, PTEN的表达增加与suvivin的表达相

反.

A

B
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方向变化, 两者呈负相关. 其上调的幅度的差异

认为可能与不同蛋白所具有的代谢半衰期不同

有关. 
siRNA干扰还可以对细胞的增殖及凋亡发

挥影响作用[20]. 本文发现siRNA干扰可使SW620
细胞的增殖明显受抑(14.3%-40.6%), 而对照组

为(5.3%-9.3%). 同时促进肿瘤细胞的凋亡, 其
凋亡率为25.5%-67%, 并使细胞周期停滞于G1

期, 而S期所占比例则明显减少. 该结果与以前

报道认为在细胞中survivin的表达增加可以使

细胞从G1期进入S期, 启动细胞周期[21], 相反下

调survivin的表达可使细胞受阻于G1期的结论

相一致[22]. 其主要作用机制可能与以下几点相

关: (1)survivin可直接与凋亡路径的下游执行

酶caspase-3和caspase-7结合而抑制其活性, 阻
止由caspase激活剂或凋亡诱导剂诱导的细胞

DEVD-cleaving自杀酶的累积, 从而起到抑制细

胞凋亡的作用[23-24]; (2)通过与线粒体释放的凋亡

前蛋白, 天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶二级

活化物(second mitochondria-derived activator of  
caspase, SMAC)结合, 阻断caspase-9依赖的细胞

凋亡信号传导[25-26]; (3)通过竞争性与CDK4/P21
结合, 促进S期进程, 同时从CDK中释放出P21, 
与procaspase-3形成复合物, 抑制caspase-3的活

性[27]. (4)通过其细胞周期调节作用, 使肿瘤细胞

逃避细胞周期G2/M期检测点的监测, 从而抵抗

DNA损伤或突变自身诱导的细胞凋亡, 从而导

致肿瘤细胞异常分裂增殖[28]. 
总之, 由于survivin在肿瘤组织中所具有的

高选择性的表达和独特的抗凋亡的作用机制, 
使其作为肿瘤治疗的一个特异的攻击靶点成为

可能[29]. 同时PTEN作为与survivin同一路径的相

反的靶点, 保持其自身的稳定性及抑制其发生

突变也需要进一步的研究明确. 与反义寡核苷

酸相比, RNAi的应用不仅效率远高于前者, 而且

持续时间延长. 同时有实验证实, 在小鼠体内反

义核酸不发挥作用, 而RNAi的活性却很高, 推测

反义核酸可能被体内的核酸降解系统破坏[4]. 这
一实验结果鼓舞了越来越多的学者们对RNAi的
进行更深入的研究. 当然, RNAi真正被用于临

床仍然还有许多问题亟待解决: 如何保证RNAi
的稳态, 选择合适的无毒载体, 最大限度的延长

RNAi的效果等, 但无疑RNAi的应用也为肿瘤治

疗提供了新的思路和手段.
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Abstract
AIM: To detect the expression of P27 and cyclin D1 
and E expression in gastric cancer, and to provide 
a new way to diagnose and treat gastric cancer.

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
examine the expression of P27, cyclin D1 and cy-
clin E proteins in gastric carcinoma (n = 54) and 
normal gastric mucosa (n = 15). 

RESULTS: Positive immunohistochemistry was 
seen in 20 of 54 gastric cancer cases and in 11 
of 15 normal gastric tissues. P27 expression dif-
fered significantly between gastric cancer and 
normal gastric tissue (P < 0.05), had no relation 
with sex, age, tumor size, invasive depth and 
differentiation, but had a significant relationship 
with TNM staging and lymph node metastasis 
(P < 0.05). P27 expression had a negative correla-
tion with cyclin D1 (r = –0.332) and no relation-
ship with cyclin E.

CONCLUSION: The difference in P27 expres-

sion in gastric cancer and normal gastric tissue 
is remarkable. The expression has a significant 
relationship with TNM staging and lymph node 
metastasis. P27 expression has a negative cor-
relation with cyclin D1 and no relationship with 
cyclin E expression.

Key Words: Gastric cancer; P27; cyclin D1; cyclin E
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摘要
目的: 检测胃癌组织中P27的表达及其与cyclin 
D1、cyclin E表达的相关性, 并探讨其意义. 

方法: 临床病理资料齐全的胃癌蜡块标本54
例, 正常胃黏膜标本15例, 采用SP免疫组化方
法检测P27、cyclin D和cyclin E在其中的表达. 

结果: 胃癌组织54例中有20例P27表达阳性
(37.0%), 正常胃组织中15例有11例P27呈阳性
表达(73.3%), 胃癌组织与正常胃组织相比, P27
的表达有明显差异(P<0.05), 胃癌组织中P27的
表达与患者的性别、年龄及肿瘤大小, 浸润深
度, 分化程度无相关性(P>0.05), 而与TNM分期
及有无淋巴结转移明显相关(P<0.05), P27的表
达与cyclin D1的表达呈负相关(r  = -0.332), 而与
cyclin E的表达无明显相关性(P>0.05).

结论: 胃癌组织中P27表达与正常胃组织有显
著差异, 胃癌组织中P27蛋白表达与淋巴结转
移及临床分期密切相关, 与cyclin E的表达呈
负相关.

关键词: 胃癌; P27; 周期蛋白D1; 周期蛋白E
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0  引言

细胞周期是细胞生命活动的基本过程, 其运行

受细胞周期调控机制控制. 细胞周期抑制蛋白

www.wjgnet.com
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■背景资料
P27是新近发现的
细胞周期抑制蛋
白, 在细胞周期调
控中起重要作用, 
他能够抑制多种
cyclin-CDK复合
物的激酶活性, 使
细胞阻滞于G1期,
从而抑制细胞增
殖, 而胃癌是较常
见的消化系恶性
肿瘤之一, 本文检
测P27在胃癌中的
表达及其与cyclin 
D1, cyclin E表达
的相关性.



异常表达将导致细胞周期的失控, 使细胞获得

以增殖过多、凋亡过少为主要形式的失控性生

长特征. 细胞周期异常可导致肿瘤的发生, 肿瘤

对细胞周期的影响, 一方面表现为对细胞周期

监控机制的破坏, 另一方面表现为对细胞周期

驱动机制的破坏. P27是新近发现的细胞周期

抑制蛋白, 在细胞周期调控中起重要作用. 他能

够抑制多种cyclin-CDK复合物(cyclinE-CDK2、

cyclinA-CDK2、cyclinD-CDK4 等)的激酶活性, 
使细胞阻滞于G1期, 从而抑制细胞增殖. cyclin 
D1和cyclin E是目前研究较为成熟的细胞周期调

控因子, 研究P27与其二者的相关性是目前细胞

周期调控方面的热点. 胃癌是较常见的消化系

统恶性肿瘤之一, 早期诊断困难, 临床患者多为

进展期或晚期, 故其预后差, 目前胃癌的发病机

制仍不十分清楚. 我们检测P27在胃癌中的表达

及其与cyclin D1、cyclin E表达的相关性, 并探讨

其意义, 从而为胃癌的诊断和治疗提供一种新

的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 选择临床及病理资料齐全的中国医科

大学第二附属医院普外科2001-2003年手术切

除并经病理证实为胃癌的蜡块标本54例, 全部

病例术前均未行放化疗, 病理均为腺癌. 男37例, 
女17例; 年龄38-78(平均60.4)岁; 肿瘤的原发灶

大小、深度(T)、淋巴结转移(N)由病理学确定, 
远处转移(M)由病理学和临床确定. 组织学分化: 
高分化19例, 中分化17例, 低分化18例; 局部淋

巴结转移: 有25例, 无29例; 根据1997年国际抗

癌联盟(UICC)制定的TNM分期标准进行临床分

期:Ⅰ期12例, Ⅱ期14例, Ⅲ期16例, Ⅳ期12例. 另
取正常胃黏膜组15例, 标本取自胃溃疡或十二

指肠溃疡手术标本中正常胃黏膜组织, 并经病

理观察证实且排除重度不典型增生. 男10例, 女
5例, 年龄44-77(平均58)岁. 将蜡块制成5 μm厚

的切片, 贴于涂有多聚赖氨酸的载玻片上, 置于

60℃的烤箱内烤片72 h以上. 即用型P27兔抗人

mAb、cyclin D1鼠抗人mAb、cyclin E鼠抗人

mAb全部购于北京中山生物制品有限公司, S-P
试剂盒及DAB显色试剂盒均购自福州市迈新生

物技术开发公司.
1.2 方法 常规H E染色, 确定标本的组织分化

程度. 检测P27、cyclin D1、cyclin E在胃癌组

织中表达 ,  采用链霉菌抗生物素蛋白-过氧化

酶连接(S-P)免疫组织化学方法 ,  具体操作步
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骤 :  石蜡切片常规脱蜡至水 :  抗原修复(高温

高压法): 冲洗, 0.01 mol/L pH 6.0枸橼酸盐缓

冲液浸泡5 min, 高温高压 1.5 min, 静置自然

冷却至室温; 阻断内源性过氧化物酶活性: 冲
洗, 30 mL/L H2O2 37℃温箱内孵育30 min; 封
闭非特异性位点:  冲洗 ,  滴加100 m L/L非免

疫血清, 37℃温箱内孵育30 min, 静置自然冷

却至室温; 滴加一抗, 4℃过夜; 升至室温, 冲
洗, 滴加生物素标记的二抗, 37℃温箱内孵育

35 min; 冲洗, 滴加SP复合物, 37℃温箱孵育 
35 min; 冲洗, DAB显色5 min; 自来水冲洗; 苏
木素复染10 min; 自来水充分冲洗, 10 mL/L盐
酸酒精分化2-3 s; 自来水冲洗, 温水浸泡返蓝 
30 min; 脱水: 梯度酒精冲洗; 二甲苯Ⅰ、Ⅱ各浸

泡5 min; 中性树胶封片. 对照: 用已知阳性的乳

腺癌切片作为阳性对照, PBS缓冲液代替一抗作

阴性对照. 结果判定: 细胞胞核内出现棕黄色或

棕褐色颗粒为阳性细胞, 以阳性细胞密度最高

的区域计数5个高倍视野(×400), 计数阳性细胞

的百分率. 规定阳性细胞比例超过5%为阳性组, 
小于5%为阴性组.
统计学处理 应用SPSS11.5软件进行统计学

处理, 各项指标间差别检验均应用χ2检验, 组间

相关性采用Spearmann相关分析, P <0.05有统计

学意义.

2  结果

2.1 胃癌组织中P27的表达 P27表达阳性染色主

要定位于胃癌及正常胃组织细胞胞核中, 为棕

黄色颗粒. 在54例胃癌组织中有20例P27表达阳

性(37.0%, 图1A). 15例正常胃组织中有11例P27
呈阳性表达(73.3%, 图1B). 胃癌组织与正常胃

组织相比, P27的表达有明显差异(P <0.05). 胃癌

组织中P27的表达与患者的性别、年龄及肿瘤

大小, 浸润深度, 分化程度无相关性(P >0.05), 而
与TNM分期及有无淋巴结转移明显相关. TNM
Ⅰ、Ⅱ期病例组, P27表达的阳性率为57.7%, 
T N M分期Ⅲ、Ⅳ期胃癌中的阳性表达率为

17.9%, 二者之间有显著的差异(P <0.05). 在有淋

巴结转移和无淋巴结转移的胃癌组织中P27表
达的阳性率分别为16.0%和55.2%, 二者之间有

显著的差异(P <0.05). 说明P27的表达与胃癌的

临床分期及淋巴转移有关, 恶性程度越高, TNM
分期越晚, P27的表达水平越低(表1).
2.2 胃癌组织P27与cyclin E, cyclin D1表达的相关

性 P27和cyclin E蛋白表达呈负相关, cyclin E阳

www.wjgnet.com

■相关报道
P27是最近发现的
一种细胞周期抑
制蛋白, 很多文献
对此进行了报道, 
其中与胃癌相关
性的研究最多见. 
但缺乏大宗癌症
病例和广泛癌系
的研究.
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性(图2A)的33例胃癌中P27蛋白阳性8例(24.2%), 
显著低于cyclin E阴性而P27蛋白阳性者(57.1%, 
P <0.05, r  = -0.332), 二者之间有显著的相关性, 
且呈负相关. P27表达与cyclin Dl蛋白的表达无

相关性, cyclin D1阳性(图2B)的31例胃癌中P27
蛋白阳性9例(32.1%), cyclin D1阴性的23例胃癌

中P27蛋白阴性11例(47.8%, P >0.05), 二者之间

无相关性.

3  讨论

1994年由美国两个研究小组Polyak e t a l [1]和

Toyoshima et al [2]分别分离得到P27蛋白. P27是分

子质量为27 kDa的热稳定蛋白质, 为长约594 bp,  
编码198个氨基酸的蛋白质[3]. Pietenpol et al [4]发

现P27基因定位于人染色体12P13, 包括两个外

显子和一个内显子. P27作为一个细胞周期负性

调控因子, 其水平随着细胞周期进程的改变而

改变. 在细胞周期G1期P27水平最高, 此时P27主
要是与cyclin E-CDK2结合, 抑制CDK2的蛋白

激酶活性, 进而引起细胞周期停滞在G1期. 随着

细胞进入S期DNA合成达到最高时P27的水平降

到最低点[5]. P27作为CDK抑制因子参与细胞周

期的调控一这是P27的主要功能. 其活性的改变

直接影响着细胞周期的进程. 对P27活性的调控

可分为转录水平和转录后水平. 在转录水平上

的调控, 通过研究发现: (1)Forkhead转录因子可

以上调P27的转录水平[6], 进而引起P27蛋白水平

的升高, 导致G1期的停滞; (2)在黑色素瘤中, P27
启动子区域内存在着高度的甲基化, 并且这种

甲基化抑制了P27的转录[7], 但是这种现象是否

出现在别的肿瘤中仍有待证实; (3)c-myc可以

在转录水平上抑制P27的表达, 并且他的抑制区

域被定位在P27基因的-20 bp和+20 bp之间[8]. 对
P27活性的调控主要是在转录后水平上进行的. 
P27转录后水平的调节途径包括对P27蛋白的水

解、对P27在细胞中的定位以及对P27被扣留的

调控. P27蛋白的水解主要是通过泛素化-蛋白

水解体途径完成的[9], 并且此途径是在细胞周期

G0-G1期以及G1期-S期转化时对P27蛋白水平进

行调控的. 进一步的研究表明: P27自身特异位

点的磷酸化对于P27从核内转运至胞质、以及

蛋白水解都是必要的[10]. 调控P27活性的另外一

条途径是P27与不同物质的结合会对其活性造

成不同的影响. 因此P27的表达水平及活性与肿

瘤的发生有密切的关系.
近年来研究发现, P27在肿瘤细胞中的改变

主要表现为瘤细胞中游离的P27蛋白量远远低

于正常细胞的水平. Kawamata et al [11]报道在早

A

图  1  P27在胃癌组织和正常胃组织中的阳性表达(SP×400). A: 胃癌组织; B: 正常胃组织.

B

A

图  2  cyclin E和cyclin D1在胃癌组织中的表达(SP×400). A: cyclin E; B: cyclin D1.

B
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期乳腺癌中P27蛋白水平与预后相关, P27蛋白

低表达组的平均生存期为139 mo(死亡率17%), 
P27蛋白高表达组平均生存期为174 mo(死亡率

9%), 他们认为在微小浸润性乳腺癌, P27蛋白表

达水平可作为判断患者预后的指标. Ronald et al
对86例根治性切除的Ⅰ期-Ⅱ期前列腺癌作P27
蛋白表达水平检测, 结果在P27蛋白低表达组中, 
50%的病例肿瘤复发, 而P27蛋白高表达组中仅

22.2%的患者有肿瘤复发[12]. Margarit et al对淋

巴组织及不同类型的淋巴瘤中P27蛋白表达状

况作了研究, 结果表明: 淋巴组织中静止的细胞

群表达P27蛋白, 而增生的细胞群P27蛋白阴性. 
无论淋巴瘤的组织学类型如何, 小的静止细胞

P27蛋白阳性, 大的增生细胞P27蛋白阴性[13]. 所
有P27表达水平较高的肿瘤是具有“静止临床

行为”的淋巴瘤, 而P27表达低或缺乏者则是具

有高度侵袭性的肿瘤. Singh et al [14-15]在研究与

Barrett相关的食管腺癌(BAA)时发现, P27蛋白

水平下降与腺癌淋巴结转移, 深部浸润、生存

率低下有关, 与肿瘤细胞分化程度呈负相关. 
在恶性肿瘤的研究中发现, 癌细胞中P27蛋

白表达下降与肿瘤的进展、浸润深度、淋巴结

转移显著相关[16-18]. 与肿瘤浸润深度, 大小, 年
龄, 性别无明显关系. 本研究结果与之相似, 胃
癌组织中P27蛋白阳性率37.0%明显低于正常胃

组织73.3%(P <0.05). 说明P27表达水平下调可能

促进胃癌的发生. 他在胃癌组织中的表达与淋

巴结转移, TNM分期有关, 在无淋巴结转移组

P27蛋白阳性率(55.2%)有淋巴结转移组阳性率

为16.0%(P <0.05). 表明P27蛋白在胃癌的进展过

程中逐渐丧失了作为细胞周期负调控因子的抑

癌作用, 使得癌细胞具有更高的恶性程度和侵

袭力. 另外P27蛋白缺乏还可导致细胞间黏附力

下降, 使肿瘤容易转移. P27蛋白在TNM分期Ⅲ, 
Ⅳ期中的表达水平显著下降, 提示其在胃癌中

的低表达是一个有价值的预后因素. 本组P27蛋
白的表达与胃癌的淋巴结转移及临床分期呈显

著相关, 呈现出低表达与高恶性明显相关, 提示

P27蛋白表达水平可能作为反映胃癌恶性程度

和预测胃癌预后的重要指标.
cyc l in E是一种核蛋白, 最初是从酿酒酵

母菌中提取出来的[19-20]. cyclin E的表达受细胞

周期调节, 并在G1期末达到高峰. 在cyclin D1和

cyclin D2表达增加后, 与CDK2联系, 并将其激

活, cyclin E/CDK复合物在细胞进入S期前显示

出短暂而强烈的酶活性, 并引起RB蛋白的进一

步磷酸化, cyclin E/CDK2复合物的活性被P2l, 
P27ketalCDls系列中的成员所调节[21,22]. 因为细

胞周期素在调控细胞周期程序变化中起着非常

重要的作用, 控制着细胞周期及细胞增殖, 并有

证据证明细胞周期素及与其相关的基因在癌症

中的作用[23,24]. cyclin E的过度表达可引起P27 
kipl基因的减少. 本实验中cyclin E蛋白阳性的33
例胃癌组织中P27表达阳性8例(24.2%). cyclin E
蛋白阴性的21例胃癌组织中P27表达阳性12例
(57.1%, P <0.05, r  = -0.332), 说明二者之间呈显

著的负相关. P27蛋白表达越低cyclin E表达越高, 
P27蛋白表达下调和cyclin E表达上调共同促进

肿瘤进展. 
cyclin Dl是由位于11q13的CCNDl基因编码

的蛋白, 由259个氨基酸组成, 其相对分子质量

为34 kDa. cyclin D1与细胞周期蛋白依赖性激酶

(CDK)结合, 使视网膜母细胞瘤易感因子(Rb)发
生磷酸化, 其构象发生改变而与转录活化因子

(E2F)分离, E2F被释放而发挥转录因子效应, 促
进细胞增殖, 抑制细胞凋亡而癌变[25]. 本实验中

cyclin D1蛋白阳性的31例胃癌组织中P27表达

阳性9例(32.1%). cyclin D1蛋白阴性的23例胃癌

组织中P27表达阳性11例(47.8%, P >0.05), 说明

cyclin Dl表达与P27蛋白的表达无相关性. 
目前对P27的研究表明, P27蛋白在静止期

细胞高表达, 一旦细胞受增殖原刺激, 细胞内

表  1  P27的表达与胃癌的临床病理特征的相关性

     

bP<0.01.

临床病理 n P27阳性表达 n (%)

男 37 14 (37.8)

女 17   6 (35.3)

年龄 ＜ 60 岁 24 11 (45.8)

≥ 60 岁 30   9 (30.0)

肿瘤大小 ＜ 5 cm 37 13 (35.1)

≥ 5 cm 17   7 (41.2)

浸润深度 未达浆膜 15   7 (46.7)

侵及浆膜 39 13 (33.3)

淋巴转移 (+) 25    4 (16.0b)

淋巴转移 (-) 29 16 (55.2)

远隔转移 (+) 12   3 (25.0)

远隔转移 (-) 42 17 (40.5)

TNM分期 Ⅰ+Ⅱ 26  15 (57.7b)

Ⅲ+Ⅳ 28   5 (17.9)

分化程度 高分化 19   8 (42.1)

中分化 17      6

低分化 18      6
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P27蛋白快速下调, 因而认为P27介导了细胞外

负性增殖信号向细胞内传导[26-27]. P27在某些恶

性肿瘤中表达降低[28], 其蛋白表达与反映肿瘤转

移恶性生物学行为的指标呈负相关, 说明P27不
但可作为反映肿瘤恶性表型的一个指标, 而且

可作为恶性肿瘤的重要预后因素, 帮助临床选

择易于复发、转移的高危患者, 提高治疗率和

生存率. 外源性P27基因可作为目的基因用于肿

瘤的基因治疗, 在这方面也有相关报道, 如将外

源性P27基因导入星形胶质瘤细胞, 可使外源性

P27基因在这些肿瘤细胞内高表达[29], 明显抑制

肿瘤的生长. P27可以抑制细胞增殖, 促进细胞

凋亡及分化成熟, 并且其对细胞增殖的抑制作

用强于其家庭成员P21. 因此, 对于肿瘤及其他

一些以增殖为病理基础的疾病, P27基因有可能

作为一个目的基因[30], 用于对这些疾病的基因

治疗. 然而P27基因及蛋白除具有目前已知的作

用外, 他是否还有其他生物作用? 他又是通过何

种途径发挥其生物学作用? 各途径间的相互关

系如何? P27在胃癌发生发展过程中是如何作用

的? 胃癌中P27失活机制如何? 以上问题的解决, 
将使P27的作用机制及失活机制更加明了, 从而

使人工调节P27表达水平及外部干涉P27作用通

路成为可能, 这将为胃癌的基因治疗特别是联

合多项基因治疗提供广阔的前景.
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Abstract
AIM: To characterize the difference in DNA-
dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-
PKcs) expression between hepatocarcinoma 
tissues and non-tumor liver tissues, and to 
understand the biological significance of the 
altered expression of DNA-PKcs in cancer cells.

METHODS: DNA-PKcs expression was exam-

ined in 86 specimens of hepatocarcinoma and 
hepatic cholangiocarcinoma by immunohisto-
chemistry analysis on tissue-arrays and ordinary 
pathological tissue slices. DNA-PKcs protein 
was detected in culture cells by Western blotting 
analysis. The siRNA was used to silence DNA-
PKcs expression in HepG2 cells. Cell prolifera-
tion was evaluated by growth curve analysis, 
and radiosensitivity was tested using a colony-
forming ability assay.

RESULTS: Tissue-array analysis showed that 
the proportions of cases with a DNA-PKcs ex-
pression level of < 25% (very low), 25%-50% 
(low), 51%-75% (medium) and > 75% (high) 
were 15%, 20%, 23.3% and 41.7%, respectively, 
among the 60 hepatocarcinoma tissue speci-
mens. The proportions of the 64 normal liver 
tissues showing these DNA-PKcs expression 
levels were 68.7%, 10.9%, 12.6% and 7.8%, re-
spectively. This result indicated that DNA-PKcs 
expression in cancer tissues was significantly 
higher than that in normal tissues (P = 0.0008). 
Immunohistochemistry analysis of ordinary 
pathological tissue slices also showed that DNA-
PKcs levels in the hepatocarcinoma and hepatic 
cholangiocarcinoma tissues (total 26 specimens) 
were higher than those in the non-tumor liver 
tissues (P = 0.001). Moreover, the cultured hu-
man liver cancer cell lines HepG2, 7721 and 7402 
also exhibited much higher levels of DNA-PKcs 
than normal liver LO2 cells. Silencing of DNA-
PKcs mediated by siRNA resulted in not only 
an increased sensitivity of HepG2 cells to ion-
izing radiation, but also decreased proliferation 
HepG2 cells. We further demonstrated that the 
expression of c-Myc oncoprotein was also de-
pressed following the down-regulation of DNA-
PKcs.

CONCLUSION: DNA-PKcs is overexpressed in 
hepatocarcinoma tissues as well as cultured liver 
cancer cells. Targeting DNA-PKcs is an antican-
cer strategy acting through at least two mecha-
nisms: directly decreasing the proliferation of 
cancer cells via, at least, depressing c-Myc on-
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■背景资料
DNA-PKcs与另
外2个亚基Ku70
和Ku80共同构成
DNA-PK复合物, 
在DNA双链断裂
非同源末端连接
修复途径中发挥
重要作用. 有研究
报道DNA-PKcs
在 脑 部 肿 瘤 、
肺癌、乳腺癌、
食管癌、前列腺
癌、肝癌等多种
肿瘤组织细胞中
高表达. 本文也观
察到DNA-PKcs异
常高表达现象, 而
且DNA-PKcs在肝
胆肿瘤组织中表
达水平与肿瘤组
织细胞的转移、
侵袭性、恶性程
度有显著的相关
性.



coprotein; and sensitizing cancer cells to radio-
therapy or chemotherapy with DNA-damaging 
agents.

Key Words: Hepatocarcinoma; DNA-PKcs; c-Myc; 
Tissue array; Small interfering RNA; Cell prolifera-
tion; Radiosensitization

Yu ZJ, Xu QZ, Zhou LJ, Sui JL, Zhang SM, An J, 
Wang Y, Zhou PK. Over-expression of DNA-PKcs in 
hepatocarcinoma tissues and the antiproliferative effect 
mediated by down-regulating its expression with siRNA. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(36): 3815-3821

摘要
目的: 研究肝癌组织中DNA依赖蛋白激酶催化
亚基DNA-PKcs的表达差异及其生物学意义. 

方法: 用组织芯片和免疫组化法检测肝胆癌
组织86例, 肝胆管结石切除肝组织17例标本和
正常肝组织70例中DNA-PKcs蛋白表达情况, 
Western blot检测培养细胞中DNA-PKcs表达, 
Lipofectamine 2000介导DNA-PKcs的siRNA质
粒DNA转染, 细胞生长曲线分析细胞增殖, 克
隆形成法分析细胞辐射敏感性. 

结果: 组织芯片检测显示, 60例肝癌组织细
胞中D N A-P K c s阳性表达率<25%(极低表
达), 25%-50%(低表达), 51%-75%(中等表达)
和>75%(高表达)分别占15%, 20%, 23.3%和
41.7%, 而64例正常肝组织中各DNA-PKcs阳
性表达率分别为68.7%, 10.9%, 12.6%和7.8%, 
表明癌组织DNA-PKcs的表达水平显著高于
正常组织(P  = 0.0008). 26例肝癌组织病理切
片的免疫组化结果也显示, 其DNA-PKcs表
达水平显著高于23例非肿瘤性肝组织(P  = 
0.001). Western blot检测结果显示, 体外培养
的肝癌细胞HepG2, 7721和7402中DNA-PKcs
表达水平 ,  同样显著高于正常肝细胞L O2 . 
siRNA分子靶向抑制DNA-PKcs表达, 不但显
著提高HepG2细胞对电离辐射的敏感性, 同时
还降低肝癌细胞的增殖速度. 随着DNA-PKcs
表达的抑制, 癌基因c-Myc蛋白表达水平也显
著降低.

结论: 肝癌组织细胞中DNA-PKcs表达水平显
著高于正常肝组织和非肿瘤性肝病理组织, 
siRNA抑制DNA-PKcs表达, 具有抗癌细胞增
殖和放射增敏作用, c-Myc蛋白表达抑制可能
是其抗增殖作用的相关机制之一.

关键词: 肝癌; DNA-PKcs; c-Myc; 组织芯片; 小干

扰RNA; 细胞增殖; 放射增敏
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0  引言

DNA依赖蛋白激酶催化亚基(DNA dependent 
protein kinase catalytic subunit, DNA-PKcs)属于

磷脂酰肌醇3-激酶(phosphatidylinositol 3-kinase, 
PI3K)家族蛋白, 具有丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

活性[1]. DNA-PKcs与另外2个亚基Ku70和Ku80
共同构成DNA-PK复合物, 在DNA双链断裂非

同源末端连接修复(nonhomologous end-joining, 
NHEJ)途径中发挥重要作用. DNA-PKcs还具有

参与V(D)J重组 [1]、维护染色体端粒末端稳定

性功能[2-3]. DNA-PKcs缺陷SCID小鼠和缺陷细

胞对电离辐射的敏感性显著增加. 由于DNA-
PKcs具有丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶活性, 能磷酸

化多种蛋白底物[4-7], 如P53, 转录因子Sp1, 组蛋

白H2AX, DNA修复蛋白XRCC4, 原癌基因c-jun, 
c-Myc和c-fos等, 显示其是一重要的功能蛋白. 

近年来 ,  不断有研究报道D N A-P K c s在
脑部肿瘤、肺癌、乳腺癌、食管癌、前列腺

癌、肝癌等多种肿瘤组织细胞中高表达 [7-14]. 
我们实验室前期研究中 ,  在非小细胞肺癌 [11]

和肝胆肿瘤组织 [12]中也观察到D N A-P K c s异
常高表达现象, 而且DNA-PKcs在肝胆肿瘤组

织中表达水平与肿瘤组织细胞的转移或侵袭

性、恶性程度有显著的相关性. 因此, D N A-
P K c s在肿瘤组织中的过量表达的生物学意

义, 非常值得关注. 最近, 我们利用s i R N A干

扰技术沉默人宫颈癌HeLa细胞中DNA-PKcs
表达, 发现癌基因c-Myc蛋白的表达水平也显

著下降[15], 同时部分c-Myc蛋白转录调控靶基

因如P21, P27和NDRG1以及其他一些细胞增

殖调控相关基因的表达水平也发生改变 [16 ] .  
这些结果提示, DNA-PKcs过量表达可能赋予了

其新的生物学功能, 并具有做为潜在肿瘤标志

物和抗癌分子靶标意义. 我们采用可靠性更佳

的组织芯片技术, 结合siRNA干扰技术和肝癌

细胞系的研究, 进一步研究了我国肝癌患者癌

组织细胞中DNA-PKcs表达状况, 并探讨DNA-
PKcs在肝癌细胞中过表达的生物学意义.

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌组织芯片购自陕西超英生物科技

有限公司(西安), 南华大学附属第一医院普外

www.wjgnet.com

■研发前沿
DNA-PKcs与肿瘤
的关系如何, 目前
的报道存在两个
极端: 有研究认为
DNA-PKcs是抑
癌基因, 在维持基
因组稳定性中发
挥着重要作用. 另
有研究发现由于
DNA-PKcs具有丝
氨酸/苏氨酸蛋白
激酶活性、并可
磷酸化多种转录
因子和癌基因产
物, 特别是其在癌
组织细胞中过量
表达的发现, 表明
其很可能还有癌
基因的功能. 
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胞的存活率. 胰酶消化、离心收集对数生长期

细胞, 制成一定浓度的细胞悬液, 用60Co γ射线

室温下照射不同剂量(剂量率为2.0 Gy/min). 照
后即刻根据不同的照射剂量, 接种一定数量的

细胞于60 mm直径的培养皿, 每个剂量组3个皿, 
置于37℃, 50 mL/L CO2孵箱中培养12 d. PBS洗
2次, 750 mL/L乙醇固定30-60 min, 自然晾干后

Giemsa染色, 计数细胞克隆数(计数≥50个细胞

的单克隆). 根据接种细胞数进行校正、计算出

细胞存活率. 实验重复3次.
1.2.2 免疫印迹(Western blot)分析: 将筛选出的

阳性克隆挑出后继续培养, 潮霉素B浓度减半

(125 mg/L), 收集细胞用Lysis buffer(50 mmol/L 
Tris-HCl pH7.5, 10 mg/L Noridet P40, 5 mg/L 脱
氧胆酸钠, 150 mmol/L NaCl, 蛋白酶抑制剂片剂

1片/50 mL Lysis buffer) 提取细胞总蛋白, 经考

马斯亮兰染色法定量蛋白. 取20 μg总蛋白上样, 
经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE)后将蛋白转移到PVDF膜上; 50 mg/L脱
脂奶粉室温封闭1-2 h, 与一抗DNA-PKcs抗体

(H-163, SC-9051, Santa Cruz公司)或c-Myc蛋白

抗体(9E10, Santa Cruz公司)室温作用1-2 h, 然后

与辣根过氧化酶标记的二抗室温作用1 h后显影.
统计学处理 SAS 6.12统计软件包进行分析, 

配对资料χ2检验, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 DNA-PKcs在肝胆管癌组织细胞中的表达
分析 在该组织芯片中的每例肝癌组织点旁都

有相应的正常肝组织做对照. 用普通相机直接

拍照或肉眼直观就可看出, 肿瘤组织的免疫组

化染色的着色深度 ,  明显强于正常肝组织(图
1A). 显微镜下可更清晰显示出肝癌组织细胞

中DNA-PKcs表达水平显著高于正常肝组织细

胞(图1B). 肝癌60例中DNA-PKcs阳性表达率水

平为≤25%(极低表达组), 26%-50%(低表达组), 
51%-75%(中等表达组), >75%(高表达组)的分

别有9例(15%), 12(20%), 14(23.3%), 25(41.7%); 
而正常肝组织64例中, 各DNA-PKcs阳性表达

率组分别有44例(68.7%), 7(10.9%), 8(12.6%), 
5(7.8%). 可见60%以上个体的正常肝组织中

D N A-P K c s为极低表达水平 ,  而肝癌组织中

DNA-PKcs的表达阳性率很高, 其中12例患者

肝癌组织的DNA-PKcs阳性率细胞超过95%(图
1C). 正常肝细胞与肝癌细胞之间DNA-PKc s
的表达差异具有显著的统计学意义 (χ 2检验 ,  

科和北京军区总医院病理科肝细胞肝癌和肝内

胆管肝癌26例, 肝胆管结石或并发炎症17例, 肝
破裂(外伤、囊肿)6例. 病理组织进行石蜡包埋

切片. 正常肝细胞LO2、肝癌细胞HepG2, 7721
和7402在含100 mL/L新生牛血清的DMEM培

养液中培养. DNA-PKcs特异siRNA表达载体及

siRNA序列已在前文发表[15], 其中siRNA-H1和
siRNA-H2作用的DNA-PKcs靶序列分别位于该

基因的编码催化活性区(11 637-11 655)和功能域

间区(12 321-12 339), siRNA-NC阴性对照序列由

Ambion公司提供.
1.2 方法 质粒D N A转染前24 h, 接种5×105  

HepG2细胞于60 mm的培养皿中, 经Lipofe-
ctamine 2000介导DNA-PKcs的siRNA质粒转

染H e p G2细胞(按试剂盒说明操作) .  转染后 
48 h按1×105个细胞接种于60 mm的培养皿中, 
潮霉素B筛选阳性克隆(250 mg/L), 每3 d更换培

养液, 筛选阳性克隆细胞扩大培养, Western blot
免疫印迹杂交实验确证. 同时设一阴性对照, 即
将与人类编码基因序列无同源性的片段与载体

连接转染细胞. 石蜡切片常规法脱蜡至水后, 在
30 mL/L的H2O2溶液中室温温育5-10 min, 消除

内源性过氧化物酶活性. 石蜡切片或组织芯片

用蒸馏水冲洗并PBS浸泡5 min后, 置于1 mmol/L 
EDTA(pH8.0)和0.01 mol/L枸橼酸盐缓冲液中, 
92℃-98℃持续10-15 min进行抗原修复. 滴加含

50 mL/L山羊血清工作液稀释的DNA-PKcs抗体

(H-163, SC-9051, Santa Cruz公司)(1∶50), 4℃
过夜. 切片经PBS清洗3次后, 滴加辣根酶标记链

卵白素二抗工作液(PV6001, Zymed Laboratories 
Inc), 37℃温育30 min. DAB显色剂显色后, 苏木

精复染, 封片. 显微镜下观察免疫组化染色后的

病理切片, 用M ias2000病理工作站图像分析仪

记录结果. DNA-PKcs为核蛋白, 细胞核被染成

棕黄色的即为阳性表达细胞. 对组织芯片的每

一个组织块点或每一张病理切片随机计数5个
视野(×200)中DNA-PKcs表达阳性细胞比率. 
根据阳性表达率分为4组: <25%(极低表达组), 
25%-50%(低表达组), 51%-75%(中等表达组), 
>75%(高表达组). 数据经统计学χ2检验.
1.2.1 细胞生长和存活率: 胰酶消化、离心收集

细胞, 制成细胞悬液, 细胞计数后, 以每孔1×104

接种于24孔板中, 于37℃, 50 mL/L CO2培养箱中

常规培养. 每天每组细胞取3个孔, 消化后用胎

盼蓝染色, 细胞计数求均值, 绘制生长曲线, 实
验重复4次. 采用集落克隆形成率法检测照射细

■相关报道
Tonotsuka et al发
现在正常食道上
皮层 ,  只有基底
细胞表达D N A -
P K c s ,  且D N A -
PKcs定位在细胞
核. 而在食道癌组
织中, DNA-PKcs
的表达丰度明显
高于正常食道上
皮, 但表达丰度和
细胞定位有异质
性 ,  表明不同分
化和进展期的细
胞其DNA-PKcs
的活性不同. Lee 
e t  a l发现D N A -
P K c s在正常的
胃黏膜上皮不表
达, 但在H pylori
相 关 的 胃 炎 组
织、胃上皮肠化
生和胃腺瘤组织
中呈阳性表达 , 
79 .8%(450 /564)
的胃癌组织表达
D N A - P K c s .  但
相关性分析发现
DNA-PKcs表达阴
性与肿瘤进展和
临床预后差显著
相关, 提示DNA-
PKcs是一肿瘤抑
癌基因. 此结果与
本文的结论相反, 
推测原因之一是
DNA-PKcs作为
一把双刃剑, 在不
同组织中的作用
有选择性, DNA-
PKcs缺失导致的
DNA损伤修复缺
陷, 导致胃癌患者
预后差.
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P = 0.0008). 肝癌组织除DNA-PKcs阳性表达

细胞率明显上升外, 阳性细胞的免疫组化染色

深度也显著增强(图1B). 我们还显示癌组织中

DNA-PKcs表达水平显著增加(表1). 

2.2 培养细胞系中D N A-P K c s表达 肝癌细胞

HepG2, 7721, 7402中DNA-PKcs表达水平均

明显高于正常肝细胞L O 2 (图2 ) .  细胞转染

DNA-PKcs特异的siRNA表达质粒siRNA-H1或
siRNA-H2后, 分别筛选和鉴定出稳定转染克隆

细胞系HepG2-H1和HepG2-H2. 提取细胞总蛋

白, Western blot检测结果显示, 特异siRNA转染

细胞HepG2-H1和HepG2-H2中DNA-PKcs表达水

平显著低于转染非特异对照质粒的细胞HepG2-
NC(图3A). 与此同时, HepG2-H1和HepG2-H2中
癌基因c-Myc蛋白表达水平也显著降低(图3A). 
2.2 siRNA抑制DNA-PKcs表达对HepG2细胞增
殖和辐射敏感性的影响 特异siRNA抑制DNA-
PKcs表达后, HepG2-H1和HepG2-H2细胞的增

殖速度与对照HepG2-NC细胞相比, 明显减慢(图
3B). 随着60Co γ射线照射剂量的增加, 细胞存活

率不断降低. 相比之下, DNA-PKcs表达抑制的

HepG2-H1细胞对电离辐射的敏感性, 要显著高

于对照细胞HepG2-NC(图3C), 如2Gy照射后两株

细胞的存活率(SF2)相差7倍, 分别为4.8%和34%.

3  讨论

DNA-PKcs是一重要的DNA双链断裂损伤修复

基因, 可以修复辐射或化疗药物导致的肿瘤细

胞DNA双链断裂, 使肿瘤细胞具有抗放射治疗

和化疗耐受的能力, 因此肿瘤细胞DNA-PKcs的
活性已成为临床肿瘤患者治疗方案选择要考虑

的因素之一[17-23]. 我们研究也发现DNA-PKcs缺
失的肝癌细胞, 其放射敏感性增强, 提示DNA-
PKcs可以作为辐射增敏治疗的靶标. DNA-PKcs

Ca   N   Ca    N    Ca     N   Ca    N    Ca    NA
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DNA-PKcs表达阳性细胞比
率的染色评分

图  1  组织芯片免疫组化分析肝组织中DNA-PKcs的表达. 
A: 组织芯片免疫组化结果的直观图像; B: 部分组织DNA-

PKcs表达的显微镜下观察图像(苏木素×100); C: 组织芯片

免疫组化的定量分析.

   LO2	     HepG2	       7721	         7402

DNA-PKcs

b-actin

图  2  Western blot检测肝癌细胞HepG2, 7721, 7402和正常
肝细胞LO2中DNA-PKcs表达.

表  1  肝胆管病理组织DNA-PKcs的表达(n = 49)

      
组织

            DNA-PKcs阳性表达率的例数

n <25% 25%-50% 51%-75% >75%

肝癌 26 0 2 5 19

肝胆管结石b 17 9 5 2   1

肝破裂b   6 4 2 0   0

bP<0.01 vs  肝癌(χ2检验).

■创新盘点
本 文 建 立 了
s iRNA抑制肝癌
细胞 H e p G 2中
DNA-PKcs表达
的细胞模型, 发现
siRNA沉默DNA-
PKcs表达后, 肝癌
细胞的增殖速度
明显减慢、辐射
敏感性显著增加. 
与此同时, 进一步
证实了DNA-PKcs
对c-Myc蛋白表达
水平的调节作用, 
提示DNA-PKcs对
细胞增殖的影响
至少有部分原因
是通过调节c-Myc
蛋白表达水平实
现的. 本文的观察
结果为阐述DNA-
PKcs在癌细胞中
过量表达的生物
学意义和作用机
制提供了重要的
线索.

3818                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2007年12月28日    第15卷   第36期



www.wjgnet.com

粒、染色体碎片数量增加. 表明DNA-PKcs活
性减弱后, 增加了罹患肿瘤的危险度[24]. 另有

研究发现由于DNA-PKc s具有丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶活性、并可磷酸化多种转录因子和

癌基因产物, 特别是其在癌组织细胞中过量表

达的发现, DNA-PKcs很可能还有癌基因的功

能. 我们通过组织芯片和组织病理的免疫组化

分析, 进一步揭示DNA-PKcs在我国肝癌患者

的癌组织细胞中过量表达, 而且体外培养细胞

的分析结果也显示肝癌细胞中DNA-PKcs表达

水平显著高于正常肝细胞. DNA-PKcs蛋白在

癌组织中过量表达, 与肿瘤或癌组织的恶性度

相关, 提示DNA-PKcs可能具有癌基因的作用
[12,25]. Tonotsuka et al [14]也发现在正常食道上皮

层, 只有基底细胞表达DNA-PKcs, 且DNA-PKcs
定位在细胞核. 而在食道癌组织中, DNA-PKcs
的表达丰度明显高于正常食道上皮, 但表达丰

度和细胞定位有异质性, 表明不同分化和进展

期的细胞其DNA-PKcs的活性不同[14]. Lee et al [26]

应用免疫组化的方法检测非肿瘤性的胃黏膜组

织122例、胃腺瘤115例和胃癌切除标本564例, 
结果发现DNA-PKcs在正常的胃黏膜上皮不表

达, 但在H pylori相关的胃炎组织、胃上皮肠化

生和胃腺瘤组织中呈阳性表达, 79.8%(450/564)
的胃癌组织表达DNA-PKcs. 但相关性分析发

现DNA-PKcs表达阴性与肿瘤进展和临床预后

差显著相关, 提示DNA-PKcs是一肿瘤抑癌基

因. 此结果与我们的结论相反, 推测原因之一是

DNA-PKcs作为一把双刃剑, 在不同组织中的作

用有选择性, DNA-PKcs缺失导致的DNA损伤修

复缺陷, 导致胃癌患者预后差[26]. 
此外, DNA-PKcs除在肿瘤组织细胞中异常

高表达外, 还有研究显示, 成熟发育不同时期的

细胞或不同增殖活性细胞中DNA-PKcs的表达

水平也存在明显的差异[27-29], 如生殖细胞减数分

裂前DNA-PKcs表达明显高于减数分裂后, 而一

些没有增殖能力的细胞如Sertoli细胞和Leydig
细胞根本不表达DNA-PKcs或非常微弱表达[27]. 
增殖活跃的成纤维细胞中DNA-PKcs 表达水平

显著高于处于静止期的成纤维细胞[28]. 以上均

提示DNA-PKcs与细胞增殖活性存在关系, 但其

具体机制还不是很清楚. 有研究利用基因芯片

技术发现, 与DNA-PKcs活性有关的基因大都参

与细胞周期调控, 如转录因子E2F1与DNA-PKcs
活性正相关, 而E2F1的负调控因子Rbp130则与

DNA-PKcs活性呈负相关. 当用PHA刺激外周血

与肿瘤的关系如何, 目前的报道存在两个极端: 
有研究认为DNA-PKcs除DNA修复和V(D)J重
组功能外, DNA-PKcs还具有维持染色体端粒末

端稳定性的作用, 因此被认为是抑癌基因, 在维

持基因组稳定性中发挥着重要作用[2-3]. Someya  
e t a l [24]检测了93例未经治疗的肿瘤患者和41
例健康志愿者外周血淋巴细胞中DNA-PKcs的
活性, 结果发现子宫颈癌和乳腺癌肿瘤患者的

DNA-PKcs的活性显著低于健康志愿者, 且随着

DNA-PKcs的活性降低, 染色体异常如双着丝
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图  3  siRNA沉默DNA-PKcs表达及对c-Myc蛋白表达和
细胞增殖的影响. A: Western blot检测DNA-PKcs和c-Myc
蛋白表达; B: 细胞生长曲线; C: g射线照射后细胞存活
曲线. HepG2-NC: 转染对照质粒的细胞, HepG2-H1和

HepG2-H2为转染表达DNA-PKcs特异siRNA分子质粒

DNA的细胞.

■应用要点
DNA-PKcs是一重
要的DNA双链断
裂损伤修复基因, 
可以修复辐射或
化疗药物导致的
肿瘤细胞DNA双
链断裂, 使肿瘤细
胞具有抗放射治
疗和化疗耐受的
能力, 因此肿瘤细
胞DNA-PKcs的活
性已成为临床肿
瘤患者治疗方案
选择要考虑的因
素之一. 本文研究
也发现DNA-PKcs
缺 失 的 肝 癌 细
胞, 其放射敏感性
增强, 提示DNA-
PKcs可具有做为
潜在肿瘤标志物
和抗癌分子靶标
意义的靶标.
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22	 Daido S, Yamamoto A, Fujiwara K, Sawaya R, Kondo 

淋巴细胞时, E2F1活性增加, 具有促进细胞增

殖, 同时可检测到DNA-PKcs活性增加[30], 提示

DNA-PKcs参与细胞增殖的调控. 
我们实验室前期利用siRNA干扰技术和抑

制剂wortmannin抑制HeLa细胞中DNA-PKcs表
达, 发现癌基因c-Myc蛋白表达水平也显著降低, 
但其mRNA表达水平不受影响, 提示DNA-PKcs
具有调节癌基因c-Myc蛋白表达的功能[15]. 为了

对此做更广泛的研究, 我们又建立了siRNA抑制

肝癌细胞HepG2中DNA-PKcs表达的细胞模型, 
进一步证实了DNA-PKcs对c-Myc蛋白表达水平

的调节作用. 与此同时, siRNA沉默DNA-PKcs
表达后, 肝癌细胞的增殖速度明显减慢、辐射

敏感性显著增加. c-Myc蛋白与细胞增殖调控和

癌症的发生发展有密切的联系, 甚至在动物模

型上, 诱导c-Myc单一基因的表达就能诱发肝

癌, 反过来, 抑制c-Myc基因表达能促使肝癌细

胞的分化[31]. 因此, DNA-PKcs对细胞增殖的影

响至少有部分原因是通过调节c-Myc蛋白表达

水平实现的. 我们的观察结果为阐述DNA-PKcs
在癌细胞中过量表达的生物学意义和作用机制

提供了重要的线索. 至于DNA-PKcs是如何调控

c-Myc蛋白水平的, 我们利用siRNA沉默HeLa细
胞DNA-PKcs表达的细胞模型对此做了初步研

究, 显示c-Myc蛋白稳定性随DNA-PKcs表达抑

制而降低(待发表结果), 更深入的分子调控机制

正在探讨之中.

4      参考文献
1	 Jackson SP. Sensing and repairing DNA double-

strand breaks. Carcinogenesis 2002; 23: 687-696
2	 Bailey SM, Brenneman MA, Halbrook J, Nickoloff 

JA, Ullrich RL, Goodwin EH. The kinase activity 
of DNA-PK is required to protect mammalian 
telomeres. DNA Repair (Amst) 2004; 3: 225-233 

3	 Hande MP. DNA repair factors and telomere-
chromosome integrity in mammalian cells. Cytogenet 
Genome Res 2004; 104: 116-122 

4	 Iijima S, Teraoka H, Date T, Tsukada K. DNA-
activated protein kinase in Raji Burkitt's lymphoma 
cells. Phosphorylation of c-Myc oncoprotein. Eur J 
Biochem 1992; 206: 595-603

5	 Karmakar P, Piotrowski J, Brosh RM Jr, Sommers 
JA, Miller SP, Cheng WH, Snowden CM, Ramsden 
DA, Bohr VA. Werner protein is a target of 
DNA-dependent protein kinase in vivo and in 
vitro, and its catalytic activities are regulated by 
phosphorylation. J Biol Chem 2002; 277: 18291-18302 

6	 Tuteja R, Tuteja N. Ku autoantigen: a multifunctional 
DNA-binding protein. Crit Rev Biochem Mol Biol 
2000; 35: 1-33 

7	 Sakata K, Matsumoto Y, Satoh M, Oouchi A, 
Nagakura H, Koito K, Hosoi Y, Hareyama M, 
Suzuki N. Clinical studies of immunohistochemical 

■名词解释
DNA双链断裂非
同源末端连接修
复(NHEJ): DNA
双 链 断 裂 损 伤
(DSBs)的修复反
应是一个多步骤
的复杂过程 ,  由
多个功能蛋白复
合 物 的 交 替 联
合, 构成一个完整
的修复器(repair 
machine)来执行
功能 .  在真核细
胞中 ,  DSBs修复
主 要 通 过 两 种
途径来完成 :  非
同 源 末 端 连 接
(NHEJ)和同源重
组(HR). 在NHEJ
修复途径中, 首先
DNA-PK蛋白复
合物(Ku70/Ku80/
DNA-PKcs)被募
集到DNA断裂位
点并被激活 ,  并
进一步募集和活
化 其 他 修 复 功
能蛋白如M R N , 
Artemis, Fen1等
(包括一些不清楚
的成分)形成复合
物, 对“dirty”断
裂末端做适当的
修剪处理后再募
集XRCC4/连接酶
IV等 ,  进行连接
修复反应. 其中的
Fen-1具有核酸内
切酶活性 ;  MRN
复合物兼有内切
酶/外切酶/解旋酶
活性; Artemis具
有单链特异的外
切核酸酶活性, 也
参与末端修剪.

3820                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2007年12月28日    第15卷   第36期



www.wjgnet.com

27	 Moll U, Lau R, Sypes MA, Gupta MM, Anderson 
CW. DNA-PK, the DNA-activated protein kinase, 
is differentially expressed in normal and malignant 
human tissues. Oncogene 1999; 18: 3114-3126

28	 Salminen A, Helenius M, Lahtinen T, Korhonen 
P, Tapiola T, Soininen H, Solovyan V. Down-
regulation of Ku autoantigen, DNA-dependent 
protein kinase, and poly(ADP-ribose) polymerase 
during cellular senescence. Biochem Biophys Res 
Commun 1997; 238: 712-716

29	 Sallmyr A, Miller A, Gabdoulkhakova A, Safronova 
V, Henriksson G, Bredberg A. Expression of DNA-
dependent protein kinase in human granulocytes. 
Cell Res 2004; 14: 331-340 

30	 Sakata K, Yamamoto H, Matsumoto Y, Someya M, 
Hareyama M. cDNA analysis of gene expression 
associated with DNA-dependent protein kinase 
activity. Int J Oncol 2007; 30: 413-420

31	 Shachaf CM, Kopelman AM, Arvanitis C, Karlsson 
A, Beer S, Mandl S, Bachmann MH, Borowsky AD, 
Ruebner B, Cardiff RD, Yang Q, Bishop JM, Contag 
CH, Felsher DW. MYC inactivation uncovers 
pluripotent differentiation and tumour dormancy 
in hepatocellular cancer. Nature 2004; 431: 1112-1117

               编辑  程剑侠  电编  马文华

S, Kondo Y. Inhibition of the DNA-dependent 
protein kinase catalytic subunit radiosensitizes 
malignant glioma cells by inducing autophagy. 
Cancer Res 2005; 65: 4368-4375

23	 Zhang Y, Zhou J, Cao X, Zhang Q, Lim CU, Ullrich 
RL, Bailey SM, Liber HL. Partial deficiency of 
DNA-PKcs increases ionizing radiation-induced 
mutagenesis and telomere instability in human 
cells. Cancer Lett 2007; 250: 63-73

24	 Someya M, Sakata K, Matsumoto Y, Yamamoto H, 
Monobe M, Ikeda H, Ando K, Hosoi Y, Suzuki N, 
Hareyama M. The association of DNA-dependent 
protein kinase activity with chromosomal instability 
and risk of cancer. Carcinogenesis 2006; 27: 117-122

25	 Holgersson A, Erdal H, Nilsson A, Lewensohn R, 
Kanter L. Expression of DNA-PKcs and Ku86, but 
not Ku70, differs between lymphoid malignancies. 
Exp Mol Pathol 2004; 77: 1-6

26	 Lee HS, Choe G, Park KU, Park do J, Yang HK, 
Lee BL, Kim WH. Altered expression of DNA-
dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-
PKcs) during gastric carcinogenesis and its clinical 
implications on gastric cancer. Int J Oncol 2007; 31: 
859-866

 

■同行评价
本文论文书写规
范, 设计合理, 研
究方法先进, 结果
可靠 ,  结论合理 , 
是一篇非常有意
义的基础研究论
文.

余子建, 等. 肝癌组织DNA-PKcs过量表达及其靶向siRNA分子的抗增殖作用                                                                3821

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2007年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

中国科技期刊引证报告 ( 核心版 ) 发布
世界华人消化杂志 2006 年影响因子 0.373

本刊讯 2006年世界华人消化杂志的总被引频次为1855, 位居全部1723种中国科技论文统计源期刊的第

104位, 内科医学类28种期刊的第7位. 2006年世界华人消化杂志的影响因子为0.373, 内科医学类28种期刊

的第21位. 即年指标0.134, 他引率0.71, 地区数27, 基金论文比0.42, 海外论文比0.02, 学科影响指标 0.50. 

(总编辑: 马连生 2007-11-15)



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年12月28日; 15(36): 3822-3825
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

Vimentin在胰腺癌细胞中的表达及临床意义

殷 涛, 王春友, 熊炯炘, 陶 京, 赵 刚

殷涛, 王春友, 熊炯炘, 陶京, 赵刚, 华中科技大学同济医学
院附属协和医院胰腺外科中心 湖北省武汉市 430022
国家自然科学基金资助项目, No. 30571817
殷涛, 主治医师, 华中科技大学同济医学院协和医院胰腺外科, 
主要从事胰腺病基础与临床的研究.
通讯作者: 王春友, 430022, 湖北省武汉市, 华中科技大学同济
医学院附属协和医院胰腺外科中心. 
chunyouwang52@126.com
电话: 027-63436281
收稿日期: 2007-09-18   修回日期: 2007-11-28

Vimentin expression in 
pancreatic cancer and its 
clinical significance 

Tao Yin, Chun-You Wang, Jiong-Xin Xiong, Jing Tao, 
Gang Zhao    

Tao Yin, Chun-You Wang, Jiong-Xin Xiong, Jing Tao, 
Gang Zhao, Department of Pancreatic Surgery, Union 
Hospital, Tongji Medical College, Huazhong University of 
Science and Technology, Wuhan 430022, Hubei Province, 
China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30571817
Correspondence to: Chun-You Wang, Department of Pan-
creatic Surgery, Union Hospital, Tongji Medical College, 
Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 
430022, Hubei Province, China. chunyouwang52@126.com
Received: 2007-09-18    Revised: 2007-11-28 

Abstract
AIM: To investigate the expression of vimentin 
in pancreatic cancer and its significance. 

METHODS: Vimentin expression was examined 
in 99 cases of pancreatic carcinoma with immu-
nohistochemistry, and the relationship between 
vimentin expression and clinicopathology were 
analyzed. Vimentin expression was investi-
gated by immunofluorescence and Western blot 
in three pancreatic cancer cells lines: Panc-1, 
AsPC-1 and BxPc-3. Transwell migration assay 
was used to analyze the migratory ability of dif-
ferent cells.  

RESULTS: Vimentin was detected in 16 cases 
(16%) of pancreatic cancer. Significant correla-
tion was detected between the expression of 
vimentin and lymph node metastasis (P = 0.02), 
distant metastasis (P < 0.001) and poor dedif-

ferentiation (P = 0.002). Vimentin was highly 
expressed in poorly differentiated pancreatic 
cancer cells, Panc-1. Besides, vimentin expres-
sion was correlated with in vitro cell migration.

CONCLUSION: Vimentin expression in pancreat-
ic cancer cells has been identified. The histopatho-
genesis of pancreatic cancer may be correlated 
with stem cells. Vimentin may be a marker for 
predicting the malignancy of pancreatic cancer.

Key Words: Pancreatic cancer; Vimentin; Western 
blot

Yin T, Wang CY, Xiong JX, Tao J, Zhao G. Vimentin 
expression in pancreatic  cancer and its  cl inical 
significance. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(36): 
3822-3825

摘要
目的: 研究vimentin在胰腺癌细胞中的表达及
意义. 

方法: 采用免疫组织化学的方法检测99例胰
腺癌组织中vimentin的表达, 并分析其与临床
病理资料的关系. 免疫荧光、Western blot分析
不同胰腺癌细胞中vimentin的表达, Transwell 
侵袭小室法检测细胞的运动能力. 

结果: 在99例胰腺癌组织中vimentin阳性16例
(16%), vimentin的阳性表达和淋巴结转移(P  = 
0.02)、远处转移(P <0.001)、肿瘤细胞的分化
程度(P  = 0.002)存在明显的相关性. Vimentin
在低分化的胰腺癌细胞Panc-1中呈高表达, 而
在中分化和高分化的胰腺癌细胞AsPC-1和
BxPc-3中表达较低. vimentin的表达和细胞体
外运动能力相关.

结论: 胰腺祖细胞标记物vimentin在胰腺癌细
胞中存在表达, 胰腺癌的发生和干细胞可能存
在一定的联系, 并可能预测胰腺癌的恶性程度.

关键词: 胰腺癌; 波形蛋白; 免疫印迹

殷涛, 王春友, 熊炯炘, 陶京, 赵刚. Viment in在胰腺癌细胞

中的表达及临床意义.  世界华人消化杂志  2007; 15(36): 

3822-3825

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/3822.asp

®

■背景资料
胰腺癌是一种高
度恶性的消化系
统肿瘤, 临床治疗
效果非常差, 探索
胰腺癌的细胞起
源可能具有重要
意义. 本文希望通
过探讨胰腺祖细
胞标记物vimentin
在胰腺癌组织中
的表达情况, 从而
为胰腺癌的干细
胞起源提供线索. 
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0  引言

胰腺癌是一种高度恶性的消化系统肿瘤, 具有

极差的预后: 其5年生存率仅有3%-4%, 术后2年
复发率高达95%. 虽然经过多年的艰苦探索, 胰
腺癌的临床治疗效果并不令人满意, 提示有必

要从新的角度认识胰腺癌的起源. 大量的研究

表明: 胰腺癌的发生和胰管上皮细胞关系密切, 
90%的胰腺癌和胰腺导管内皮瘤变(胰腺癌癌前

病变)来源于胰管上皮, 同时胰腺癌细胞还表达

导管细胞的表面标记[1]. 我们前期的研究发现: 
胰腺新生过程中, 增殖的胰管上皮通过去分化

表现出类似于干细胞的特性, 从而在胰腺修复

过程中发挥作用[2]. 我们推测, 胰腺癌的发生可

能和胰腺干细胞之间存在联系. 
由于肿瘤组织具有较大的异质性以及分化

不成熟的特性, 一些较为原始的干细胞标记分

子有可能在肿瘤组织中得到重新表达. 胚胎发

育和胰腺新生过程中, 增殖的胰管上皮可以高

表达vimentin, vimentin有可能是一种处于增殖

状态胰腺祖细胞的标记[3]. 为了进一步明确胰

腺癌的发生和胰腺干细胞之间的关系, 我们通

过免疫组化检测vimentin在胰腺癌组织中的表

达情况, 同时分析vimentin在不同分化程度胰

腺癌细胞中的表达, 以期为胰腺癌的起源提供

线索.

1  材料和方法

1.1 材料 取自1998-03/2004-06武汉协和医院接受

胰十二指肠切除住院患者术后的胰腺癌石蜡块

标本. 99例均经常规病理检查证实为胰腺癌, 其
中有42例经病理证实有淋巴结转移, 57例无淋

巴结转移; 19例发生远处转移; 高分化27例, 中
分化30例, 低分化42例. 男性42例, 女性57例. 年
龄从34-76(中位年龄58)岁. 低分化胰腺癌细胞

Panc-1、中分化胰腺癌细胞AsPC-1、高分化胰腺

癌细胞BxPc-3购自ATCC(American Type Culture 
Collection).  三种细胞分别用含有100 mL/L新生

牛血清(Gibco)的DMEM培养基(Gibco)、置于

37℃, 50 mL/L CO2的细胞培养箱中培养. 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组化: 手术标本经5 mm厚连续切片. 
vimentin的免疫组化染色行链霉素亲和素-过氧

化酶复合物法(SP法). vimentin mAb(Sigma)工作

液浓度为1∶100, SP免疫组化试剂盒为Zymed公
司产品, 实验程序严格按照说明书进行. TBS代
替一抗作为阴性对照. vimentin阳性判断标准以

肿瘤细胞的胞质内出现棕黄色染色为阳性, 在
显微镜下随机选取10个高倍视野, 每个视野计

数50个细胞, 结果以阳性细胞数所占百分比来

表示. 考虑到vimentin阳性染色的肿瘤细胞非常

少, 只要在肿瘤细胞中发现vimentin的阳性染色

则判断为vimentin的阳性[4].
1.2.2 免疫荧光: 将细胞制成单细胞悬液, 接种

于放有盖玻片的培养皿中, 待细胞铺满盖玻片

时取出, PBS洗涤之后用40 g/L的多聚甲醛固定, 
含有10 mL/L TritonX-100的PBS预处理15 min后, 
1 g/L BSA封闭, vimentin(1∶80)37℃孵育1 h, 
PBS洗3次每次5 min, FITC标记的羊抗兔IgG 
(Pierce)(1∶200稀释)37℃孵育1 h, PBS洗涤之

后在荧光显微镜(Olympas)下进行观察.
1.2.3 Western blot: 蛋白的提取按文献[5]所提供

的方法进行. 用含有相同蛋白的样本进行聚丙

烯酰胺凝胶电泳, 然后采用半干法转到硝酸纤

维素膜上. NC膜用含有50 g/L奶粉的TBS封闭

过夜, vimentin一抗37℃孵育1 h(1∶600稀释), 
TBS冲洗之后辣根过氧化物酶标记的二抗37℃
封闭1 h, TBS洗涤之后ECL法显色, 洗片. 选用

b-actin(Santa Cruz)作为内参, 1∶400稀释.
1.2.4 细胞迁移能力测定: 不同细胞迁移能力采

用Transwell侵袭小室检测(6.5 mm直径, 8 μm孔

径的聚碳酸酯膜, Costar), 无血清DMEM调整细

胞浓度为1×109/L, 在上室中加入100 μL细胞悬

液, 在下室中加入无血清培养基培养的NIH3T3
细胞上清600 μL, 然后在37℃的培养箱中孵育8 
h, 取出滤膜, 用预冷的甲醇固定, 棉签擦去滤膜

上室未穿透的细胞, 4 g/L的台盼蓝溶液染色, 在
200倍光镜下取6个视野计数穿透到细胞背面的

细胞数, 每组重复3次, 结果求平均数.
统计学处理 vimentin阳性表达率和临床病

理资料之间的相关性分析采用χ2检验, 细胞之间

迁移能力差异的比较采用ANOVA检验. P <0.05
被认为有统计学意义. 应用SPSS11.5统计软件包

进行分析.

2  结果

2.1 vimentin在胰腺癌组织中的表达 vimentin在
胰腺癌组织中主要表达于肿瘤细胞周围的间质, 
有一小部分肿瘤细胞可以表达vimentin(图1, 箭
头所标记的细胞). 在99例肿瘤组织中有16例呈

vimentin阳性, 阳性率达16%. 在正常胰腺组织的

上皮成分内未发现有vimentin阳性染色. vimen-
tin的表达和胰腺癌的淋巴结转移(P  = 0.02)、远

处转移(P <0.001)、组织学分级(P  = 0.002)都存

■研发前沿
干细胞在修复机
体损伤的过程中, 
受到各种刺激发
生基因突变, 获得
无限增殖的能力, 
在启动肿瘤形成
和生长过程中起
决定作用. 由于肿
瘤组织具有较大
的异质性以及分
化不成熟的特性, 
一些较为原始的
干细胞标记分子
有可能在肿瘤组
织中得到重新表
达, 探讨这些干细
胞标志物在肿瘤
组织中的表达情
况可能对肿瘤的
诊治具有重要意
义.



www.wjgnet.com

3824                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2007年12月28日    第15卷   第36期

在相关性. 在发现有淋巴结转移、远处转移和

分化程度较低的病例中vimentin的阳性率较高

(表1).
2.2 vimentin在胰腺癌细胞中的表达情况 在低

分化的胰腺癌细胞系Panc-1细胞中, vimentin
的荧光较强, 而中分化和高分化的胰腺癌细胞

AsPC-1和BxPc-3只表达出微弱的荧光(图2). 
Western blot同样标明: Panc-1细胞中vimentin呈
强表达, 而AsPC-1和BxPc-3中表达较弱(图3).
2.3 细胞迁移能力的测定 Panc-1细胞的穿透数

为(101±9)个, AsPC-1的穿透数为(81±5)个, 
BxPc-3的穿透数为(43±7)个, 三组相比差别具

有显著意义(P <0.001).  

3  讨论

肿瘤的发生是机体干细胞在修复损伤的过程中, 
由于受到内源或外源的各种刺激, 发生基因突

变, 导致其增殖调控通路中某些信号分子发生

改变, 具有无限增殖、自我更新及分化的能力, 
即形成肿瘤干细胞. 肿瘤干细胞在启动肿瘤形

成和生长过程中起决定作用, 因而成为肿瘤恶

性生长的源泉[6]. 肿瘤干细胞理论已经在包括乳

腺癌、白血病、肝癌等多种肿瘤中得到证实[7-9]. 
作为一种高度恶性的消化系统肿瘤, 胰腺癌的

发生和干细胞是否有关系尚待阐明. 
我们的前期研究表明胰腺大部分切除后, 

胰腺再生过程中出现了胰腺导管上皮细胞的

增殖与分化, 增殖的导管上皮细胞通过去分化

表现出干细胞的特性, 进而参与胰腺的新生[2]. 
Ko et al [3]学者发现增殖的胰管上皮细胞高表达

vimentin, vimentin可以作为一种胰腺祖细胞的

标记物. 而vimentin是一种Ⅲ型中间纤维, 正常

情况下只在间叶组织中表达, 而上皮细胞则不

表达, 所以vimentin经常被用作一种肿瘤标志物

来诊断黑色素瘤. 

为了进一步阐明胰腺癌的发生, 我们通过

免疫组化的方法检测了vimentin在胰腺癌细胞

中的表达情况. 结果发现: 在99例胰腺癌标本

中, 有16例(16%)检测到vimentin的表达. 胰腺

癌的发生过程中可能有干细胞的参与. 此外我

们还发现vimentin的表达和淋巴结转移、远处

转移、以及肿瘤的病理学分级都存在显著的相

关性. 在发现有转移以及低分化的肿瘤组织中, 

■相关报道
Vimentin是一种
间叶细胞的标记
分子 ,  在正常的
上皮细胞中不表
达 ,  然而有学者
发现增殖的胰管
上皮细胞中表达
vimentin, vimentin
可能是一种胰腺
祖细胞的标记 , 
还 有 研 究 认 为
vimentin的表达可
能参与了细胞的
运动过程.

表  1  vimentin在胰腺癌组织中的表达与临床病理资料的
关系

     
	                                            vimentin                       	

 	               阳性(n  = 16)    阴性(n  = 83)           P 值

年龄		                 		              0.387

    ≤60岁		       9                   56

    >60岁		        7                   27	

 性别		                 		              0.222

    男性		        9                   33	

    女性		        7                   50		

肿瘤部位				                 0.272

    胰头		      13                   56

    胰体尾		       3                   27	

肿瘤大小				                 0.642

    <4 cm               	     11                   52

    ≥4 cm                       5                   31	

肿瘤范围				                 0.294

    T1-2       	       4                   12

    T3-4		      12                   71

淋巴结转移			                0.020

    N0		        5                   52

    N1	                     11                   31	

远处转移				                <0.001

    M0		        6                   74

    M1	                      10                     9	

病理分级				                 0.002

    高		        0                   27

    中		        3                   27

    低		      13                   29

图  1  vimentin在胰腺癌中的表达(SP×200). A: 阳性染色; B: 阴性染色.

A B

←
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vimentin的阳性表达率较高. vimentin在胰腺癌

组织中的表达参与肿瘤的恶性生物学行为, 通
过检测术后组织标本中vimentin的表达有可能

对胰腺癌的恶性程度作出预测. 
关于vimentin阳性肿瘤细胞的来源有多种

解释: (1)肿瘤组织中的肌上皮细胞; (2)发生去

分化的肿瘤细胞; (3)具有多种分化潜能的肿瘤

祖细胞[10]. 考虑到vimentin阳性肿瘤细胞所占

的比例较少, 为了更好的反应vimentin阳性肿

瘤细胞的来源、及其在胰腺癌组织中表达的意

义, 在本研究中我们采用任何数量肿瘤细胞的

vimentin阳性染色, 则为阳性表达的判定标准. 
通过We s t e r n b l o t和免疫荧光技术检测

v i m e n t i n在不同胰腺癌细胞系中的表达时发

现: 低分化的胰腺癌细胞Panc-1高表达vimentin, 
而中分化、高分化的胰腺癌细胞系AsPC-1、
BxPc-3中vimentin的表达水平较低, 细胞系中

vimentin的表达情况与胰腺癌组织相符. Lang  
et al [4]认为vimentin的表达参与调控上皮细胞的

运动, 在需要细胞移动的生理(如修复)或者病理

过程(如肿瘤转移)中上皮细胞往往表达vimentin. 
而我们也发现vimentin表达量高的细胞Panc-1
在体外的迁移能力较强, 而vimentin表达水平低

的细胞BxPc-3在体外运动能力较弱, 两者之间

存在显著的差异(P <0.001). 实际上胰腺癌细胞

vimentin表达和临床转移之间的相关性也反映

了肿瘤细胞具有较强的运动能力, vimentin在胰

腺癌细胞中的表达参与了胰腺癌的侵袭过程. 

总之, 我们验证了胰腺祖细胞标志物vimentin在
胰腺癌细胞中存在表达, 胰腺癌的发生可能和

胰腺干细胞存在一定的联系. 此外vimentin的表

达参与胰腺癌的恶性侵袭性生物学过程, 他反

映了高侵袭性胰腺癌的一种去分化状态, 有可

能作为一种标志物而预测胰腺癌的恶性程度.
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图  2  免疫荧光检测vimentin在胰腺癌细胞中的表达. A: Panc-1; B: AsPC-1; C: BxPc-3.
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图  3  Western blot检测vimentin在胰腺癌细胞中的表达. 1: 
Panc-1; B: AsPc-1; C: BxPc-3.

■应用要点
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中的表达可能对
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测.
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Abstract
Dietary factors have been considered as a 
possible risk factor for ulcerative colitis (UC). 
Red meat, high fat intake and high protein 
intake are associated with development and 
relapse in UC. On the other hand, probiotics, 
fish oil and dietary fiber have shown good 
efficacy in the treatment of UC. This paper 
reviews the updated data on the role of dietary 
factors in the pathogenesis and treatment of 
UC. 
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摘要
饮食因素被认为是溃疡性结肠炎发病的危险
因素. 研究表明, 过多摄入红肉, 高脂肪和高蛋
白饮食与本病的发病和复发有关联. 另一方
面, 补充益生菌、鱼油和饮食纤维具有较好疗
效. 本文综述饮食因素在溃疡性结肠炎发病和
治疗中作用的研究进展. 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种慢性

肠道疾病, 多侵及结肠和直肠黏膜, 临床以腹

泻、黏液脓血便和腹痛等为主要表现, 病程较

长, 常反复发作. 本病的病因和发病机制尚不明

确, 除遗传易感性和肠道免疫功能异常外, 生
活方式变化也是研究的热点课题, 其中饮食因

素被认为是UC发生的可能危险因素, 而饮食中

的某些成份又对UC有一定的辅助治疗作用[1-2]. 
本文综述饮食在UC发病和治疗作用中的研究

进展. 

1  饮食与溃疡性结肠炎发病的关系

临床流行病学研究结果提示, 虽然尚未明确UC
是由何种食物引起, 也无证据显示本病与食物

过敏有关, 但已有许多研究表明饮食中的某些

成份与UC发病和复发有一定关系, 例如牛奶制

品摄入过多而纤维摄入减少可能与本病的复发

有关[3-4]. 
1.1 饮食中硫化物与溃疡性结肠炎发病的关系 
硫化物对结肠细胞的毒性作用, 可能是结肠炎

形成的一个重要机制. 随生活水平的提高, 饮食

中蛋白质比例增加, 故摄入的含硫氨基酸(包括

蛋氨酸、半胱氨酸、胱氨酸以及牛磺酸)明显

增多. 通过肠道细菌对含硫氨基酸的降解和发

酵, 产生多种含硫化合物, 如硫化氢等积聚在肠

道, 这些物质会对结肠细胞产生一定的直接毒

性作用, 也可能间接地改变其蛋白功能和抗原

性[5]. 研究表明[6-7], 食物中肉类(含丰富的蛋白),
尤其是红肉和加工后肉类的摄入, 增加了UC复
发的风险. 另外, 由于非有机硫酸盐(包括二氧化

硫, 硫化氢, 亚硫酸盐)在贮存和储藏食物和饮料

中作为防腐剂广泛的应用, 如白葡萄酒, 汉堡包, 

®
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浓缩饮料, 香肠, 啤酒和红酒等[8], 因此, 这些食

物和饮料也增加了UC发生的危险性.
1.2 饮食中脂肪与溃疡性结肠炎发病的关系 摄
入过多脂肪或不饱和脂肪酸会损伤结肠黏膜. 
Reif et al [9]研究显示, UC发病前的脂肪摄入增多,
尤其是动物脂肪和胆固醇. 脂肪摄入增多引起

的结肠炎症性改变, 也可能会影响胆固醇的吸

收和分泌. 由于高胆固醇血症形成的高凝状态

可使血管痉挛, 血管紧张度增加, 影响黏膜血液

供应, 因而造成结肠黏膜损伤[10]. Geerling et al  [11]

发现摄入过多的单不饱和脂肪酸、多不饱和脂

肪酸可能会增加UC的发病概率. 因此, 脂肪摄入

与UC发病有一定关系.
1.3 饮食中糖类与溃疡性结肠炎发病的关系 许
多调查显示高糖摄入与UC发病可能有关. Reif 
et al [9]通过对UC患者发病前食谱的调查, 发现高

蔗糖摄入可能会增加患病率. Bianchi Porro et al [12]

研究发现, 与正常饮食组相比, 常吃含糖量高食

物者患UC的风险性增高, 而合制进食蔬菜和水

果的人似乎患UC的风险会减少. Russel et al [13]

在一项流行病学调查中发现, 经常摄入含糖量

高食物如可乐饮料和巧克力者与UC发病呈正相

关, 而经常吃柑橘类水果者与UC发病呈负相关. 
但是, 高糖饮食导致UC的发病机制还不清楚. 

2  饮食对溃疡性结肠炎的治疗作用

饮食能够促进肠道自身愈合, 这是UC治疗的新

概念之一[14]. 饮食可以辅助性地治疗UC, 缓解症

状, 防止复发, 其作用值得重视. 
2.1 益生菌及其制品对溃疡性结肠炎的治疗作
用 许多临床和实验研究都提示肠道菌群在UC
发病中起重要作用. 益生菌(probiotics)是含有足

够数量、确定活菌的制剂, 通过移植或定植在

宿主的部位来改变其微生物系统并对宿主产生

有益的健康影响. 大部分益生菌属于人肠道内

正常的菌群, 如双歧杆菌属和乳酸杆菌属的细

菌. 部分益生菌株能够调节体内菌群的平衡, 如
一些外来细菌, 像芽孢杆菌、非致病性大肠杆

菌. 目前临床最常用的益生菌是双歧杆菌和(或)
乳酸杆菌的单菌或复合制剂[15]. 益生菌具有生

物拮抗、加强肠道上皮屏障功能及调节肠道免

疫系统功能[16-18]. 已有研究表明益生菌及其制品

在预防和治疗轻、中度UC中可能是有效的[19-22]. 
益生菌制剂作为一种比较安全有效的辅助治疗

方法, 对其应用于临床治疗UC的前景充满希望. 
2.2 丁酸盐对溃疡性结肠炎的治疗作用 肠道中

的短链脂肪酸(short-chain fatty acids, SCFA)具
有维持结肠上皮屏障功能. 丁酸盐为一种由食

物成份经微生物发酵所产生的SCFA, 是结肠黏

膜尤其是末端结肠黏膜上皮的主要能源来源, 
丁酸盐对结肠黏膜具有保护作用. 而肠道中氮

衍生物和硫化物则会削弱丁酸盐的保护作用[23]. 
Bamba et al [24]研制了一种麦芽营养制品(germi-
nated barley foodstuff, GBF), 富含谷氨酰胺和半

纤维素, 他可被双歧杆菌、真菌转化为乳酸、

醋酸和丁酸, 可以调节结肠运动, 减少腹泻症状. 
其机制是这类食物可以增加丁酸盐和胆盐的吸

收, 减少促炎性因子生成, 促进结肠上皮增殖. 
因此, 可以通过摄入麦麸、燕麦、黄豆及高纤

维素谷类等食物, 加强丁酸盐对结肠黏膜的保

护作用. 
蔬菜和水果似乎有保护肠道黏膜作用, 饮

食纤维尤其是水果中的纤维素摄入与UC的发病

呈负相关. 饮食纤维在肠道内经细菌酵解所产

生的丁酸盐仍为其主要来源[25]. 
2.3 多不饱和脂肪酸对溃疡性结肠炎的治疗作
用 目前对多不饱和脂肪酸有了新的认识, 饮
食中或作为补充剂的鱼油或亚麻油, 已经用于

抗炎治疗. Belluzzi et al [26]报道多不饱和脂肪酸

可能具有抗炎活性, 能够减少炎症介质白三烯

(leukotriene)含量, 抑制UC的免疫反应和炎症过

程. Meister et al [27]将7例UC患者进行结肠镜检查, 
将活检组织用SHS培养液(含鱼油)在体外培养, 
24 h后, 用酶联免疫吸附试验测定IL-1ra和IL-1β

的浓度, 结果显示UC患者IL-1ra/IL-1β的比值显

著升高. 因此, 鱼油对UC患者的治疗可能有益. 
Barbosa et al [28]研究ω-3脂肪酸对UC患者氧化应

激反应的作用, 结果显示患者服用柳氮磺胺吡

啶(SASP)和ω-3脂肪酸的效果优于单用SASP. 表
明ω-3脂肪酸具有清除氧自由基作用, 能够提高

UC的治疗效果. 由于人体不能合成亚油酸和亚

麻酸, 必须从饮食中补充. 因此, 建议患者吃含

ω-3多不饱和脂肪酸的食物对于改善病情是很

有帮助的, 如坚果、亚麻籽和鱼油等. 
2.4 热水加工过的谷类食物对溃疡性结肠炎的
治疗作用 Björck et al [29]分别给予UC患者经热

水加工过的谷类食物(hydrothermally processed 
cereals, HPC)和普通谷类食物, 4 wk后做结肠

镜活检, 检测血浆中抗分泌因子(antisecretory 
factor, AF)水平, 并记录患者治疗前后的临床症

状. 发现HPC可明显减少腹泻发生率, 而对照组

则作用不明显. 其原因在于HPC是AF的诱导剂, 

■研发前沿
饮食在UC发病和
治疗中的作用是
近几年来研究的
热点课题, 且具有
良好的开发前景. 
需要注意的是, 饮
食建议必须是个
体化的, 他应该根
据患者的病程、
病变部位和病情
程度等而作调整. 
在UC患者的饮食
结构方面, 是否应
该以植物来源为
主食物取代以动
物来源为主食物, 
也值得深入研究
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可促进内源性AF生成并增强其活性, 从而阻止

炎症因子过多分泌. 因此, 摄入这类活性食物后

可明显改善UC患者症状. 

3  结论

总之, 饮食成分在UC的发病和治疗中发挥作用. 
饮食中的硫化物含量增多, 高糖和高脂肪摄入等

因素与UC发病有关. 如果某种食物可诱发或加

重UC的发生, 就要尽量避免他. 更重要的是要区

别真正是对某种饮食过敏, 还是对这种食物不耐

受或吸收不良, 如有些患者对乳糖不耐受或乳糖

吸收不良. 让患者记食物日记不失为一种好方法, 
不仅有助于准确找到给患者带来麻烦的食物, 而
且能够显示患者的饮食是否提供了营养素的合

制补充. 
恢复和维持良好营养状况是治疗UC的重要

原则. 许多UC患者存在营养不良. 合制的饮食不

仅可以起到辅助性治疗作用, 而且可以改善UC
患者的营养状况. 需要注意的是, 不存在适合于

所有UC患者的单一饮食或进食计划. 患者适合

于吃哪种食物、不适合于吃哪种食物都必须是

个体化的, 他应该根据患者的病程、病变部位

和病情程度等而作调整. 在UC患者的饮食结构

方面, 是否应该以植物来源为主食物取代以动

物来源为主食物, 值得深入研究. 
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本文综述了饮食
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预防的关系, 内容
有一定的新意. 
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Abstract
Cell apoptosis or programmed cell death is the 
term used to describe active cell death to maintain 
stability under physiological and pathological 
conditions. Interaction of the death receptor and 
death ligand is one of the main ways to induce 
apoptosis, of which, the Fas/FasL system is 
considered as the major signal transduction 
pathway to mediate apoptosis. Colon carcinoma 
is one of the common malignant tumors that are 
a threat to human health. The occurrence and 
development of colon carcinoma is related to 
the regulation imbalance of cell apoptosis. This 
article reviews the relationship between the Fas/
FasL expression system and the occurrence and 
development of colon carcinoma.

Key Words: Fas/Fas ligand; Cell apoptosis; Colon 
carcinoma
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摘要
细胞凋亡是指在一定生理和病理情况下, 机体

为维护内环境的稳定而发生的主动性细胞死
亡过程, 即程序性死亡. 由死亡受体与其配体
相互作用是引起细胞凋亡的主要途径之一, 其
中Fas/FasL系统是被认为最主要的介导细胞
凋亡的信号转导途径. 大肠癌是严重威胁人类
健康的常见恶性肿瘤之一, 大肠癌的发生、
发展与细胞凋亡的调节失衡有关. 本文就Fas/
FasL系统表达与结直肠癌发生发展的关系及
相关方面研究作一综述.

关键词: Fas/Fas配体; 细胞凋亡; 结直肠癌
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0  引言

大肠癌是严重威胁人类健康的常见恶性肿瘤之

一. 在欧美国家该病居肿瘤死亡的第2位, 在我

国一些大城市也居第3位, 而且发病率呈明显上

升趋势[1]. 大肠癌的发生发展是遗传和环境多

种因素作用导致结肠黏膜上皮细胞癌变的多步

骤、多阶段及多基因参与的过程, 其机制不仅

涉及细胞的失控性增殖, 而且与细胞凋亡的调

节平衡有关[2-4]. Fas/FasL是介导细胞凋亡信号转

导途径最主要的系统[5], 近期研究显示Fas/FasL
可能参与肿瘤发生发展中的免疫逃逸机制及肿

瘤细胞对机体免疫细胞杀伤的反击机制[6-12]. 现
就Fas/FasL系统表达与结直肠癌发生发展的关

系及相关方面研究作一综述. 

1  Fas/FasL介导的细胞凋亡信号传导分子机制

Fas也称APO-1, 属于Ⅰ型跨膜糖蛋白. 人Fas/
FasL基因定位于10号染色体q24, cDNA长度为

2534 bp, 编码含335个氨基酸残基的糖基化受体

蛋白. Fas/Fas的分子结构包括膜外的N末端区3
个部分, 其中膜外区为157个氨基酸组成的信号

肽区, 其氨基酸序列相对保守且具有膜受体特

征, 当与其配体FasL结合后启动凋亡信号的跨

膜传递; 跨膜区位于分子结构的中段, 由17个氨

基酸残基构成; 而构成胞质区的145个氨基酸残

®

■背景资料
大肠癌的发生发
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基与肿瘤坏死因子受体1(tumor necrosis factor 
receptor, TNFR1)的同源性近50%, 均含60-70个氨

基酸的保守序列, 在传递凋亡信号中发挥关键性

作用, 故将该区称为“死亡区域”(death domain, 
DD). Fas的结构特点说明他属于肿瘤坏死因子受

体和神经生长因子受体超家族. Fas分子为非谱

系特异性抗原, 广泛表达在活化的T、B淋巴细

胞表面, 外周血中性粒细胞、单核细胞, 正常人

体的肝脏、肺脏、空回肠、胸腺、肾脏组织中

也有表达, 但不同组织中Fas表达的情况不同, 可
能与各组织的组织学特点有关[13]. 

Fas配体(Fasligand, FasL)全长278个氨基酸, 
为Ⅱ型跨膜糖蛋白, 由胞膜外区、跨膜区和胞质

区组成. 其N端150个氨基酸为TNF超家族同源

区, 同源性主要表现在形成β折叠股的序列, 在
β折叠股c和d之间有一对保守的二硫键, 对其空

间结构的形成有作用; FasL在胞膜外区有4个N
糖基化位点, 经过糖基化的FasL的相对分子质量

为36×103-43×103, FasL的胞质区富含脯氨酸. 
FasL通过与Fas交联而介导表达Fas的细胞发生

凋亡. FasL基因位于1号染色体q23上, cDNA全长

1623 bp, 由5个外显子组成. FasL主要表达于活化

的T淋巴细胞和NK细胞, 以及免疫豁免区如眼前

房、睾丸滋养细胞表面等, 其他细胞如B细胞、

巨噬细胞、成纤维细胞、内皮细胞以及胸腺细

胞都不表达FasL[13]. 
Fas分子与其配体、单抗或其自身结合均可

形成二聚体而启动凋亡信号的传递, Fas分子介

导的凋亡信号的传递无需细胞核的参与, 不伴有

基因的活化, 并可以导致无核细胞发生凋亡, 这
与其他凋亡信号的传递有明显不同. 尽管Fas分
子介导凋亡的详细分子生物学机制尚未完全明

确, 目前认为其主要过程包括以下步骤[14-16]: (1)
死亡受体分子的活化. 由于Fas分子中的死亡结

构域有相互聚集的倾向, 死亡配体与其相应的死

亡受体(Fas与FasL)结合后诱导Fas分子中的死亡

结构域与转接器蛋白(adaptor protein)分子中的

死亡结构域结合, 转接器蛋白又称Fas分子相关

蛋白(Fas associated death domain, FADD). (2)凋
亡酶体(apoptosome)的形成. FADD分子的另一端

含有可与胱冬酶原8(pro caspase8)相结合的死亡

效应器结构域(death effector domain, DED), 诱导

二者的结合, 这样由Fas-FasL-FADD-procaspase8
串联构成的复合物称为“凋亡酶体”. (3)胱冬

酶(caspase8)家族的活化. 胱冬酶被认为是凋亡

效应器酶, 凋亡酶体中由于胱冬酶原的聚集而

导致自身的水解与活化形成有活性的胱冬酶

8(caspase8), 并可以依次激活其同源酶家族中其

他酶原形成自身激活瀑布(如caspase8…caspase6, 
7…caspase3), 而胱冬酶3可以激活DNA降解酶, 
降解DNA为特异性片段导致细胞凋亡的发生. 
Fas系统引起的凋亡是机体免疫系统杀伤病毒感

染细胞、肿瘤或同种异体细胞的重要途径, 然而

通过该系统引起的细胞毒效应所致的凋亡缺乏

抗原特异性, 与细胞是否携带病原无关, 这就是

“旁观者效应”. 
近年来的研究发现, 虽然某些细胞高表达

Fas, 但对Fas介导的凋亡却具有抵抗性, 提示可

能Fas的胞内传导通路有障碍或存在Fas的调控

因子. 已证明某些凋亡相关基因, 如Bcl-2、Bax
和P53与Fas/FasL系统的表达与功能密切相关. 在
癌细胞中, Fas激活与p53的完整性有关, 因为Fas
基因启动子的激活直接依赖于P53基因的转录活

性. Bcl-2家族的过度表达不会激活Fas的表达, 而
Bax蛋白与Fas的表达似有协同性, 提示其可能是

Fas介导凋亡的下游分子. 而一些蛋白激酶和蛋

白磷酸酶通过磷酸化、去磷酸化也可调节Fas信
号途径, FAST是一种丝苏氨酸激酶, 通过磷酸化

激活后可继续激活核转录因子TIA1, 后者可促进

凋亡的发生; FAP1是一种酪氨酸磷酸酶, 可以直

接与Fas末端的15个氨基酸结合而抑制其引起凋

亡的敏感性. Fas/FasL系统表达不是凋亡唯一途

径, 尚有多种途径和多种因素参与细胞凋亡过程. 

2  Fas/FasL系统介导的细胞凋亡调节因子与结

直肠癌发生

由于遗传和环境多种因素作用导致某些生理因

子的缺陷及死亡信号转导调节因子的量变, 引
起结直肠黏膜细胞增殖失控和凋亡受阻是结直

肠腺瘤癌变发生的重要机制之一. Fas/FasL功能

活性依赖机体内各种蛋白对他的调节作用, 一
些细胞因子可干预Fas/FasL的表达. 

p53是一种抑癌基因表达产物, 基因定位于

17q13.1, 是一种转录因子, 生理含量很低. 关于

p53促进凋亡, 抑癌的分子机制, 近来报道许多

细胞凋亡因子基因启动子区存在p53反应元件

(p53 responsive element, PRE), 与p53结合后被

激活转录表达, 如p53可促进Fas、FasL、Apaf-
1DR5和Bax表达增高, 促进肿瘤细胞凋亡. p53
还可促进细胞内质网颗粒释放TNF-γ和Fas, 加
强凋亡. 在野生型p53介导的凋亡中, Fas/FasL
系统的作用存在异质性, 化疗药物导致DNA损

■研发前沿
目前 ,  此领域的
研究重点在于探
讨肿瘤的免疫逃
逸和反击与Fas /
FasL的关系, 更好
的寻找治疗肿瘤
的新途径.
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伤, 主要通过凋亡杀死癌细胞. DNA受损后野生

型p53(wtp53)基因与Fas基因第一内含子p53反应

元件结合活化Fas基因, 通过Fas途径介导凋亡[17]. 
但Fukazawa et al [17]用腺病毒介导wtp53基因转

入结肠癌细胞株(DLD-1和SW620)后24 h, Fas和
FasL表达都短暂上调, 随之迅速凋亡, Fas mAb
对其作用无影响, 抗FasL抗体(4H9)无抑制其凋

亡过程. PTEN是既p53后在肿瘤中第二个高突变

的抑癌基因表达分子, 在许多肿瘤组织中PTEN
基因呈现杂合子缺失, 其在结直肠癌发生发展

机制中与Fas/FasL系统的关系尚须进一步研究. 
体外研究显示结肠癌细胞株HT29受IFN-γ

和TNF-α刺激后, Fas和FasL阳性表达细胞数增

加. IFN-γ诱导的Fas和FasL表达呈时间和剂量依

赖性. IFN-γ(100 kU/L)和TNF-α(1000 kU/L)显
著增加了抗Fas单抗介导的HT29细胞凋亡, cas-
pase-1抑制剂对此凋亡过程有抑制[19]. O'Connell 
et al [20]的研究表明IFN-γ增强了HT29和SW620
对FasL等多种凋亡诱导剂的敏感性, 其敏感程

度与IFN-γ介导的procaspase-1上调水平呈正相

关. 细胞因子的干预对有些细胞株影响不大, 如
SW480的Fas表达不受IFN-γ和TNF-α的影响[21-23]. 
Bc l-2家族一系列促凋亡成员和抗凋亡成员及

caspase家族对Fas/FasL有重要的调节作用. Bcl-2
基因由腺病毒转导入结肠癌GC3/cl细胞系后, 抑
制Fas介导的凋亡[24]. Bcl-2主要对Fas通过第二条

信号途径介导的凋亡有抑制作用. 
    最新研究表明, 已发现7种以上调控Fas/FasL
系统中Fas-DISC及活化procaspase-8/10的因子[25]. 
Fas相关磷脂合成酶-1(FAP-1)与Fas的负性调节

区SD结合, 能抑制Fas介导的凋亡, 结肠癌细胞

株(DLD-1)同时表达Fas和FAP-1, 对Fas介导的凋

亡形成耐受[26]. SADS(small accelerator for death 
signaling, 死亡信号转导的加速小分子), 是2001
年由Obata et al及Takahashi et al两组学者同时报

道新发现的小分子, 可加强FADD与procaspase-8
间结合力促进凋亡. 结肠癌细胞膜虽表达Fas, 
但因S A D S低表达, 引起凋亡受阻, 与致癌有

关. cFL IP(cellular FADD-like IL-1β converting 
enzyme/caspase 8-inhibitory protein)在蛋白水平

有两种形式cFL IPL和cFL IPS. cFL IPL 通过与

死亡受体FADD的DED结合抑制Fas介导的细胞

凋亡信号转导. 最新报道, cFL IP尚可通过结合

Raf-1和TRAF1/2分别激活ERK和NF-KB促进增

殖. 故cFL IP含量的多少, 在Fas介导的信号转导

中具有开关作用. 据报道与匹配的正常结肠黏

膜相比, 结肠腺癌cFL IPL mRNA水平和蛋白密

度均显著增加, 腺瘤性息肉cFL IPL与正常相比

无显著差异, 提出cFL IPL高表达是肿瘤特有的

现象[27]; 在大肠癌细胞中cFL IP表达可能在抑

制大肠癌癌细胞凋亡中发挥重要作用[28-31]. 此
外, 还发现: FI ST(作用于Fas的丝/苏蛋白激酶), 
他结合Fas和FADD形成三分子符复合物后, 磷
酸化FADD, 抑制procaspase 8的活化而抑制凋

亡. FA IM(Fas凋亡抑制因子), 抑制Fas介导的

凋亡. BAR(bifunctional apoptosis regulator), 结
合Procaspase-8/10抑制Fas介导的凋亡, 抑制Bax
引起线粒体介导的凋亡, 故称之为双功能凋亡

调节因子. Pidd(p53 inducible protein with death 
domain), 是由p53诱导表达的一种最新报道的含

有DD的蛋白分子, 他借其DD直接结合Fas的DD, 
引起p53依赖的细胞凋亡. 以上四种凋亡调控因

子与结直肠癌的关系有待深入研究. 

3  Fas/FasL系统表达与结直肠癌的肿瘤免疫　

正常肠上皮细胞更新活跃, 细胞增殖与凋亡处

于动态平衡. 有研究发现结肠上皮内淋巴细胞

(IEL)表达Fas, 对激动型抗Fas抗体敏感, IEL也
表达FasL mRNA和蛋白, 且能对表达Fas的靶细

胞发挥FasL介导的细胞毒作用, 提示IEL表达功

能性的Fas和FasL, 在正常的肠道免疫中发挥作

用[30]. 结直肠上皮细胞癌变后凋亡细胞数减少, 
而凋亡机能的紊乱是导致细胞癌变的一个重要

诱因. 低分化大肠癌中Fas蛋白的表达低于高分

化大肠癌, 提示Fas蛋白表达缺失可使细胞凋亡

减少, 因而凋亡与增生失衡, 使得癌细胞生长加

快[31-32]. Kushlinskii et al [33]报道有局部淋巴结转

移、肝转移与肺转移的结肠癌患者sFas血清水

平有增高倾向, 提示sFas可预测结肠癌的临床

进展和预后. 多数研究表明结直肠癌组织中普

遍表达FasL. 而且研究表明[34-35]在结直肠肝转移

癌中几乎全部表达FasL, 并且表达频率远高于

初期未转移大肠癌, 而且活性T淋巴细胞数量大

为减少, 但其机制不明. 国内学者近期实验结果

表明, FasL在正常大肠黏膜不表达, 在大肠腺瘤

中表达较低, 而在大肠癌中表达显著提高, 在大

肠癌转移灶中的表达率100%[36-37], 与国外的报

道结果一致. Yoong et al [38]推测Fas/FasL系统在

大肠癌肝转移中可发挥一定作用, 认为肿瘤细

胞与淋巴细胞可以相互成为FasL的靶细胞, 但
由于肿瘤细胞通过细胞内传导通路的中断获得

对FasL诱导凋亡的抵抗, 自身不进入凋亡却可

■相关报道
Fas/FasL系统与
肿瘤发病机制的
研究是近几年研
究的热点, 目前大
量文献报道, Fas/
FasL参与了肿瘤
的免疫逃逸和反
击的机制.
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以通过F a s L反向杀伤淋巴细胞而逃避免疫监

视. 7/8结肠癌细胞株(HT29、SW620、SW480、
T84、CaCo2、LoVo和CoLo205)也表达Fas 
mRNA, 但表达水平不一致. Shimoyama et al [31]发

现80.8%(173/214)结直肠癌组织和40.9%(34/83)
结直肠腺瘤组织FasL阳性, 提出FasL的表达是

结直肠癌发生的早期事件. 多数结肠腺癌由腺

瘤型息肉发展而成, 用DNA末端标记法TUNEL
和免疫组化染色观察到结肠腺瘤大多数细胞Fas
和FasL联合表达率与TUNEL阳性率无关, 提示

结肠细胞在恶性转化的早期即获得对Fas介导的

凋亡耐受[39]. 研究表明, 肿瘤组织切片中FasL阳
性表达区中肿瘤浸润淋巴细胞的凋亡率比FasL
阴性区高, 推测肿瘤细胞可能通过高表达FasL
杀伤肿瘤浸润T淋巴细胞(CTL). 可见Fas系统除

参与肿瘤免疫外, 还参与肿瘤逃逸免疫作用. 

4  Fas/FasL系统表达与结直肠癌化疗　

大肠癌患者中即使施行根治手术和辅助化疗后

仍有较高的转移发生率, 来自结直肠黏膜的癌

细胞在浸袭转移中必须逃逸机体的免疫系统和

化疗药物的杀伤, 在适应肿瘤局部微环境条件

下才有可能最终形成临床转移灶. 在癌症治疗

中一些细胞毒药物能诱导肿瘤细胞表达Fas和
FasL, 并通过Fas/FasL相互作用诱导肿瘤细胞

凋亡, 但在一些类型由抗癌药物诱导的凋亡中, 
Fas与FasL相互独立发挥细胞毒作用[40-41]. 一些

常用化疗药物, 如顺铂、阿霉素、丝裂霉素、

氟尿嘧啶和喜树碱等在体外结直肠癌细胞株可

增加细胞表面Fas感受器的表达. 而且生制浓度

的顺铂、丝裂霉素、甲氨蝶呤、米托蒽醌、多

柔比星和博来霉素可上调Fas和FasL的表达, 以
上研究为改善这些药物的功效提供了新的方

向. 有研究发现抗癌药物促进Fas聚集及Fas与
FADD的结合, FADD可能是诱导细胞毒作用的

关键因素[42-43]. 但是, 某些化疗药物一方面诱导

肿瘤细胞Fas的表达增加, 提高对凋亡信号的敏

感性; 另一方面又可诱导FasL的表达增加. 肿瘤

细胞FasL可诱导表达Fas的免疫细胞, 特别是肿

瘤浸润淋巴细胞发生凋亡. 因此, 某些化疗药物

对机体来说, 可视为一把双刃剑(double edged 
sword)[44]: 既可有助于机体清除肿瘤细胞, 又可

能促使肿瘤细胞转移, 并使结直肠癌细胞抗药

性增强. 也有学者认为某些化疗药物使肿瘤细

胞Fas表达增加, 是杀伤肿瘤细胞的主要机制之

一[45]. 总之, Fas/FasL系统在大肠癌的免疫耐受

和抗癌药物发挥作用中研究结论不完全一致, 
尚需在体内条件下深入研究Fas/FasL系统表达

与抗肿瘤药物对大肠癌细胞影响的关系, 综合

评价化疗药物对机体的作用. 
随着Fas/FasL系统的分子生物学基础研究

进展, 进一步从结直肠癌细胞逃逸机体免疫监

视, 反击机体免疫系统的机制和抗癌药物作用

机制的角度来阐明Fas/FasL系统表达所起的作

用, 将有助于阐明结直肠癌发生发展机制, 为结

直肠癌的治疗提供一种新的思路, 并有助于临

床合理地制定治疗方案和预后判断. 
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Abstract
Colorectal cancer (CRC) is one of the most 
common cancers in humans, and is often 
diagnosed at an intermediate or late stage with 
poor prognosis. Early detection may improve 
prognosis greatly. Current biomarkers (such as 
CEA and CA-199) lack sensitivity and specificity 
for general population screening. Hence, there 
is a great need for new biomarkers for early 
detection of CRC. Recently, proteomics has 
rapidly developed and been applied to every 
field in the life sciences, especially tumor 
research. Proteomic techniques give us the 
possibility to discover early diagnostic and 
prognostic biomarkers for CRC. In this study, 
the utilization of proteomics techniques in 
research on biomarkers for CRC is reviewed 
briefly.

Key Words: Proteomics; Colorectal cancer; Biomarker
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摘要
大肠癌是人类常见的肿瘤之一, 往往被诊断出
时已是中晚期, 预后较差. 因此, 早期诊断是
治疗的关键, 能明显改善预后. 虽然当前血清
CEA和CA-199等的检测已被广泛应用于大肠
癌的筛选, 但其缺乏特异性和敏感性, 这就需
要进一步寻找新的标志物. 近年来, 蛋白质组
学的发展已深入到生命科学的各个领域, 尤其
应用于肿瘤研究方面, 这就为我们发现新的大
肠癌标志物提供了崭新的途径. 本文对蛋白质
组学技术在大肠癌肿瘤标志物研究中的应用
进展作简要综述.

关键词: 蛋白质组学; 大肠癌; 标志物
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0  引言

大肠癌是常见的消化道肿瘤之一, 死亡率位居

发达国家恶性肿瘤死亡率的第2位[1], 在发展中

国家发病率也呈逐年升高趋势[2]. 据调查显示, 
目前大肠癌在中国大部分地区已经成为发病

率上升最快的恶性肿瘤之一[3]. 由于大部分患

者被确诊时已属中晚期, 术后又有一定的复发

率, 因此早期诊断和复发的早期检测是其有效

治疗的关键. 虽然当前血清CEA、CA-199等的

检测已被广泛应用于大肠癌的筛选, 但其存在

假阳性率和假阴性率高的问题, 缺乏特异性和

敏感性. 随着后基因组时代的到来, 蛋白质组学

(proteomics)迅速发展成为一门新学科. 无论是

从基因组的局限性, 还是从蛋白质自身研究发

展的需要来看, 大规模、全方位的蛋白质组学

的研究势在必行[4-6]. 蛋白质组学研究主要依赖

三大技术: 蛋白质分离技术、蛋白质鉴定技术

和生物信息学[7-8]. 已知细胞从正常状态转变为

肿瘤的过程中, 细胞内蛋白质表达谱必然会发

生一系列变化, 不同时期蛋白质的表达不同, 蛋
白质组学分析技术可从细胞整体水平上检测到

这种变化, 这就为寻找早期检测大肠癌肿瘤标

®

■背景资料
大肠癌是常见的
消 化 道 肿 瘤 之
一, 早期检测和诊
断是提高其生存
率、改善预后的
关键, 但目前仍缺
乏特异的筛选标
志物. 蛋白质组学
的迅速发展为解
决上述难题提供
了可靠的途径.
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志物提供了一条崭新的途径. 本文就蛋白质组

学技术在大肠癌肿瘤标志物研究中的应用进展

作简要综述.

1  蛋白质组学概论及主要技术

1 9 9 4年 ,  W i l k i n s首先提出了“蛋白质组

(proteome)”概念[9], 其含义是指一个基因组、一

个细胞或组织内表达的全部蛋白质. 蛋白质组学

则是一衍生概念, 是指应用各种技术手段来研究

蛋白质组的一门新兴学科, 通过对蛋白质的丰度

和性质动态变化的考察, 揭示蛋白质的活动规律

解释基因调控机制, 从而透视到生命的本质[5]. 目
前, 蛋白质组学研究已广泛应用于肿瘤生物学标

记物的筛选和鉴定、肿瘤分类、治疗及肿瘤发

生机制等方面[10]. 其主要的技术方法有:
1.1 双向凝胶电泳(t w o-d i m e n s i o n a l e l e c-
trophoresis, 2-DE) 2-DE技术是蛋白质组学研究

的核心技术之一, 由O'Farrell et al [11]于1975年建

立. 他作为一种比较成熟的技术已被广泛应用20 
余年, 也是目前对蛋白质组分辨率最高、重复性

最好的分离技术[12]. 其基本原理是根据蛋白质的

等电点和分子量不同在二维凝胶上将蛋白质分

成若干个点, 根据点的位置寻找差异表达蛋白进

行质谱鉴定从而发现特异性标记物. 2-DE技术具

有分辨率高、重复性好、操作方便和结果直观

等优点, 但该技术不易分离极酸或极碱、分子质

量大于200 ku或小于10 ku、低丰度蛋白, 难溶解

蛋白和膜蛋白等. 近几年逐渐发展完善的高效液

相色谱、差异凝胶电泳、毛细管电泳技术等新

技术可以用作对2-DE的补充, 具有更好的重复性

和灵敏度[13-14].
1.2 质谱(mass spectrometry, MS) 1906年, Thomas
发明了质谱仪. 20世纪80年代末美国科学家John 
B•Fenn和日本科学家田中耕一分别开发出电喷

雾电离和基质辅助激光解吸电离两种软电离技

术, 推动了生物质谱的发展. MS技术的基本原理

是通过电离源将蛋白质分子转化为气相离子, 然
后利用质谱分析仪的电场和磁场把蛋白质离子

分离开, 最后确定离子的质荷比(M/Z)值, 分析鉴

定未知蛋白质. 该技术具有高灵敏度、高精确

度、高通量和易自动化等优点, 不足之处是难

于进行N端及C端的氨基酸序列鉴定. 目前常用

于鉴定蛋白质的MS技术有: (1)基质辅助激光解

析离子化-飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS): 利
用基质吸收激光的能量使固相的多肽样品离子

化, 获得蛋白质的肽质量指纹图(PMF), 然后通过

相应的数据库搜索, 鉴定蛋白质; (2)电喷雾质谱

(ESI-MS): 在喷射过程中以连续离子化方式使多

肽样品电离; (3)串联质谱(MS/MS): 用于肽段的

氨基酸测序; (4)表面增强激光解析离子化-飞行

时间质谱(SELDI-TOF-MS): 直接在固相吸附蛋

白质的芯片表面使用脉冲氮激光能量, 使被捕获

的靶蛋白从芯片表面电离出来, 根据靶蛋白在离

子装置中的飞行时间测量出其分子质量.
1.3 激光捕获显微切割技术(laser capture micro-
dissection, LCM)与蛋白质芯片(protein chip) 激光

捕获显微切割技术(LCM)是组织水平上蛋白质

组样品制备的一大突破. LCM是在不破坏组织结

构, 保存要捕获的细胞和其周围组织形态完整的

前提下, 直接从冰冻或石蜡包埋组织切片中获取

目标细胞, 可以避免肿瘤组织的异质性对蛋白质

分析的影响, 确保研究结果的可靠性. 该技术由

Emmert-Buck et al [15]于1996年发明, 是目前较为

理想的细胞提取工具. 蛋白质芯片技术是一种高

通量、微型化和自动化的蛋白质分析技术, 他无

需进行蛋白质分离, 只是利用抗体或其他类型亲

和探针构成的芯片进行检测, 可同时检测几千种

蛋白质, 效率非常高. LCM和蛋白质芯片联合应

用, 能快速应用少量的细胞产生和分析蛋白质谱

或指纹, 这样可以评估正常和病理标本的全部

变化.
1.4 生物信息学 随着功能基因组研究的深入, 
2-DE、MS和蛋白质芯片分析等都将产生高通量

的生物信息, 因此需要多种庞大的数据库作为支

持, 数据库和分析软件成了蛋白质组学研究不可

缺少的信息学手段. 针对不同的研究目的, 蛋白

质数据库的种类各不相同, 包括蛋白质2-DE图谱

数据库、蛋白质氨基酸序列数据库、蛋白质结

构域与家族数据库和蛋白质高级结构及分类数

据库等. 其中2-DE图谱数据库是蛋白质组学研

究常用数据库, 分析软件有Melanie、PDQuest、
Delta2D和Image Master等. 

2  蛋白质组学技术在大肠癌肿瘤标志物研究中

的应用

随着上述各项技术的不断发展, 蛋白质组学已

能动态、整体和定量的观察大肠癌发生发展过

程中蛋白质种类、数量的改变, 在寻找大肠癌

肿瘤标志物的研究中已得到了广泛应用.
2.1 2-DE和MS的应用是肿瘤标志物研究的主要
手段 Stulik et al [16]利用2-DE和MS技术比较了正

常和癌变大肠黏膜, 发现大肠癌中肝脂肪酸结

■研发前沿
后基因组时代中, 
生命科学的研究
重心将从基因组
学转移到蛋白质
组学. 蛋白质组学
在寻找敏感和新
的肿瘤生物分子
标记物方面有着
极为广阔的应用
前景.
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合蛋白、肌动蛋白结合蛋白/22-α平滑肌蛋白

和环氧酶2表达下调, 而钙结合蛋白S100家族的

几个成员(S100A9, S100A8, S100A11)和热休克

蛋白70(HSP70)表达上调, 且都有统计学意义. 
Chaurand et al [17]通过MALDI-MS技术对鼠结肠

癌变黏膜及正常黏膜进行对照分析, 发现的特

异性蛋白信号中也包括前述的S100A9, S100A8, 
S100A11, 提示S100蛋白家族在大肠癌形成中可

能具有重要意义. Jungblut et al [18]经过2-DE发现

一种pI5.6/13 ku的蛋白只在肿瘤组织中表达, 该
蛋白的两个序列与来自于钙粒蛋白B(calgranulin 
B)的两个多肽能很好匹配, 进一步的研究证实

肿瘤和癌变前潜在肿瘤组织中calgranulin B有高

特异性的表达. 湘雅医院裴海平 et al [19]通过筛选

大肠癌组织与正常大肠组织中的差异表达蛋白, 
选择在癌组织中高表达的30个点进行质谱和生

物信息学分析, 鉴定出这些差异蛋白包括谷胱

甘-S-转移酶(GST), annexin IV, β-actin, APOA 1
蛋白, 肝型脂肪酸结合蛋白(L-FABP)和HSP27
等. 这些发现都有可能用作新的生物标记进行

结肠癌前病变的筛选和早期发现结肠癌.
热休克蛋白(heat shock protein, HSP)是一

个成员庞大的多肽类蛋白质家族, 作为分子伴

侣, 参与其他蛋白质的折叠、转运和合成等过

程, 并可与细胞内的其他肽类蛋白质结合, 参与

细胞的抗损伤、修复和热耐受过程. 随着对热

休克蛋白研究的不断深入, HSP在肿瘤发生和发

展过程中的重要意义已引起广泛关注, 现已发

现多种HSP在肺癌[20]、乳腺癌[21]等多种肿瘤细

胞中表达增强, 与肿瘤的生物学行为[22]、肿瘤细

胞凋亡[23-24]、肿瘤抗药性[25]和肿瘤免疫[26]等密

切相关. 研究表明HSP与大肠癌之间也有着密切

关系. 除了前述的HSP70和HSP27外, HSP60、
HSP90和HSP10等也相继被发现在大肠癌中呈

过度表达[27-30]. Coghlin et al [31]利用2-DE、MS、
免疫组化技术对268例大肠癌患者的肿瘤组织

和正常结肠黏膜进行对照研究, 发现在肿瘤组

织中TCP-1的两个亚基β和ε表达明显上调, TCP-
1-β的过度表达又预示着不良的预后, 而TCP-1
也正是HSP60家族中的重要一员, 在肌动蛋白、

微管蛋白的组装和折叠中发挥重要的作用. 王
少彬 et al [32]研究显示, HSP10在大肠腺瘤、大

肠腺癌组织中的表达明显强于正常大肠黏膜组

织, 在腺瘤转变为腺癌的过程中, HSP10呈持续

高表达状态, 表明HSP10的高表达可能与大肠癌

的发生发展有关. 目前认为大肠癌的发生发展

经历原癌基因激活、抑癌基因失活和DNA低甲

基化等多基因多步骤的变化过程[33], 其中ras基
因突变是大肠癌发生的早期启动性事件[34]. Lin  
et al [35]研究发现, HSP10与ras基因之间存在着密

切的关系, HSP10是rasGTP酶发挥其功能不可缺

少的辅助蛋白质之一, 在细胞内信号转导通路

中起重要作用. 所以, HSP10也可能通过与ras基
因间的作用, 介导恶性肿瘤的发生. 对HSP的研

究已成为分子生物学的一大热点, 相信也会成

为寻找大肠癌肿瘤标志物的重要突破口.
核基质蛋白(nuclear matrix protein, NMP)

也是值得大家关注的一类蛋白. 核基质是存在

于真核细胞核内的非水溶性纤维蛋白网络系

统, 其主要成分为非组蛋白, 此外还含有少量的

RNA和DNA. 核基质蛋白在维持细胞核的形态

结构、染色体组装、DNA复制和RNA转录等一

系列活动中发挥重要作用, 并且具有组织细胞

特异性和肿瘤相关性. 有研究表明[36]某些抑癌基

因如p53等产物可通过与核基质结合参与细胞

周期和细胞生长的调节, 如果核基质蛋白成分

发生改变, 则有可能引起癌基因或抑癌基因功

能的改变, 从而导致细胞生物学行为改变.特异

性的NMP最早被发现于膀胱癌[37]和前列腺癌[38]等

泌尿系统肿瘤, 近年来也逐渐被证实存在于其

他肿瘤(包括大肠癌). Brunagel et al [39]利用2-DE
鉴定了人大肠癌中特异性NMP指纹的存在. 高
静 et al [40]应用2-DE、免疫组化方法对12例大肠

癌组织及正常大肠组织的NMP成分进行了比较, 
发现5个特异性NMP只存在于肿瘤组织中, 另有

3个特异性NMP只在正常组织中出现, 同时还发

现不同分期的大肠癌NMP表达也存在差异, 核
基质N4仅见于高分化无淋巴结转移的大肠癌, 
却在低分化伴有淋巴结转移的大肠癌中消失, 
提示正常、不同分化程度以及淋巴结转移与否

的大肠癌核基质蛋白成分存在差异, 在3例低分

化伴有局部淋巴结转移者显示CB、MMP-9强
阳性, 这种差异性核基质蛋白的改变, 有可能导

致某些基因表达异常, 包括酶如CB、MMP-9等
的基因异常表达, 从而促进肿瘤浸润转移. 由此

可见, 特异性NMP有望成为大肠癌的肿瘤标志

物, 并可作为肿瘤分期的重要依据.
2.2 蛋白质芯片表面增强激光解析离子化-飞行
时间(SELDI-TOF-MS)技术 是蛋白质组学研究

中的一种全新的技术平台, 在Hutchens et al [41] 

研究的基础上, Ciphergen Biosystems公司发明

了表面增强的激光解析/电离(SELDI)蛋白芯片

■创新盘点
SELDI-TOF-MS
技术以整个蛋白
质组作为检测对
象, 显示疾病过程
中多重蛋白质变
化, 敏感性和特异
性大于单一指标
的诊断方法.
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质谱技术平台, 主要由蛋白质芯片、飞行质谱

和分析软件3部分组成, 具有高通量、多功能、

易使用、快速度和低成本的优点, 成为一种快

速、可重复、高度敏感、易于采用的分析手段

和诊断工具, 也已被广泛应用到大肠癌肿瘤标

志物的研究中. Chen et al [42]利用SELDI-TOF-MS
技术, 通过对147份血清标本(55例大肠癌和92名
健康人)的检测, 发现4个差异表达的蛋白质峰, 
通过生物信息学处理后, 利用这4个蛋白质峰组

合的蛋白质特征性的表达谱可以将健康人与结

直肠癌患者区分开, 其敏感性和特异性分别为

82.6%和91.9%. Melle et al [43]应用SELDI-TOF-
MS技术研究了大肠癌组织和邻近正常黏膜的

蛋白质指纹图谱以明确肿瘤特异性改变, 其中

垂体腺苷酸环化酶激活肽、核异质性核糖核蛋

白A1、黄素还原酶、钙结合蛋白、肿瘤转移抑

制基因NM23-H2、亲环素A和平滑肌蛋白22-α
在受检标本中差异有显著意义. Shiwa et al [44]也

采用SELDI-TOF-MS技术研究了9种不同组织

的肿瘤细胞株的蛋白质表达差异图谱, 结果在

结肠癌细胞株中发现了差异蛋白, 并鉴定为α-
胸腺素原, α-胸腺素原的表达水平在结肠癌细

胞中明显高于正常结肠黏膜细胞的表达, 提示

其可能成为结肠癌诊断有意义的生物标记物. 
Albrethsen et al [45]应用SELDI-TOF-MS比较结肠

癌患者血清和正常人血清的蛋白质指纹图谱及

结肠癌组织和正常结肠组织的蛋白质指纹图谱

发现, 人中性粒细胞防御素组分(HNP1-3)在结

肠癌患者血清中和结肠癌组织蛋白提取物中表

达上调, 应用微流检测技术发现从结肠癌组织

中提纯的HNP1-3对哺乳动物细胞是致命的, 从
而得出结论, HNP1-3作为结肠癌的标志物, 可
以和一些现有的方法联合用于诊断结肠癌, 也
可作为治疗随访的预后标志物. 王全晖 et al [46]

采用SELDI-TOF-MS蛋白芯片技术对64例大肠

癌患者手术前后和40名正常人进行了血清蛋白

质谱对比分析研究, 发现有42个蛋白质峰具有

判断性差别, 其中19个具有显著差别, 通过建

立数据库和软件分析, 最终确立了以平均分子

质量为5972.67Da、5927.21Da、6113.48Da、
5908.55Da、4292.51Da这5个蛋白质组成的模

板, 能正确地将大肠癌患者和正常人分组, 正确

分组率达80%, 这些经过筛选得到的蛋白质可能

成为早期诊断大肠癌重要的标志物.
2.3 LCM和蛋白质芯片技术 在最近的肿瘤研究

中, LCM和蛋白质芯片等新技术发挥了重要作

用, 并被应用于大肠癌的研究. Lawrie et al [47]对

结肠癌切除标本上的癌组织应用LCM选择性地

切取肿瘤细胞, 发现经过LCM处理后所获得的

蛋白质状态单一, 更适合于2-DE, 溶解的蛋白质

在2-DE胶上保持了预期的移动性, 对MS也无影

响. Sreekumar et al [48]应用抗体阵列确定了Lovo
结肠癌细胞系的蛋白质表达图谱. Von Eggeling 
et al [49]将LCM与蛋白质芯片相结合, 比较正常组

织与肿瘤组织的蛋白质表达谱差异, 绘制出了

蛋白质组表达谱. Kitahara et al [50]联合应用LCM
和cDNA微阵列, 研究了结直肠癌发生中基因表

达的变化, 发现44 个基因上调, 191个基因下调.

3  结论

总之, 蛋白质组学在大肠癌肿瘤标记物研究方

面取得快速进展, 其技术手段的不断进步加速

了标记物的研究步伐. 虽然他仍有不尽完善之

处, 例如2-DE还存在蛋白质的丢失、分离容量

有限且操作费时和低丰度蛋白难以去除等, 这
将影响肿瘤标记物研究的精确性与检出率, 但
相信随着研究的深入及样本切割技术、电泳技

术、芯片技术、质谱技术和生物信息学等的

不断完善与发展, 蛋白质组学技术可以更加快

速、灵敏、特异、自动化地进行肿瘤蛋白质组

分析, 对大肠癌肿瘤标志物的研究必将取得实

质性的进展.
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Abstract
AIM: To observe the expression of hepatocyte 
nuclear factor 6 (HNF6) and the activity of 
glucokinase (GK), the key enzyme in glucose 
metabolism, and to investigate the possible 
mechanism of berberine in treating type II 
diabetes.

METHODS: Mouse primary hepatocytes were 
isolated by an improved single two-step per-
fusion method. The murine hepatocytes were 
incubated with berberine (0, 1, 3, 10, 30 and 100 
μmol/L) and 1 mmol/L metformin for 24 hours. 
mRNA expression for HNF6 was determined by 

RT-PCR and analyzed by consequent quantifica-
tion, and the activity of GK was detected by an 
enzyme kinetics method.

RESULTS: Compared with the negative control 
group, 1, 3, 10 or 30 μmol/L berberine promoted 
the expression of HNF6 mRNA (1.00 ± 0.21, 1.11 
± 0.06, 1.37 ± 0.10 or 1.40 ± 0.09 vs 0.68 ± 0.02; 
P < 0.01). At 10 or 30 μmol/L, berberine up-
regulated GK activity (0.069 ± 0.082, 0.080 ± 0.073 
vs 0.009 ± 0.007; P < 0.05). Both of these reached 
a maximum at a concentration of 30 μmol/L. 
At 100 μmol/L berberine, expression of HNF6 
mRNA and activity of GK decreased, probably 
because high-concentration berberine inhibited 
the growth of primary hepatocytes.

CONCLUSION: It is suggested the effects of ber-
berine in improving glucose metabolism may be 
associated with its up-regulation of HNF6 mRNA 
expression and induction of hepatic GK activity.

Key Words: Berberine; Hepatocyte Nuclear Factors; 
Primary Hepatocytes; Glucokinase; Reverse tran-
scription polymerase chain reaction 

Yan ZQ, Leng SH, Lu FE, Lu XH, Dong H, Gao ZQ. 
Effects of berberine on expression of hepatocyte nuclear 
factor 6 and glucokinase activity in mouse primary 
hepatocytes. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(36): 
3842-3846

摘要
目的: 观察小檗碱对小鼠原代肝细胞核因子
6(HNF6) mRNA表达及葡萄糖代谢关键酶葡
萄糖激酶(GK)活性的影响, 探讨小檗碱治疗2
型糖尿病的分子机制. 

方法:  采用改良两步灌流法培养原代肝细
胞, 用不同浓度的小檗碱(0, 1, 3, 10, 30, 100 
μmol/L)和1 mmol/L二甲双胍干预24 h后, 采
用MTT比色法观察小檗碱对原代肝细胞增殖
的影响; 采用RT-PCR方法检测HNF6 mRNA表
达, 同时检测GK的活性. 

结果: 与阴性对照组相比, 1, 3, 10, 30 μmol/L

®

■背景资料
肝细胞核因子家
族成员变异在糖
代谢中的重要调
节作用及其变异
参与糖尿病发病
过程的重要性引
起了高度关注. 
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的小檗碱均能促进HNF6 mRNA的表达(1.00
±0.21, 1.11±0.06, 1.37±0.10, 1.40±0.09 vs  
0.68±0.02; P <0.01); 当小檗碱为10, 30 μmol/L
时, 均可上调GK的活性(0.069±0.082, 0.080
±0.073 vs  0.009±0.007; P <0.05); 二者均在30 
μmol/L时达到最大值. 小檗碱为100 μmol/L时
HNF6 mRNA的表达、GK的活性与阴性对照
组无差异, 可能与其抑制肝细胞生长有关.

结论: 小檗碱改善糖代谢的作用可能与其调
节HNF6的表达进而调节GK活性有关.

关键词: 小檗碱; 肝细胞核因子; 原代肝细胞; 葡萄

糖激酶; 逆转录聚合酶链反应
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0  引言

人们在研究鉴定调节肝脏基因表达的时候发

现了肝细胞核因子家族成员(hepatocyte nuclear 
factors, HNFs), 进而发现HNFs变异可引起三种

年轻的成人发病型糖尿病(MODY1、MODY3和
MODY5)[1]; 因而HNFs在糖代谢中的重要调节

作用及其变异参与糖尿病发病过程的重要性引

起了高度关注. HNFs作为调控糖和脂肪多层代

谢过程的上游信号分子族, 可引起机体糖和脂

质代谢紊乱, 导致Ⅱ型糖尿病[2-4], HNF6就是其

中之一. 小檗碱是中药黄连的主要成分, 具有广

泛的生物化学和药理学作用. 近年来有多项研

究表明小檗碱能够促进肝细胞摄取葡萄糖和调

节脂质代谢[5-6]. 本实验从小檗碱与HNF6及GK
的关系方面了解其内在联系, 探讨其治疗糖尿

病的机制.

1  材料和方法

1.1材料 实验动物: 6-8 wk SPF级昆明种小鼠购

自华中科技大学同济医学院实验动物学部. 小檗

碱、Ⅳ型胶原酶、胰岛素、6-磷酸葡萄糖脱氢

酶(G-6-PDH)均购自Sigma公司; 二甲双胍由武

汉合中化工制造厂馈赠; 地塞米松购自武汉滨湖

双鹤药业; 促肝细胞生长因子购自吉林省辉南辉

发制药公司; RPMI 1640培养基、胎牛血清购自

Gibcol公司、二甲基亚砜(DMSO)、四甲基偶氮

唑盐(MTT)、5'-三磷酸腺苷二钠(ATPNa2)均购自

Amresco公司; RT-PCR试剂均为TOYOBO公司产

品. ELX800全自动酶标测试仪, OLYMPUS倒置

显微镜, 高精密度电子分析天平, Sigma低温高速

离心机, 美国进口水套式CO2培养箱, Eppendorf 
梯度PCR仪, 山东高密彩虹分析仪器有限公司半

自动生化分析仪.
1.2 方法 
1.2.1 原代肝细胞分离和培养: 按照Seglen法[7]并

略加调整. 昆明小鼠腹腔麻醉, 酒精消毒体表, 
断头放血后打开腹腔, 使其充分暴露肝脏, 剥
离下腔静脉、门静脉, 从下腔静脉匀速灌流预

温至37℃的无钙灌流液(NaCl 8.3 g/L, KCl 0.5 
g/L, Na2HPO4•12H2O 0.2513 g/L, EDTA 0.186 
g/L, HEPES 2.4 g/L, pH7.4)30 mL; 待其流出液

体澄清后, 用止血钳结扎门静脉改作灌流预温

至37℃的0.5 g/L Ⅳ型胶原酶灌流液(Ⅳ型胶原

酶0.5 g/L, NaCl 3.9 g/L, KCl 0.5 g/L, CaCl2 0.7 
g/L, Na2HPO4•12H2O 0.2513 g/L, HEPES 2.4 g/L, 
pH7.5)20 mL, 待肝脏表面出现龟背裂纹后停止

灌流; 取下肝脏用RPMI 1640(不含血清)培养基

终止消化, 用镊子钝性分离肝细胞, 得到的肝细

胞混悬液用200目尼龙网滤去不能消化的肝包

膜和纤维组织, 500 r/min离心3次, 得到纯度大

于90%、活力大于90%的肝细胞. 肝细胞培养液

(RPMI 1640培养基, 胎牛血清100 mL/L, 促肝细

胞生长因子0.02 g/L, 地塞米松0.005 g/L, 胰岛素

0.005 g/L, pH7.4)培养3 d后用于实验.
1.2.2 MTT实验: 将原代肝细胞接种在96孔板

中, 加入不同浓度的小檗碱(0, 1, 3, 10, 30, 100 
μmol/L), 1 mmol/L二甲双胍干预, 各组DMSO含

量均为0.2%, 且均是无血清培养, 每组各5个复

孔. 培养24 h后, 加入0.5%的MTT溶液10 μL. 继
续培养4 h, 弃去培养液, 加入100 μL的DMSO, 
充分振荡混匀后, 置于酶标仪上检测490 nm吸

光度值.
1.2.3 RT-P C R检测小鼠原代肝细胞、H N F6 
mRNA表达: 药物干预细胞24 h后提取RNA, 提
取按照说明书操作, 用核酸分析仪检测RNA的

浓度和纯度, 取A 260/A 280比值在1.8-2.0的RNA进

行实验. 引物自行设计并由上海生工生物工程

公司合成, 引物设计见表1. 取2 μg的RNA逆转

录合成cDNA单链进行PCR扩增, 扩增条件为: 
94℃预变性5 min; HNF6: 94℃变性1 min, 退火

58℃ 1 min, 72℃延伸1 min; β-actin: 94℃变性50 
s, 退火54℃ 50 s, 72℃延伸50 s; 扩增的循环数分

别为29、34个循环; 最后72℃ 10 min. 扩增产物

经16 g/L琼脂糖凝胶电泳, 于凝胶成像分析仪上

进行光密度扫描. 进行电泳条带分析. 以目的条

■研发前沿
HNFs作为调控糖
和脂肪多层代谢
过程的上游信号
分子族, 可引起机
体糖和脂质代谢
紊乱, 导致2型糖
尿病, HNF6就是
其中之一, 本实验
从小檗碱与HNF6
及GK的关系方面
了解其内在联系, 
探讨其治疗糖尿
病的机制.
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带比β-actin的相对积分吸光度值表示结果.
1.2.4 酶活性测定: GK活性用酶法分析的方法

检测[8], 主要步骤如下, 原代肝细胞接种在6孔板

中, 待加入不同浓度的药物培养24 h后, 弃去培

养液, D-Hanks漂洗3遍后, 用PBS清洗细胞单层3
次, 用含K2HPO4(20 mmol/L)、EDTA(1 mmol/L)、
MgCl2(110 mmol/L)以及DTT(5 mmol/L)的预

冷缓冲液收集细胞并超声破碎处理, 将处理后

液体在4℃以12 000 g离心15 min, 收集上清. 酶
活性检测反应液包括高糖(100 mmol/L)和低糖

(0.5 mmol/L)两组, 其组成为: HEPES(50 mmol/L, 
pH7.4), KCl(100 mmol/L), MgCl2(7.4 mmol/L), 
NAD(0.5 mmol/L), 0.05% BSA, G6PDH(3 mg/L), 
ATP(5 mmol/L), β-mercatoethanol(15 mmol/L)及
上述不同浓度葡萄糖. 将含GK的上清10 mL加
到200 mL反应液中, 并于30℃温育1 h, 加入2 mL 
NaHCO3(500 mmol/L, pH9.4)来终止反应. 在347 
nm发射光、448 nm激发光下测定吸光度A . 每
个测量中, 以无ATP的0.5和100 mmol/L葡萄糖时

的值作为空白管. GK活性用100 mmol/L葡萄糖

浓度时的活性减去0.5 mmol/L葡萄糖浓度时的

活性. 蛋白浓度用考马斯亮蓝试剂盒测定. 用以

下公式计算GK的活性: (高糖A -低糖A )/(蛋白质

量×时间).
统计学处理 所有数据均采用SPSS13.0软件

mean±SD进行分析, 用单因素方差分析进行统计.

2  结果

2.1 分离得到的肝细胞 从小鼠得到的原代肝细

胞大多为圆形或类圆形, 少数为不规则形状, 胞
质丰富, 其中可见大量颗粒状内容物(图1A). HE
染色可见较多单核、双核细胞及少数三核细胞

(图1B).
2.2 小檗碱对原代肝细胞活力的影响 MTT结果

显示随着小檗碱浓度的增加, 存活率逐渐有所

下降, 表明其对原代肝细胞的抑制作用增强(表2).
2.3 小檗碱对原代肝细胞HNF6 mRNA表达的影
响 1, 3, 10, 30, 100分别表示小檗碱浓度为1, 3, 

10, 30, 100 mol/L; 二甲表示二甲双胍的浓度为

1 mmol/L, 与阴性对照组(0 mmol/L)相比, 小檗

碱在1, 3, 10, 30 mmol/L时和二甲双胍均能促进

HNF6 mRNA的表达(P <0.01), 以30 mmol/L时表

达最多(图2).
2.4 小檗碱对GK活性的影响 0, 1, 3, 10, 30, 100
分别表示小檗碱浓度为0, 1, 3, 10, 30, 100 μmol/L, 
二甲表示二甲双胍的浓度为1 mmol/L, 由图3可
知, 与阴性组(0 μmol/L)比较, 小檗碱能够上调

GK活性的表达, 但只有当其浓度为10 μmol/L, 
30 μmol/L时其活性才明显增强(P <0.05, 图3), 以
30 μmol/L时最高.

3  讨论

小檗碱又名黄连素, 是中药黄连的主要成分, 长
期以来在临床中广泛用于治疗消化性溃疡及腹

泻[9-11], 本实验室前期研究发现小檗碱能够促进

胰岛b-细胞分泌胰岛素[12], 并证实小檗碱有降糖

和调脂的作用, 其他同行也证实小檗碱可以促

进肝细胞摄取葡萄糖和调节脂质代谢[5-6]. 小檗

碱用于糖尿病的治疗越来越受到重视.
HNF6在肝脏、胰腺、大脑、脾脏及肠道中

均有表达, 他与肝脏内至少227个基因结合, 并
可参与肝脏葡萄糖代谢中多种酶的调节. GK是

一种已糖激酶, 是葡萄糖代谢的关键酶之一, 其
特异性存在于成熟肝细胞和胰岛细胞中. GK活

性增强, 促进肝脏葡萄糖磷酸化, 使肝糖原合成

能力增加, 抑制肝糖原异生, 从而维持血糖稳定. 
GK是HNF6下游直接或间接效应因子, 还有人认

为HNF6可控制GK基因的表达[13].
本实验中观察到, 不同浓度的小檗碱作用

于原代肝细胞, 引起HNF6 mRNA及GK活性发

生不同的变化, 但总体趋势一致, 即在一定浓度

范围内随着小檗碱浓度的增大, HNF6 mRNA
的表达增加, GK活性增强, 当小檗碱浓度较高

■相关报道
近年在权威期刊
《Science》发表
的关于肝细胞核
因子家族异常表
达和2型糖尿病发
生密切相关的论
文 ,  揭示HNFs作
为调控糖和脂肪
多层代谢过程的
上游信号分子族, 
可引起机体糖和
脂质代谢紊乱, 导
致2型糖尿病.

表  1  PCR引物序列和产物长度

     
引物名称                           引物序列

                           产物长

				                   度(bp)

HNF6      上游   5'CAAATGGCAGGACGAGG3'            434

               下游   5'GTGGTGGAACAGATAAGAACG3'

b-actin   上游   5'TGCCCATCTATGAGGGTTAC3'       579

               下游   5'GGAAGGTGGACAGTGAGGC3'

表  2  不同浓度小檗碱干预原代肝细胞24 h后存活率比
较(n  = 6)

     
小檗碱(mol/L)                      A 490                            存活率(%)

0	                1.984±0.114                     100.00

1                             2.023±0.150                     102.02    

3                             1.671±0.334a                      84.39

10                           1.628±0.270a                      82.24

30                           1.530±0.248b                      77.37

100                         1.505±0.115b                      76.01

aP<0.05, bP<0.01 vs  阴性组(0 mol/L).
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(100 μmol/L)时, HNF6 mRNA的表达与GK的

活性反而下降, 这可以提示我们肝细胞核因子

的表达、GK的活性与小檗碱呈一定的剂量依

赖关系, 即在较低浓度范围内随着小檗碱浓度

的增大肝细胞核因子的表达、GK的活性呈上

升趋势, 当小檗碱浓度继续增大到某一水平肝

细胞核因子的表达、GK的活性反而下降, 这可

能与其高浓度抑制原代肝细胞的生长有关. 我
们还发现, 与阴性对照组相比, HNF6 mRNA的

表达在小檗碱浓度为1, 3, 10, 30 μmol/L时均显

著增加(P <0.01), GK的活性在小檗碱浓度为10, 
30 μmol/L时才显著增加(P <0.05), 二者均在30 
μmol/L时达到最大值, 也就是说只有当小檗碱

浓度达到一定程度时才使HNF6 mRNA表达、

GK的活性均明显增加. 小檗碱浓度发生变化引

起HNF6 mRNA表达、GK的活性发生变化; 而
GK又是HNF6的直接或间接效应因子, 从实验中

也发现GK的活性与HNF6 mRNA表达变化趋势

基本一致; 两者合二为一小檗碱可能先作用于

HNF6, 通过HNF6的变化来调节其下游的肝细

胞代谢关键酶GK的活性, 从而达到调节糖代谢

的作用. 但是由于他们之间相互作用, 机制十分

复杂, 我们还不能确定他们之间是否存在直接

因果关系, 其机制有待进一步研究. 另外本实验

也观察到二甲双胍虽然也使HNF6 mRNA有一

定程度增加, 但并未引起GK活性的增强, 这可能

与其使HNF6 mRNA表达量未达到一定程度有关.
总之, 小檗碱能够调节HNF6的表达, 进而

调节肝脏葡萄糖激酶的活性, 从而发挥其治疗

糖尿病的作用, 因此HNF6可能是小檗碱治疗

糖尿病的关键靶点之一. 但是小檗碱如何调控

HNF6和糖脂代谢相关激酶的表达以及这些他

们之间的相互作用关系有待进一步探讨.
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治疗糖尿病方面
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Abstract
AIM: To observe the levels of TGF-β1, MMP-2 
and TIMP-2 in the livers of rats with hepatic 
fibrosis, and the effects of salvianolic acid B 
(SA-B) on it.

METHODS: An animal model of hepatic fibrosis 
was established by injecting DMN (dimethyl 
nitroxide) solution into the abdominal cavity 
for four continuous weeks. Levels of TGF-β1, 
MMP-2 and TIMP-2 in liver tissue were assessed 
by S-P immunohistochemical staining using 
polyclonal antibodies against TGF-β1, MMP-2 
and TIMP-2. Pathological characteristics of liver 
tissue were observed by microscopy after he-
matoxylin-eosin and Masson staining. Levels of 
ALT, AST and Alb were detected using an auto-
biochemical analytical tool in the laboratory test 
department of our hospital. Serum levels of HA, 
LN were detected by radioimmunoassay (RIA).

RESULTS: Compared with rats in the liver 
fibrosis group, the pathologic manifestations 
of those in the SA-B-treated group improved 

significantly. The levels of ALT, AST, HA and 
LN in the treated group were significantly lower 
than those in the liver fibrosis group (87.0 ± 28.7 
U/L vs 190.4 ± 27.4 U/L, 85.6 ± 25.3 U/L vs 178.2 
± 15.9 U/L, 179.7 ± 32.8 mg/L vs 433.3 ± 86.1 
mg/L, 135.6 ± 21.1 mg/L vs 224.7 ± 29.2 mg/L, P 
< 0.01). Expression levels of TGF-β1 and TIMP-2 
in the SA-B-treated group were significantly 
lower than those in the liver fibrosis group (18.53 
± 2.54 vs 12.78 ± 2.65, 21.88 ± 3.83 vs 14.69 ± 4.51, 
P < 0.01), and there was no difference in the ex-
pression of MMP-2 between the treated group 
and the hepatic fibrosis group.

CONCLUSION: SA-B is efficient for the treat-
ment of hepatic fibrosis; the mechanisms possi-
bly involve the inhibition of TGF-β1 and TIMP-2.

Key Words: Salvianolic acid B; Liver fibrosis; Matrix 
metalloproteinase; Tissue inhibitors of metallopro-
teinase; Transforming growth factor-beta 1; Radio-
immunoassay

Lu MQ, Pan CW, Li J, Chen YP. Effect of salvianolic acid 
B on levels of TGF-β1, MMP-2 and TIMP-2 in rats with 
liver fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2007; 15(36): 
3847-3851

摘要
目的: 观察丹酚酸B盐(salvianolic acid B, SA-B)
对肝纤维化大鼠肝组织转化生长因子 -β1 
(TGF-β1)、基质金属蛋白酶-2(MMP-2)和基质
金属蛋白酶组织抑制因子-2(TIMP-2)表达的影
响, 并探讨SA-B抗肝纤维化的可能机制.

方法: ♂SD大鼠30只随机分为正常对照组、
模型组和丹酚酸B治疗组, 以5 mL/L的二甲
基亚硝胺(DMN)建立肝纤维化模型, 治疗组
在造模4 wk后给予SA-B治疗4 wk. 应用HE, 
Masson染色观察肝组织病理纤维化分级, 全
自动生化分析仪检测ALT、AST和Alb, 放免
法检测HA和LN, S-P免疫组织化学方法检测
TGF-β1、MMP-2和TIMP-2蛋白质的表达. 

结果: 与模型组相比, SA-B能改善肝纤维化大

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病向肝硬
化发展所共有的
病理改变 ,  其本
质为ECM在肝内
的过度沉积. 我国
为乙型病毒性肝
炎高发区, 肝炎肝
硬化发生率高. 因
此, 对肝纤维化防
治的研究受到越
来越多的关注, 探
讨肝纤维化的发
病机制, 寻求肝纤
维化的防治方法
已成为肝纤维化
研究的热点.
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鼠肝脏病理组织学结构, 治疗组血清ALT、
AST、HA和LN水平明显减低(87.0±28.7 U/L 
vs  190.4±27.4 U/L, 85.6±25.3 U/L vs  178.2
±15.9 U/L, 179.7±32.8 mg/L vs  433.3±86.1 
mg/L, 135.6±21.1 mg/L vs  224.7±29.2 mg/L, 
均P <0.01), 经SA-B干预后TGF-β1和TIMP-2
表达明显下降, 与模型组相比有显著性差异
(18.53±2.54 vs  12.78±2.65, 21.88±3.83 vs  
14.69±4.51, 均P <0.01), 而MMP-2表达水平无
明显变化.

结论: SA-B能改善肝纤维化大鼠肝脏病理组
织学结构, 可能通过抑制TGF-β1和TIMP-2表
达而促进肝纤维化的逆转.

关键词: 丹酚酸B盐; 肝纤维化; 转化生长因子β1; 
基质金属蛋白酶-2; 金属蛋白酶组织抑制因子-2; 

放射免疫法
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0  引言

肝纤维化是各种慢性肝病向肝硬化发展的必经

阶段, 其发生和发展与细胞外基质(ECM)在肝内

过度沉积有关[1]. 这种过度沉积不仅由ECM合成

增多引起, 更大程度是降解减少的原因. 转化生

长因子β1(TGF-β1)是肝纤维化发生、进展乃至

肝硬化形成中发挥核心作用的细胞因子, 是激

活肝星状细胞(HSC)并促进其表达ECM的关键

因素[2]. 丹酚酸B盐(salvianolic acid B, SA-B) 是
自唇形科植物丹参的干燥根和根茎中提取的有

效成分. 国内外的研究发现, SA-B有显著的抗大

鼠肝纤维化作用, 本研究旨在探讨观察SA-B对

实验性肝纤维化大鼠肝组织TGF-β1、 MMP-2
和TIMP-2表达的影响, 以探讨其抗肝纤维化的

可能机制, 现报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠30只, 体质量120-140 g, 
由中国科学院上海实验动物中心提供. DMN购自

Sigma公司, 免疫组化一抗、二抗试剂购自Santa 
Cruz公司, 免疫组化DAB显色试剂盒购自福建迈

新公司. SA-B购自中国药品生物制品检定所, 应
用时用蒸馏水配制成浓度为1.25 g/L的溶液.
1.2 方法 
1.2.1 动物分组和造模: ♂SD大鼠30只随机分

为3组: 正常对照组10只, 肝纤维化模型组10只, 
SA-B治疗组10只. 正常对照组ip生理盐水, 剂量

2 mL/kg, 模型组ip 5mL/L DMN建立肝纤维化模

型, 1次/d, 每周连续3 d, 共4 wk. 模型组和SA-B
治疗组造模4 wk结束后分别以蒸馏水和SA-B溶
液按照10 mL/kg进行ig, 1次/d, 每周连续3 d ,共4 
wk. 第8周末处死各组大鼠.
1.2.2 免疫组织化学检查: 取出新鲜肝组织用40 
g/L甲醛固定12 h, 之后脱水透明石蜡包埋. 采用

热修复抗原SABC染色程序, 切片浸入0.01 mol/L 
枸橼酸缓冲液, 微波炉加热沸腾15 min热修复, 
冷却后0.01 mol/L PBS洗涤2次, 滴加二抗及血清

封闭液, 室温20 min, 滴加稀释一抗, 4℃冰箱保

存过夜, 滴加SABC试剂, DAB显色, 蒸馏水清洗, 
苏木素轻度复染, 脱水、透明、封片, 显微镜

观察. 每次染色时用试剂公司提供的TGF-β1、
MMP-2和TIMP-2阳性片作阳性对照, PBS代替

第一抗体作为阴性对照. TGF-β1、MMP-2和
TIMP-2免疫组化结果均使用美国IPP5.0专业图

像分析软件测定平均光密度值, 用背景的光密

度值减去阳性部位的光密度值即为阳性部位的

吸光度值.
1.2.3 肝脏组织病理检查: 以40 g/L甲醛溶液固

定, 常规经HE染色和Masson三色染色, 普通光学

显微镜下观察. 肝组织病理学检查, 肝组织HE染
色, 按2000年中华医学会传染病与寄生虫病学

分会、肝病学分会联合修订《病毒性肝炎防治

方案》中慢性肝炎分期标准, 进行纤维化程度

(S)分级, 判定肝纤维化程度[3].
1.2.4 血清学检测 采用全自动生化分析仪检测

ALT、AST和Alb水平, 放射免疫测定血清HA和

LN的水平.
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件分析, 

计数资料用mean±SD表示. 多组样本均数比较

进行方差齐性检验, 组间比较采用单因素方差

分析.

2  结果

肝纤维化模型组大鼠毛色暗淡、精神萎靡, 进
食进水减少, 易受惊, 体质量增长缓慢. 处死后

取肝组织可见模型组肝脏表面粗糙有结节, 颜
色灰暗, 用手触摸感觉发硬, 治疗组大鼠毛色较

好, 食欲尚可, 肝组织损害较模型组轻, 肝脏质

地软, 表面较光滑.
2.1 肝功能检测结果 与正常对照组比较, 肝纤维

化模型组血清丙氨酸转氨酶(ALT)和天冬氨酸

■研发前沿
转 化 生 长 因 子
β 1是肝纤维化
的启动、进展乃
至肝硬化形成中
发挥核心作用的
细胞因子 ,  肝纤
维化的过程与基
质金属蛋白酶及
其抑制因子的表
达密切相关 ,  在
肝纤维化治疗的
实验中 ,  有很多
针对T G F - β 1、
MMPs、  TIMPs
的研究.
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转氨酶(AST)明显升高, 与模型组比较, 经SA-B
治疗后, 血清ALT和AST明显下降.
2.2 血清透明质酸(HA)和层黏蛋白(LN)的变化 
与正常组比较, 模型组血清HA和LN的水平明显

升高(P <0.01), 与模型组比较, 经SA-B治疗后, 血
清HA和LN水平明显下降(P <0.01, 表1).
2.3 肝脏组织病理学检查 显微镜下模型组可见

灶性坏死, 伴炎性细胞浸润, 小叶结构紊乱, 由
汇管区和中央静脉伸出粗大胶原纤维条索分

割、包绕肝小叶, 肝细胞索排列紊乱, 肝细胞浊

肿明显. 与模型组相比, 治疗组肝细胞坏死、纤

维组织增生减少, 肝小叶结构破坏减轻, 纤维条

索疏松变窄, 肝细胞水肿好转, 肝内炎症细胞浸

润减少. 各实验组大鼠肝脏病理纤维化分级情

况见表2.
2.4 肝脏组织免疫组织化学检查 与对照组比较, 
模型组MMP-2、TIMP-2和TGF-β1免疫组化表

达均明显增强,与模型组比较, 治疗组TIMP-2、
TGF-β1免疫组化表达显著减轻, 有显著性差异

(P <0.01), 治疗前后MMP-2表达无显著变化(表3)
2.5 肝组织TGF-β1表达与病理肝纤维化分级、
MMP-2和TIMP-2表达的关系 用等级相关分析, 
显示大鼠肝组织TGF-β1平均光密度与病理分级

呈正相关(r = 0.697, P <0.01), 大鼠肝组织TGF-β1
平均光密度与TIMP-2平均光密度呈正相关(r = 
0.699, P <0.01), 大鼠肝组织TGFβ1与MMP-2平
均光密度呈正相关(r = 0.399, P <0.05). 

3  讨论

TGF-β1是目前研究最深入的与肝脏疾病密切相

关的细胞因子, 是调控肝纤维化发生发展的核

心物质[4]. HSC活化后产生多种细胞因子, 其中

TGF-β1是促肝纤维化主要的细胞因子之一, 该
物质主要由活化的HSC分泌并激活, 而TGF-β1
又可促进、维持H S C的活化 .  研究发现 ,  在
MMPs的活化过程中, TGF-β1发挥重要调节作

用. TGF-β1通过调节基质金属酶的产生和活性

来干扰细胞外基质的代谢[5]. TGF-β1能在转录水

平上促进α2巨球蛋白表达, 而金属蛋白酶与后

者结合后功能即受到抑制, TGF-β1还能增加蛋

白酶抑制剂的表达, 如纤维蛋白溶解酶原抑制

物-1、组织特异性金属蛋白酶抑制物等[6], 从而

拮抗细胞外基质水解酶的作用, 引起细胞外基

质分解减少和沉积增加, 加速肝纤维化的发展. 
本研究结果显示TGF-β1在正常对照组表达见于

汇管区、肝细胞、肝窦内皮细胞, 着色较浅, 范
围窄, 而在肝纤维化模型组主要表达见于纤维

间隔内、HSC细胞、肝细胞、肝窦内皮细胞, 呈
棕黄色颗粒, 范围广. 本研究TGF-β1抗原免疫组

化染色半定量分析结果显示: 平均光密度值与

对照组之间有显著差异(P <0.01), 说明TGF-β1 
是促进胶原纤维合成因子之一, 是肝纤维化发

生发展微观调节的重要细胞因子. 通过消除纤

维化过程中病变组织产生过多的TGFβ1来预防

或阻断纤维化的发展已成为纤维化防治研究的

热点[7], 国内王海南 et al [8]报道认为SA-B能明显

抑制HSC的增殖, 既能减少TGF-β1分泌的总量, 
又能减少活性型TGF-β1的含量, 并可不同程度

地抑制Smad2/3蛋白的表达, 抑制Smad2蛋白在

细胞内的磷酸化与核转位, 从而拮抗TGF-β1, 我
们的体内实验研究结果显示, 经SA-B治疗后, 肝
组织TGF-β1的表达有显著降低, 说明可能是其

发挥抗肝纤维化作用的机制之一. 
正常情况下E C M生成与降解处于动态平

衡, ECM合成与降解的失衡是引起肝内ECM积

聚并导致肝纤维化的重要机制. 目前认为后者

是由于基质金属蛋白酶(MMPs)表达下调或由

于TIMPs的表达增加, 抑制了MMPs的活性, 使

■相关报道
目 前 国 内 外 有
关 肝 纤 维 化
与 T G F - β 1 、
MMPs、TIMPs表
达关系的报道较
多, 但肝纤维化是
一个复杂的过程, 
如能进行动态观
察, 研究将更真实
可靠.

表  1  各实验组大鼠血清学检测结果(mean±SD, n = 10)

     
  分组                       ALT(U/L)                      AST(U/L)                      Alb(g/L)                     HA(mg/L)                          LN(mg/L)

对照组                31.6±8.5                 29.9±10.7               32.9±3. 3              108.3±22.7                  82.0±11.8

模型组              190.4±27.4b             178.2±15.9b              31.7±2.3               433.3±86.1b               224.7±29.2b

治疗组                87.0±28.7bd              85.6±25.3bd             33.5±2.9               179.7±32.8bd              135.6±21.1bd 

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  模型组.

表  2  各实验组大鼠肝脏病理分级 (n  = 10)

     

bP<0.05 vs  模型组.

   分组                                        肝纤维化分级
	            0            Ⅰ             Ⅱ           Ⅲ            Ⅳ 
对照组             10            0             0            0            0 
模型组               0            0             0            3            7
治疗组b              0            7             2            1            0 
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胶原降解受到抑制[9], 肝细胞与多种间质细胞均

能不同程度合成MMPs与TIMPs, 并通过复杂的

调节机制, 在维持正常肝脏纤维组织中ECM的

合成与降解的动态平衡中起关键作用. 肝纤维

化时, MMP-2为ECM降解过程中起关键作用的

MMPs之一, 在大鼠肝纤维化模型中MMP-2的
表达随肝纤维化发展逐渐增加, 尤其进展期增

加更明显[10], 而TIMP-2是一种21 kDa的非糖基

化蛋白, 与MMP-2亲和性较强, 抑制其活性, 他
还抑制其他所有激活M M P s的蛋白水解活性. 
TIMP-2通过对MMP-2等金属蛋白酶活性的抑制

促进ECM的沉积, 因此TIMP-2的表达程度反映

了对MMPs抑制的程度, 也反映了肝纤维化的严

重程度[11]. 我们的免疫组化研究表明MMP-2主
要位于窦内皮细胞、血管内皮细胞及肝窦细胞,  
MMP-2免疫组化阳性表达肝纤维化组明显高于

对照组, 说明MMP-2与肝纤维化关系密切. 本实

验在蛋白质水平反映TIMP-2在肝纤维化大鼠中

的表达情况, 免疫组化观察发现, 肝纤维化大鼠

肝脏中肌成纤维细胞、成纤维细胞有TIMP-2
蛋白的高表达, 阳性信号呈现为棕黄色颗粒状, 
分布在肝细胞胞质中 ,未见细胞核表达 ,  提示

在肝纤维化中, 肌成纤维细胞和成纤维细胞是

TIMP-2表达的主要细胞. 本实验结果表明, 肝纤

维化时TIMP-2表达增强且与正常组比较有显著

性差异, 说明TIMP-2表达增强,抑制了胶原酶的

活性, TIMP-2通过对MMP-2、MMP-9等金属蛋

白酶活性的抑制促进ECM的沉积. 
本实验发现经S A-B干预后 ,与模型组相

比, 血清学研究结果显示: 肝功能指标有明显的

改善, 病理组织学改变显示肝纤维化程度明显

减轻. 经SA-B治疗后,大鼠肝组织TIMP-2的表

达较肝纤维化模型组明显降低, 有显著性意义

(P <0.01), 但治疗组MMP-2表达与肝纤维化模型

组比较差异无显著性意义(P >0.05), 表明治疗实

验性肝纤维化大鼠可能不是通过调节MMP-2表
达来实现的, 而是下调TIMP-2的表达, 在一定

程度上解除对MMPs的抑制作用, 有助于ECM

的降解. 我们通过实验证明SA-B可能通过下调

TGF-β1表达抑制胶原的合成, 同时下调TIMP-2
表达而使胶原分解加强, 从而减轻肝纤维化的

程度. 而TGF-β1本身也具有调控MMPs和TIMPs
的功能, 其调控的机制非常复杂, 可以通过不同

的下游事件来完成对MMPs和TIMPs家族成员

的基因表达调控作用, 这些下游事件主要包括

Smad通路、促分裂原活化蛋白激酶(MAPK)通
路以及刺激激活蛋白-1转录因子的生成等. 我们

的研究显示TGF-β1与TIMP-2存在显著正相关, 
MMPs/TIMPs成员受TGF-β1调控的具体机制, 
以及各条信号通路之间的调控关系, 尚有待进

一步的探讨. 同时, 寻找一种调节ECM降解酶系

的药物, 干预细胞外某些细胞因子的表达, 可能

会在防治肝纤维化的进展中起重要作用. 本研

究结果表明, 经丹酚酸B治疗后的肝纤维化大鼠

血清中HA和LN含量明显低于模型组(P <0.01), 
同时下调纤维化大鼠TGF-β1和TIMP-2的水平, 
从而减少ECM积聚, 对肝纤维化的形成具有明

显抑制作用.
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Abstract
AIM: To s tudy the in te rac t ion be tween 
polymorphism in CYP2E1 genotype and tobacco 
and alcohol consumption and risk of developing 
esophageal cancer (EC) in Kazakh.

METHODS: A 1∶2 matched case–control study 
was conducted with 120 cases of EC in Kazakh  
and 240 population-based controls. CYP2E1 
genotypes were identified by PCR amplification 

followed by digestion with RsaⅠ.

RESULTS: The genotype frequencies of Rsa 
I-digested CYP2E1 in the EC group differed 
from those in the control group (78.3% vs 53.3%, 
19.2% vs 37.5%, 2.5% vs 9.2%, χ2 = 21.794, P < 
0.05). Individuals with the C1/C1 genotype had 
a 3.07-fold (95% CI: 1.87 – 5.03) increased risk of 
developing EC compared with those who had 
the C1/C2 or C2/C2 genotype. Interaction anal-
ysis showed there was an interaction between 
CYP4502E1 gene polymorphism and smoking 
and alcohol consumption, and the interaction 
was higher than the sum of the two factors 
alone.

CONCLUSION: The gene–environment inter-
action between the RsaⅠ-digested CYP2E1 
polymorphism and smoking and alcohol con-
sumption may increase susceptibility to EC in 
Kazakh.

Key Words: Cytochrome P4502E1; Gene polymor-
phism; Esophageal cancer; Kazakh

Chen B, Ma YQ, Yang L, Li F, Wang XM, Liao PH, He 
L, Qin JM. Relationship of CYP2E1 gene polymorphism 
and tobacco and alcohol consumption with susceptibility 
to esophageal cancer in Kazakh. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(36): 3852-3855

摘要
目的: 探讨细胞色素P4502E1(CYP2E1)基因
多态性, 烟酒嗜好与哈萨克族食管癌易感性
的关系. 

方法: 采用1∶2配比的病例对照研究方法, 调
查哈萨克族食管癌患者120例和非食管癌患
者240例, 采用聚合酶链-限制性片段长度多态
(PCR-RFLP)方法检测CYP2E1 RsaⅠ位点的
基因型. 

结果: 病例组中CYP2E1 RsaⅠ位点C1/C1、
C1/C2、C2/C2基因型频率与对照组比较
(78.3% vs  53.3%, 19.2% vs  37.5%, 2.5% vs  
9.2%, χ2 = 21.794, P <0.01)差异有统计学意

®

■背景资料
食管癌是我国常
见的恶性肿瘤之
一 ,  哈萨克族是
我国食管癌的高
发民族 .  哈萨克
族由于其游牧生
活, 养成了许多特
殊的生活习惯, 这
些饮食和行为习
惯使他们过多摄
入一些前致癌物. 
环境中的前致癌
物进入人体以后, 
经过Ｉ相代谢酶
的活化或转化后
才具有致癌作用,  
CYP2E1是重要的
Ｉ相代谢酶, 为此
本文将相关环境
危险因素和其代
谢相关基因结合
起来进行了此研
究. 

哈萨克族食管癌与CYP2E1基因多态性及烟酒嗜好的关系

陈 波, 马彦清, 杨 磊, 李 锋, 王秀梅, 廖佩花, 何 玲, 秦江梅
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义; 携带C1/C1基因型发生食管癌的危险性是
携带C1/C2或C2/C2基因型的3.07倍(95% CI: 
1.87-5.03); 交互作用提示CYP2E1基因多态与
吸烟、饮酒均存在交互作用; 其危险性远高
于各单独作用之和.

结论: CYP2E1 RsaⅠ位点基因多态性与大量
吸烟、饮酒之间的基因-环境交互作用可增强
哈萨克族人群患食管癌的风险.

关键词: 细胞色素P4502E1; 基因多态性; 食管癌; 

哈萨克族
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克族食管癌与CYP2E1基因多态性及烟酒嗜好的关系.  世界华

人消化杂志  2007; 15(36): 3852-3855
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0  引言

目前研究表明, 食管癌的发生、发展与环境因

素密切相关, 大多数环境致癌物在体内都需要

代谢激活后才有致癌性[1], 烟草中的许多前致癌

物同样需要经过体内Ⅰ相和Ⅱ相代谢酶的活化

和解毒[2]. CYP2E1基因是重要的Ⅰ相代谢酶之

一, 近年来的研究发现, 位于基因5'-侧远端转录

调节区域的RsaⅠ位点的多态性与食管癌的遗

传易感性有关[3]. 流行病学研究发现, 不同国家

食管癌的环境危险因素有差别, 西方国家主要

以吸烟和饮酒为主, 发展中国家食管癌高发区

病因倾向于不良饮食习惯和各种营养素的缺

乏[4]. 哈萨克族是食管癌高发民族, 过去的几十

年新疆哈萨克族食管癌死亡率未明显下降. 说
明原本存在的危险因素仍然起作用. 我们前期

研究表明新疆哈萨克族食管癌高发与饮水、不

良饮食、少食蔬菜水果密切相关[5-6]. 我们的研

究也发现哈萨克族居民近年来吸烟饮酒率有上

升趋势, 哈萨克族15岁及以上女性吸烟率高达

15%. 为进一步探讨新疆哈萨克族食管癌高发

原因, 我们采用1∶2病例对照研究, 并利用分子

生物学技术对CYP2E1基因进行检测, 综合探讨

CYP2E1基因多态、吸烟饮酒与哈萨克族食管

癌的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 2005-03/2007-05间在新疆北部哈萨克族

聚集地区的六所医院共收集哈族新发食管癌患

者120例, 年龄38.3-79.0(平均年龄59.0±10.0)岁, 
男81例, 女39例, 按1∶2匹配对照, 匹配条件为同

民族、同性别、年龄相差不超过5岁且居住同

一地区, 一个对照来源于同一所医院的非肿瘤、

非消化道疾病患者, 另一对照来源于同一乡镇或

市区的正常人群, 共计240例, 年龄35.2-80.4(平
均年龄58.4±10.1)岁, 男162例, 女78例, 病例组

与对照组年龄差异无统计学意义(t  = 0.586, P  = 
0.558).
1.2 方法 采用调查表调查, 内容包括: 一般情

况、吸烟及饮酒史、饮食习惯和家族史等危

险因素 .  由经过专门培训的医生和本课题研

究生向研究对象详细询问后填写. 最后由课题

指导人员审核调查表质量. 采集研究对象外周

静脉血3 mL, EDTA-K2抗凝, 分装, -70℃低温

保存 .  用上海生物工程基因组小量抽提试剂

盒Ⅱ抽取基因组D N A, 提取步骤按操作说明

书进行, 提取的DNA -70℃冰箱低温保存. 采
用PCR-RFLP技术检测RsaⅠ位点多态性. 引
物由上海生工公司合成, 所用引物为: 5'-CCA 
GTCGAGTCTACATTGTCA-3'和5'-TTCATTCT
GTCTTCTAACTGG-3'. Taq DNA合成酶购自上

海宝生物公司, PCR反应总体积25 mL, 基因组

DNA溶液2 mL, 含引物(20 mmol/L)各0.5 mL、
2.5 mmol/L的4×dNTP 2 mL、5000 kU/L Taq酶
0.2 mL, 10×PCR buffer 2.5 mL. PCR扩增条件为: 
95℃预变性8 min, 94℃ 1 min, 56℃ 1 min, 72℃ 
1 min, 共35个循环, 最后72℃延伸8 min. PCR产
物用RsaⅠ内切酶在37℃消化4 h, 用20 g/L琼脂

糖凝胶电泳、确定CYP2E1基因型. 基因型分为

野生型纯合型(C1/C1)、杂合型(C1/C2)、变异

纯合型(C2/C2).
统计学处理 建立数据库, 采用1∶2配比的

病例对照研究的分析方法, 计算χ2, P值, OR值及

其95%可信区间, 并分组分析CYP2E1基因多态

性、烟酒嗜好及其交互作用与哈萨克族食管癌

易感性之间的关系.

2  结果

2.1 遗传平衡检验 为检验人群基因型频率是否

达到Hardy-Weinberg遗传平衡, 将CYP2E1基因

型频率观察值与期望值进行比较, 差异无统计

学意义(χ2 = 0.921, P >0.05), 说明CYP2E1基因型

频率均已达到遗传平衡, 具有人群代表性.
2.2 CYP2E1基因多态性与哈萨克族食管癌易感
性的关系 在病例组中, CYP2E1 RsaⅠ C1/C1基因

型占78.3%、C1/C2基因型占19.2%、C2/C2基因

型占2.5%, 在对照组的分布频率分别为53.3%、

■相关报道
Tan et  al对林县
1 5 0例食管癌患
者和 1 5 0正常人
做了病例 -对照
研究 ,  结果显示 : 
CYP2E1 C1/C1野
生型等位基因频
率在两组中分别
为71.3%和44.0%, 
差异有显著性. 王
伟 et al在南京的
研究结果显示 : 
CYP2E1 C1/C1
是食管癌的危险
因素 ,  其OR值为
1.547. 而Gao et al
对江苏淮安140例
病例和 2 2 9例对
照人群的研究结
果表明: CYP2E1 
C1/C1野生型等位
基因频率在两组
中分别为5 9 . 3 %
和 6 1 . 1 % ,  差异
无显著性 .  说明
CYP2E 1基因Rsa
Ⅰ酶切多态性存
在地域差异. 
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37.5%、9.2%. 各基因型频率分布在两组比较差

异有统计学意义(χ2 = 21.794, P  = 0.000), 病例组高

于对照组; 等位基因C1和C2的频率在病例组和对

照组差异也有统计学意义(χ2 = 22.903, P  = 0.000), 
等位基因C1携带者发生食管癌的危险性为C2的
2.818倍(95% CI: 1.821-4.360).

本研究将携带CYP2E1 C1/C1为+, 携带CY-
P2E1 C1/C2和CYP2E1 C2/C2为-, 经统计学检验, 
χ2 = 19.78, P <0.05, 差异有统计学意义, CYP2E1 
C1/C1基因型与哈萨克族食管癌的发生有关, 其
OR值为3.07(95% CI: 1.87-5.03)(表1).
2.3 吸烟、饮酒与CYP2E1基因多态性的交互作
用 将吸烟量与CYP2E1基因多态性做交互作用

分析, 与不吸烟、携带C1/C2+C2/C2基因型者相

比, 不吸烟、携带C1/C1基因型者发生食管癌的

危险性为2.429(95% CI: 1.181-4.993); 吸烟>20
支/d、携带C1/C2+C2/C2基因型者发生食管癌

的危险性为6.80(95% CI: 1.133-40.824); 吸烟>20
支/d、携带C1/C1基因型者发生食管癌的危险性

为15.30(95% CI: 2.978-78.619), 其危险性大于两

个因素单独暴露时的情况, 符合相加模型, 大量

吸烟和基因突变存在交互作用. 同样, 将饮酒量

与CYP2E1基因多态性做交互作用分析, 与不饮

酒、携带C1/C2+C2/C2基因型者相比, 不饮酒、

携带C1/C1基因型者发生食管癌的危险性为

2.671(95% CI: 1.296-5.502); 饮酒>3 kg/mo、携

带C1/C2或C2/C2基因型者发生食管癌的危险性

为3.646(95% CI: 1.020-13.036); 饮酒>3 kg/mo、
携带C1/C1基因型者发生食管癌的危险性为

12.25(95% CI: 4.641-32.334); 说明饮酒和基因突

变存在交互作用(表2).

3  讨论

细胞色素P450是一类与多种前致癌物代谢活

化密切相关的Ⅰ相生物代谢酶, 其编码的二甲

基亚硝胺D-脱甲基酶是体内代谢激活烟草中亚

硝胺、苯胺等的主要酶类, 并且受乙醇的强烈

诱导[7]. CYP2E1是代谢亚硝胺类化合物的重要

代谢酶, 主要通过去烷基、去硝基等方式, 使之

由前致癌物变成活化的终致癌物, 个体CYP2E1
活性差异可能导致环境致癌物遗传易感性的差

异[8]. CYP2E1 RsaⅠ位点于CYP2E1的转录调节

区域, 其基因多态性会影响CYP2E1基因的表

达[9]. 目前, 关于CYP2E1 RsaⅠ位点基因多态性

与食管癌易感性的关系已有一定的研究. Lucas  
et al [10]的研究证实携带CYP2E1 RsaⅠ突变等位

基因的个体CYP2E1的基础活性较低, 同时用乙

醇难以诱导出该基因型个体的CYP2E1酶活性, 
Lin et al [11]和Tan et al [12]对我国林县汉族食管癌

的研究结果也提示CYP2E1变异基因型的表达

■创新盘点
本文是首次将传
统的流行病学方
法与现代分子生
物学方法有机结
合 ,  从分子流行
病 学 的 角 度 出
发 ,  从基因-环境
的交互作用着手
系统地探讨新疆
哈萨克族居民食
管 癌 危 险 因 素
及 细 胞 色 素 酶
P450(CYP2E1)基
因型分布与食管
癌发病的关系, 得
出对新疆哈萨克
族食管癌预防及
干预策略有价值
的结果和结论.

	 表  1  CYP2E1基因型分布与哈族食管癌关系

     
病例组CYP2E1              对照组CYP2E1基因型                

合计
基因型		  ++	 +-	 --

+	                 25	 49	 20	  94

-	                   7	 15	   4	  26

合计	                 32	 64	 24           120

c2 = 19.76, P<0.05

表  2  CYP2E1基因型与吸烟量、饮酒量交互作用分析

     
	                     CYP2E1	                病例组          对照组               χ2	            P 	                  OR (95% CI)

吸烟量

    不吸烟	           C1/C2+C2/C2	 15	     51	      -	       -	         1.0

    不吸烟	           C1/C1		  35	     49	      5.966	       0.015	        2.429(1.181-4.993)

    1-20 支/d        C1/C2+C2/C2	   7	     59	      3.491	       0.062	        0.403(0.153-1.067)

    1-20 支/d        C1/C1		  50	     77	      5.386        0.020	         2.208(1.122-4.344) 

    >20 支/d          C1/C2+C2/C2	   4	       2	      -	       0.038	        6.800(1.133-40.824)

    >20 支/d          C1/C1		    9	       2	      -	       0.000	      15.30(2.978-78.619)

饮酒量						    

    不饮酒            C1/C2+C2/C2	 12	     70	      -	       -	         1.0

    不饮酒	           C1/C1		  38	     83	      7.405	       0.007	        2.671(1.296-5.502)

    1-3 kg/mo       C1/C2+C2/C2	   9	     34	      0.800	       0.371 	        1.544(0.593-4.019)

    1-3 kg/mo       C1/C1		  35	     35	    22.112	       0.000	        5.833(2.698-12.612)

    >3 kg/mo         C1/C2+C2/C2	   5	       8	      4.336	       0.037	        3.646(1.020-13.036)

    >3 kg/mo         C1/C1		  21	     10	    30.688	       0.000	      12.25(4.641-32.334)
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可能比野生型低, 即携带CYP2E1变异基因型的

个体发生癌症的危险性相对较低.
本次研究发现: CYP2E1 RsaⅠ位点的多态

性是哈萨克族食管癌发生的危险因素, 等位基

因C1携带者发生食管癌的危险性为C2的2.818
倍(95% CI: 1.821-4.360); 携带C1/C1基因型发生

食管癌的危险性是变异性个体的3.07倍. 与上述

研究结果一致. 我们的研究还发现, 大量吸烟、

饮酒是哈萨克族食管癌发生的危险因素, 既大

量吸烟或饮酒又携带C1/C1基因型的个体发生

食管癌的危险性显著增加, CYP2E1 C1/C1基因

型与大量吸烟、饮酒之间存在交互作用.
随着社会的发展, 新疆哈萨克族的生活习

性也发生着变化, 但仍然保留了许多民族习惯
[13], 如游牧, 喝热烫的奶茶, 以牛羊肉为主食, 少
食蔬菜水果等. 更值得重视的是, 在本研究中发

现, 该民族正常人群的饮酒率高达36.7%, 高于

2002年全国平均饮酒率的21.0%[14]; 女性吸烟率

已达到32.0%, 远远高于汉族女性的3.08%[15]. 哈
萨克族特殊的生活、行为习惯与遗传易感性共

同作用于该民族人群, 导致了其食管癌发病率

的居高不下. 因此, 提倡戒烟限酒对哈萨克族食

管癌的防治具有重大意义.
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■应用要点
当前对中晚期食
管癌患者完全治
愈难度大 ,  费用
高, 挽救生命成功
率比较低, 中晚期
食管癌患者手术
5年存活率仅10%
左右. 哈萨克族食
管癌高危因素的
寻找和遗传易感
基因的确定是关
键, 本研究采用严
谨、科学的方法
找出哈族居民食
管癌高发的相关
行为危险因素和
遗传易感基因, 使
得哈族食管癌预
防和干预有的放
矢. 为今后采取相
关的实验室检测
手段发现高危个
体, 采取健康教育
措施来减少哈族
人群的食管癌发
病风险, 降低哈族
人群食管癌的发
病率和死亡率提
出可靠的依据.

■同行评价
本文方法可靠, 数
据可信 ,  针对性
强, 具有较强的临
床参考价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of postoperative 
sequence chemoradiotherapy compared with 
postoperative chemotherapy alone on survival 
of patients with advanced gastric cancer, and to 
evaluate the toxic effect.

METHODS: A total of 68 patients were collected 
from our hospital from January 2003 to Decem-
ber 2005. Thirty-six patients received sequence 
chemoradiotherapy following radical resection, 
and 32 patients received chemotherapy alone 
following radical resection. The 1- and 3-yr sur-
vival rate were evaluated, as well as the hemato-
logic and gastrointestinal toxic effects, and liver 
and kidney function.

RESULTS: The 1- and 3-yr survival rate of the 
sequence chemoradiotherapy group was 77% 
and 47%, respectively, as compared with 61% 
and 25% in the chemotherapy only group (P 
= 0.041).The median survival time was 40 mo 
compared with 24.5 mo in the control group 

(P = 0.038). Grade Ⅲ–Ⅳ leukopenia occurred 
in 11.1% of the sequence chemoradiotherapy 
group compared with 6.3% in the control group. 
Grade Ⅲ–Ⅳ nausea and vomiting occurred in 
8.3% compared with 3.1% in the control group. 
No statistic significant correlation was found in 
toxic effect. 

CONCLUSION: Postoperative sequence chemo-
radiotherapy of gastric cancer improves the 1- 
and 3-yr survival rate significantly, and prolongs 
the median survival time compared with post-
operative chemotherapy alone. The toxic effects 
are tolerable.

Key Words: Gastric cancer; Sequence chemoradio-
therapy; OLF regimen; Survival rate

Yuan XL, Fu Q, Hu GQ, Chen Y, Zhang LH, Hu GY, 
Yu SY. Postoperative sequence chemoradiotherapy for 
advanced gastric cancer: an analysis of 36 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(36): 3856-3859

摘要
目的: 评价术后序贯放化疗对中晚期胃癌的
生存影响和不良反应. 

方法: 收集我院2003-01/2005-12胃癌根治术
后行序贯放化疗患者36例及对照单纯化疗患
者32例, 分析两组的1年和3年生存率, 同时评
价放化疗期间出现的血液学, 肝肾功能及胃肠
道等不良反应. 

结果: 术后序贯放化疗组和单纯化疗组1年生
存率分别为77%和61%, 3年生存率分别为47%
和25%(P  = 0.041), 中位生存时间分别为40.0 
mo和24.5 mo(P  = 0.038), 治疗期间两组出现
Ⅲ-Ⅳ级白细胞减少分别为11.1%和6.3%, Ⅲ-
Ⅳ级恶心呕吐分别为8.3%和3.1%, 但差异无
统计学意义. 

结论: 胃癌患者术后序贯放化疗较单纯化疗
可提高1年和3年生存率, 延长中位生存时间, 
不良反应可耐受. 

关键词: 中晚期胃癌; 序贯放化疗; OLF方案; 生存率

®

■背景资料
胃癌是我国最常
见的恶性肿瘤之
一, 其发病率和死
亡率在全国大多
数城市排在前列, 
多数患者确诊时
已属进展期(肿瘤
侵犯超过黏膜下
层) ,  单纯手术治
疗效果差, 目前术
后辅助放疗存在
一定争议. 术后放
化疗联合应用是
否优于术后单纯
化疗尚无定论. 
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0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 手术完全

切除病灶是唯一可能根治肿瘤的方法, 然而, 仍
有许多在行根治性手术且切缘阴性的胃癌患者

还是出现肿瘤复发, 只能进行姑息性治疗, 这反

映出大多数患者确诊时已属中晚期(Ⅲ-Ⅳ期), 
单纯手术治疗效果差[1]. 同时研究表明中晚期胃

癌术后复发率高, 局部复发率60%-70%, 5年生

存率仅10%-20%[2]. 因此中晚期胃癌术后治疗方

式的选择会对患者生存产生直接影响. 本文通

过收集同济医院2003-01/2005-12根治术后胃癌

患者68例, 采用前瞻性非随机对照方法, 分为术

后序贯放化疗和单纯化疗两组, 来探讨术后序

贯放化疗的价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 入组条件(1)经手术后病理确诊的中晚

期胃腺癌患者, (2)年龄18-75岁, 体能状况KPS
大于70分, 本研究中术后序贯放化疗组年龄为

36-75岁, 术后单纯化疗组年龄为29-74岁, (3)术
后病理证实胃周淋巴结转移和/或肿瘤浸润至胃

壁深肌层, 伴或不伴手术切缘阳性, (4)无重要器

官功能严重损害, 血常规, 肝肾功能正常, (5)临
床检查无远处转移病灶, (6)预期生存时间大于

6 mo. 术后序贯放化疗组36例, 术后单纯化疗组

(对照组)32例, 两组患者临床资料差异无统计学

意义(P >0.05, 表1). 
1.2 方法 序贯放化疗组治疗方案, 放疗安排在

化疗2-3周期后进行. 术后化疗方案: OLF方案: 
草酸铂130 mg/m2, iv drip 2 h d1; CF 200 mg iv 
drip d1-5; 5-FU 425 mg/m2 iv drip d1-5, 每3周重

复, 共6个周期. 术后放疗方案: CT模拟定位下

制定放疗计划, 15MV能X线, 常规外照射总量: 
45 Gy/25次, 分次量1.8 Gy, 5 wk完成, 先行前后

野照射剂量至DT 36 Gy/20次后避开脊髓, 行左

右侧野照射至总量. 若有残端阳性患者, 局部小

野追加至50.4 Gy/28次. 放疗照射范围包括瘤

床, 手术残端或吻合口, 区域淋巴结(包括胃周、

腹腔、主动脉旁、脾、肝十二指肠、肝门和胰

十二指肠淋巴结. 胃食管结合部癌还需包括贲

门和食管周围淋巴结, 但不包括胰十二指肠淋

巴结). 放疗期间注意脊髓、心脏、肝脏、肾脏

等器官保护. 按WHO标准进行毒性评定.
统计学处理 应用SPSS12.0进行统计分析, 

百分比统计不良反应. 生存期为患者开始治疗

至死亡或最后失访的时间 .  总体生存比较用

kaplan-Meier法分析并绘制生存曲线. 中位生存

期用中位数计算. 

2  结果

2.1 随访和生存分析 所有患者随访至2006-12, 
随访时间14-48 mo, 中位随访时间27 mo, 其中失

访4 例, 随访率95.5%. 术后序贯放化疗组和单纯

化疗组1年、3年生存率和中位生存时间均有显

著性差异(77% vs  47%; 61% vs  25%, P = 0.041; 
40.0 mo vs  24.5 mo, P  = 0.038; 表2, 图1). 
2.2 不良反应 参照WHO不良反应的分级标准, 
序贯放化疗组Ⅲ-Ⅳ级白细胞下降率和胃肠道反

应发生率均高于单纯化疗组，但差异无统计学

意义(11.1% vs  6.3%, 13.9% vs  6.2%, P >0.05)(表
3). 其中放化疗组中有2例因不能耐受胃肠道反

应, 未能完成规定放疗. 
2.3 死亡原因 放化疗组死亡12例, 其中局部区域

复发3例, 远处转移8例, 其他疾病1例. 单纯化疗

组死亡19例, 其中局部区域复发11例, 远处转移

8例. 

3  讨论

分析我国近20年胃癌死亡情况, 90年代男性增

长11.0%, 女性增长6.3%, 胃癌死亡占恶性肿瘤

死亡的23.2%, 仍排列在第一位[3]. 胃癌根治术

后失败的原因主要为局部复发和远处转移. 尤
其当肿瘤穿透胃浆膜层和淋巴结转移将影响治

疗效果[4]. 胃本身是放疗敏感器官, 但由于周围

肝脏, 肾脏, 胰腺和肠道等放疗危及器官的存

在, 限制了胃癌术后放疗的发展. 近年来随着CT
模拟定位及数字重建技术在临床上的应用, 放
射物理学及放射生物学的不断发展与成熟, 尤
其是近几年来三维适形和调强放射治疗技术的

广泛应用, 放射治疗对胃癌的价值有了新的评

价. 为提高中晚期胃癌术后放射治疗的疗效, 许
多学者在放射治疗的同时联合化疗, 取得了较

好的疗效, 提高了治疗后的生存率. 本研究中

放化疗组1年生存率和3年生存率均明显优于

单纯化疗组, 且中位生存时间也明显提高(40.0 
mo vs  24.5 mo), 差异具有统计学意义(P <0.05). 
SWOG9008 /INT0116试验针对胃癌术后的同步

放化疗, 在降低局部复发和区域转移的基础上, 

■应用要点
本研究显示中晚
期胃癌术后序贯
放化疗的1年、3
年生存率优于术
后单纯化疗, 在具
备相应放疗条件
的单位可进一步
开展. 

■创新盘点
本文将术后辅助
治疗由同步放化
疗调整为序贯放
化疗, 以达到减少
放化疗急性毒性
反应的目的; 同时
化疗方案选用草
酸铂联合氟尿嘧
啶来提高传统化
疗方案氟尿嘧啶
的治疗效果, 从而
探讨胃癌术后辅
助放疗的价值, 以
及放化疗联合应
用的意义, 为进展
期胃癌术后规范
治疗提供参考. 
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明显延长了总生存时间, 为胃癌的术后放化疗

提供了理论基础. Klassen et al [5]报道, 对于手术

未能切除或切除后有残留病灶的胃癌患者, 采
用放化疗的中位生存期明显好于单纯5-F U化

疗组, 达8.5 mo, 5年生存率亦高于单纯化疗组. 
INT0116组间研究结果也支持术后联合放化疗. 
在该项研究中, 603例胃癌或胃食管腺癌的患者

根治性手术后被随机分为放化疗组和观察组, 和
观察组相比, 放化疗组无复发生存率提高了44%, 
并且总生存率提高28%[6]. Kim et al [7]报道了韩国

544例胃癌D2术后辅助放化疗患者, 对比单纯手

术446例患者, 5年生存率及无复发生存时间均

明显延长. 因此本组结果与上述研究结果一致. 
同时, 东方和西方的研究者在近来的研究中均

证实术后同步放化疗在生存率上均较单纯手术

有优势[8-9]. 本研究报道1年生存率和3年生存率

高于既往研究, 原因之一可能与使用新型化疗

方案OLF方案有关, 胃癌的联合化疗以5-FU或

顺铂(Cisplatin, DDP)作为基础己得到国际共识

与公认, 第三代铂类药物草酸铂正越来越多的

应用于胃癌的治疗. 草酸铂在体内与DNA结合

的速率较顺铂快10倍以上, 结合牢固, 有更强的

细胞毒作用. 同时, 毒副反应相对较轻, 胃肠道和

肾脏毒性明显低于顺铂, 较易为晚期消化道肿瘤

患者所接受. 大量Ⅱ期临床研究证实了新型药物

如伊立替康、多西紫杉醇、卡培他滨、S1、草

酸铂在中晚期胃癌中的作用[10], 其中草酸铂的Ⅲ

期临床研究正在进行中. 国内学者进行的含草

酸铂化疗方案治疗晚期胃癌均显示出较好的疗

效及耐受性[11-13]. 其次, 近年来发现胃食管结合

部的腺癌比例逐渐增高, 且早期易发生淋巴结

转移和血道播散, 预后较差[14], 本组研究患者肿

瘤多位于胃远端(胃窦), 仅小部分位于胃食管结

合部(贲门), 故预后相对较好. 另一方面, 由于同

步放化疗的毒性反应较大, 因此本研究设计为

序贯放化疗, 并使用肾毒性小的化疗药物方案

(草酸铂和5-FU). 本组研究中密切观察了治疗期

间的血象变化和胃肠道反应. 术后放化疗组的毒

性除白细胞减少, 中性粒细胞减少, 胃肠道反应

较高外, 与单纯化疗组相似, 患者基本能耐受治

疗, 也未出现治疗相关的死亡. 尽管部分肝脏和

肾脏受到照射, 肝肾功能未见异常, 随访1年以上

未见胃肠道, 肝脏和肾脏的远期并发症出现. 但
是应该指出的是序贯放疗应使用CT模拟定位及

治疗计划系统, 通过计划系统严格限制照射区危

及器官(脊髓, 肾脏, 肝脏等)的剂量, 这样才能保

表  1  两组一般资料比较(n )

     
	                                                          病变部位                 术后分期

                                                                             近    远        II期    Ⅲ期   Ⅳ期   残留

序贯放化疗    36       29/7     54.3(36-75)      8    28       11      18       7        4

单纯化疗         32       26/6      53.6(29-74)     4    28          7      19       6        2

                           n         男/女   平均年龄(岁)

表  2  放化疗组和单纯化疗组的生存率比较

     	                        生存率(%)

                                       1年          3年 

序贯放化疗     36         77           61             40.0

单纯化疗        32         47           25             24.5

中位生存时间(mo)n

表  3  两组不良反应比较 n (%)

  
                                     放化疗组                    单纯化疗组

                                 III                 IV                 III              IV

白细胞减少        4(11.1)         0(0)          2(6.3)        0(0)

粒细胞减少        5(13.9)         0(0)          1(3.1)       1(3.1)

贫血                   1(2.7)            0(0)          1(3.1)       0(0)

血小板减少        1(2.7)           0(0)           0(0)          0(0)

恶心呕吐            3(8.3)           0(0)           1(3.1)       0(0)

肝功能               0(0)              0(0)           0(0)          0(0)

肾功能               0(0)              0(0)           0(0)          0(0)

不良反应

■名词解释
1 调强放射治疗: 
调强放射治疗与
以往放射治疗技
术不同, 他通过调
节各个方向照射
野的野内射线的
强度产生非均匀
照射野, 达到肿瘤
的高剂量三维适
形分布和危及器
官的低剂量分布, 
从而提高肿瘤的
照射剂量, 尽可能
地减少危及器官
和正常组织的受
量, 最终提高肿瘤
局部的控制率, 改
善肿瘤患者的生
存质量. 
2 危及器官: 是指
放疗计划设计时
受累及的对放射
线特别敏感的重
要器官和组织. 在
确定放疗计划区
时要考虑这些器
官可能受到的损
伤. 例如本文中胃
癌放疗的危及器
官包括肝脏、肾
脏、脊髓等. 

单纯化疗组

序贯放化疗组
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总
生
存
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图  1  放化疗组与单纯化疗组生存率曲线比较.
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证治疗的安全. Pemberton et al [15]研究中也强调

了治疗计划系统在胃癌放疗中的重要性. 虽然

通过多野照射可降低左肾的照射剂量, 但同时

增加了肝脏的照射剂量[16], 因此, 常规两野照射

仍然是主要的放疗方式. 
由于本研究中观察病例数相对较少, 随访

时间仍不够长, 肾脏等器官的远期毒性反应并

未观察到, 最近Jansen et al [17]研究报道, 胃癌放

疗18 mo后左肾功能下降, 且与左肾受照射体积

相关. 因此对研究组患者应进一步随访观察肾

脏、肝脏等器官功能变化. 
总之, 对于中晚期胃癌, 手术后局部区域的

放疗与全身化疗做到有机的结合, 进行互补性

治疗可以提高总生存率, 延长生存时间. 术后放

疗和含草酸铂, 氟脲嘧啶的化疗序贯治疗耐受

性尚可, 值得临床上进一步深入研究. 
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据客观, 研究结论
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Abstract
AIM: To detect the expression of CD34, vascular 
endothelial growth factor (VEGF) and vascular 
endothelial growth factor C (VEGF-C) in gastric 
carcinoma, and to investigate the clinical 
significance and relationship between the gastric 
bare area (GBA) involved in gastric carcinoma 
and expression of CD34, VEGF and VEGF-C. 

METHODS: Seventy-two cases of gastric carci-
noma were divided into GBA involved and non-
involved groups. Expression of CD34, VEGF and 
VEGF-C was detected by immunohistochemistry. 

RESULTS: In gastric carcinoma, there was no 
significant difference in the expression of VEGF 
(27/32 vs 28/40), CD34(61.67 ± 21.33 vs 60.79 
± 22.04) or VEGF-C (23/32 vs 26/40) in GBA 

involved and non-involved groups. In proxi-
mal gastric carcinoma, there was no significant 
difference in the expression of VEGF (23/30 vs 
6/9), CD34 (62.48 ± 20.12 vs 61.79 ± 23.68) and 
VEGF-C (20/30 vs 6/9) in GBA involved and 
non-involved groups. 

CONCLUSION: There was no relationship be-
tween the GBA involved in gastric carcinoma 
and expression of CD34, VEGF and VEGF-C. 
The anatomical structure of the GBA may result 
in poor prognosis of gastric carcinoma. 

Key Words: Gastric carcinoma; Gastric bare area; 
CD34; Vascular endothelial growth factor; Vascular 
endothelial growth factor C

Cheng X, Han M, Zhang SZ, Dong P, Qu LT. Clinical 
significance and relationship between gastric bare area 
involved in gastric carcinoma and expression of CD34, 
VEGF and VEGF-C. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(36): 3860-3863

摘要
目的: 检测胃癌组织中C D 3 4、V E G F、
V E G F-C表达情况 ,  探讨C D34、V E G F、
VEGF-C表达与胃癌是否侵犯胃裸区的关系
及临床意义.  

方法: 将72例胃癌组织分成胃裸区受侵组与
未受侵组, 采用免疫组化方法测定其CD34、
VEGF、VEGF-C表达情况.  

结果: 胃裸区受侵组与未受侵组胃癌组织
的CD34(61.67±21.33 vs  60.79±22.04)、
VEGF(27/32 vs  28/40)、VEGF-C(23/32 vs 
26/40)的表达无明显差异, 近侧胃癌中, 胃裸
区受侵组与未受侵组胃癌组织的CD34(62.48
±20.12 vs  61.79±23.68)、VEGF(23/30 vs  
6/9)、VEGF-C(20/30 vs  6/9)的表达无明显差
异.  

结论: 胃裸区是否受侵与胃癌组织的CD34、
VEGF、VEGF-C的表达无关, 胃裸区这一解
剖结构可能是胃癌预后较差的原因.

®

■背景资料
肿瘤的血管和淋
巴管生成与肿瘤
的发生发展、侵
袭转移及预后有
密切关系. 胃裸区
受累是近侧胃癌
侵犯腹膜后间隙
的一个重要特征, 
也是肿瘤淋巴结
转移的重要途径. 
胃裸区作为一个
客观解剖实体的
存在以及其特殊
的临床意义, 逐渐
引起人们的注意. 
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0  引言

近年来研究发现, 肿瘤的血管和淋巴管生成与

肿瘤的发生发展、侵袭转移及预后有密切关

系, 目前, 对肿瘤血管和淋巴管生成的研究集中

在血管内皮生长因子家族上. 血管内皮生长因

子(vascular endothelial growth factor, VEGF)被
认为是刺激血管内皮细胞增殖最重要的因子之

一, MVD(microvessal density, MVD)可以作为测

量胃癌新生血管生成的指标, CD34最常用来标

记肿瘤内皮细胞并且在微血管中表达最强. 淋
巴管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor C, VEGF-C)是近期发现的血管内皮生长

因子家族的新成员, 可以特异性的与淋巴管内

皮细胞上的VEGFR-3结合促进肿瘤淋巴管的增

生及肿瘤的淋巴道转移, 是目前所知最重要的

具有淋巴管生成作用的因子. 胃裸区(gastric bare 
area, GBA)是指胃贲门部及胃小弯近侧部分胃

后壁后方胃膈韧带两层腹膜之间无腹膜覆盖的

区域, 是近侧胃的一个特殊结构, 其解剖实质应

归属为腹膜后结构(图1). 本研究通过观察胃癌

组织中CD34、VEGF、VEGF-C表达情况, 旨在

探讨其与胃裸区是否受侵的关系, 为胃裸区这

一解剖结构的存在导致胃癌预后较差提供科学

依据.

1  材料和方法

1.1 材料 回顾性分析2002-02/2005-09潍坊医学

院附属医院和潍坊市人民医院, 手术切除并经

病理证实的胃癌患者72例, 男54例, 女18例, 年
龄38-77(平均年龄60.5)岁. 其中近侧胃癌39例, 
远侧胃癌33例, 72例中, 32例经手术和病理证实, 
肿瘤明显超出胃壁肌层, 侵入到胃裸区范围内

或者在胃裸区内形成肿瘤淋巴结转移, 而胃裸

区未受累者40例. 
1.2 方法 标本经甲醛固定、石蜡包埋、4 μm
连续切片. 采用免疫组化P V-9000法, V E G F 
mAb(鼠抗人)、CD34 mAb(鼠抗人)、VEGF-C 
mAb(兔抗人)、PV-9000免疫组化检测试剂盒和

DAB试剂盒均购自北京中杉金桥生物技术有限

公司. 用已知阳性切片同时在同一条件下染色

作为阳性对照, 用PBS(pH = 7.4)代替一抗作为

阴性对照, 染色步骤严格按照试剂说明书进行.
1.2.1 CD34免疫组化结果的判定: 阳性标准为内

皮细胞形成的条状及隙状等孤立或簇状结构呈

棕黄染色及有管腔者, 管腔小于8个红细胞大小

的均计为1条血管, 相互分离的内皮细胞按1条
血管计数, 血管腔大于8个红细胞或关闭可见平

滑肌者不计入内. MVD计数参照Weidner et al  [1]

的方法, 先在低倍镜(×100)下确定三个血管着

色最密集区域即“热点”, 然后在高倍镜(×
200)下计数微血管. 取3个高倍镜视野均值作为

MVD.
1.2.2 VEGF、VEGF-C免疫组化结果的判定: 产
物为棕黄色颗粒, 位于肿瘤细胞胞质或(和)细胞

膜内. 表达强度根据阳性物质着色深浅及面积

判定结果. 评分标准按Shimizu方法[2]对每张切

片阳性细胞的阳性强度DAB显色, 按无着色、

淡黄色、棕黄色、棕褐色分别计0、1、2、3
分, 着色阳性面积按无着色、着色面积<25%、

26%-50%、>50%分别计0、1、2、3分, 然后根

据两项记分之和判断其结果: <3分为阴性, ≥3
分为阳性. 
统计学处理 计量资料采用t 检验, 计数资

料采用χ2检验, 显著标准有显著性差异为0.05 
(双侧).

2  结果

2.1 微血管在肿瘤细胞中的分布特征 免疫组化

染色后胃癌组织中所有毛细血管、小动静脉内

皮细胞均染色阳性, 切片背景清晰(图2A). 72例
胃癌组织的MVD平均值为(60.73±23.22)个/视
野, 范围为4.67-112个/视野.
2.2 VEGF、VEGF-C的表达 VEGF、VEGF-C阳
性呈棕黄色颗粒状或团状, 位于胞质内(图2B-C). 
72例胃癌组织中, VEGF、VEGF-C表达阳性率

分别为76.4%(55/72)、68.1%(49/72).
2.3 胃癌是否侵犯胃裸区与MVD值、VEGF、
VEGF-C的表达的关系 按肿瘤是否侵犯裸区, 分
为胃裸区受侵组(32/72, 44.4%)与胃裸区未受侵

组(40/72, 55.6%). MVD值及VEGF、VEGF-C的
表达在两组间无显著性差异(P >0.05)(表1).
2 .4  近侧胃癌组中胃裸区受侵与M V D值、
VEGF、VEGF-C的表达间的关系 39例近侧胃

癌中, 胃裸区受侵者30例(76.9%), 未受侵者9例
(23.1%). 两组间MVD及VEGF、VEGF-C的表达

■创新盘点
迄今为止对胃裸
区这一解剖实体, 
目前仅局限于从
解剖学方面进行
一些研究, 关于胃
癌是否侵犯胃裸
区与分子生物学
的关系, 国内外文
献未见报道. 

■应用要点
胃裸区是否受侵
与肿瘤分子生物
学特性无关 ,  在 
近侧胃癌及胃癌
侵犯胃裸区患者
预后不良的主要
因素中, 胃裸区这
一解剖空间的存
在可能占有重要
地位. 随着样本量
的扩大和对随访
资料进行生存率
分析, 可进一步确
定胃癌侵犯胃裸
区是否为影响患
者生存时间的独
立因素.
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无明显差异(P >0.05)(表1).

3  讨论

近年来近侧胃癌(proximal gastric carcinoma, 
PGC)发病率呈上升趋势, 近侧胃癌较远侧胃癌

(distal gastric carcinoma, DGC)预后差[3], 肿瘤的

侵犯和淋巴结转移在决定PGC预后的主要因素

中占有重要地位[4-5]. 已有研究[6]表明, 胃裸区受

累是PGC侵犯腹膜后间隙的一个重要特征, 出
现胃裸区受累的病例, 其5年生存率下降, 仅为

10.5%左右. 
国内外文献未见关于胃癌是否侵犯胃裸区

的分子生物学研究的报道. 本研究发现, 72例胃

癌组织的MVD及VEGF、VEGF-C的表达在胃

裸区受侵组与胃裸区未受侵组间无显著性差异; 
本研究还发现39例近侧胃癌中, 胃裸区受侵组

与未受侵组MVD、VEGF、VEGF-C的表达无

明显差异, 说明胃裸区是否受侵与肿瘤分子生

物学特性无关. 我们推测近侧胃癌及胃癌侵犯

胃裸区患者预后不良的主要因素中, 胃裸区这

一解剖空间的存在可能占有重要地位, 这是本

研究得到的前期结论. 随着样本量的扩大和对

随访资料(3-5年)进行生存率分析, 可进一步确

定胃癌侵犯胃裸区是否为影响患者生存时间的

独立因素. 
近侧胃癌中, 胃裸区是否受侵与肿瘤组织的

MVD、VEGF、VEGF-C的表达无关, 而肿瘤组

织MVD、VEGF、VEGF-C的表达与肿瘤的生

长、浸润、转移密切相关, 我们可以推测胃裸

区这一解剖实体的存在使得发生在胃裸区毗邻

胃壁的肿瘤具有更大的侵袭性. 由于胃裸区为

胃贲门部及胃小弯近侧部分胃后壁后方胃膈韧

带两层腹膜之间无腹膜覆盖的区域, 胃裸区内

的胃壁缺乏脏层腹膜覆盖, 相对薄弱, 肿瘤更容

易突破. 因此生长在这些部位的肿瘤只要突破

胃裸区毗邻的胃壁肌层或突破胃膈韧带就很容

易侵犯胃裸区. 裸区内有血管、神经和淋巴结

分布, 当肿瘤侵犯胃裸区时, 肿瘤不仅可以直接

■名词解释
胃裸区 ( g a s t r i c 
bare area, GBA): 
指胃贲门部及胃
小弯近侧部分胃
后壁后方胃膈韧
带两层腹膜之间
无腹膜覆盖的区
域, 是近侧胃的一
个特殊结构, 其解
剖实质应归属为
腹膜后结构. 

表  1  胃癌是否侵犯胃裸区与MVD值、VEGF、VEGF-C的
表达间的关系

     
胃裸区	           n

      VEGF	          MVD                VEGF-C

		  +    －   mean±SD(个/视野)     +    -

胃癌组           

    受侵	        32    27    5      61.67±21.33         23    9

    未受侵         40    28  12      60.79±22.04         26  14

近侧胃癌组    

    受侵	        30    23    7      62.48±20.12         20  10

    未受侵          9       6    3      61.79±23.68           6    3

图  1  胃裸区图. 经贲门断层解剖标本, 胃膈韧带左层(左白
箭)和右层(右白箭)分别为胃裸区的左右界限, 该界限内胃壁

与膈肌之间的部分即为胃裸区. 

→

→

图  2  CD34, VEGF和VEGF-C免疫组织化学染色(A×100, B-C
×400). A: CD34: 肿瘤组织间质丰富的微血管染色, 呈棕黄
色裂隙状分布; B: VEGF: 线管状排列的瘤细胞胞质、胞膜

被染成棕黄色; C: VEGF-C: 肿瘤细胞胞质、薄膜被染成棕

黄色. 

A

B

C
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侵及胃裸区这一解剖空间, 而且可以通过胃裸

区内的血管和淋巴引流形成转移[7].
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■同行评价
本文研究方法和
技术有一定创新
性 ,  设计合理可
靠, 统计学处理方
法使用恰当, 科学
结论较明确, 有较
好的参考价值. 
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• 消息 •

关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中社

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅)
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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effects of 
prostaglandin E1 (PGE1) combined with plasma 
exchange in patients with severe hepatitis. 

METHODS: Sixty-two patients with severe 
hepatitis were randomly divided into treatment 
(n = 33) and control (n = 29) groups. In the treat-
ment group, 33 patients with severe hepatitis 
(two with subacute severe hepatitis, and 31 with 
chronic severe hepatitis) received combined 
therapy with comprehensive internal medicine 
treatment which was the artificial liver support 
system and PGE1. In the control group, 29 pa-
tients (one with subacute severe hepatitis, and 
28 with chronic severe hepatitis) were treated 
with comprehensive internal medicine and the 
artificial liver support system. 

RESULTS: After treatment, serum total bili-
rubin, alanine aminotransferase, and PTA 
were s igni f i cant ly improved in the two 
groups. There were significant differences 
between the treatment and control group 
in concentration of TBIL and PTA (155.8 ± 
138.2 µmol/L vs 296.4 ± 100.5 µmol/L; 62.6% 

± 10.4% vs 42.9% ±11.4%; P < 0.01). The sur-
vival rate in the treatment group was higher 
than that in the control group (72.8% vs 
48.3%, P < 0.01). 

CONCLUSION: PGE1 combined with plasma 
exchange is an effective method for treating se-
vere hepatitis. 

Key Words: Prostaglandin E1; Severe hepatitis; 
Plasma exchange

Chen LH, Li DH, Yang CF. Prostaglandin E1 combined 
with plasma exchange for treatment of patients with 
severe hepatitis: an analysis of 33 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(36): 3864-3867

摘要
目的: 评价前列地尔注射液联合血浆置换治
疗重型肝炎的疗效. 

方法: 将62例重型肝炎患者随机分为试验
组和对照组 .  试验组33例(亚急性重型肝炎
2例 ,  慢性重型肝炎31例 )在内科综合治疗
基础上加用血浆置换及前列地尔注射液 ; 
对照组29例 (亚急性重型肝炎1例 ,  慢性重
型肝炎28例 )仅用内科综合治疗加用血浆
置换.  

结果: 试验组和对照组治疗后, 各指标均有明
显改善, 与本组治疗前比较, 差异均有显著性
(P <0.01); 试验组治疗后TBIL和PTA改善更为
明显, 与对照组比较差异均有显著性(155.8±
138.2 µmol/L vs  296.4±100.5 µmol/L, 62.6%
±10.4% vs  42.9%±11.4%; P <0.01); 试验组存
活率(治愈及好转)显著优于对照组 (72.8% vs 
48.3%, P <0.01).  

结论: 前列地尔注射液联合血浆置换是治疗
重型肝炎的有效方法. 

关键词: 前列地尔; 重型肝炎; 血浆置换

陈礼宏, 李德辉, 杨春芳. 前列地尔注射液联合血浆置换治疗重

型肝炎33例.  世界华人消化杂志  2007; 15(36): 3864-3867
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■背景资料
重型肝炎死亡率
高 ,  治疗效果差 , 
需要临床医生探
讨一些有效的治
疗方法.
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0  引言

重型肝炎是以肝细胞坏死、肝功能衰竭为特征

的危重疾病, 由于肝脏严重损害, 导致机体代谢

紊乱和大量毒素堆积, 反过来又加重肝细胞坏

死和肝功能损害, 形成恶性循环. 尽管内科采取

积极的综合治疗, 但病死率仍高达70%以上. 本
文采用前列地尔注射液(前列腺素E1, PGE1)联
合血浆置换治疗重型肝炎33例, 现报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2005-12/2006-12亚急性和慢性乙型

病毒性重型肝炎住院患者62例, 男51例, 女11
例; 年龄19-72(平均39.4±8.6)岁. 随机分为试

验组(33例)和对照组(29例). 试验组: 按病程分

亚急性重型肝炎3例, 慢性重型肝炎30例; 按重

型肝炎分期, 早期8例, 中期21例, 晚期4例; 按
合并症分4例伴Ⅱ度肝性脑病, 25例有腹水, 11
例合并自发性腹膜炎; 对照组: 按病程分亚急

性重型肝炎2例 ,  慢性重型肝炎27例; 按重型

肝炎分期, 早期4例, 中期20例, 晚期5例; 按合

并症分3例伴Ⅱ度肝性脑病, 20例有腹水, 6例
合并自发性腹膜炎 .  所有病例诊断按2000年
西安第十次全国病毒性肝炎学术会议修订的

《病毒性肝炎防治方案》中重型肝炎诊断标 
准[1]. 两组患者乏力、消化道症状以及血生化指

标等经统计学处理差异均无显著性(均P >0.05), 
具有可比性. PGE1注射液(批号: 20060312, 80 
μg/支), 吉林玉皇药业有限公司生产. P-IQ型血

液净化人工肝装置, 
1.2 方法 试验组: (1)内科综合治疗: 卧床休息, 补
充足够能量, 维持水、电解质及酸碱平衡, 给予

血浆制品、促肝细胞生长素、利尿剂、还原型

谷胱甘肽、支链氨基酸、抗生素等. (2)血浆置

换: 应用P-IQ型血液净化人工肝装置进行血浆

置换治疗. 每次血浆置换量2500-3000 mL, 血液

流出速度为100-125 mL/min, 血浆分离速度与置

换液补充速度均为25-35 mL/min. 每例患者根据

病情治疗1-3次, 每次操作3.5-4.2 h. 术前常规给

予肝素抗凝, 补钙2 g, 小剂量地塞米松或非那根

预防过敏, 置换结束后按每例患者肝素用量的

1/3-1/2量用鱼精蛋白中和体内过量的肝素. (3)
加PGE1注射液160 μg加葡萄糖250 mL静脉滴

注, 每天4次, 疗程4 wk. 对照组: 内科综合治疗加

血浆置换, 每例患者根据病情治疗1-3次, 每次操

作3.5-4.2 h. 设计统一的临床观察表, 观察并记

录患者每次治疗前后的症状、体征、凝血酶原

活动度(PTA)、电解质及肝、肾功能来判断临

床疗效及观察不良反应. 疗效判断标准为: (1)显
效: 临床症状消失, 并发症治愈, 总胆红素(TBIL)
和丙氨酸转氨酶(ALT)较治疗前下降三分之二

以上. (2)有效: 临床症状明显改善, 并发症治愈, 
TBIL和ALT下降50%以上. (3)无效: 未达到有效

标准甚至病情加重, 死亡, 放弃治疗, 自动出院.
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 采

用t检验; 计数资料采用χ2检验, P <0.01为差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 疗效评价 试验组33例存活24例, 存活率为

72.8%, 对照组29例存活14例(48.3%), 两组存活

率比较(P≤0.01), 存在显著差异(表1).
2.2 两组血生化指标的变化 治疗前试验组与

对照组比较, 各指标变化差异均无显著性(均
P >0.05); 治疗后两组间除ALB外各指标均有明

显改善(P <0.01), TBIL和PTA改善尤为明显. 试
验组治疗后与治疗前比较 ,  差异均有显著性

(P <0.01)(表2).
2.3 不良反应 试验组和对照组共62例共行血浆

置换89次, 其中试验组11例出现皮肤瘙痒及荨

麻疹, 1例有低血糖反应, 对照组10例出现皮肤

瘙痒及荨麻疹. 均经对症处理后得到纠正, 并完

成血浆置换治疗. 试验组中33例静脉注射前列

地尔, 其中2例出现注射部位血管痛, 减慢静滴

速度后消失; 1例出现静脉炎, 予热敷后好转, 均
未终止治疗.

3  讨论

重型肝炎预后差, 病死率高达70%, 发病机制非

常复杂, 迄今尚未完全阐明, 细胞因子可能在其

中起重要作用. 细胞因子与重型肝炎的关系主

要体现在两个方面, 一是细胞因子是参与重型

肝炎肝坏死发病过程的主要分子, 二是其与处

于不良环境中的肝细胞再生抑制有关. 重型肝

炎肝脏Kupffer细胞功能严重受损, 对内毒素的

表  1  两组患者疗效比较n (%)

     
分组

	       存活b	                      无效	

              显效           有效       死亡      自动出院      
合计

试验  19(57.6)     5(15.2)    5(15.2)    4(12.0)   33(100.00)

对照    8(27.6)     6(20.7)    9(31.0)    6(20.7)   29(100.00)

bP<0.01.

■相关报道
血浆置换治疗能
及时清除患者体
内的部分毒性物
质, 使损伤的肝细
胞有利于再生及
功能恢复, 是目前
国内治疗重型肝
炎的主要手段之
一. 前列腺素E1能
促进肝细胞在损
伤过程中的修复
和再生的作用, 目
前国内外许多学
者用前列腺素E1
治疗爆发性肝炎
等疾病. 
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清除与解毒能力减弱, 肝内淤积的胆汁酸和胆

红素抑制Kupffer细胞的吞噬功能, 来自门静脉

的大量内毒素未经解毒而入体循环, 形成内毒

素血症, 激活肝细胞合成和分泌脂多糖结合蛋

白(LBP), 将内毒素转运至Kupffer细胞膜上与相

应受体CD14结合, 激活细胞内信号转导系统, 释
放大量的炎性介质, 如细胞因子TNF-α、IL-6等
和氧自由基, 从而激活内毒素诱导的以TNF为核

心的炎症反应[2]. 
血浆置换治疗能及时清除患者体内的部分

毒性物质[3], 如内毒素、胆红素、胆酸、肿瘤坏

死因子等, 减轻肝脏炎症, 同时, 置换新鲜同型

血浆补充了血浆蛋白、凝血因子、调理素等生

物活性物质, 改善了凝血机制, 减轻了组织水肿, 
纠正酸碱平衡及电解质紊乱, 稳定内环境, 为肝

细胞再生及肝功能恢复赢得时间, 使损伤的肝

细胞有利于再生及功能恢复, 最终获得生存[4-5]. 
血浆置换是目前国内治疗重型肝炎的主要手段

之一[6-8]. 
前列腺素E1具有以下作用: (1)可以促进胰

高血糖素的释放, 使胆汁分泌增加, 加速肝内毒

性物质的排泄, 保护肝脏. (2)舒张血管、抗凝血, 
具有改善肝微循环的作用. (3)除具有免疫调节

的作用之外, 更重要的是前列地尔能与肝细胞

膜上特异受体结合, 激活腺苷酸环化酶, 导致肝

细胞内cAMP含量增多, 可抑制磷酸酶活性, 从
而保护肝细胞膜及溶酶体膜, 防止肝细胞坏死, 
并能抑制TNF的释放而保护肝细胞[9-10]. 此外还

具有疏通淤胆, 促进胆汁排泄, 促进肝细胞在损

伤过程中的修复和再生的作用, 因此肝炎时补

充前列地尔对恢复肝功能是有益的[11-13]. 目前国

内外许多学者用前列腺素E1治疗包括爆发性肝

炎在内的多种疾病[14-16]. 
本文观察到用血浆置换以及血浆置换加上

PGE1注射液治疗慢性重型肝炎, 治疗后两组患

者血清总胆红素、谷丙转氨酶等水平较治疗前

显著下降; 血浆置换加上PGE1注射液试验组治

疗后血清总胆红素、PTA水平较单用血浆置换

组下降更加明显, 两组相比差异有显著性意义. 
且试验组存活率显著优于对照组. 说明PGE1可
能通过抑制TNF-α释放, 降低血清TNF-α的水平, 
从而降低IL-6等炎性介质的水平, 提高患者存活

率. PGE1配合血浆置换是治疗重型肝炎的有效

方法之一. 
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换是治疗重型肝
炎的有效方法之
一. 
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Abstract
AIM: To explore the characteristics of the 
diagnosis and treatment in patients with Mirizzi 
syndrome, so as to improve its diagnosis and 
avoid the damage of the bile duct.

METHODS: A retrospective analysis was per-
formed on the 14 patients with Mirizzi syndrome 
in our hospital from Nov 2004 to Aug 2007.

RESULTS: 4 cases were made the definite diag-
nosis before the operation, the others were di-
agnosed during the operation. According to the 
standard of Nagakawa typing, 10 cases belonged 
to Type Ⅰ, 2 cases Type Ⅱ and 2 cases Type Ⅲ. 
All patients were discharged from our hospital 
without complications.

CONCLUSION: The preoperative diagnosis of 
Mirizzi syndrome is difficult. Intraoperative 
careful exploration, the necessary cholangiogra-
phy and the suitable operative methods is im-
portant to avoid iatrogenic bile duct injury.

Key Words: Mirizzi syndrome; Diagnosis; Operation

Guo JX, Zhang ZM, Zhu JP, Su YM, Jiang Y, Jiang N, 
Zhang ZC. Diagnosis and treatment of 14 patients with 
Mirizzi syndrome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(36): 3868-3870

摘要
目的: 探讨Mirizzi综合征的诊断和治疗特点, 
提高其诊治水平, 避免胆道损伤. 

方法: 回顾性分析我院2004-11/2007-08收治
的14例Mirizzi综合征的临床资料. 

结果: 术前诊断4例, 其余均为术中诊断, 根据
Nagakawa分型标准, 本组病例分为Ⅰ型10例, 
Ⅱ型2例, Ⅲ型2例, 全部病例治愈出院, 术后随
访均未发生胆管狭窄及其他并发症.

结论: Mirizzi综合征术前诊断困难, 术中需仔
细探查, 必要时行术中胆道造影以明确诊断, 
并根据不同类型选择适当的手术方式, 以避免
医源性胆管损伤.

关键词: Mirizzi综合征; 诊断; 手术
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0  引言

胆囊结石持续嵌顿和压迫胆囊壶腹部和颈部, 
引起肝总管狭窄或胆囊胆管瘘, 表现为反复发

作的胆囊炎、胆管炎和梗阻性黄疸称为Mirizzi
综合征. 由于其术前诊断较困难、术中解剖变

异较多, 因此, 术中易发生胆管损伤. 如何提高

其术前诊断的准确性和选择合适的手术方法, 
以减少医源性胆管损伤, 一直是胆道外科较为

棘手的问题. 我院2004-11/2007-08收治Mirizzi综
合征患者14例, 现分析报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 本组患者14例, 其中男5例, 女9例, 年龄

44-74(平均60±10)岁, 有右上腹痛者11例, 同时

®

■背景资料
Mirizzi综合征术
前诊断较困难、
术中解剖变异较
多, 因此术中易发
生胆管损伤. 如何
提高其术前诊断
的准确性和选择
合适的手术方法, 
以减少医源性胆
管损伤, 一直是胆
道外科较为棘手
的问题.

■研发前沿
对于Mirizzi综合
征 ,  无创检查以
C T (三维胆道成
像 )、MRCP,  结
合血生化检查有
助于术前诊断, 必
要时可行E R C P 
检查进一步明确
诊断 ,  有学者提
出E R C P可作为
Mirizzi综合征术
前诊断的金标准.
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伴有黄疸史3例, 寒战、发热3例. 病程0.5-90(平
均18.65) d,  择期手术10例, 急诊手术4例.
1.2 方法 血生化检查采用罗氏公司Modulay生化

分析仪, 血总胆红素采用重氮盐化学比色, 谷丙

转氨酶、碱性磷酸酶和谷氨酰转肽酶采用IFCC
酶学比色. CT检查采用GE公司16排螺旋CT. 核
磁共振胰胆管成像采用西门子1.5T超导型磁

共振成像系统. 全组病例均接受手术治疗并确

诊, 其中术前诊断4例, 其余均为术中诊断. 根
据Nagakawa分型标准, 本组病例分为Ⅰ型10例, 
均行单纯胆囊切除, 其中经腹腔镜4例、开腹5
例、腹腔镜中转开腹1例. Ⅱ型2例, 行开腹胆囊

切除, 瘘口直接缝合修补, 胆总管置T管常规引

流. Ⅲ型2例, 行开腹胆囊大部切除, 残余胆囊壁

组织修补瘘口, 胆总管置T管支撑引流, 术后3 
mo拔出T管.

2  结果

2.1 血生化检查结果 血总胆红素(TB)7.8-294.4 
μmol/L, 平均78.5 μmol/L, 直接胆红素(DB) 2.3- 
218.1 μmol/L, 平均54.7 μmol/L, 谷丙转氨酶

(ALT)11.2-522.9 nkat/L, 平均155.5 nkat/L, 碱
性磷酸酶(ALP)13.5-2323.8 nkat/L, 平均920.8 
nkat/L, 谷氨酰转肽酶(GT)11.7-979.8 nkat/L, 平
均319.3 nkat/L.
2.2 影像学检查结果 全组病例均行B型超声检

查, 提示胆囊颈部结石2例, 胆囊萎缩1例, 肝外

胆管结石2例, 肝总管扩张2例. CT检查(胆道三

维成像)9例, 发现胆囊管与肝总管关系紊乱4例, 
有时可见结石嵌顿于胆囊管和肝总管汇合处(图
1A). 核磁共振胰胆管成像(MRCP)检查2例, 显
示胆囊管与肝总管关系紊乱, 肝内胆管扩张(图
1B). 术中胆道造影10例, 显示肝总管受压, 肝内

胆管扩张. 
2.3 预后 全组病例均治愈出院, 术后随访3-28 
mo, 均未发生胆管狭窄及其他并发症.

3  讨论

Mirizzi综合征发生的解剖基础是胆囊管过长且

与肝总管并行, 病理基础是胆囊管或胆囊颈部

结石嵌顿. 迄今, 国内外尚无统一的Mirizzi综合

征分型标准. 比较认可的是1989年Csendes提出

的分型[1-3], Ⅰ型: 胆囊颈或胆囊管结石嵌顿压迫

胆总管; Ⅱ型: 胆囊胆管瘘形成, 瘘口小于胆总

管周径的1/3; Ⅲ型: 瘘管口径超过胆总管周径的

2/3; Ⅳ型: 胆囊胆管瘘完全破坏了胆总管壁. 在
1997年, Nagakawa et al [4]根据其诊断与治疗特点

提出新的分型标准, Ⅰ型: 胆囊管或胆囊颈部结

石压迫, 引起肝总管狭窄; Ⅱ型: 胆囊管或胆囊

颈部结石嵌顿, 引起肝总管瘘; Ⅲ型: 胆囊管或

胆囊颈部结石融合, 引起肝总管狭窄; Ⅳ型: 胆
囊管或胆囊颈部无结石, 由于胆囊三角炎性纤

维化, 引起肝总管狭窄. 结合本组病例的诊治体

会, 我们认为Nagakawa分型因兼顾病情进展及

病变严重程度, 因而更具有临床实际意义, 近来

受到重视[5].
由于Mirizzi综合征缺乏特异性症状, 给术

前诊断带来很大困难, 常在术前被误诊为胆囊

炎、胆管结石和胆管炎. 术前是否能明确诊断

对避免手术中损伤胆管及正确处理有重要意义. 
本组14例患者中, 仅有4例术前考虑为Mirizzi综
合征, 并在术中证实, 其余均为术中发现并得以

诊断为Mirizzi综合征. 为进一步提高其术前诊

断率, 应加强对该病的认识和警惕. 通常认为, 
Mirizzi综合征多见于中老年人, 多有较长的胆

结石病史, 临床表现主要是胆绞痛、梗阻性黄

疽及反复发作的胆管炎, 实验室检查可见TB、

ALT和AKP升高. 影像学检查对该病的诊断具

有重要意义, 临床首选B超检查, 较为特征性的

B超检查所见是: 胆囊结石嵌顿于胆囊颈部或胆

囊管, 慢性萎缩性胆囊炎, 肝总管扩张, 胆总管

远端无扩张, 有时可发现肝总管节段性狭窄. CT 
检查结合胆道三维成像对Mirizzi综合征的诊断

■相关报道
迄今, 国内外尚无
统一的Mirizzi综
合征分型标准. 目
前应用较多的是
1989年Csendes提
出的分型. 1997年
Nagakawa根据其
诊断与治疗特点
提出新的分型标
准.

图  1  影像学检查. A: CT胆道三维成
像示胆囊管与肝总管关系紊乱, 并可

见结石嵌顿于胆囊管和肝总管汇合处; 

B: 核磁共振胰胆管成像(MRCP)示胆

囊管与肝总管关系紊乱, 肝内胆管扩

张.

A B

■应用要点
Mirizzi综合征术
前诊断困难, 术中
需仔细探查, 必要
时行术中胆道造
影以明确诊断, 并
根据不同类型选
择适当的手术方
式, 以避免医源性
胆管损伤.
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意义较大, 可发现胆囊颈部或胆囊管结石嵌顿, 
肝总管狭窄, 胆囊管水平以上胆管扩张, 胆囊管

水平以下胆管正常, 本组4例术前诊断病例均由

此检查提示疑似诊断, 并在术中证实. MRCP可
发现肝外胆管狭窄合并胆囊结石, 或显示肝总

管胆囊侧偏心性狭窄及肝总管和肝内胆管扩张, 
对诊断帮助较大.

对于怀疑为Mirizzi综合征, 经上述检查仍

缺乏足够证据者, 可行ERCP检查, 典型的图像

可显示为: 胆总管在胆囊水平有一弧形光滑的

侧方充盈缺损, 其近侧的肝总管及肝内胆管扩

张, 其远侧的胆总管内径正常, 并可显示内含结

石的胆囊或胆囊管阴影, 胆管和胆囊之间出现

交通阴影时表示有内漏存在. 最近有人提出[6], 
ERCP可作为Mirizzi综合征术前诊断的金标准.

对于术前未能明确诊断, 术中发现胆囊颈

部或胆囊管结石嵌顿, 胆囊Calot三角粘连致密

和组织增厚, 不能辨别胆囊管与肝总管结构关

系者, 可行术中胆道造影, 其典型表现是: 肝总

管狭窄及其侧方的胆囊管充盈缺损, 其上方肝

总管明显扩张, 并可发现胆囊管与肝总管之间

存在瘘道, 同时可以发现是否有小结石掉入胆

总管, 从而避免胆管损伤及术后胆总管结石残

留. 因此, 术中胆道造影被认为是确诊Mirizzi综
合征及确定其分型的重要方法. 本组9例患者通

过术中胆道造影确诊.
Mirizzi综合征的治疗以外科手术为主, 原则

为去除病灶, 解除梗阻, 修复瘘道, 胆道引流. 手
术方法包括胆囊切除术和相应胆道病变的处理, 
而关键问题在于避免发生胆管损伤, 矫正已形

成的胆管狭窄. 胆囊管或颈部结石嵌顿, 反复发

作性炎症加上解剖变异, Calot三角粘连明显, 解
剖分离困难易损伤肝外胆道. 故应根据术中直

视或术中胆管造影所见, 依据不同的病理类型, 
采取不同的手术方法. 通常认为, 对Csendes分型

Ⅰ型患者可行胆囊切除或部分胆囊切除术; 对
Ⅱ型瘘口较小且胆总管直径大于1.5 cm者可行

瘘口直接缝合加T管支撑引流术; 对瘘口大, 直

接修补后将造成胆管狭窄者, 可行带血管胆囊

瓣修补术; 对Ⅲ和Ⅳ型者因瘘口超过胆总管周

径的2/3或呈环状缺损而难以修补者, 可选择肝

总管空肠Roux-en-Y吻合术. 近年来, 随着内镜

技术及微创外科的开展, Mirizzi综合征的治疗

观念也发生了很大的变化. 尽管Mirizzi综合征

通常被视为腹腔镜手术的禁忌症[6-8], 但新近有

关腹腔镜手术治疗Mirizzi 综合征的报道越来越 
多[5,9-11], 我们的体会是腹腔镜手术主要适用于Ⅰ

型Mirizzi综合征, 本组4例Ⅰ型患者成功通过腹

腔镜手术完成, 但对于Ⅱ-Ⅳ型患者, 由于胆囊三

角的解剖变异和严重纤维粘连, 应以开腹手术

为宜.
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Abstract
AIM: To evaluate the accuracy of the diagnosis 
o f OGIB by capsu le endoscopy and the 
effectiveness of this technique in obtaining a 
suitable clinical outcome.

METHODS: From May 2002 to June 2005, 99 
patients were enrolled in our study of capsule 
endoscopy for OGIB. We analyzed the degree 
of consistency between findings by capsule en-
doscopy and the clinical results, the outcome 
of treatments based on its diagnosis, the occur-
rence of re-bleeds and the re-examinations of 
the patients through records of consultations, 
emergencies or hospitalizations and telephone 
follow-up.

RESULTS: Capsule endoscopy successfully 

detected 89.9% of cases of OGIB. At a mean 
follow-up of 18.4 (6-41) months, lesions detected 
by capsule endoscope in 63 (63.6%) patients 
were verified. Among these patients, capsule 
endoscopy accurately diagnosed 90.5% (57/63) 
of OGIB cases, and this was not significantly 
different from the accuracy of diagnosis before 
validation (P = 0.36). Specific interventions were 
undertaken in 50.5% (50/99) of cases based on 
the findings of capsule endoscopy. The success 
rate of these specific strategies was 82% (41/50). 
Interventions based on positive findings in the 
small bowel are clearly more effective than those 
based on probable-positive findings (P = 0.01).

CONCLUSION: Capsule endoscopy has a high 
accuracy for the diagnosis of OGIB; this tech-
nique can efficiently guide further strategies 
and, in a relatively major proportion of cases, 
affect the clinical outcomes of these patients, es-
pecially bleeding caused by tumors, ulcers and 
angiodysplasia.

Key Words: Capsule endoscopy; Obscure gastroin-
testinal bleeding; Diagnosis; Clinical outcome

Gu JL, Ge ZZ, Gao YJ, Chen HY, Hu YB, Xiao SD. In-
fluence of capsule endoscopy on the clinical outcomes 
of patients with obscure gastrointestinal bleeding: an 
analysis of 115 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(36): 3871-3876

摘要
目的: 探讨胶囊内镜诊断不明原因消化道出
血(OGIB)的可靠性及根据其诊断结果指导疾
病临床转归的有效性. 

方法: 收集2002-05/2005-06间因不明原因消
化道出血连续至本院行胶囊内镜检查的患者
99例, 通过就诊记录、电话追踪和门急诊随访
等分析胶囊内镜诊断结果的临床符合情况、
根据该诊断指导干预措施的结果、患者再出
血及再检查等情况.
 
结果: 胶囊内镜对O G I B的病变检出率为
89.9%, 平均随访时间为18.4(6-41) mo, 63例
(63.6%)胶囊内镜检查结果得以验证, 病变检
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■背景资料
传统小肠检查方
法对不明原因消
化道出血的诊断
率较低, 难以有效
指导疾病的诊治. 
而胶囊内镜能够
完成对整个小肠
的观察, 在此方面
的诊断凸现出明
显优势, 但能揭示
此项新技术在诊
断方面的可靠性
及其指导疾病临
床转归意义的相
关研究较少. 



出率在验证前后无显著差异(P  = 0.36), 最终
确诊率达90.5%(57/63). 根据胶囊内镜诊断结
果指导的特异性治疗率为50.5%(50/99), 总成
功率为82%(41/50), 且经胶囊内镜诊断结果指
导的对小肠阳性病变的有效干预率显著高于
可疑阳性病变(P  = 0.01).

结论:  胶囊内镜诊断不明原因消化道出血
的准确性高, 能有效指导对疾病的进一步治
疗, 并能较大程度地影响这些疾病, 特别是溃
疡、肿瘤及血管发育不良所致的不明原因消
化道出血的临床转归.

关键词: 胶囊内镜; 不明原因消化道出血; 诊断; 临

床转归
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0  引言

不明原因消化道出血(obscure gastrointestinal 
bleeding, OGIB)是经胃镜、大肠镜检查未发现

异常的慢性间歇性消化道出血, 其病变主要位

于小肠, 发病率约占整个消化道出血的5%[1]. 由
于传统小肠检查方法对其诊断率较低, 难以有

效指导疾病的诊治, 因此作用有限[2-5]. 而胶囊内

镜(capsule endoscopy, CE)检查技术的出现与兴

起, 首次能够完成对整个小肠的观察, 是小肠检

查技术的一次革命性飞跃, 经过数年的临床实

践, 其应用已趋成熟, 特别是对诊断OGIB具有明

显优势, 有望发展成为诊断小肠出血疾病的一

线检查方法[6-12]. 然而能够揭示其诊断可靠性及

指导疾病临床转归意义的相关研究不多或样本

量少, 前些阶段的许多研究过多的关注于胶囊

内镜对疾病的诊断率, 并与小肠钡灌、推进式

小肠镜等进行比较显示出他的诊断优势, 但这

些资料很少涉及对患者的纵向随访. 因而对此

项新技术的价值评估尚待进一步完善, 本文就

胶囊内镜检查对OGIB患者临床转归的影响作一

研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-05/2005-06对不明原因消化道

出血的患者115例进行了胶囊内镜检查, 他们

均经胃镜和大肠镜检查结果阴性而怀疑出血

部位位于小肠. 随访期间失访16例, 随访完成

率为86.2%, 最终收入99例. 男47例, 女52例, 平

3872                       ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2007年12月28日    第15卷   第36期

均年龄52(3-84)岁 .  C E检查之前平均病程为

37.7(0.13-324) mo, 进行胃镜、大肠镜、消化道

钡餐、小肠钡灌、血管造影、小肠镜等相关检

查平均为7.5次, 平均最低血红蛋白浓度为67 g/L,  
需输血者56例(56.6%). 排除标准为: 在CE检查之

前未进行胃镜或大肠镜检查者; 病变已明确行复

查者; CE检查之前的相关检查或临床症状怀疑

有肠腔狭窄者. 采用Given Imaging Ltd, Yoqneam, 
Israel胶囊内镜设备, 他由11 mm×26 mm大小的

M2A胶囊内镜、数据记录仪和RAPID工作站3部
分组成. 
1.2 方法 检查前要求患者至少禁食8 h, 必要时

给予促胃肠动力药、祛泡剂或泻药辅助, 检查

期间允许患者自由走动, 检查时间为6-8 h, 检查

后所得图像数据通过软件下载至RAPID工作站

分析处理, 并由两名经验丰富的内镜医师进行

读片诊断. 将胶囊内镜诊断结果分为阳性、可

疑阳性和阴性, 其中阳性率与可疑阳性率之和

为胶囊内镜对OGIB的检出率. 根据其检出结果

予以患者相关干预: (1)特异性治疗包括手术治

疗、内镜下治疗、特异性药物治疗如5-氨基水

扬酸类/激素、反应停等; (2)非特异性治疗包括

补充铁剂、输血、止血药、中药等; (3)单纯观

察未予治疗. 通过病史查阅、就诊记录及电话

追踪等方法对这些患者随访至少6 mo. 随访内

容包括相关临床和实验室指标. 临床指标即再

检查、治疗、再出血及输血等情况; 实验室指

标即大便隐血及血红蛋白情况. 胶囊内镜检查

结果的验证标准: (1)检出的阳性或可疑阳性病

变为其他检查证实或经特异性治疗有效者; (2)
阴性结果经其他检查亦未发现病变或未再出血

者. 胶囊内镜指导的有效干预的成功标准: 剔除

假阳性外, 对胶囊内镜检出的阳性或可疑阳性

病变进行特异性治疗后未再出血、血红蛋白浓

度保持稳定上升(治愈)或虽有再出血但出血频

率及出血量明显低于治疗前、血红蛋白浓度则

高于治疗前(好转). 
统计学处理 采用SAS 6.12统计软件, 运用

卡方检验分析数据, P <0.05为差异具有统计学

意义.

2  结果

2.1 胶囊运行及滞留情况 99例CE检查情况如下: 
CE平均总检查时间为469(335-551) min; 平均胃

排空时间为50.7(1-447) min, 其中1例胶囊滞留

食管447 min, 11例胃排空时间大于120 min; 在

www.wjgnet.com

■研发前沿
自胶囊内镜应用
以来, 以往过多的
研究关注于胶囊
内镜对疾病的诊
断率, 并与小肠钡
灌、推进式小肠
镜等进行比较显
示出他的诊断优
势, 但这些资料很
少涉及对患者的
纵向随访. 本文就
从此方面出发, 就
胶囊内镜检查对
OGIB患者临床转
归的影响作一研
究.
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有效检查时间内, 56例(56/99, 56.7%)CE检查过

回盲瓣, 平均通过时间为335(154-524) min, 小肠

转运时间为289.5(133.5-499) min. 仅1例(1%)CE
滞留小肠而经手术取出, 该例CE检查结果及手

术均证实为克罗恩病. 3例胶囊发生局部暂时滞

留及13例排出时间超过72 h, 但最终均能自行排

出体外. 
2.2 随访前CE对99例OGIB患者的检查 小肠阳性

66例、小肠可疑阳性19例、小肠外胃肠道病变

4例、阴性10例. 85例小肠病变患者中发现疑似

血管发育不良29例、疑似Crohn病或肿瘤的溃

疡病变22例、肿瘤10例、血管瘤8例、黏膜下

肿瘤6例、其他(如活动性出血、糜烂、憩室、

息肉等)10例. 4例小肠外胃肠病变包括出血性胃

炎1例、结肠血管扩张2例、糜烂性胃炎1例.
2.3 随访后结果 平均随访时间为18.4(6-41) mo, 
出血未见好转28例, 需再输血4例(4%). 85例小

肠病变中, 根据胶囊内镜检查结果指导手术者

26例, 术中发现CE假阳性2例, 术后再出血2例. 
特异性药物治疗21例(5-ASA类/激素治疗12例、

反应停治疗9例), 出血未见好转4例. 而13例非特

异性治疗及25例未治疗患者中再出血20例, 8例
再出血时复行检查(包括胃镜、大肠镜、小肠

镜、血管造影), 2例再检查发现病变并进行特异

性治疗. 其中1例再出血复查小肠镜提示病变为

末端回肠血管发育不良, 与胶囊内镜检查结果

息肉出血不符, 予以反应停治疗但仍有再出血. 
另1例再出血行血管造影检查提示为Meckel憩
室, 与胶囊内镜检查结果血管瘤及黏膜下肿瘤

不符, 并予以腹腔镜手术治疗后治愈. 其余6例
再检查均未发现明显出血病灶. 

4例小肠外胃肠病变中, 胶囊内镜指导治疗3
例, 其中1例出血性胃炎予以胃镜下钛夹治疗, 1
例结肠血管发育不良予以大肠镜下硬化剂治疗

均治愈, 另1例糜烂性胃炎予以护胃药物治疗仍

有再出血. 此外, 有1例CE提示结肠血管畸形未

予特殊干预, 再出血复查大肠镜结果为痔疮出

血并手术后治愈. 
10例CE阴性患者中, 再出血2例, 其中1例再

出血时行CE复查提示血管扩张并行手术得以证

实, 另1例反复再出血行剖腹探查但未见异常. 1
例CE检查后2 mo因发热使用抗生素无效, 加用

激素后致肠穿孔而手术发现为空肠T细胞恶性

淋巴瘤. 2例再检查(1例小肠镜、1例大肠镜)均
未见异常, 5例未再出血及干预.
2.4 CE对OGIB的临床转归意义的评估 CE对
OGIB病变的总检出率为89.9%(89/99), 其中小肠

病变检出率为85.9%(85/99). 63例(63.6%)CE结
果在随访期间得以验证, 结果显示CE对OGIB的
最终确诊率为90.5%(57/63). 并发现CE对该63例
OGIB患者的病变检出率在验证前后无显著差异

[84.1%(53/63) vs  77.8%(49/63), P = 0.36]. 
胶囊内镜对85例不同类型小肠病变的指导

作用: 对血管发育不良所致的OGIB的特异性治

疗率为44.8%, 对溃疡病变为77.3%, 对肿瘤为

90%, 对血管瘤为25%, 对黏膜下肿瘤为33.3%及

对其他病变如憩室、息肉、糜烂等为40%. 而
对他们的有效干预率依次分别为31.0%, 68.2%, 
90.0%, 25.0%, 16.7%及30.0%(表1).

根据CE诊断结果对患者进行特异性干预共

50例(50.5%), 特异性干预成功率为82%(41/50). 
CE对检出病变的有效干预率为46.1%(41/89), 总

■创新盘点
本研究注重于在
胶囊内镜诊断不
明原因消化道出
血的结果之后的
随访验证情况及
其根据其诊断结
果所采取的干预
措施情况来全面
评估胶囊内镜在
此方面的应用价
值, 更注重于纵向
的随访比较及验
证其诊断结果的
准确性.

表  1  CE对不同类型小肠病变和小肠外胃肠道的检出病变及治疗情况

     
病变类型			     	 n 	 特异性治疗 n( %)          有效干预 n (%)

       非特异性治

								                     疗或未治疗 n

小肠病变				  

    疑似血管发育不良	                29	      13(44.8) 	       9(31.0)	     16

    溃疡(其中疑似Crohn病17例)	               22	      17(77.3) 	     15(68.2)	       5

    肿瘤			                  10	        9(90.0) 	       9(90.0)	       1

    血管瘤				    8	        2(25.0)	       2(25.0)	       6

    黏膜下肿瘤			    6	        2(33.3)	       1(16.7)	       4

    其他(活动性出血、	                10	        4(40.0)	       3(30.0)	       6

    糜烂、憩室、息肉等)

小肠外胃肠道检出病变				  

    出血性/糜烂性胃炎		  2	        2(100)	       1(50)	                        0

    结肠血管发育不良		  2	        1(50)	                      1(50)                          1



www.wjgnet.com

体有效干预率为41.4%(41/99): 其中对小肠阳性

病变的有效干预率为53.0%(35/66), 对小肠可疑

阳性病变的有效干预率为21.1%(4/19), 两者间

有显著差异(P <0.05). 对小肠外胃肠阳性病变的

有效干预率为50%(2/4)(表2). 

3  讨论

不明原因消化道出血(OGIB)的主要病变部位在

小肠, 而传统小肠检查方法如小肠钡餐、小肠

钡灌、血管造影、推进式小肠镜等对该疾病的

诊断存在明显的局限性, 病因诊断率较低, 总体

约在5%-40%之间[2-5,13-14], 许多患者因诊断不能

明确而无法采取有效的干预措施, 如耽误肿瘤

治疗的最佳时机或对多发性血管病变盲目手术

而常导致出血复发,  给患者带来很大痛苦. 
胶囊内镜(CE)的问世突破了传统小肠检查

方法的局限性, 实现了全小肠的检查, 研究显示

他对诊断小肠疾病, 特别是不明原因消化道出

血, 具有诊断率高、检查图像清晰、患者依从

性好及安全等优点[11]. 但经临床实践发现目前胶

囊内镜检查尚存在一些不足, 如不可操控性, 图
像显示为随机和一过性, 无法活检进行病理诊

断, 检查完成情况及质量与胃肠蠕动、胃肠道

通畅程度有关等, 使我们必须进一步关注胶囊

内镜对OGIB诊断结果的可靠性及其指导疾病临

床转归的意义等问题. 
本研究中胶囊内镜对99例OGIB患者病变的

总检出率高达89.9%, 与Garcia-Compean et al报
道的80%-90%的检出率相似[15-16]. 检出病变中以

小肠部位病变为主, 占95.5%(85/89), 其中包括

了溃疡、肿瘤、多发性血管发育不良及血管瘤

等高度出血可能的阳性病变和糜烂、息肉、黏

膜红斑、单发血管发育不良及黏膜下肿瘤等中

度出血或潜在出血可能的可疑阳性病变. 
由于胶囊内镜检查本身的不足或是检查时

机的不正确, 易造成在检查时出现对某些非特

异性病变的误诊、漏诊或无法判断的现象: 如
小肠自身蠕动出现的黏膜隆起在某些情况下很

难与黏膜下肿瘤相鉴别; 仅发现黏膜红斑, 只能

怀疑而不能确定是血管发育不良, 更不能确定

为出血源; 小肠毛细血管扩张所致的出血, 若
没有选择最佳的检查时机即正处于显性或隐性

出血或出血刚结束之时进行检查, 一旦等出血

停止一段时期血管收缩后就很难发现病灶; 而
具有临床意义的溃疡与那些微小的、暂时的却

无临床意义的黏膜破损较难鉴别等. 这势必在

一定程度上影响胶囊内镜诊断的准确性, 并影

响疾病的临床转归. 本研究在随访期间, 63例
(63.6%)胶囊内镜检查结果经手术、其他检查、

内镜治疗或特异性药物治疗所验证, 最终发现

小肠病变假阳性3例(1例CE疑似Crohn病的患者

手术证实为回肠憩室; 1例CE提示血管瘤、黏

膜下肿瘤的患者再行血管造影检查及腹腔镜手

术结果为Meckel憩室; 1例CE结果为黏膜下肿瘤

者术中未见明显肿块)、小肠外病变假阳性1例
(CE提示结肠血管畸形, 而再出血复查大肠镜结

果为痔疮出血并手术后治愈)及假阴性2例(1例
CE检查后2月肠穿孔手术发现为空肠T细胞恶性

淋巴瘤; 1例再出血时复行CE检查提示血管扩张

并行手术证实), 最终胶囊内镜对该63例患者的

确诊率为90.5%(57/63), 与Pennazio的研究显示

91.1%的确诊率相似[17]. 
经胶囊内镜检出病变的患者, 其出血缓解

率为70.8%(63/89). 根据胶囊内镜检查结果指导

的特异性干预率为50.5%, 低于Delvaux研究中

77.3%的特异性干预率[18]. 包括手术26例, 再出

血2例, 再出血原因考虑多发血管病变或多发溃

疡所致, 且手术发现胶囊内镜检查结果假阳性2
例, 因此胶囊内镜指导病变手术治疗的成功率

为84.6%(22/26); 内镜下治疗2例均治愈, 成功

率为100%; 特异性药物治疗22例, 有效缓解17
例, 成功率为77.3%. 因此特异性治疗总成功率

为82%, 总体有效干预率为41.4%(41/99), 低于

Moreno研究结果中胶囊内镜对其检出病变67%
的有效干预率而略高于其34.6%的总体有效干

预率[19], 高于之前部分研究提示的胶囊内镜对

OGIB的25%-32%的有效干预[17,20]. 分析造成差

异的原因可能是评判有效干预的标准不同, 仅
以内镜或手术治疗作为有效影响临床转归的标

表  2  根据胶囊内镜检出病变指导的特异性干预情况n/n

     
	       手术/          内镜/         特异性药         小计/

	       有效            有效           物/有效           有效

阳性	      24/20	         0/0	           16/15           40/35

可疑阳性	        2/2	         0/0	             5/2               7/4

小肠外胃	        0/0	         2/2	             1/0               3/2

肠病变

小计	      26/221	        2/2	           22/17           50/41

成功率	      84.6%	    100%	           77.3%          82%

1剔除术中发现CE假阳性2例(1例CE疑似Crohn病的患者手术证实

为回肠憩室; 另1例CE结果为黏膜下肿瘤者术中未见明显肿块).

■应用要点
本文通过随访验
证胶囊内镜对不
明原因消化道出
血诊断结果的准
确性, 来评估胶囊
内镜对其诊断的
可靠性, 以确认胶
囊内镜在此方面
的使用价值.
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准, 则有效干预率降低; 而以胶囊内镜检查后指

导的所有治疗措施, 均能使出血停止或贫血纠

正为标准, 则有效干预率提高. 另外, 我们还发

现胶囊内镜对其检出的阳性病变的有效干预率

显著高于可疑阳性病变(P <0.05), 说明胶囊内镜

检查对小肠阳性病变即那些高度出血可能的病

变的临床转归更有指导价值. 
研究显示, OGIB的病变类型以血管发育不

良和溃疡多见, 分别占36%及25%[15]. 本研究发

现85例小肠病变的检出类型中亦以血管发育

不良和疑似Crohn或肿瘤的溃疡病变为主, 分
别占34.1%(29/85)和25.9%(22/85), 其次为肿瘤

11.8%(10/85), 但针对病变胶囊内镜指导的特异

性治疗却以溃疡病变和肿瘤为甚, 通常明确或

怀疑肿瘤者予以直接手术治疗, 而结合临床及

生化等指标明确或怀疑Crohn病者予以5-氨基水

杨酸类、激素或免疫抑制剂治疗, 这两种针对

性治疗方法的疗效明确, 因此胶囊内镜对这两

类病变的有效干预率可分别达90%和68.2%. 而
发病类型最高的血管发育不良, 特异性治疗率

和有效干预率却较低, 分别为44.8%和31%. 主要

由于: (1)确诊有一定难度; (2)针对治疗这一病变

的药物反应停为老药新用, 他是一种血管生成

抑制剂, 小样本研究显示其对治疗血管发育不

良作致的消化道出血疗效显著[21-22], 但此结论尚

有待更多的、大规模的临床病例及实验室研究

依据加以验证; (3)早期患者尚无特异性药物针

对治疗; (4)若予以手术治疗, 则往往由于病变的

多发性而导致手术失败, 疗效不佳. 另外胶囊内

镜对其检出的黏膜下肿瘤病变的指导干预作用

最低, 由于此类病变与肠自身蠕动或外压形成

的黏膜隆起鉴别困难, 诊断往往不能确定, 致使

胶囊内镜难以有效指导进一步治疗措施. 本研

究8例黏膜下肿瘤者仅2例指导手术, 且其中1例
为假阳性, 术中未见明显肿块, 其特异性治疗率

和有效干预率仅分别为33.3%和16.7%. 
本研究不足之处是研究对象多为异地患

者或因联系方式错误而造成失访16例(失访率

为13.8%), 随访完成率为86.2%(99/115), 高于

Moreno研究的68.4%的随访完成率[20]. 而分析16
例失访者的胶囊内镜检出率为87.5%(包括阳性

9例、可疑阳性5例及阴性2例), 与纳入研究的99
例患者的89.9%的检出率相似. 此外本研究中尚

有36例经胶囊内镜检出病变的患者只采取一般

支持治疗或单纯观察, 未经特异性治疗或相关检

查验证其检查结果, 因此有36.4%(36/99)的患者

的胶囊内镜检查结果在随访前后无法得以证实. 
胶囊内镜诊断不明原因消化道出血的准确

性高(90.5%), 从而能有效指导对疾病的进一步

治疗, 并能较大程度地(41.4%)影响这些疾病, 特
别是溃疡、肿瘤及血管发育不良所致的不明原

因消化道出血的临床转归.
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Abstract
AIM: To explore the relationship between food 
intolerance and diarrhea-dominant irritable 
bowel syndrome (dIBS).  

METHODS: In 68 patients with Rome II dIBS, 
we semi-quantitatively measured specific IgG 
antibody to 14 food allergens in the serum, 
then eliminated the corresponding food. After 
8 weeks, we observed changes in symptom fre-
quency and disease severity index.  

RESULTS: Compared with the normal control 
group, 48 patients with dIBS appeared posi-
tive to at least one food allergen, with a posi-
tive rate of 70.6%, and the difference was sig-
nificant (P < 0.05). After 8 weeks diet therapy, 
clinical symptoms of dIBS were significantly 
relieved in 29 patients who were positive for 
>2 food allergens. Also, symptom frequency 
was significantly reduced from 3.62 ± 1.41 to 
1.52 ± 0.62, and severity index from 3.21 ± 1.50 
to 1.39 ± 0.66. 

CONCLUSION: Food intolerance was involved 
in the pathogenesis of dIBS. According to the 
level IgG, eliminating the corresponding food 
can improve the clinical symptoms of dIBS. 

Key Words: Food intolerance; Diarrhea-dominant 
irritable bowel syndrome; Diet therapy

Zhang XD, Deng M, Li M, Wang XL. Food intolerance 
and diarrhea-dominant irritable bowel syndrome. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(36): 3877-3879

摘要
目的: 探讨食物不耐受在腹泻型肠易激综合
征(dIBS)发病中的作用. 

方法: 对符合罗马标准Ⅱ的dIBS患者68例, 半
定量检测血清中14种食物过敏原特异性IgG
抗体. 并根据检测结果剔除相应食物治疗8 
wk, 观察其症状频率和严重程度指数的变化. 

结果: 48例dIBS患者至少对1种过敏原出现阳
性反应, 总阳性率为70.6%, 正常对照组2例阳
性反应, 阳性率为10%, 两者相比有统计学差
异(P <0.05). 29例IgG阳性达+2以上的患者完
成8 wk饮食治疗, 临床症状明显改善, 症状频
率指数(3.62±1.41 vs  1.52±0.62)和严重程度
指数(3.21±1.50 vs  1.39±0.66), 均有显著降
低. 

结论: 食物不耐受确实参与dIBS的发病, 根据
食物IgG水平, 剔除相应食物能有效改善dIBS
的临床症状.

关键词: 食物不耐受; 腹泻型肠易激综合征; 饮食治疗
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种累及整个消化道的动力障碍性疾病, 可引

起反复的上下消化道症状, 包括不同程度的腹
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■背景资料
IBS是一类十分常
见的胃肠道感觉
运动敏感性疾病, 
其发病机制比较
复杂也未完全阐
明. IBS也是最早
被发现的可能与
食物不耐受有关
的疾病, 近年来在
欧洲有实验证明
IBS是食用特定的
食物或调料后的
症状. 

■研发前沿
食物不耐受是一
种复杂的变态反
应性疾病. 免疫系
统把进入人体的
某种或多种食物
当成有害物质, 产
生食物特异性IgG
抗体, 引发系统症
状与疾病. 食物不
耐受已经成为各
国的研究热点.



痛、腹胀、便秘或腹泻等. 其病因发病机制仍

不甚清楚. 长期以来, 许多临床医生怀疑IBS可
能与饮食有某种程度上的关联. 近年来, 国外的

研究[1-2]证实食物不耐受与IBS有关, 而国内的相

关报道并不多见, 为了探讨两者的关系, 我们对

68例dIBS患者进行了血清14种食物特异性IgG
抗体检测, 并根据检测结果剔除相应食物, 观察

治疗结果, 以探讨食物不耐受在dIBS发病中的

作用.

1  材料和方法

1.1 材料 2006/03-2007/03在本院消化内科就诊

的有反复腹痛腹胀腹泻符合罗马Ⅱ诊断标准的

dIBS患者, 无过敏性哮喘偏头痛病史, 1 mo内无

口腔溃疡皮肤湿疹, 未使用抗过敏药物和皮质

类固醇激素, 结果68例dIBS患者进入研究, 男29
例, 女39例, 年龄24-56(平均34.6)岁, 对照组20
例, 为健康体检者, 经统计学检验, 两组性别年

龄无差异.
1.2 方法 
1.2.1 血清食物特异性抗体: IgG的测定: 所有受

试者抽血1 mL, 采用美国Biomerica公司生产的

食物过敏原检测试剂盒, 半定量检测血清中14
种食物过敏原特异性IgG抗体, 按说明书操作. 
14项检测包括牛肉、鸡肉、鳕鱼、玉米、螃

蟹、蘑菇、牛奶、鸡蛋、猪肉、大米、虾、大

豆、西红柿和小麦, 针对每种食物原IgG抗体浓

度的不同, 可判断为“阴性、轻度、中度、重

度”, 并可对检测结果进行分级(表1).
1.2.2 剔除不耐受食物治疗: 根据食物特异性IgG
抗体检测的结果, 对抗体阳性程度中度以上即

分级+2以上的dIBS患者给予剔除相应的食物治

疗, 除非症状极其严重, 一般不做对症处理, 并
在治疗前和治疗后第4周和第8周末对患者进行

问卷调查, 评价患者的临床症状变化. 
1.2.3 疗效评价: 以症状频率和严重指数作为

主要终效观测指标 [3]. 其中, 症状严重指数分

为1级(无症状)、2级(可感觉到, 但可耐受)、
3级(中度 ,  干扰正常的活动)、4级(影响正常

工作 )和5级 (严重影响正常工作 ) ,  取患者全

部症状之和的均值作为症状严重指数 .  症状

频率指数分为1级(无)、2级(每周少于1次)、
3级 (每周少于4次 )、4级 (几乎每天有 ,  但每

天发作间隔时间长)和5级(每天均有症状 ,  并
且症状发作间隔时间短), 取患者全部症状频

率积分之和的均值作为症状的频率指数 .  总
的症状严重度  =  症状严重性指数×症状频
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率指数 ,  >9时视为严重病例 .  总的症状改善 :  
3 = 完全缓解, 偶尔发作也很轻微, 患者不再把

症状作为“疾病”信号看待; 2 = 症状缓解, 但
发作频率和严重程度均比治疗前降低50%以上; 
1 = 症状改善, 发作频率和严重程度均比治疗前

降低50%-25%; 0 = 症状无改善或加重. 
统计学处理 结果表示为mean±SD, 采用

SSPS9.0统计软件包对结果进行分析, 治疗前

后疗效比较用配对t 检验, 率的比较用χ2检验, 
P <0.05为差异具有显著性.

2  结果

2.1 血清食物特异抗体IgG测定 对68例dIBS患者

和20例正常对照进行14项血清食物特异性抗体

IgG检测, 68例dIBS患者中, 48例至少对一种食

物过敏原出现阳性反应, 总阳性率为70.6%, 正
常对照组2例血清呈阳性反应, 阳性率为10%, 两
组相比有统计学差异(P <0.05, 表2). 

在48例对IgG呈阳性反应的dIBS患者中, 1
种IgG阳性8例(16.7%, 8/48), 2种IgG阳性19例
(39.6%, 19/48), 多种IgG阳性21例(43.6%, 21/48), 
其中1种以上I g G阳性程度 ,  达中度以上30例
(62.5%, 30/48). 正常对照组2例IgG呈阳性反应

者均为单一抗体阳性, 且IgG阳性程度均为轻度. 
48例IgG阳性反应患者临床症状与IgG阳性种

类、阳性数及阳性程度无相关性.
2.2 剔除不耐受食物治疗 30例血清食物特异性

抗体IgG阳性程度达+2以上的dIBS患者, 依据检

测结果, 给予剔除相应的食物治疗. 其中1例患

者因症状严重服用易矇停而排除在外. 其余29
例患者完成8 wk以上的治疗和随访, 最长的1例
达半年. 绝大部分患者的症状在第4周末即有显

www.wjgnet.com

表  1  食物抗原不同浓度的IgG抗体

     
检测值(kU/L)	                结果判定	                   分级

< 50 	                                 阴性	                    0

50-100	                                 轻度	                  +1

100-200	                                 中度	                  +2

>200	                                 重度	                  +3

■相关报道
近 年 来 国 外 学
者如A t k i n s o n , 
Whorwell et al都
曾在IBS患者中发
现有食物不耐受, 
并根据食物特异
性IgG抗体检测结
果, 制定限制食物
计划, 证实其可以
有效地控制IBS的
症状.

■应用要点
对IBS患者进行食
物特异性IgG抗体
检测和临床研究, 
有助于丰富对IBS
发病机制的认识, 
丰富经济有效的
治疗手段, 有助于
开展相关基础研
究.

     
分组

        
n

            阳性程度           阳性数          阳性率

                           0   +1   +2   +3     (+2以上)       (+2以上)

对照      20      18    2    0     0        2(0)      10.0％(0)

dIBS      68      20  18  17   13      48(30)    70.6％(44.1%) 

表  2  血清食物特异性IgG的检测结果
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著改善, 8 wk末总的症状改善情况: 完全缓解9
例(31.0%), 症状缓解10例(34.5%), 症状改善6例
(20.7%), 症状无改善4例(13.8%), 其中1例大豆

不耐受患者在治疗4 wk后症状缓解, 第9周时食

用豆类食物, 症状再发. 继续治疗后, 症状再度

改善. 患者治疗后的症状频率和严重程度指数

与基础水平相比, 持续下降(P <0.01, 表3). 

3  讨论

IBS的病因尚不明确, 普遍认为可能存在多种

因素, 目前受到广泛重视的有精神和食物两种

因素[4]. 33%-66%的IBS患者被认为有食物不耐 
受[5]. 随着食物不耐受成为当前各国的研究热点, 
其应用正在世界范围内迅速普及. 

本研究显示, 与对照组相比, dIBS患者血清

食物特异性抗体IgG明显异常, 70.6%的患者至

少对1种食物过敏原出现阳性反应. 其IgG阳性

的种类、阳性数及阳性程度与患者的临床症状

未发现相关性. 对29例IgG阳性程度达+2以上的

患者进行剔除相应食物治疗后发现, 其症状频

率和严重指数明显下降, 86.2%患者的临床症状

不同程度的缓解, 且观察到1例患者在症状缓解,
复食阳性食物后, 症状再发. 继续剔除治疗后, 
症状再度改善. 

有关食物不耐受的产生机制仍然存在分歧, 
但其存在的事实及产生的后果是公认的. 理论

上食物进入消化道后, 被消化分解至氨基酸甘

油和单糖水平, 才能完全转化为能量供人体所

需. 但事实并非如此, 许多食物因缺少相应的酶

无法被人体完全吸收, 而以多肽或其他分子形

式进入肠道, 被机体作为外来物质识别, 产生食

物特异性的IgG抗体, 导致机体对进入人体内的

某种或多种食物产生过度保护性免疫反应. 
临床实践也发现, 部分急性肠道感染患者在

病愈后出现IBS症状, 即所谓“痕迹反应”. 由
于急性肠道感染破坏了肠道的正常黏膜屏障, 
加速食物抗原进入机体, 从而产生食物特异抗

体IgG, 并导致后续的IBS症状. 食物不耐受可导

致除消化以外的多系统临床症状[5], 包括皮肤, 
神经, 呼吸, 肌肉, 骨骼等. 而IBS患者亦常常同

时伴有多种肠外表现. 
国外的研究[6-7]证实, 根据食物IgG排除相应

食物, 特别是IgG高滴度阳性的食物, 能够有效

的减轻IBS症状. 食物不耐受确与IBS的发病有

关, 根据食物特异性IgG抗体检测结果, 制定限

制食物计划, 可以有效地控制IBS的症状, 提高

患者的生活质量, 值得进一步研究推广.
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表  3  剔除治疗后dIBS症状的变化(n  = 29)

     
                              

治疗率
                             治疗后	                 

                                                          4 wk                  8 wk

症状频率	        3.62±1.41      1.71±0.71      1.52±0.62

严重指数	        3.21±1.50      1.55±0.78      1.39±0.66  

■同行评价
本文立题有根据, 
诊断与实验方法
规范 ,  统计正确 , 
结果可靠, 讨论简
洁, 条理性强, 难
度一般, 有一定的
可读性. 
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