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直肠癌腹会阴联合根治术后会阴切口临床处理进展 
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State-of-the-art clinical 
management of perineal 
wounds after abdomino-
perineal resection for rectal 
cancer 

Hong Fu, Kai Huang, Xiang-Jun Shi
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Abdominal Surgery, Cancer Hospital of Fudan University, 
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Abstract
Perineal wounds after abdominoperineal 
resection for rectal cancer are associated with 
impaired healing capacity, secondary to local 
defects and complications. To date, primary 
closure of the perineum and insertion of 
perineal drainage and irrigation is commonly 
used, but sometimes local morbidity and lack 
of wound healing occurs. In this situation, 
wide exposure is required and the duration 
of hospital stay is prolonged. Various pedicle 
musculocutaneous flaps, such as gluteal and 
gracilis flaps, with local tamponade of the 
wound defect and reconstruction, may be an 
efficient way to manage non-healing perineal 
wounds and local reconstruction. This method 
s igni f icant ly decreases the inc idence of 
postoperative wound complications, shortens 
healing time, and can be used selectively. 
Pedicle gracilis flaps are preferred, but require 
careful mobilization and perfect surgical skills. 

In this report, we summarize various techniques 
for the management of perineal wounds and 
their progression, and aim to obtain a better 
outcome for patients who are already suffering 
from artificial anus and the subsequent pain of 
perineal wounds. 

Key Words: Rectal cancer; Abdominoperineal resec-
tion; Perineal wound; Pedicle musculocutaneous flaps

Fu H, Huang K, Shi XJ.  State-of-the-art  cl inical 
management of perineal wounds after abdomino perineal 
resection for rectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(1): 1-4

摘要
直肠癌经腹会阴联合切除术后, 会阴部往往留
有较大腔隙, 骶前积液、感染和引流不畅等局
部并发症发生率高, 会阴切口不易愈合, 尤其
是术前接受放化疗患者. 目前临床上多采用一
期缝合会阴切口和会阴部引流的方法, 而难愈
性会阴伤口临床处理颇为棘手. 移植肌皮瓣填
塞技术在难愈性会阴伤口的处理与会阴部缺
损重建上较有优势, 可选择性应用. 一般以股
薄肌(皮)瓣为首选, 但手术操作较复杂. 结合
作者的临床实践与国内外文献, 就会阴部伤口
的处理方法的演进和效果作一综述.

关键词: 直肠癌; 腹会阴联合根治术; 难愈性会阴伤

口; 移植肌皮瓣填塞

傅红, 黄恺, 史向军. 直肠癌腹会阴联合根治术后会阴切口临床

处理进展.  世界华人消化杂志  2008; 16(1): 1-4

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1.asp

0  引言

大肠癌是一种常见的恶性肿瘤, 在西方发达国

家其发病率居恶性肿瘤谱的第2位. 在我国, 随
着经济发展、饮食习惯的改变, 其发病率日渐

增高, 已跃居3-4位. 一般认为距肛7 cm以内直肠

癌需行经腹会阴联合根治术(abdominal perineal 
resection, APR). 尽管低位吻合技术, 对限于黏膜

内、分化好的病变局部切除术的运用, 使APR指

®

■背景资料
直肠癌腹会阴联
合根治术后, 会阴
切口的临床处理
是一个比较棘手
的问题, 国内多采
用一期缝合、会
阴填塞的方法, 对
难愈性会阴切口
缺乏较好的处理
方法. 
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征有所缩小[1], 但APR仍是直肠癌最常用的术式

之一. 标准APR术切除范围, 包括肿瘤所在一定

距离的肠段及其系膜全部淋巴结、肛提肌、坐

骨直肠窝内的脂肪、肛管和肛门周围约6 cm直

径的皮肤及全部肛门括约肌[2]. 骶前与会阴部留

有较大腔隙, 切口不易愈合, 并产生诸多并发症

如感染、积液、疼痛、发热和坐行困难等, 患
者痛苦和负担较重. 自Miles创立APR术式以来, 
许多专家设计出各种方法以促进术后会阴切口

愈合, 改善患者术后生活质量. 本文简介并评述

目前国内外常见的处理方法. 

1  APR术后会阴切口处理方法的历史演进

1908年Miles创立直肠癌经APR后, 就开始有各种

改善会阴切口愈合的尝试. 最初12例患者, Miles
采用会阴皮肤一期缝合, 并在切口前后置粗引

流管, 但1例因小肠袢穿过盆底腹膜形成绞窄性

内疝而死亡[2]. 1914年Miles改为会阴残隙开放填

塞, 减少并发症的同时还有填塞止血的效果, 虽
然减少了感染等伤口并发症, 但愈合时间延长、

患者会阴部不适感严重并且敞开伤口同样可能

发生其他并发症[3]; 1942年Cattel摒弃了会阴填塞

法, 同时Crile和Robnett报道了采用会阴切口一期

缝合, 潘氏管经会阴切口中央引流, 之后陆续有

回顾性和前瞻性研究比较一期缝合会阴切口、

部分缝合和填塞的效果[4]. 1960年Burge采用一期

关闭会阴切口并从两旁皮肤闭式引流[5]; 1974年
Schwab采用会阴一期缝合加双腔管灌洗获得良

好效果. 1984年Lieberman et al报道了一期缝合会

阴切口同时腹腔引流管持续盆腔骶前冲洗, 会阴

伤口3 wk内愈合率达85.5%[4]. 目前会阴切口的处

理, 一期缝合逐渐成为主要方法, 一期愈合率在

45%, 但疗效报道差异很大. 骶前死腔是愈合失

败的主要原因. 
1970年Ruckley以带血管蒂大网膜经左结肠

旁沟骶前填充死腔, 一期缝合会阴切口, 效果良

好. 但Marks et al重复后失败. Irvin认为此法并无

特别优点[6-8]. 1974年Silen分析直肠切除术后盆底

腹膜下降、尿生殖器官向后下移位脱垂、臀部

软组织向上生长移位在会阴愈合过程中起重要

作用, 特别是前两者, 尤以盆底腹膜下降的作用

最为重要. 填塞法干扰盆底腹膜的下降, 不利于

会阴切口愈合而一期缝合负压吸引可促进盆底

腹膜下降[9-10]. 1966年Watts将难愈性会阴切口定

义为术后6 mo仍未愈合切口, 发生率为7%, 常规

清创、冲洗、再次缝合、切除骶尾骨不易获得

良好的效果. 1975年Bartholdson用股薄肌皮瓣行

会阴重建[11-13]. 1976年Shaw用下1/3臀大肌肌皮瓣

填塞会阴[14]. 1980年Hurwitz用臀股肌皮瓣覆盖会

阴缺损. 1981年Mathes用腹直肌肌瓣经腹填充会

阴. Tei et al用腹直肌肌瓣对局部复发肛管癌APR
术后会阴部缺损行一期重建修复, 术后中位住院

时间17 d, 会阴伤口并发症发生率很少[15]. 2004年
纽约纪念肿瘤中心的一项队列研究结果表明行

术前盆腔照射的直肠肛管癌患者APR术后, 腹直

肌皮瓣重建修复会阴伤口与未行肌瓣修复, 伤
口并发症发生率为15.7% vs  44.1%(P  = 0.03)[16]. 
难愈性会阴伤口易发生于术前行新辅助放化疗

者、肿瘤外侵严重或已有远处转移、术中输血

者、吸烟者以及发生会阴伤口并发症者 [17-18]. 
难愈性会阴切口行一期填塞肌瓣可获明显疗

效[15-16,19]. 

2  常见APR术后会阴切口处理方法 
2.1 一期缝合  APR术时关闭盆底腹膜, 一般主张

一期缝合会阴切口[20], 骶前引流管会阴切口两

侧皮肤引出, 关闭会阴切口负压吸引5-7 d, 引流

量少于20 mL时拔出. 但此术式仍有一些问题需

要探讨: (1)盆底腹膜关闭与否: 大多数人主张关

闭盆底腹膜, 以防止小肠坠入盆底引起内疝及

肠梗阻. Atemler强调盆底重建十分重要[14]. Irvin
认为盆底腹膜与骶前间隙积血(液)是愈合主要

障碍, 负压吸引并无太大效果, 并设想不缝合盆

底腹膜, 让小肠坠入盆底充填骶前间隙, 但此法

易致骶前感染, 甚至蔓延至腹腔[21]. (2)单纯引

流与负压吸引: Miles术后骶前积液是会阴切口

不愈的重要因素. 引流可减少积液及脓肿的形

成, 一期缝合后引流管接负压引流器. 我们认为

应提倡闭式负压吸引[20-21]. 负压吸引使盆腔内腹

膜、会阴壁、尿生殖器官向中央靠拢, 并缩小

骶前死腔体积, 且用吸力较小吸引管, 患者术后

疼痛也较轻. 无负压单纯吸引不能除尽积血渗

液, 不利于坏死组织排出. (3)盆腔灌洗: 可用两

根单管从会阴切口两旁引出或一根双套管, 生
理盐水加庆大霉素循环灌洗, 清除坏死组织与

积液以利愈合. Schwab应用此法会阴切口一期

愈合率为100%, 国内90%, 明显优于单纯引流. 
Hartz比较Miles'术后会阴一期缝合负吸与盐水

灌洗, 术后3 mo愈合率分别为88%、87%, 差异

无统计意义[22]. 
2.2 会阴填塞 完成腹和会阴部手术, 缝合盆底腹

膜, 填塞骶前间隙, 不关闭或部分关闭会阴切口, 

■相关报道
美 国 明 尼 苏 达
大 学 大 肠 外 科
Bullard 2006年报
道, 直肠癌特别是
行术前新辅助放
化疗者, 腹会阴联
合切除术后, 一期
缝合会阴部伤口
愈合更为困难, 建
议对难愈性会阴
伤口采用其他替
代方法如转移肌
皮瓣等.

■创新盘点
本文着重讨论直
肠癌腹会阴联合
根治术后会阴切
口的临床处理, 难
愈性会阴切口的
移植肌皮瓣填塞
法, 而此法在国内
外报道不多.
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体外留有部分填塞物引流. 常用填塞物有多种, 
如碘仿纱布条和纱布垫等, 亦可浸石蜡油或包

裹一层橡胶膜, 或装入剪去指套的橡胶手套防

止填塞物粘连盆底. 一般术后2-3 d拔除, 并以洗

必泰和高锰酸钾液等冲洗会阴伤口. 术后8-9 d, 
拔除尿管后即可坐浴, 也可采取长期更换填塞

物至切口愈合的方法. 
会阴填塞能支持盆底腹膜, 亦有止血、引

流、促进盆壁肉芽生长的效果[20-22]. 缺点是患者

有不适感, 易引起盆腔感染, 需长期住院护理. 
该法主要适用于盆腔止血不满意、术中肉眼见

粪便污染、肿瘤较大外侵严重, 会阴创口较大

不易缝合和切除部分阴道和尾骨尖. 
一期缝合和填塞法的优劣, Delaland将行

Miles'术的患者234例随机分为两组, 发现术后1 
mo会阴伤口一期愈合率前组明显高于后组(30% 
vs  10%)(P <0.01), 3 mo后无明显差别, 但前组会

阴血肿、脓肿出现率高于后组(P <0.01). 我们强

调, 一期缝合如因局部并发症而重新敞开会阴, 
愈合效果仍好于后组. 重新敞开会阴, 通常间隙

已经很小, 多可在3 mo内顺利愈合[23]. 
2.3 带血管蒂大网膜骶前移植 完成腹和会阴部

手术后, 切断乙状结肠前游离大网膜, 断大网膜

血管弓向胃的分支, 以胃网膜右血管为蒂轴, 从
横结肠上剪下附着的大网膜并延长, 将已分离

的大网膜穿过横结肠系膜根部, 沿后腹膜延伸

游离至骶前, 将大网膜无血管区与后腹膜缝合

固定. 
通常认为大网膜有丰富的动静脉和淋巴管

网, 有分泌和吸收功能, 移动大, 附着力强, 有良

好吸收和抗感染能力. 游离大网膜填塞盆腔间

隙前创口, 消灭盆腔死腔, 减少局部渗出和感染, 
但实际运用此法并未见特别的优越性. Ruckly
应用此法, 2 mo一期愈合率为60%, 3-5 mo为
88%[24]. 以后发现此法存在不可避免的缺点, 并
不适合于所有的患者, 如大网膜解剖变异, 腹腔

疾病或既往手术原因变得较短, 无法送达骶前

间隙, 伴有血管疾病也不适合移植. 也有大网膜

坏死的报道, 一旦发生必须再次剖腹手术. 另外, 
在肿瘤已有部分侵透浆膜层时, 大网膜可能已

粘染脱落的癌细胞, 可能引起骶前复发[22]. 
2.4 移植肌皮瓣填塞会阴 对难愈性会阴切口, 采
取转移肌(皮)瓣的方法, 明显优于常规的清创、

冲洗、再次缝合、切除尾骨和远端骶骨等方法. 
1999年David在接受术前、术中放疗的复发直肠

癌患者中, 用转移性股薄肌肌瓣填塞骶前死腔, 

与一期缝合相比, 前者再住院或再手术的几率

为12%, 而后者为46%. 2004年上海复旦大学肿

瘤医院在中日韩大肠癌会议上报道, 采用该改

良方法转移肌薄肌肌瓣一期修复骶前会阴, 7例
患者会阴伤口平均术后17 d一期愈合, 而填塞对

照组平均98 d(P <0.01). 其中1例女性患者, 合并

阴道后壁切除, 采用该肌一期阴道成型, 现已术

后4年, 无瘤生存. 目前认为接受术前、术中放

疗, 直肠癌术后复发以及肿瘤外侵严重, 会阴切

口较大时应首选该法[20-22], 但手术操作稍复杂. 
转移性肌(皮)瓣的意义在于: (1)填塞骶前间

隙、缩小死腔. (2)转移的肌(皮)瓣可提供充足的

血氧以提高局部的含氧量. (3)提供抗感染的白

细胞[22]. 由于直肠癌Miles'术后会阴部皮肤缺损

较少出现, 带蒂肌(皮)瓣的运用相对较少. 肌(皮)
瓣的选择要充分考虑以下因素: 肌(皮)瓣的可

用性、骶前间隙及皮肤缺损的大小, 此外尚须

考虑术中患者的体位, 如腹直肌肌瓣只适用于

截石位, 臀大肌肌(皮)瓣只适用于俯卧位, 股薄

肌及臀股肌皮瓣可用于任体位. 如果该肌的血

供受到影响, 则不应使用, 另外术者的水平与手

术入路也限制肌(皮)瓣的应用. 目前应用的主要

是以下四种肌(皮)瓣: (1)股薄肌(皮)瓣应用于该

手术最早、最广. 该肌的主要营养血管多起源

于股深动脉, 偶起于旋股内侧动脉, 但血管行径

非常恒定. 股薄肌在功能上不太重要, 切取后临

床上无明显功能障碍. 供区可一期缝合. 股薄肌

肌瓣血供可靠. 尽管转移性股薄肌肌(皮)瓣手术

较复杂, 只要操作得当很少失败[20]. 股薄肌表面

的皮肤易撕脱且面积较小, 运用后机体进入会

阴深面受限, 所以肌皮瓣运用较少; (2)臀大肌肌

(皮)瓣, 臀大肌血供来自髂内动脉分支的臀上和

臀下动脉. 臀下动脉供下1/3的肌肉, 其余上2/3
臀大肌用于保持原有的功能, 一般用下1/3肌肉, 
臀大肌功能不受影响. 如切取较大的肌皮瓣, 供
区的皮肤往往不能一期缝合, 尚须以阔筋膜张

肌肌皮瓣覆盖供区缺损[25]; (3)腹直肌肌(皮)瓣, 
腹直肌血供来自腹壁上、下动脉. 该肌肌(皮)瓣
旋转角度大, 手术操作较易, 肌(皮)瓣的生存能

力强, 但必须在腹会阴联合入路时使用. 该技术

并发症较多, 1/3患者需再次手术处理并发症. 转
移该肌皮瓣的另一并发症是腹外疝, 发生率2%. 
预防此症关键是严格关闭腹直肌前鞘[20-24]; (4)臀
股肌皮瓣, 臀股肌皮瓣血供来自臀下动脉, 供应

下部臀大肌后, 成为支配后部大腿的皮支. 该肌

皮瓣较厚且皮肤宽大, 能很好填塞会阴死腔, 特

■名词解释
难愈性会阴切口: 
直肠癌或肛管癌
经腹会阴切除术
后, 会阴部伤口术
后6 mo仍未愈合, 
多发生于术前放
化疗, 肿瘤外侵严
重, 术中输血以及
术后会阴伤口并
发症.
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别适用面积较大皮肤缺损的会阴切口. 其末端

皮瓣可安全折叠, 采用此皮瓣进行阴道再造, 获
得良好的效果. 不利的是常伴有数周的坐骨区疼

痛, 这可能与皮神经的切断有关[25]. 

3  结论

一期缝合会阴切口仍是直肠癌Miles'术后的主

要选择, 效果肯定. 填塞法是一种很安全的会阴

切口方法, 但愈合时间长, 患者痛苦较大, 医疗

费用高. 带血管蒂大网膜移植骶前的方法并不

值得推崇. 移植肌皮瓣填塞会阴的方法可以选

择的应用, 一般以股薄肌(皮)瓣为首选, 熟练使

用后, 手术操作并不复杂, 尤其适用于肿瘤较大, 
外侵严重, 术前接受过放化疗以及术时会阴缺

损较大者, 对阴道后壁受侵切除者, 可同期一期

阴道成型.
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Abstract
The persistent duplication of HBV is closely 
related to the progression of chronic hepatitis 
B and the occurrence of liver cirrhosis and 
hepatoma. HBV load is associated with a serious 
degree of liver disease. Therefore, inhibiting 
virus replication and repressing virus load are 
most important in blocking the progress of 
liver disease and increasing the quality of life 
of patients. Here, we summarized the consensus 
and progress in antiviral therapy of hepatitis B. 
We investigated some hot questions and analyzed 
problems concerning antiviral therapy in China. 

Key Words: Chronic hepatitis B; Antiviral therapy; 
Gene therapy
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摘要
慢性乙型肝炎患者肝脏炎症的持续发展, 肝硬
化和肝癌的发生与乙型肝炎病毒的持续性复
制密切相关. 患者体内的乙型肝炎病毒载量与
肝脏疾病的严重程度成正相关. 所以在慢性乙
型肝炎的治疗中, 抑制病毒复制, 降低病毒载

量, 是阻断患者病情发展, 提高患者生存质量
的关键. 本文总结了近年来国内外学者在慢性
乙型肝炎抗病毒治疗中取得的共识和进展, 对
抗病毒治疗中的几个热点问题进行探讨, 并分
析目前在我国慢性乙型肝炎抗病毒治疗中存
在的一些问题.

关键词: 慢性乙型肝炎; 抗病毒治疗; 基因治疗
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0  引言

慢性乙型肝炎是一种世界性流行的传染病. 全
世界约有20亿人感染过乙肝病毒(HBV), 其中

3.5亿人成为慢性HBV携带者, 全球每年约100
万人死于与HBV感染相关的肝脏疾病[1-4]. 我国

是HBV感染的高流行区, 根据2002年全国HBV
感染者血清流行病学调查, HBsAg的流行率为

9.09%[5], 约有1.2亿人携带HBV. 其中慢性乙型

肝炎患者3000多万. 慢性乙肝患者中, 肝硬化失

代偿的年发生率约3%, 5年累计发生率约16%[6], 
其中6%-15%可发展为肝细胞癌(HCC)[7]. 慢性

乙肝、代偿期和失代偿期肝硬化的5年病死率

分别为0%-2%、14%-20%和70%-86%. 我国每

年有30万人以上死于乙肝相关性并发症. 此外, 
HBV可通过母婴传播的途径由携带HBV的母

亲传播给婴儿. 婴儿时期感染HBV者, 90%以上

成为慢性HBV携带者, 并且随着年龄的增长演

变为慢性肝炎、肝硬化、肝衰竭和肝细胞癌. 
HBV的持续复制是造成慢性乙肝患者肝脏炎症

持续发展, 并导致肝硬化和肝癌发生的重要因

素, 国内外学者研究证实, 患者体内HBV DNA的

载量与肝脏病变的严重程度成正相关, 因此提

出抗病毒治疗是慢性乙型肝炎患者治疗的关键, 
其目的是长期抑制HBV复制, 阻断病情发展, 从
而提高患者的生存质量. 

1  HBV感染的自然史

决定乙肝感染自然史的因素主要是病毒和宿主
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■背景资料
近年来, 慢性乙型
肝炎的治疗取得
很大的进展, 特别
是抗病毒治疗, 大
大改善乙型肝炎
的预后, 为人类控
制与治愈乙型肝
炎带来希望. 但是
目前大家对抗病
毒治疗的效果仍
认识不一, 抗病毒
治疗中还存在像
病毒耐药, 治疗后
复发等很多需要
解决的问题. 国内
外学者对乙型肝
炎抗病毒治疗进
行了大量的研究, 
制定临床指南, 帮
助临床医生进行
疾病的诊治.



两方面. 慢性HBV感染可以分为3个连续性阶段: 
即免疫耐受期, 免疫清除期和非活动性携带状

态及再活动期[8]. 典型的慢性乙肝患者表现为持

续存在HBsAg, 但病毒DNA的滴度却趋向于随

着时间而逐渐下降. 在持续性感染的患者中, 每
年都以5%-10%的比例在进行着这一过程. 常常

HBeAg的消失发生在丙氨酸转氨酶(ALT)水平有

短暂上升之前或与之同时发生, 显而易见, 这说

明此过程反映了免疫介导对受感染肝细胞的破

坏作用. HBV持续状态(持续感染)的自然史表明, 
在肝脏中存在对受感染肝细胞的不间断的免疫

进攻, 这种进攻通常并不足以完全根除感染, 但
却可以减少受感染肝细胞的数量, 从而减少循环

病毒的载量. 在慢性乙肝的自然史中, 出现急性

发作很常见, 也预示患者进入免疫清除期, 处于

较活跃的免疫应答状态. HBV DNA水平在ALT 
升高之前往往先出现升高, 随后下降. 在HBeAg
阳性患者中, 甚至可出现HBeAg阴转与HBeAg血
清转换. 在慢性乙肝急性发作的患者中, 肝脏活

检常提示发生小叶性坏死炎症改变, 在肝内成不

均一分布, 严重者可见桥样坏死. 由于乙肝病毒

的复制, 机体免疫反应破坏受感染的肝细胞, 引
起肝细胞反复的炎症反应, 最终导致肝脏疾病的

进展和肝纤维化的发生. 所以免疫清除期的抗病

毒治疗是慢性乙型肝炎治疗的关键[9]. 

2  肝细胞炎症和肝脏病理改变与HBV DNA病毒

载量的关系 
慢性HBV感染者的自然病程与患者体内HBV 
DNA的复制水平密切相关. 长期前瞻性研究表

明, 基线水平的HBV DNA与肝硬化的发生密切

相关. 与肝细胞癌的发生表现为明显的剂量-效
应关系. 长期持续的高病毒负荷与肝硬化、肝

癌发生的危险性关系更为密切, 并增加了肝硬

化、肝癌患者死亡的危险性[10]. 通过对26个前瞻

性研究荟萃分析显示, 血清HBV DNA水平与肝

组织病变严重程度及活动性呈正相关. 持续高

HBV载量是慢性乙肝病情进展的主要病因. 经
抗病毒治疗后, 随着HBV DNA水平下降, 肝病活

动指数(HAI)也下降, 因此, 慢性乙型肝炎患者病

毒载量可以衡量其组织病变的严重程度[11]. 台湾

学者证明, 持续高HBV DNA水平, 发生肝硬化和

肝细胞癌的患者明显增加[12]. 因此HBV DNA水

平是对乙肝病毒感染者进行评价的一项重要指

标[13-14]. 对HBV DNA持续高水平的患者应抓住

治疗时机, 及时进行抗病毒治疗, 以最大限度地

持久抑制病毒或清除病毒防止肝病进展为肝硬
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化和导致肝衰竭及肝细胞癌的发生. 

3  慢性乙型肝炎抗病毒治疗的目标  

目前的治疗药物尚不能清除肝细胞内的共价闭

合环状DNA(cccDNA), 因而不能彻底清除HBV, 
所以慢性乙型肝炎抗病毒治疗的关键是持续

抑制病毒, 减轻或防止肝细胞损伤和疾病进展. 
治疗的根本目标是清除或永久性抑制HBV, 从
而减低病毒的致病性和感染性, 减轻或抑制肝

脏的坏死性炎症. 临床治疗的短期目标是保持

HBV DNA持续抑制, ALT水平正常和阻断失代

偿期肝硬化的发生(最初的应答), 在治疗期间和

治疗后减轻肝脏的坏死性炎症和纤维化. 治疗

的长期和最终目标是阻止肝功能失代偿, 减轻

或阻止进展至肝硬化或HCC, 延长生存期(持续

应答). 目前国内和国际的肝病学专家对慢性乙

型肝炎的抗病毒治疗目标已经达成共识: 最大

限度地长期持续抑制或清除HBV, 减轻肝细胞

炎症坏死及其所致的肝纤维化, 延缓疾病进展, 
减少肝硬化、原发性肝细胞癌及其并发症的发

生, 从而延长存活时间及改善生活质量[15-16]. 

4  慢性乙型肝炎抗病毒治疗策略 

4.1 抗HBV治疗药物 目前全世界被批准用于抗

HBV治疗的药物主要有干扰素包括普通干扰素

α-2b, 聚乙二醇化干扰素(PEG-IFN)α-2a和核苷

类药物包括拉米夫定, 阿德福韦酯和恩替卡韦.
4.1.1 干扰素: 干扰素α抗乙型肝炎病毒疗效确

切, 持久应答率可达到20%-40%, 且用药疗程较

为固定, 病毒变异率低, 并有抗肝纤维化的作用, 
所以目前仍然是乙型肝炎抗病毒治疗的首选药

物. 特别是聚乙二醇化干扰素改变了普通干扰

素的药代动力学, 明显提高了干扰素的生物学

活性[17-18], 延长了注射间隔, 同时使血药浓度更

加稳定, PegINF治疗的应答率为常规干扰素治

疗的2倍. 但是干扰素治疗副反应较多, 使干扰

素治疗存在禁忌症, 给药途径为注射给药, 患者

不宜接受, 以及治疗费用昂贵等限制了干扰素

的应用. 
4.1.2 核苷类药物: 是直接的抗HBV药物, 已经批

准上市的有: 拉米夫定、阿德福韦和恩替卡韦. 
他们共同的特点均为DNA四个碱基之一的衍生

类似物, 在肝细胞内转变为三磷酸化合物, 抑制

HBV反转录酶和聚合酶, 阻止病毒DNA链的延

伸, 从而起到抑制病毒复制的作用. 核苷类药物

的优点是口服方便, 抗病毒作用较强, 不良反应

少, 安全性好, 有良好的耐受性, 应用过程中严
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的方案.
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重不良事件很少, 适用范围广, 对有HBV活动性

复制的慢性乙型肝炎, 失代偿肝病, 器官移植, 
化疗或免疫抑制剂治疗的患者均有显著的抑制

病毒复制的作用[19].  其缺点是e抗原血清转换率

相对较低[20], 停药后容易复发, 而且长期应用又

可发生耐药, 所以在治疗过程中会面临许多难

题: 如疗程难以确定, 停药难, 可能出现停药后

病情复发[21], 不停药也难, 继续治疗部分患者可

出现耐药, 以及发生耐药后的下一步治疗方案

的选择都是核苷类药物在慢性乙型肝炎治疗中

不可回避的问题. 
4.2 抗病毒治疗方案的选择[22] 慢性乙型肝炎抗

病毒治疗的关键是通过有效、长期抗HBV药物

治疗抑制HBV的外源性感染和内源性复制, 持
续减少和阻断HBV cccDNA库的补充, 最后达到

使其耗竭的目的. 因此, 必须强调长期、有效的

抗HBV治疗. 目前可供选择的抗HBV药物不断

增多, 为有效治疗慢性乙型肝炎创造条件. 干扰

素类药物和核苷类药物是两类抗HBV治疗的有

效药物, 但是尚不能达到完全清除HBV, 达到治

愈慢性乙型肝炎的目标. 为进一步提高抗病毒

治疗的疗效, 近年来, 国内外学者采用以下治疗

方法: (1)联合治疗: 联合抗HBV不同作用靶位和

机制的药物, 可能会产生抗HBV的协同作用. 但
选用何种药物联合, 如何联合, 其耐药性和不良

反应以及联合治疗药费较贵, 是否符合药物经

济学原则等, 尚需进一步研究[23]. (2)序贯治疗: 
是把有效的抗HBV药连续、交替和顺序使用, 
可以长期、有效地抗HBV, 防止病毒耐药突变

和减少药物不良反应. 尤其是新的有效抗HBV
药不断研制和临床应用, 为序贯治疗创造更多

可供选择的有效药物和良好的治疗条件. 符合

长期有效抗HBV治疗的原则. 但应选择哪些有

效的抗HBV药物, 如何进行有效的序贯治疗等, 
还需进一步研究[24-26]. (3)个体治疗: 根据病毒的

特点(如HBV的基因型, 病毒变异情况等)和患者

的个体因素(如年龄、肥胖和免疫状态等)对抗

HBV治疗的应答及耐受性等. 个体化治疗是针

对不同疾病发展情况和病毒学特征, 合理制定

不同模式的治疗方案, 可提高抗HBV的持续应

答率, 但需要积累更多的临床经验. 

5  目前慢性乙型肝炎抗病毒治疗中存在的问题

5.1 慢性乙型肝炎抗病毒治疗的疗程和治疗终
点 慢性乙型肝炎需要长期治疗, 这是因为目前

的抗病毒治疗方法只是控制疾病进展, 尚不能

达到治愈标准. 但临床上抗病毒治疗终点的选

择是临床工作中必须回答的问题. 对于HBeAg
阳性的慢性乙型肝炎, 干扰素和核苷类药物均

可用于一线抗病毒治疗, 但核苷类药物在停药

后常复发, 所以疗程尚不能确定. 其治疗终点是

HBeAg阴转, HBV DNA监测不到, 再巩固6-12 
mo. 对于HBeAg阴性患者最大的问题是停药后

的高复发率, 核苷类药物治疗1年的复发率为

90%, 干扰素治疗1年的复发率也高达80%, 目前

尚无法确定HBeAg阴性慢性乙型肝炎的治疗时

间, 采用核苷类药物治疗, 疗程应在3-5年以上. 
是否应将HBsAg阴转作为治疗目标需要进一步

探讨. 
5.2 乙型肝炎抗病毒治疗的误区 不重视抗病毒

治疗, 由于许多HBV携带者可终生不发病, 这
使得一些医生误认为抗病毒治疗无关紧要, 肝
功异常时服用一些降酶药物就行. 而病情严重

时, 往往已经发展为重型肝炎或肝硬化晚期. 虽
然有些HBV携带者可终生不发病, 但其对人体

的损害常常是在体内逐步地进行, 大约70%的

HBV携带者肝脏均有不同程度的炎症, 多数慢

性肝炎患者在转氨酶轻度升高时并无明显症状. 
因此, 我们常说HBV是体内潜伏的“不定时炸

弹”, 应该随时保持警惕, 对HBV携带者若条件

允许, 应进行肝活检以明确肝脏的炎症程度, 一
但符合抗病毒治疗的指征, 应尽可能进行抗病

毒治疗.  尤其是40岁以上的男性携带者, 若肝活

检炎症程度大于2级, 应立即进行抗病毒治疗. 
不告知疗程及副作用, 有些医生在用药时不

明确告知患者疗程, 导致一些患者在治疗刚刚

达到初步疗效就自行停药. 这样不仅起不到对

HBV的抑制作用, 还可能加速耐药的发生, 甚至

使病毒的复制反弹, 导致肝病加重.
盲目使用多种抗病毒药, 有些医生为了达到

清除乙肝病毒的目的, 盲目联合多种抗乙肝病

毒的药物. 多数专家认为, 乙肝的抗病毒治疗药

物不应盲目联合应用, 而应采用不同作用机制

的联合用药或一种抗病毒药物使用一段时间后

再更换另一种药物的序贯治疗方法.
5.3 乙型肝炎抗病毒治疗的新策略
5.3.1免疫调节治疗: 治疗性乙肝疫苗(包括乙肝

抗原-抗体复合物疫苗、治疗性多肽疫苗和蛋白

疫苗)已经获得国家食品药品监督管理局批准进

入Ⅱ期临床, 目前正处于用药后的临床观察随

访阶段. 临床研究报告显示, 治疗性乙肝疫苗有

望打破慢性HBV感染患者最主要的免疫学反应

■创新盘点
本文较全面的总
结了慢性乙型肝
炎抗病毒治疗中
的几个问题, 引用
最新的国内外资
料, 强调抗病毒治
疗在慢性乙型肝
炎治疗中的重要
性.
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紊乱 ,  即对H B V及其抗原不产生免疫应答的

免疫耐受状态 ,  开辟乙肝特异性免疫治疗新

途径[27].
5.3.2 基因治疗: 慢性乙型肝炎的基因治疗通过

将外源基因导入细胞内而发挥抗病毒作用, 是
极具潜力的抗HBV治疗方法. 包括RNA干扰技

术[28-29], 反义寡脱氧核苷酸技术[30-31], 核酶技术[32]

和DNA疫苗技术[33-35]. 基因治疗是一种前景十分

看好的针对慢性HBV感染的治疗方式. 实际应

用于临床还需要进一步提高治疗效果, 寻找到

有效的特异性基因进入被病毒感染肝细胞的方

法和降低潜在的毒副作用等.
我国慢性乙型肝炎的治疗极不规范. 本来

感染性疾病的根本治疗是清除病原体, 即抗病

原特异性治疗, 但在慢性乙型肝炎患者的治疗

中却往往被忽视, 我国仅有18%左右的慢性乙型

肝炎患者接受正规的抗病毒治疗. 由此可见, 我
国慢性乙型肝炎的治疗任重而道远, 正确认识

慢性乙型肝炎抗病毒治疗的重要性十分必要.
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Abstract
AIM: To detect and analyze expression of 
aquaporin-3 (AQP-3) in a model of rats with  
obstructive jaundice at different time periods. 

METHODS: Forty adult male Wistar rats were 
selected for the experiment. All the rats were 
randomly divided into four groups of 10 rats 
each (groups A, B, C and D). Group A con-
sisted of rats that had obstructive jaundice for 
7 d. Group B was the control group for group 
A. Group C consisted of rats that had obstruc-
tive jaundice for 14 d. Group D was the control 
group for group C. All the experimental rats 
were killed respectively on day 7 or 14 after the 
experimental animal model of obstructive jaun-
dice was established. Western blotting was used 
to detect the amount of AQP-3 in the kidneys. 

RESULTS: There was no difference in CREA 

between each experimental group. The level of 
UREA differed between group C and D (9.23 ± 
0.70 vs. 8.22 ± 0.43, P < 0.05), whereas it did not 
differ between the other groups. The differences 
in AQP-3 between group A and C (t = 7.629, P = 
0.000) and between group C and D (t = –13.159, 
P = 0.000) were significant (P < 0.01). The differ-
ence between group A and B was also significant 
(t = –2.310, P = 0.033). 

CONCLUSION: There was no obvious change 
in CREA 14 d after obstructive jaundice was 
established. UREA increased slightly 14 d after 
obstructive jaundice was established. Expression 
of AQP-3 decreased in the early stage of obstruc-
tive jaundice, and it decreased slowly with the 
duration of obstructive jaundice. 

Key Words: Obstructive jaundice; Acute renal fail-
ure; Aquaporin-3

Zhang DW, Li YF, Wang Y, Wang S, Meng XZ, Liu JG. 
Renal aquaporin-3 expression in obstructive jaundice. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(1): 10-14

摘要
目的: 本实验通过建立梗阻性黄疸大鼠实验
模型, 检测不同时间段梗阻性黄疸大鼠及对照
组大鼠肾脏中AQP-3的表达. 

方法: 成年♂Wis tar大鼠40只, 随机分为A、

B、C、D四组(n = 10), A组为梗阻性黄疸7 d实
验组、B组为A组对照组、C组为梗阻性黄疸
14 d组、D组为C组对照组. 黄疸建立后7 d及14 
d分别剖杀A、B、C和D组实验动物,  Western 
blotting检测各组大鼠肾脏AQP-3的表达.  

结果: 各组大鼠血清肌酐检测结果无差异; 
C、D组间血尿素氮检测有显著性差异(9.23
±0.70 vs  8.22±0.43, P <0.05), 而其余各组间
无差异;  AQP-3表达在A与C组(t  = 7.629, P = 
0.000), C与D组(t  = -13.159, P  = 0.000), A与B
组间(t  = -2.310, P  = 0.033)有显著性差异.

结论: 梗阻性黄疸14 d内血清肌酐可无明显变
化; 梗阻性黄疸14 d时可出现尿素氮的轻度增

®

■背景资料
梗阻性黄疸导致
肾脏损害的确切
机制尚不完全清
楚, 其发生可能与
内毒素血症, 胆红
素和胆酸毒性, 肿
瘤坏死因子, 血管
活性物质、血容
量减少, 水盐代谢
紊乱等多方面因
素有关. 随着对水
通道蛋白的发现
及对其研究的不
断深入, 人们渴望
在分子水平上对
梗阻性黄疸时发
生急性肾功能衰
竭的机制加以诠
释. 
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高; 梗阻性黄疸时AQP-3表达减少, 并随着梗
阻时间的延长, AQP-3有逐渐降低的趋势.  

关键词: 梗阻性黄疸; 急性肾功能衰竭; 水通道蛋

白-3
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0  引言

梗阻性黄疸(obstructive jaundice, OJ)能导致急性

肾功能衰竭(acute renal failure, ARF)[1]. 文献资

料表明OJ导致ARF的发生率可达6%-18%, 其死

亡率高达32%-100%[2]. OJ所导致ARF的病理特

征是肾小管变性及坏死[3], 实验表明OJ时肾小管

对水和钠重吸收功能障碍多先于肾血流的减少

和肾小球滤过功能障碍, 尿液浓缩功能障碍是

OJ并发肾损害的早期表现[4]. 1991年Agre et al [5]

发现水通道蛋白(aquaporins, AQPs), 现已明确

AQPs是肾脏重吸收水、浓缩尿液, 维持机体水

平衡的主要分子基础. AQP-3不仅对水具有高度

的通透性, 同时可调节尿素和甘油等小分子的

代谢[6], 而尿素在尿液浓缩机制中起重要的作用. 
通过对尿液中水通道蛋白的检测, 作到对肾功

能改变的早期评定指标[7], 克服了目前作为肾功

能检查的主要指标肌酐和尿素氮不能反映早期

肾脏功能损伤的缺点. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂W i s t a r大鼠40只, 体质量

250-300 g, 中国医科大学实验动物中心提供, 
经检疫合格, 实验前饲养7 d无疾病者入选. 鼠
手术操作台, 灭菌手术器械, H I TA C H I冰箱, 
HITACHI7600全自动生化分析仪, 德国Heraus-
B iofuge-P r imoR超速低温离心机, 日本岛津

UV-260紫外分光光度计, 德国UP200H组织超

声匀浆器, 美国BIO-RAD-PAC300型垂直电泳

仪, 美国BIO-RAD MiniPROTEAN Ⅱ cell型垂

直电泳槽, 上海天能公司Tanon小型转印电泳槽, 
上海天能公司GIS-2020型凝胶扫描成像系统, 
AQP-3一抗, 二抗购自Santa Cruz公司. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 采用摸球法将40只大鼠随机分成四

组, 每组10只, A组为梗阻性黄疸7 d实验组、B
组为假手术7 d对照组、C组为梗阻性黄疸14 d

实验组、D组为假手术14 d对照组. 
1.2.2 梗阻性黄疸大鼠模型的建立: 术前禁食12 
h, 4 h禁水, 称量大鼠体质量, 30 mL/g ip 100 mL/
L的水合氯醛麻醉大鼠, 麻醉生效后将大鼠固定

于手术台上, 术区备皮、碘伏消毒和铺巾, 取正

中切口1.5-2 cm入腹, 入腹后将肝缘用棉签推开

即可暴露胆总管, 分离胆总管, 实验组丝线于胆

总管下端双重结扎, 对照组大鼠分离胆总管后

不结扎, 缝合关腹. 术后4 h后自由进水, 12 h后进

食, 自由活动, 大鼠分笼饲养, 每日给予青霉素2
万单位/100 g肌注, 连续3 d. 
1.2.3 标本采集: 术后7 d及14 d取A、B组及C、
D组大鼠终止动物实验 ,  麻醉后取腔静脉血

5-8 mL, -20℃冰箱内保存, 待测生化指标即总

胆红素(T-BIL)、直接胆红素(D-BIL)、血肌酐

(CREA)和尿素氮(UREA), 大鼠左侧肾脏置于

-80℃冰箱内保存, 待检测AQP-3. 
1.2.4 AQP-3的检测(Western blot技术): 标本加入

6倍体积的细胞裂解液A匀浆, 4℃ 17 500 g 离心

90-120 min, 上清为胞质蛋白样品. 沉淀(膜的成

份)加入1 mL细胞裂解液B在冰水中匀浆, 超声

粉碎20 s, 间隔20 s, 2-3次, 静置4℃过夜后, 4℃
17 500 g离心为90 min, 取上清为胞膜蛋白样品. 
Lorry法蛋白定量: 各取样品50 μL蛋白定量, 以
浓度最低管为基准, 调节蛋白浓度, 加5×样品

缓冲液, 煮沸3-5 min, 按顺序过胶、转膜、扫描. 
统计学处理 应用SPSS11.0统计软件包处理. 

数据采用mean±SD表示, 应用独立样本t检验, 
P <0.05有显著性差异. 

2  结果

2.1 各组大鼠黄疸指标检测 A组与B组、C组与D
组间大鼠T-BIL和D-BIL有显著性差异(P <0.01), 
假手术组间无差异, 证实梗阻性黄疸模型建立

(表1).
2.2 各组大鼠肾功能检测 各组大鼠CREA检测结

果无差异; 14 d实验组与对照组UREA检测有显

著性差异, 而其余各组间无差异(表2). 
2.3 水通道蛋白检测 Western blot法测定AQP-3
蛋白表达, 表达数据采用密度值表示, 结果显示

A组与B组间、C组与D组间有十分显著性差异; 
A组与C组间有显著性差异; B组与D组间无差异

(图1, 表3). 

3  讨论

OJ导致肾脏损害的确切机制尚不完全清楚, 其

■研发前沿
1988年Ager et al
发现AQP以来, 随
着人们对AQP的
逐渐深入 ,  现对
尿崩症, 泌尿系梗
阻、糖尿病等引
起的ARF研究较
为深入, 但对OJ导
致的ARF的研究
仍处于起步阶段. 
而对AQP-3的研
究却只局限于失
血性休克、肾脏
再灌注损伤及胆
总管结扎对其在
肾脏中表达的影
响上.
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发生可能与内毒素血症, 胆红素和胆酸毒性, 肿
瘤坏死因子, 血管活性物质、血容量减少、水

盐代谢紊乱和肾脏再灌注损伤等多方面因素有

关[1,8-11]. 
1991年Agre et al [5]在分离非洲爪蟾卵母细

胞Rh蛋白时发现一种具有将细胞外水转运到细

胞内的蛋白质, 将其命名为AQPs. 随后发现10余
种AQPs, 其中分布于肾脏的有AQP0、1、2、
3、4、6、7、8等八种. 现已明确AQPs是肾脏重

吸收水、浓缩尿液, 从而维持机体水平衡的主

要分子基础, 在肾脏功能损伤的早期多伴随着

不同程度的水通道蛋白表达的变化[12]. AQP-3主
要分布于集合管上皮主细胞基侧质膜, 除对水

通透性外还可转运非离子的小分子物质(如尿素

和甘油等)[13], 而尿素在尿的浓缩机制中有着重

要意义[14]. 尿素在AQP-3参与下逆渗透压梯度差

被重吸收, 小管液中尿素的量增加, 是形成逆流

倍增现象的基础, 故AQP-3在尿的浓缩中起重要

作用. 敲除大鼠肾脏中的AQP-3[15], 其饮水量和

尿量增加12倍以上, 表现为严重的尿崩症, 大鼠

表现为多饮、多尿、钠排出增多、尿渗透压降

低. 另一方面, AQP-3可改变Na-K泵、其他AQPs
及Na-K ATP酶活性, 增强对原尿中的水及离子

的重吸收[16]. AQP-3受精氨酸抗利尿激素的调节, 
精氨酸抗利尿激素可使AQP-3表达上调, 从而促

进对水、钠的重吸收[17]. 
本实验中, 梗阻性黄疸时肾脏AQP-3表达

明显下调, 且这种表达下调随着梗阻时间延长

进行性加重. 目前就梗阻性黄疸时AQP-3表达

变化的研究尚未见确切报道, 但药物、失血性

休克等因素引起的急、慢性肾功能衰竭及肾脏

缺血再灌注损伤中肾脏AQP-3表达均表现为明

显下调[18-21]. 实验研究认为肿瘤坏死因子、内

皮素、前列腺素、血栓素、血管紧张素、一氧

化氮等细胞因子对于肾脏集合管主细胞的直接

损伤可以导致AQPs表达的下调[22-27]. 而在梗阻

性黄疸时肾脏的损伤因素更加复杂. 首先, OJ时
肠黏膜屏障受损、细菌细菌易位明显增加[9]导

致内毒素血症, OJ动物模型[28]和大多数OJ患者

都存在明显的内毒素血症, 而肾脏又是内毒素

的敏感靶器官, 内毒素的肾脏损害不言而喻. 其
次、OJ时胆汁排出受阻, 胆管内压升高, 当压力

超过3.43 kPa则导致胆汁逆流入血引起高胆红

素血症, 一方面胆红素及胆酸血症直接作用使

Kupffer细胞数量减少、活性抑制, 导致网状内

皮系统功能低下, 全身免疫系统功能抑制, 增强

了内毒素的作用. 另一方面, 胆红素可在肾小管

细胞内滞留, 当其浓度增高时可抑制线粒体内

呼吸链的电子传递过程[1], 使氧化和磷酸化的偶

联作用解除, 对肾小管细胞具有毒性, 并使肾小

管细胞呼吸速度减慢, 造成细胞缺氧, 使肾脏功

能和结构受损, 加重肾损害. 实验表明淤胆性肝

硬化大鼠集合管基底侧壁AQP-3的表达较明显

低于对照组[29], 说明梗阻性黄疸时肾脏AQP-3表
达的变化规律. 最后, OJ同时存在着肾缺血以及

肾再灌流恢复的两方面因素[10], 具备了肾脏再灌

表  1  各组大鼠T-BIL、D-BIL、CREA和UREA检测结果

     
                          A组                      B组                     t                   P                     C组                      D组                       t                   P

T-BIL      70.93±7.55        4.64±1.55        27.209       0.000       96.00±14.35       3.77±1.01        20.268         0.000

D-BIL     53.93±7.81        4.07±1.43        19.847       0.000       73.82±11.90       3.26±1.00        18.683       0.000

CREA      27.30±11.85    24.20±3.49          0.793       0.438       29.20±8.40       24.20±4.44          1.663       0.1140

UREA         7.80±0.81        8.04±0.28        -0.885       0.388         9.23±0.70         8.22±0.43          3.870       0.0011

表  2  各组大鼠肾脏AQP-3的表达

     
                                 A组                             B组                               C组                            D组

AQP-3          67.94±7.28            75.09±6.55              44.99±6.12            80.78±6.04

t                         -2.310                      7.629                      -13.159                    -2.019

P                           0.033                      0.000                          0.000                       0.059

35 kDa

C组              D组              A组             B组

图  1  各组大鼠肾脏AQP-3的表达.

■应用要点
研究 O J时大鼠
肾脏AQP-3表达
的意义不仅在于
揭示 O J时肾脏
AQP-3的变化规
律 ,  而且可以通
过研究 O J大鼠
肾脏AQP-3的变
化推断人类OJ时
AQP-3的变化. 鉴
于AQPs按肾脏中
AQPs含量的一定
比率分泌至尿液
中排泄, 可以通过
测定尿液中AQPs
的含量, 推测肾脏
中AQPs的含量 , 
如果其可作为检
测肾脏尿液浓缩
功能的指标, 无疑
有助于提高OJ时
肾功能损害的早
期诊断率. 早期对
OJ患者施加一些
治疗手段 ,  减少
或防止OJ时发生
ARF. 
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注损伤的产生的条件. 免疫电泳和免疫细胞化

学显示肾脏再灌注损伤时AQP-3的表达明显下

调, 而AQP-3的表达的下调是肾脏再灌注损伤时

尿重吸收功能减退、钠的重吸收降低, 尿量增

多、尿钠排出增加等表现的分子学基础[20].
研究梗阻性黄疸时大鼠肾脏A Q P - 3及

AQP-3 mRNA表达的意义不仅在于揭示梗阻性

黄疸时肾脏AQP-3及AQP-3 mRNA的变化规律, 
而且, 因为大鼠和人的AQP cDNA及人类AQP
家族其他成员cDNA有高度同源性[30]. 我们可以

通过研究梗阻性黄疸大鼠肾AQP-3的变化推断

人类梗阻性黄疸时水通道蛋白3的变化. 本实验

显示梗阻性黄疸早期(7 d内)大鼠肌酐、尿素氮

无明显变化, 而此时实验组大鼠肾脏AQP-3及
AQP-3 mRNA与对照组间有十分显著性差异, 
说明肾脏中AQP-3及AQP-3 mRNA的变化较传

统的肌酐、尿素氮等肾功能指标出现早, 鉴于

AQPs按肾脏中AQPs含量的一定比率分泌至尿

液中排泄, 目前尿液中AQPs的测定已是成熟的

技术. 我们可以通过测定尿液中AQPs的含量, 推
测肾脏中AQPs的含量, 如果其可作为检测肾脏

尿液浓缩功能的指标, 无疑有助于提高OJ时肾

功能损害的早期诊断率. 早期对OJ患者施加一

些治疗手段, 这可减少或防止OJ时发生ARF. 
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Abstract
AIM: To explore the mechanism of the action and 
impact of Astragalus mongholicus polysaccharides 
(APS) on lipopolysaccharide (LPS)-induced 
inflammatory factors gene expression and 
nuclear factor (NF)-κB transcriptional activity in 
intestinal epithelial cells (IEC-6).

METHODS: Intestinal epithelial cells (IEC-6) 
were divided into six groups: controls; LPS; 
LPS + APS 50 mg/L; LPS + APS 100 mg/L; LPS 
+ APS 200 mg/L; LPS + APS 500 mg/L. Ex-
pression of tumor necrosis factor (TNF)-a and 
interleukin (IL)-8 mRNA was determined by 
RT-PCR. Expression of NF-κB protein was deter-
mined by electrophoretic mobility shift assay.

RESULTS: Levels of TNF-a, IL-8 mRNA and 
NF-κB protein were significantly higher in the 
LPS-damaged group than those in the control 
group (P < 0.01). Moreover, APS significantly 
inhibited LPS-induced TNF-a and IL-8 at the 
mRNA level and reduced the production of NF-

κB protein in a concentration- and time-depen-
dent manner (P < 0.01).

CONCLUSION: APS can inhibit LPS-induced 
production of TNF-a and IL-8 mRNA, perhaps 
via suppression of the NF-κB signaling pathway. 
Modulation of bacterial product-mediated NF-
κB signaling by APS may represent an attractive 
strategy for the prevention and treatment of in-
testinal inflammation.

Key Words: Astragalus mongholicus  polysaccha-
rides; Intestinal epithelial cells; Tumor necrosis 
factor-a; Interleukin-8; Nuclear factor kappa B

Yuan Y, Sun M. Mechanism of impact of Astragalus 
mongholicus polysaccharides on lipopolysaccharide-
induced damage in intestinal epithelial cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(1): 15-19

摘要
目的: 探讨黄芪多糖(APS)在内毒素-脂多糖
(LPS)损伤小肠上皮细胞(IEC-6)中的作用机制
及对细胞因子和核因子-κB(NF-κB)表达的
影响. 

方法: 以小肠上皮细胞株IEC-6为研究对象, 
将培养的细胞分为6组: 对照组、L P S组、
LPS+APS 50 mg/L组、LPS+APS 100 mg/L
组、LPS+APS 200 mg/L组和LPS+APS 500 
mg/L组. 采用RT-PCR法检测细胞因子TNF-α
和IL-8 mRNA的表达, 采用凝胶电泳迁移率法
分析NF-κB蛋白活性. 

结果: LPS损伤IEC-6细胞后, TNF-α, IL-8 
mRNA水平和NF-κB蛋白定量表达均升高, 均
显著高于对照组(P <0.01). 而黄芪多糖呈浓
度和时间依赖性地抑制LPS诱导IEC-6细胞
分泌的TNF-α, IL-8等细胞因子的mRNA的表
达水平(P <0.01), 并能降低NF-κB的表达活性
(P <0.01).

结论: APS具有抑制LPS刺激IEC-6细胞产生
的TNF-α, IL-8炎性因子的作用, 并能降低NF-
κB的表达活性, 其对LPS所致的肠道损伤具有
保护作用.
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■背景资料
肠功能障碍可引
发 全 身 炎 症 反
应综合征(SIRS)
并 加 速 多 系 统
器 官 功 能 衰 竭
(MSOF), 故在危
重病中起着非常
重要的作用. 如何
治疗及阻止肠功
能障碍的发生具
有重要意义. 
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0  引言

肠上皮细胞是肠道黏膜屏障的重要组成部分, 
是宿主与病原微生物双向联系的第一道防御. 
各种病理因素(如创伤、休克和严重感染等)重
症应激状态时, 全身免疫功能低下, 大量肠道内

细菌和内毒素侵入体循环, 造成细菌移位和肠

源性内毒素血症, 可加剧肠上皮细胞的损伤, 导
致一些炎症介质(如TNF-a, IL-6, IL-8和血小板

激活因子等)大量的产生和释放, 引起全身炎症

反应综合征(SIRS), 启动并加速多系统器官功

能衰竭(MSOF). 这说明肠功能障碍在危重病发

展过程中起着非常重要的作用. 长期以来, 人们

仅仅依赖抗菌药物直接杀灭或抑制微生物的生

长繁殖, 并未对免疫紊乱状态进行调理治疗. 随
着人们对疾病认识的提高, 目前开始重视免疫

治疗方案, 着重于阻断炎症瀑布反应和保护细

胞介导免疫功能, 其中具体治疗方法包括中医

中草药治疗. 黄芪以其“活血化瘀”“清热解

毒”之功效成为目前研究较多的一种中草药. 
黄芪多糖(APS)是黄芪很重要的一种单体成分. 
国内多项研究证实APS具有免疫调节[1]、刺激

造血功能[2]和神经系统保护[3]等多种功效. 我们

利用体外培养小肠上皮细胞系, 研究APS对内毒

素-脂多糖(LPS)刺激小肠上皮细胞产生细胞因

子TNF-α, IL-8和NF-κB的调节作用. 探讨APS对
LPS所致的肠上皮细胞损伤的免疫保护作用机

制, 为临床治疗及阻止SIRS和MSOF的发生提供

一种手段. 

1  材料和方法

1.1 材料 IEC-6细胞系由中国医学科学院肿瘤

医院生物检测中心提供, TRIzol, RT-PCR试剂

盒, DMEM培养基和胎牛血清购于Gibco公司, 
LPS购自Sigma公司, APS由美国泛美医药公司

Pharmagenesis提供, TNF-a和IL-8上下游引物由

上海生物工程公司设计合成. 培养液每1000 mL
由900 mL DMEM, 100 mL胎牛血清, 配以0.01 
g/L的胰岛素组成. APS 250 mg用DMEM稀释成

50 mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L, 500 mg/L的溶液. 
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1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: IEC-6细胞在37℃, 50 mL/L CO2

培养箱中培养, 次日换液, 接近80%融合时, 2.5 
g/L胰酶消化传代. 5 d传代1次, 传代5次后的细

胞用于实验.
1.2.2 细胞分组: 将培养的细胞分为6组: 1组: 对
照组, 以PBS为对照; 2组: LPS组; 3组: LPS+APS 
50 m g/L; 4组 :  L P S+A P S 100 m g/L; 5组 : 
LPS+APS 200 mg/L; 6组: LPS+APS 500 mg/L.
1.2.3 RT-PCR分析: 细胞以每孔4×108/L的密度

接种于培养板内, 孵育24 h, 然后加入不同剂量

APS溶液100 mL使其终浓度分别为50 mg/L, 100 
mg/L, 200 mg/L, 500 mg/L, 再孵育1 h, 然后给

予LPS继续孵育1-4 h后收集细胞检测TNF-a和
IL-8 mRNA水平. TNF-α的扩增PCR条件: 95℃ 
2 min, 94℃ 1 min, 58℃ 45 s, 72℃ 45 s, 25个循

环后74℃延伸10 min. TNF-α的引物序列: 上游

引物5'-TTCGGGGTGATCGGTCCCAA-3', 下
游引物5'-AGCATCTCGTGTGTTTCTGA-3'. 
IL-8的扩增PCR条件: 94℃ 1 min, 94℃ 40 s, 
51℃ 1 min, 72℃ 1 min, 25个循环后72℃延

伸5 min. IL-8的引物序列: 上游引物5'-CCTG 
AAGACCCTACCAAG-3', 下游引物5'-AGGC
TCCATAAATGAAAGA-3'. 内参GAPDH的扩

增: PCR条件: 95℃ 5 min, 94℃ 1 min, 55℃ 1 
min, 74℃ 1 min, 25个循环后74℃延伸10 min. 
GAPDH的引物序列: 上游引物5'-ATCACTGC
CACTCAGAAGAC-3'. 下游引物5'-TGAGGGA
GATGCTCAGTGTT-3'. 15 g/L琼脂糖凝胶电泳: 
1.5 g琼脂糖+0.5×TBE至终体积100 mL, 加入

溴化乙锭(EB)至终浓度0.5 mg/L. (以DL2000为
DNA Marker)每孔加样10 μL, 90 V电泳50 min左
右, 紫外透射灯下观察结果, 用凝胶图像扫描分

析系统扫描凝胶得到内参对照GAPDH与目的基

因的电泳条带光密度, 通过目的基因/GAPDH的

光密度比值做相对定量分析.
1.2.4 凝胶电泳迁移率实验: 参照文献[4]方法经

g-32P-dATP标记、乙醇沉淀纯化的NF-κB寡核苷

酸探针与核蛋白作用后, 行6%非变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳, 电泳结束后小心取出凝胶在干燥

仪烘干, -70℃放射自显影24 h, 经凝胶扫描分析

系统进行吸光度扫描, 计算其活性值.
统计学处理 采用SPSS软件包t检验.

2  结果

2.1 APS抑制LPS刺激细胞分泌TNF-α和IL-8 

www.wjgnet.com

■研发前沿
以往治疗严重感
染等重症应激状
态导致的肠道黏
膜损伤仅依赖抗
菌药治疗, 目前人
们开始重视中医
中草药对肠道的
免疫紊乱状态的
调理治疗. 黄芪以
其“活血化瘀”
“清热解毒”之
功效成为目前研
究较多的一种中
草药 .  国内研究
多集中在其促进
胃肠黏膜细胞增
殖、分化、移行
作用, 对心脏的免
疫保护调节等, 而
鲜有对肠功能障
碍的免疫保护作
用机制研究.
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mRNA  LPS刺激IEC-6细胞可导致其分泌的炎

性因子增多. 我们检测APS对LPS所致的IEC-6
细胞分泌TNF-α和IL-8在mRNA水平上的影响.  
RT-PCR分析方法检测显示, 当LPS刺激IEC-6细
胞时, TNF-α和IL-8 mRNA被诱导分泌具有显著

意义的增加(P <0.01), APS可以抑制这种分泌的

增加, 并具有剂量依赖性. APS 50 mg/L可部分抑

制, 200 mg/L, 500 mg/L随着浓度的增加, 其抑制

水平逐渐增加(P <0.01)(图1, 表1).
我们采用了将IEC-6细胞用500 mg/L APS

预处理1 h, 然后用LPS(10 mg/L)刺激达4 h, 采用

RT-PCR方法进行TNF-α和IL-8 mRNA分析. 如
图2所示, LPS诱导TNF-α mRNA和IL-8 mRNA
表达均被ASP有效的抑制(1 h与4 h的抑制率分

别为21.7%与22.2%, 33.3%与36.2%)(表2).
2.2 APS抑制LPS诱导IEC-6细胞产生NF-κB蛋白
表达 LPS刺激IEC-6细胞可使其分泌的炎性因子

增多. NF-κB是一个关键的调控炎性因子基因表

达的核因子. 如图3所示, 凝胶电泳迁移率方法

检测显示, 当LPS刺激IEC-6细胞时, NF-κB蛋白

表达具有显著意义的增加(P <0.01), APS可以显

著抑制这种增加, 并且具有剂量依赖性(P <0.01, 
表3).

3  讨论

小肠上皮细胞(IEC)在消化中起着吸收和交换营

养及黏膜屏障作用, 同时在宿主黏膜表面的天

然及获得性免疫系统中起调节作用, 是对抗肠

道细菌、毒素的第一道防线[5-6], 在IEC的潜在刺

激因素中, 细菌和细菌产物(如LPS)都是非常重

要的因素, 因为他们在肠道内的浓度非常高[5,7]. 
虽然IEC对LPS的反应较单核巨噬细胞弱, 但是

大量实验表明内毒素可以引发IEC前炎性因子

的基因转录[8-13], 这其中也包括IEC-6[5,14-15]. 肠腔

内毒素具有引发IEC复杂的细胞因子基因转录

的作用, 目前认为IEC参与了多种小肠炎症紊乱

过程并具有重要意义. 
黄芪是常用的益气健脾中药之一. 国内对

其药理作用的研究较为深入, 涉及免疫、胃肠

运动、促进胃肠黏膜细胞增殖、分化、移行

等[1,16-17]. APS是黄芪的单体成分, 其具有的免

疫保护作用越来越多的得到重视. 国内路景涛  

■相关报道
国内路景涛 et al
研究指出: 复方黄
芪提取物能够抑
制细菌脂多糖诱
导大鼠腹腔巨噬
细胞释放的肿瘤
坏死因子, 白细胞
介素和一氧化氮
的分泌, 他的研究
证实黄芪可以通
过抑制炎症因子
的分泌从而减少
组织细胞的损伤
而发挥免疫保护
作用.

表  1  APS对LPS刺激小肠上皮细胞分泌的TNF-a、IL-8 mRNA的影响(mean±SD)

     
                    

对照组
			                           LPS+ APS组

                                                  0                        50                      100                      200                    500

TNF-a  0.65±0.05      1.26±0.06b      0.96±0.03c      0.80±0.08c      0.74±0.07d      0.59±0.04d

IL-8      0.57±0.06      1.19±0.05b      0.88±0.06c      0.74±0.06c      0.62±0.08d      0.52±0.05d

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  LPS组.

A

图  1  TNF-α、IL-8基因RT-PCR电泳结果. M: Marker; A: 
正常对照组; B: LPS+APS 0 mg/L组; C: LPS+APS 50 mg/L

组; D: LPS+APS 100 mg/L组; E: LPS+APS 200 mg/L组; F: 

LPS+APS 500 mg/L组.
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表  2  不同时间APS对LPS刺激小肠上皮细胞分泌的TNF-a、IL-8 mRNA的影响(mean±SD)

                         			                           LPS

                        -                                         1 h                                                   4 h    

                        -                            -                      APS                          -                     APS

TNF-a  0.65±0.04          0.92±0.07      0.72±0.02          0.81±0.05      0.63±0.04

IL-8      0.61±0.07          1.17±0.06      0.78±0.03          0.91±0.04      0.58±0.05
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et a l [18]研究证实了复方黄芪提取物能够抑制细

菌脂多糖诱导大鼠腹腔巨噬细胞释放的肿瘤坏

死因子, 白细胞介素和一氧化氮的分泌, 说明黄

芪可以通过抑制炎症因子的分泌从而减少组织

细胞的损伤来发挥其对机体的免疫保护作用. 
我们采用体外培养的I E C-6为模型, 观察

APS是否可以对LPS诱导的IEC-6释放TNF-α,  
IL-8等细胞因子有所影响. 结果发现APS能够抑

制LPS刺激IEC-6细胞分泌产生的TNF-α mRNA
及IL-8 mRNA的表达, 且这种抑制作用具有对黄

芪多糖的浓度依赖性. 同时还发现NF-κB作为一

种调控多种炎性因子基因表达的核因子, 当LPS
刺激IEC-6时, NF-κB蛋白表达增加, 而APS能够

有效的抑制NF-κB蛋白表达的增长, 且随着APS
浓度的增加, 抑制NF-κB的作用逐渐增强. 故我

们认为, APS对小肠上皮细胞具有免疫保护作用, 
这种免疫保护作用可能是通过抑制小肠上皮

细胞内核因子NF-κB的表达从而抑制细胞因子

TNF-α、IL-8等的表达来实现的.

通过研究, 我们首次提出APS发挥肠道免疫

调节作用的可能机制, 同时也为临床上使用APS
治疗肠道功能障碍等疾病提供了理论依据, 为
临床上治疗及阻止MSOF的发生提供一种新的

治疗手段.
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图  3  NF-κB蛋白检测结果.
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Abstract
AIM: To clone the cDNA of Dickkopf-1 (Dkk1) 
and to investigate its anti-colon carcinoma 
activity.

METHODS: Getting Dkk1 cDNA from Mouse 
Embryo 9 dpc, DH10B cDNA library, construct-
ing eukaryotic expression vector pcDNA3.1(+) 
Dkk1. Transfected CT26 colon carcinoma cells 
served as the experimental group, transfection 
empty vector pcDNA3.1(+) cells served as the 
empty vector group, and non-transfected cells as 
the non-transfected group. Proliferation of the 
CT26 colon carcinoma cells was measured using 
the MTT assay. Expression of Dkk1, p53, Bcl-2 
and Bax was detected by Western blotting. 

RESULTS: Absorbance at 570 nm in the experi-
mental group was lower than that in the empty 
vector and non-transfected groups (0.779 ± 0.025 

vs 0.968 ± 0.016 and 0.973 ± 0.016, P < 0.05). In 
contrast with the empty vector and non-trans-
fected groups, the level of p53 and Bcl-2 in CT26 
cells was lower, and the level of Dkk1 and Bax 
was higher.

CONCLUSION: Inhibition of CT26 cell prolifera-
tion by Dkk1 expression may be mediated by 
Dkk1 blocking mutant p53, decreasing Bcl-2 and 
enhancing Bax expression.

Key Words: Dickkopf-1; p53; Colorectal carcinoma; 
Western blotting

Li JC, Zuo YP, Liu Y, Zeng ZC. Anti-colon carcinoma 
mechanism of cloned Dickkopf-1 cDNA. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(1): 20-24

摘要
目的: 探讨Dkk1 cDNA抗结肠癌的机制. 

方法: 利用脂质体介导pcDNA3.1(+)Dkk1进
行瞬时转染结肠癌细胞CT26和表达Dkk1的
肝癌细胞HEPA1-6, 转染后的细胞为实验组, 
转染空载体pcDNA3.1(+)的细胞和未转染的
细胞分别为空载体组和未转染组, 用MTT法
检测CT26增殖、免疫印迹法检测细胞Dkk1, 
p53, Bcl-2和Bax的表达量. 

结果: MTT实验显示在570 nm的吸光度均值
CT26实验组明显低于其空载体组和未转染组
(0.779±0.025 vs  0.968±0.016, 0.973±0.016), 
P <0.05); 与CT26空载体组和未转染组相比, 实
验组p53, Bcl-2的表达量降低、而Dkk1、Bax
表达增高.

结论: 外源Dkk1可反馈抑制突变型p53的生
成, 下调Bcl-2, 增加Bax因子表达而抑制结肠
癌的增殖.

关键词: Dickkopf-1; p53; 结肠癌; 免疫印迹法
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■背景资料
W n t信号的转导
由Wnt和Frizzled 
受体结合引起 , 
需要低密度脂蛋
白受体相关蛋白
5/6(LRP5/60)的
参与. Dickkopf1 
(Dkk1)通过两种
途径抑制W n t信
号转导: 与LRP5/ 
6结合, 阻断 Wnt
信号; 与另一类跨
膜蛋白Kremen1/2
结合, 刺激LRP5/6
内吞, 减少细胞膜
上的LRP5/6, 进一
步调节Wnt信号 . 
Dkk1蛋白通过调
节Wnt和p53信号
促进肿瘤细胞凋
亡. 
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0  引言

结肠癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一, 其
发病机制并不完全清楚. Wnt信号的异常是导致

恶性肿瘤的原因之一[1-2]. 脊椎动物的Dkk蛋白

有Dkk1、Dkk2、Dkk3和Dkk4四种形式, 他们

有较高同源性, 均抑制Wnt信号[3-4], 其中Dkk1作
用最强[5], 在胚胎头颈形成起重要作用[6]. 哺乳

动物的Dkk1含266个氨基酸残基, 在不同的肿瘤

表达水平不同. 在人类胃肠道肿瘤中, DKK家族

基因常常被后天灭活 [7-8], Dkk1蛋白减少或缺

失. Shou et al [9]在人胶质母细胞瘤U87MG细胞

中, 也没有检测到Dkk1的表达. 而在肝癌[10-11]、

黑色素瘤[12]、肺癌[13]Dkk1水平则增高. Mikheev 
et al [14]在HeLa细胞表达的外源Dkk1显著地抑

制其在软琼脂上的生长, 其生长动力学参数在

统计学上与HeLa细胞有显著差异. 如果将Dkk1
基因转入U87MG细胞, 表达中等水平的Dkk1蛋
白, 再用神经酰胺(ceramide)处理, 细胞则出现

显著凋亡[9]. 两者均显示在Dkk1水平低下时, 表
达外源性Dkk1可以抑制细胞生长, 促进细胞凋

亡. 这可能是通过调节Wnt和p53信号而发挥作

用的. p53能诱导Dkk1的表达[15-16], Dkk1蛋白能

抑制Wnt信号, 增强p53对肿瘤生长的抑制作用. 
Gonzalez-Sancho et al [17]发现Dkk1启动子上有多

个β-catenin/TCF4结合位点. 激活Wnt信号途径, 
活性的β-catenin, TCF4或者LRP6突变体均可诱

导人类Dkk1转录. 结肠癌细胞里缺失Dkk1或水

平降低, Dkk1的表达起抑制肿瘤增殖的作用. 我
们将考察Dkk1的抗结肠癌作用, 研究其可能的

机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞HEPA1-6和结肠癌细胞CT26, 
由重庆医科大学病理教研室惠赠, 用含100 mL/L
小牛血清RPMI 1640(Gibco)培养基, 在37℃、

50 mL/L CO2培养箱中传代培养. 利用脂质体

介导pcDNA3.1(+)Dkk1进行瞬时转染结肠癌细

胞CT26, 转染后的细胞为实验组, 转染空载体

pcDNA3.1(+)的细胞和未转染的细胞作为对照

组. mouse embryo 9 dpc, DH10B cDNA文库购自

德国RZPD公司, 限制性内切酶Bam HⅠ和Hin d
Ⅲ, T4 DNA连接酶、高保真Taq DNA聚合酶

(TaKaRa)、质粒提取试剂盒(上海生工)、PCR
产物回收纯化试剂盒、DNA胶回收试剂盒、

低分子量蛋白质标准、TMB显色液(Tiangen)、
Transfection转染试剂(天为时代公司)、四甲基偶

氮唑盐(MTT、百萃生物)、PVDF膜(北京中山). 
一抗: 兔抗鼠、人的Dkk1, p53, Bcl-2, Bax(IgG 
Santa Clauz), 兔抗二抗(中杉金桥).
1.2 方法 根据Dkk1的DNA序列, 设计PCR引物

如下, 上游引物: 5'-CGCCAAGCTTTTAGTGTC
TCTGGCAGGTGTGGAGCCTAGAA-3', 在5'端
引入Hin dⅢ酶切位点. 下游引物: 5'-ATAAGGA
TCCATGATGGTTGTGTGTGCAGCGGCAGC
T-3', 在5'端引入了Bam HⅠ酶切位点. 菌落PCR, 
用牙签在mouse embryo 9 dpc, DH10B cDNA培

养面上蘸一下后丢入LA培养基5 mL中, 在37℃
剧烈震荡培养12-16 h后, 培养液浑浊时, 用接种

环在含Amp 100 mg/L的LB培养基上划线, 37℃
倒置培养16 h以后, 在培养板上随机挑取9个
克隆做PCR并设立阴性对照. PCR反应参数如

下: 94℃变性1 min, 50℃复性2 min, 72℃延伸2 
min, 共30个循环. PCR产物用凝胶回收试剂盒纯

化、测序确认后, T-A克隆入pGM-T载体, Amp
筛选, Bam HⅠ和Hin dⅢ双酶切, 琼脂糖电泳回

收850 bp左右的小片段DNA, 亚克隆入Bam HⅠ

和Hin dⅢ双酶切pcDNA3.1(+)真核表达质粒, 构
成pcDNA3.1 Dkk1. 琼脂糖电泳, 回收重组载体

pcDNA3.1 Dkk1, 酶切和PCR鉴定. 
1 .2 .1  M T T实验 :  用p c D N A3.1-D k k1和p c 
DNA3.1(+)质粒在LipofectamineTM脂质体的介导

下转染上述细胞. 以pEGFP-C1载体为报告基因

监测转染结果. 取DNA 2 mg, Transfection 5 μL
分别用无血清培养基稀释至250 μL. 用胰酶消

化细胞, 取0.4×106细胞与上述2种液体混合, 培
养, G418筛选, 6 d后, 取4×105细胞加入到96孔
板中, 继续培养24 h后每孔加入MTT至终浓度

50 mg/L, 37℃继续培养4 h, 吸出培养液, 每孔加

入DMSO g/L 150 μL, 酶标仪上振荡10 min测定

570 nm处吸光度. 细胞抑制率 = [pcDNA3.1(+)组
A 570-pcDNA3.1-Dkk1组A 570]/pcDNA3.1(+)组A 570

×100%. 
1.2.2 Western blot分析: 提取各组细胞总蛋白, 
Lowry法测定蛋白含量, 取等量蛋白进行12% 
SDS-PAGE, 转PVDF膜, 30 g/L BSA/TBS溶液

8 mL封闭, 洗膜3次, 将一抗(兔抗鼠、人p53, 
Bcl-2, Bax, Dkk1)分别以1∶1000适当稀释于5  
g/L BSA/TBS中37℃孵育至少1 h, 弃去一抗用

TBS洗2次, 每次10 min; 弃去TBS, 加入适当稀

释1∶500于5 g/L BSA/TBS的二抗, 37℃孵育2 h; 
弃去二抗, 用TBS洗膜30 min, 共3次, 显色. 

■研发前沿
肿瘤的基因治疗
是手术、放射、
化疗之后的新疗
法 .  Dkk1在某些
肿瘤细胞的低表
达 ,  为导入外源
Dkk1治疗这些肿
瘤提供了前提条
件 .  研究Dkk1的
细胞内水平的调
控 ,  与其他信号
途径的相互作用, 
对细胞增值影响
的机制 ,  获得相
关的信息是当前
的热点 .  这为肿
瘤Dkk1的基因治
疗、研发与Dkk1
相关的肿瘤治疗
药物打下坚实的
基础.
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2  结果

阴性对照管没有条带, 而1号管出现一条大小在

800-900 bp间的条带, 符合Dkk1 cDNA大小, 测
序后确认即为Dkk1 cDNA, 没有碱基突变(图1). 
对pcDNA3.1(+) Dkk1进行PCR, 结果条带大小在

800-900 bp之间, 与Dkk1 cDNA大小相符合(图
2). Hin dⅢ和Bam HⅠ双酶切pcDNA3.1(+) Dkk1
载体, 产生两个片段. 大片段在4361-6557 bp之
间, 与载体pcDNA3.1大小相符; 小片段与Dkk1 
cDNA大小相符(图3).
2.1 MTT细胞增殖实验 用脂质体介导pcDNA 
3.1(+) Dkk1瞬时转染结肠癌细胞CT26和表达

Dkk1的肝癌细胞HEPA1-6(对照), MTT法检

测细胞的增殖. C T26与对照组比较, 570 n m
吸光度明显降低, 外源的Dkk1在CT26表达可

以抑制其增殖, 抑制率约为20%. 而HEPA1-6
细胞及其相应的对照在570 nm吸光度没有明

显的变化(表1). t检验显示CT26实验组和对照

组有显著性差异P <0.05, 其余各组间无显著

性差异. 
2.2 免疫印迹分析 实验组3相对于对照组1和2, 
蛋白质p53和Bcl-2的量是少的, 而蛋白质Bax的
量, 实验组相对于对照组来说是多的(图4).

3  讨论

Dkk1在结肠癌细胞表达缺失, 是否起抑癌基因

的作用尚待证实. 我们从mouse embryo 9 dpc, 
DH10B cDNA文库筛选出Dkk1 cDNA, 经测序

确认后亚克隆入pcDNA3.1(+)构建了pcDNA3.1 
Dkk1真核表达载体, 转染结肠癌细胞CT26, 用
MTT法测570 nm吸光度, CT26pcDNA3.1 Dkk1
组高于CT26pcDNA3.1(+)实验低于对照组, t检
验有显著性差异. 表明外源的Dkk1在CT26表达

可以抑制其增殖, 抑制率约为20%, 抑制率不太

高, 可能与转染效率(约为28.3%)和抑制不具有

放大作用有关. 而在肝癌细胞HEPA1-6, 表达外

源的Dkk1不抑制其增殖. 免疫印吸分析细胞总

蛋白中p53的含量, CT26、CT26pcDNA3.1(+)高
于CT26pcDNA3.1 Dkk1(图 4). Gonzalez-Sancho 
et al [17]发现在Dkk1启动子-2100位有一个p53响
应元件, 野生p53蛋白与之特异结合, 促进Dkk1
转录. 在CT26检测不到Dkk1, 可能是突变p53蛋
白丧失诱导Dkk1转录的能力. 外源Dkk1基因在

表  1  外源表达Dkk1对细胞增殖的影响(mean±SD, n  = 8)

     
                            -                 pcDNA3.1      pcDNA3.1Dkk1  

CT26         0.973±0.016  0.968±0.016  0.779±0.025a       

HEPA1-6  0.950±0.029  0.943±0.032  0.970±0.013

aP<0.05 vs  PCDNA3.1.

■创新盘点
本 文 介 绍 了 用
MTT法显示外源
Dkk1基因在CT26
细胞的表达对细
胞的增殖具有一
定的抑制作用, 免
疫印吸方法显示
了在结肠癌CT26
细胞中的Dkk1、
B a x表达低于、
Bcl-2、p53表达
高于p c D N A 3 . 1 
( + ) D k k 1转染的
CT26细胞 .  转染
Dkk1后, p53水平
降低 .  推测外源
Dkk1表达可反馈
抑制突变的p53生
成, 抑制癌细胞的
增殖. 最近也报道
Dkk1在某些肿瘤
细胞的表达是低
下的, 这不是突变
引起的, 而是表达
受阻, 原因在转录
水平. 而在翻译水
平抑制尚未见报
道.

图  1  PCR扩增Dkk1 
cDNA. 1: 菌液; 2: 阴
性对照; M: 100 bp的

DNA分子量标准.

M          1           2

1500 bp

900 bp
800 bp
500 bp

100 bp

1500 bp

900 bp
800 bp

500 bp

100 bp

图  2  克隆的Dkk1 cDNA的
鉴定. 右: 所提的质粒为模
板, PCR所得到的目的条

带(800-900 bp); 左: 100 bp 

DNA标准分子量.

M            1

6557 bp
4361 bp

564 bp

图  3  pcDNA3.1(+) Dkk1双
酶切鉴定. M: λ噬菌DNA 
Hin dⅢ酶切的Marker; 1: 
Hin dⅢ和BamHⅠ双酶切
pcDNA3.1(+) Dkk1所得: 

大片段为pcDNA3.1(+), 小

片段为Dkk1.

图  4  Western blot分析结肠癌CT26细胞总蛋白中的p53、
Bcl-2、Bax蛋白水平. 1: 未转染; 2: 转染空载体; 3: 转染
pcDNA3.1(+) Dkk1.

1                  2                     3

Dkk1

p53

Bax

Bcl-2

β-actin
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结肠癌细胞内的表达, 反馈抑制突变p53的表达, 
致使其量减少, 肿瘤细胞的增殖受抑. 肿瘤既是

细胞增殖和分化异常、也是细胞凋亡异常的疾

病. Bcl-2家族基因参与细胞凋亡的调节,  Bcl-2
蛋白拮抗[18]、而Bax蛋白则促进细胞凋亡[19], 二
者的作用相反. 细胞内的Bax和Bcl-2含量对比决

定其生存与凋亡[20]. 我们发现CT26中Bax蛋白

的量在pcDNA3.1(+)组要低于pcDNA3.1 Dkk1
组, 而Bcl-2蛋白的量则是pcDNA3.1(+)组要高

于pcDNA3.1 Dkk1组(图4), 表明在Dkk1抑制

肿瘤细胞增殖时, 与Bax和Bcl-2蛋白作用有关. 
Dkk1蛋白在许多肿瘤中都存在. Wirths et al [11]

指出, Dkk1在肝母细胞瘤(HBs)和Wilms瘤中

表达升高, 这可能和Wnt信号失控有关, 高水平

的Dkk1可作为HBs和Wilms瘤的一个标记. 在
Dkk1表达降低或者缺失的肿瘤, 外源的Dkk1表
达或许可以抑制肿瘤增殖. Suraweera et al [21]报

道没有发现人结肠癌的Dkk1突变, 但Aguilera  
et al [7]发现Dkk1启动子的CpG岛甲基化导致转录

沉默. 有趣的是Mueller et al [22]发现神经胶质瘤

里Dkk1没有突变, 其转录也不受p53调节, 他不

是该肿瘤的主要致病因素. 是否Dkk1蛋白也具

有突变型和野生型? 如果有, 是否突变的蛋白具

有致癌而野生型具有抑癌作用; Dkk1抑制结肠

癌的机制以及Dkk1在胞内的作用等还有待于进

一步的研究.
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Abstract
AIM: To study the therapeutic effects of Ataining 
(Clostridium butyricum, CGMCC 0313.1 strain) on 
immune ulcerative colitis (UC) induced by calf 
colonic mucosal protein (CCMP) in rats.  

METHODS: Rats were randomly divided into: 
UC model + saline (group B), UC model + C. 
butyricum (1011 CFU/L) (group D), UC model + 

C. butyricum (1010 CFU/L) (group E), UC model 
+ mesalazine (5-SAS, 200 g/L) (group C), UC 
model + C. butyricum (1011 CFU/L) + 5-SAS (100 
g/L) (group F), and non-UC model (group A). 
After 21 d, all animals were killed by decolla-
tion. Colon mucosal damage was observed by 
the naked eye. Body weight, colon wet weight, 
and ulcerative index were measured. Pathologi-
cal changes in colon tissue were observed by 
microscopy. The conversion rate of T and B lym-
phocytes from intestinal mesentery was mea-
sured by MTT assay. Serum interleukin-8 (IL-8) 
and tumor necrosis factor-α (TNF-α) were deter-
mined by ELISA. Serum IgG was determined by 
unilateral immune diffusion. 

RESULTS: Rats with UC produced white mu-
cous feces. After treatment, they all produced 
normal feces. Compared with group B, colon 
wet weight, pathological colon mucosal dam-
age and pathological damage to the upper and 
middle regions of colon mucosa in groups C
–F were significantly reduced. Conversion of 
T lymphocytes in C, D, E, F groups was signifi-
cantly increased  (1.53 ± 0.44, 1.25 ± 0.49, 1.39 
± 0.40, 1.18 ± 0.41 vs 0.59 ± 0.20, P < 0.05). The 
content of IL-8 in serum of groups C–F was sig-
nificantly reduced (47.7 ± 16.9 ng/L, 39.7 ± 13.4 
ng/L, 57.0 ± 8.6 ng/L, 31.9 ± 5.0 ng/L vs 81.0 ± 
10.9 ng/L, P < 0.01), however, the decrease in 
group E was greater than that in group C. Se-
rum TNF-α in groups D–F was significantly de-
creased (31.7 ± 11.2 ng/L, 47.2 ± 21.7 ng/L, 30.3 
± 17.1 ng/L vs 78.0 ± 12.3 ng/L). Serum IgG in 
groups D and F was reduced (9.6 ± 1.8 g/L, 7.5 
± 0.2 g/L vs 11.9 ± 0.4 g/L, P < 0.05). 

CONCLUSION: A rat model of UC could be 
induced by CCMP. Pathological changes in 
UC appear in the colonic mucosa, level of IL-8, 
TNF-α and IgG were significantly increased, and 
conversion of T lymphocytes was significantly 
reduced. C. butyricum significantly improved 
these changes. C. butyricum and 5-SAS may have 
synergistic therapeutic effects. 
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■背景资料
炎性肠病(溃疡性
结肠炎和克罗恩
病)在世界范围内
日见增多, 我国该
病的发病率也有
日益增加的趋势, 
且无有效治疗药
物和措施, 复发率
高. 所以, 医药和
临床研究工作者
正在努力寻找有
效的治疗药物和
措施, 本文课题组
也试图从酪酸梭
菌微生态制剂方
面打开新的突破
口, 找到安全有效
的治疗新药和措
施.
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摘要
目的: 观察阿泰宁对牛结肠黏膜蛋白(CCMP)
诱发大鼠免疫性溃疡性结肠炎(UC)的治疗作
用及机制. 

方法: 将大鼠随机分为空白对照A组(n  = 8), 模
型B组(n  = 10), 美沙拉秦(5-SAS)C组(n  = 10), 阿
泰宁大, 小剂量D, E组(1011 CFU/L, 1010 CFU/L), 
阿泰宁大剂量+美沙拉秦F组(n  = 10), 21 d后处
死动物, 肉眼观察结肠病变, 分别测体质量、
结肠湿质量、溃疡指数和结肠组织病理学变
化, 用MTT法测定各组肠系膜T/B淋巴细胞转
化率, ELISA法测定大鼠血清中IL-8和TNF-α含
量, 单向免疫扩散法测定血清样品中IgG含量. 

结果: B, C, D, E组大鼠体质量均小于A组, 但
没有显著性差异. B组大多数大鼠排出的便呈
白色, 黏液且质软, 治疗后排便均正常, 结肠病
变均减轻. C、D、E组大鼠的肠湿质量指数和
溃疡指数得分以及D、E和F组的结肠中上段
肠黏膜病变积分与B组均显著降低. 与B组相
比, C、D、E和F组的T淋巴细胞转化率显著
增高(1.53±0.44, 1.25±0.49, 1.39±0.40, 1.18
±0.41 vs  0.59±0.20, P <0.05). 而血清中IL-8
含量均显著降低(47.7±16.9 ng/L, 39.7±13.4 
ng/L, 57.0±8.6 ng/L, 31.9±5.0 ng/L vs  81.0±
10.9 ng/L, P <0.01), D、E, F组血清中TNF-α和
D, F组IgG的含量均显著降低(TNF-α: 31.7±
11.2 ng/L, 47.2±21.7 ng/L, 30.3±17.1 ng/L vs  
78.0±12.3 ng/L; IgG: 9.6±1.8 g/L, 7.5±0.2 
g/L vs  11.9±0.4 g/L, P <0.05). 

结论: 用CCMP可使大鼠结肠黏膜出现典型
UC病变, 并伴随IL-8、TNF-α、IgG致炎因子
显著升高, T淋巴细胞转化率显著减低. 用阿
泰宁治疗后, IL-8、TNF-α及IgG的表达下调, 
T淋巴细胞转化升高, 肠黏膜溃疡被修复. 阿
泰宁和美沙拉秦有协同作用. 

关键词: 免疫性溃疡性结肠炎; 阿泰宁; 美沙拉秦; 
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0  引言

近年来, 用产丁酸的酪酸梭菌微生态制剂治疗

溃疡性结肠炎(UC)的研究获得快速进展[1-5], 并
引起医学界的高度重视. 我们在动物实验和临

床应用中发现, 阿泰宁(酪酸梭菌CGMCC0313.1
制剂)对动物及人的UC均有良好的治疗效果, 且
阿泰宁与5-氨基水杨酸类药物联合使用, 或在

缓解期单独使用, 均显示良好疗效、且联合应

用的不良反应较少, 但其治疗机制不明. 故我们

采用较先进的结肠组织致敏法建立大鼠免疫性

UC, 用美沙拉秦作对照, 用单个阿泰宁和阿泰

宁+美沙拉秦联合进行实验性治疗, 来观察试药

对损伤肠黏膜的修复情况, 并检测白细胞介素

-8(IL-8)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和IgG的表达

水平及T淋巴细胞转化率, 探讨其治疗机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD大鼠, 体质量180-220 g, 购
自维通利华实验动物中心, 美沙拉秦片(市售), 
阿泰宁(酪酸梭菌CGMCC0313.1制剂)和原料粉

末由青岛东海药业有限公司提供, 弗氏完全佐

剂、MTT、伴刀豆素球蛋白(ConA)、脂多糖

(LPS)和MTT为Sigma公司产品, 购自北京舒伯

伟化工仪器有限责任公司, 1640培养液为Gibco
公司产品, 牛结肠黏膜蛋白冻干粉自制, IL-8 
ELISA试剂盒为BD公司产品, TNF-α ELISA试

剂盒为Ebioscience公司产品, 大鼠IgG测定用参

考血清和兔抗大鼠IgG抗血清购自北京天象仕

达生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 牛结肠黏膜蛋白冻干粉的制备: 取新生小

牛结肠, 刮取黏膜, 反复冻溶法获取牛结肠黏膜

蛋白, 纯化浓缩, 真空冻干后于4℃保存备用.
1.2.2 大鼠免疫性UC模型的建立: 取牛结肠黏

膜蛋白与完全弗氏佐剂(1∶1)制成完全抗原, 选
用体质量200±20 g的大鼠, 造模大鼠首次足跖

内注射抗原4 mg/只, 于第10、17、24、31天分

别于足跖、背部、腹股沟、腹腔内注射抗原6 
mg/只, 最后1次注射不加佐剂, 至血清抗结肠抗

体达到作用有效量. 第35天模型组大鼠用异戊

巴比妥钠ip麻醉, 并分别进行下列处理(处理前

禁食24 h), 先用20 g/L的甲醛溶液1.5 mL灌肠, 
留置1 h, 用生理盐水洗净后排去. 再用抗原液

(4 g/L, 不加佐剂)2 mL灌肠, 留置2 h, 然后洗净

排去. 3 d后, 随机抽取2只模型组大鼠处死, 取其

结肠标本(肛门向上10 cm), 病理检查确认有充

www.wjgnet.com

■研发前沿
应用微生态制剂
治疗炎性肠病的
报道日见增多, 特
别是酪酸梭菌微
生态制剂显示了
良好的应用前景, 
但亟待了解其有
效治疗的作用机
制. 目前研究的重
点是酪酸梭菌微
生态制剂对UC模
型及患者免疫方
面的影响. 
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血、水肿、炎细胞浸润和溃疡形成等一系列病

理变化[6-9]. 
1.2.3 动物分组及治疗: 设空白对照组8只, 造模

大鼠, 造模成功后随机分组, 模型组10只, 阳性

药(美沙拉秦)对照组10只, 阿泰宁大剂量(1011 

CFU/L)组10只, 阿泰宁小剂量(1010 CFU/L)组7
只, 阿泰宁大剂量+美沙拉秦组10只(中途死亡

4只). 各组动物按10 mL/kg. 体质量/次, ig, 1次
/d(但阿泰宁大剂量+美沙拉秦组, 分隔为上午给

阿泰宁, 下午给美沙拉秦各1次), 连续给药21 d. 
期间每周称体质量一次, 并持续观察动物一般

情况及粪便性状.
1.2.4 动物处理及相关指标测定: 各组动物给药

至第21天后, 断头处死动物, 取血制备血清样品, 
取结肠标本, 称量结肠湿质量, 结肠湿质量指 
数 = 结肠湿质量(g)/kg. 体质量. 将新鲜结肠肠

管纵行切开, 清除肠内容物, 将结肠中上段和结

肠下段分别编号, 固定在硬纸板上, 新鲜标本拍

照后, 在100 g/L的甲醛液中固定, 按李兆申 et al
报道[10]的方法, 用卡尺测量结肠黏膜上细条索状

或线形出血性病变, 以全部病变总长度加以测

量. 溃疡指数的计算: 病灶长度小于1 mm为1分, 
1-2 mm为2分, 2-3 mm为3分, 3-4 mm为4分, 如病

灶长度大于4 mm, 将其分为若干段, 每段按上法

计分, 当病灶宽度大于2 mm时, 其得分加倍. 一
只动物全结肠各病灶得分的总和为其溃疡指数. 
然后将结肠段修成块, 用不同梯度乙醇脱水, 石
蜡包埋, 切片厚度5 μm, HE染色, 光镜检查, 显
微组织彩色照相, 根据病变严重程度打分(轻度

1分: 黏膜表面有少量分泌物, 黏膜下层轻微充

血、水肿, 少量炎性细胞浸润; 中度2分: 黏膜表

面有较多分泌物, 少量黏膜上皮脱落, 黏膜下层

明显充血、水肿, 固有层大量炎性细胞浸润; 重
度3分: 黏膜表面分泌物多, 黏膜上皮脱落多, 黏
膜全层炎症, 杯状细胞减少, 出现溃疡病灶), 分
别计算每组每只动物直肠及结肠下段和结肠中

上段的病变积分, 得出平均数. 无菌环境下取大

鼠肠系膜淋巴细胞, 过200目细胞筛, 无菌PBS
洗涤两次, 1000 r/min, 5 min离心. 用完全1640
培养液调整细胞浓度为5×108个/L, 每孔100 

μL, 接种于96孔圆底细胞板中, 同时加ConA(终
浓度为3 mg/L)或LPS(终浓度为5 mg/L), 100 
μL/孔. 另设定空白对照孔(未加诱导剂), 37℃、

50 mL/L CO2孵育72 h, 培养结束前4 h, 加MTT(5 
g/L)20 μL, 培养结束后, 测定540 nm处测定其A
值, 计算淋巴细胞刺激指数. 淋巴细胞刺激指数 

(SI) = 刺激组A值/未刺激组A值. 断头处死大鼠, 
取血, 于4℃静置过夜, 3000 r/min, 20 min离心, 
取上清, 分装, 放于-20℃待测. 使用ELISA试剂

盒, 按照说明书, 测定大鼠血清中IL-8和TNF-α
的含量. 使用单向免疫扩散法测定血清中IgG的

含量, 将适当稀释(事先滴定)的诊断血清与溶化

的20 g/L琼脂, 在60℃水浴预热数分钟后等量混

合制成免疫琼脂板. 在免疫琼脂板上按一定距

离(1.2-1.5 cm)打孔, 在孔内加入一定比例稀释的

参考血清或抗原液, 已经加样的免疫琼脂板置

湿盒中37℃温箱扩散24 h. 测定各孔形成的沉淀

环直径(mm), 用参考血清各稀释度测定值绘出

标准曲线, 再由标准曲线查出被检血清中IgG的

含量[8-10].
统计学处理 各组间的数据差异的统计学显

著性检验, 用t检验, 差异显著性界限为P <0.05.

2  结果

2.1 阿泰宁对免疫性U C大鼠体质量、粪便性
状、结肠病变和结肠湿质量指数的影响 模型组

和给药组大鼠体质量均小于正常对照组大鼠, 
但没有显著性差异. 在造型期间模型组大多数

大鼠排出的便呈白色, 黏液且质软, 期间有26%
的大鼠因不能耐受免疫应答而死亡, 尸检见结

肠肠管充气、有大量血性分泌物、肠黏膜充血

水肿和溃烂等. 治疗后各给药组大鼠均排正常

便, 结肠病变肉眼观察均有改善. 美沙拉秦组和

阿泰宁大小剂量组大鼠的结肠湿质量指数均比

模型组显著降低(P <0.05或P <0.01), 阿泰宁大剂 
量+美沙拉秦组肠湿重指数也低于模型组, 但没

有显著性差异(表1).
2 .2  阿泰宁对免疫性U C大鼠结肠溃疡指数
的影响  各个组溃疡指数得分均明显比模型

组少(P <0.05, P <0.01), 其中以阿泰宁大剂量

组和阿泰宁+美沙拉秦组作用最好 (P <0.01) 
(表2).
2.3 阿泰宁对免疫性UC大鼠结肠溃疡病变的影
响 空白对照组结肠上段偶见黏膜表面分泌物, 
固有膜可见小灶性炎性细胞浸润(自发性炎症). 
模型组大鼠全结肠均出现病变, 有1/3动物直肠

和结肠上段黏膜表面可见分泌物, 黏膜上皮脱

落, 固有层炎性细胞浸润, 主要为淋巴细胞. 1例
细胞肠黏膜溃疡愈合病灶, 4例肠腺萎缩, 黏膜

变薄, 2例肠腺杯状细胞减少, 结肠下段病变较

重. 多数动物肠黏膜表面有分泌物, 上皮细胞脱

落, 炎性细胞浸润. 4例动物肠黏膜发生溃疡愈

■相关报道
关于溃疡性结肠
炎的动物造型, 国
内外报道较多的
确是用醋酸或葡
聚糖硫酸钠(DSS)
给大、小鼠造成
实验性溃疡模型
并进行实验性治
疗研究, 而用牛结
肠黏膜蛋白制成
抗原造成免疫性
溃疡性结肠炎模
型则尚属首次.
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合, 在愈合处可见结缔组织增生, 肠腺窝减少或

消失. 在溃疡愈合处炎性细胞浸润不明显. 美沙

拉秦组1例动物表明可见分泌物, 3只动物肠黏

膜脱落和炎性细胞浸润. 3只动物肠黏膜发生溃

疡愈合, 1只动物肠腺萎缩, 肠黏膜损伤积分与

模型组的比较未见明显差异(P >0.05). 结肠中上

段肠黏膜表面1例可见分泌物, 3例肠黏膜上皮

脱落, 2例可见炎性细胞浸润和溃疡愈合, 肠腺

萎缩, 肠黏膜损伤积分轻于模型组(P >0.05). 阿
泰宁大小剂量组、阿泰宁+美沙拉秦组直肠、

结肠下段肠黏膜病变较模型组和美沙拉秦组轻. 
肠黏膜损伤积分分别与模型组相比未见明显差

异. 阿泰宁大小剂量组、阿泰宁+美沙拉秦组的

结肠中上段肠黏膜病变明显轻于模型组. 病变

积分分别与模型组比较差异显著(P <0.05)和非

常显著(P <0.01)(表2, 图1).
2.4 阿泰宁对免疫性UC大鼠肠系膜淋巴细胞转
化率的影响 模型组大鼠与正常对照组比较, B淋
巴细胞转化率无明显差异, 各给药组的B淋巴细

胞转化率与模型组比较, 只有阿泰宁+美沙拉秦

组有明显差异(P <0.05), 模型组的T淋巴细胞转

化率比正常对照组显著低下(P <0.01),而各给药

组的T淋巴细胞转化率都比模型组显著地增高

(P <0.05或P <0.01)(表3).

图  1  大鼠结肠黏膜溃疡病变组间比较(HE×50). A: 正常对照组; B: 模型组; C: 阿泰宁组; D: 美沙拉秦组; E: 阿泰宁+美沙拉秦组.

A B C

D E

■创新盘点
由于溃疡性结肠
炎的发病与黏膜
免疫及机体免疫
功能的调控异常
密切相关 ,  所以 , 
本研究创造性的
用牛结肠黏膜蛋
白作抗原, 给大鼠
注射造成免疫性
溃疡性结肠炎模
型, 并进行了实验
性治疗, 检测到血
清促炎因子(如肿
瘤坏死因子等)伴
随发病异常升高, 
经阿泰宁治疗好
转后, 促炎因子也
趋于回复正常, 初
步探明酪酸菌制
剂阿泰宁有效治
疗UC的作用机制
是通过调控促炎
因子恢复正常而
起作用的, 并进一
步发现, 阿泰宁与
美沙拉秦有协同
作用. 

表  1  阿泰宁对免疫性UC大鼠体质量、结肠湿质量指数和结肠溃疡指数的影响(mean±SD)

     
分组	                                     剂量	             n        体质量(g)      结肠湿质量指数(g/kg体质量)        肠溃疡指数(积分)

正常对照组	    - 	                           8	    513±17	 4.2±0.4                                  0.0

模型组	                    - 	                         10	    486±37	 4.4±0.4                            28.7±9.7

美沙拉秦组                200 g/L	                         10	    483±29                3.8±0.3b(t = 3.10)            15.4±6.3b(t  = 3.63)

阿泰宁大剂量组	  1×1011 CFU/L	           7	    472±25	 3.9±0.5a(t = 2.29)            11.6±8.4b(t  = 3.97)

阿泰宁小剂量组	  1×1010 CFU/L	           7	    488±43                3.9±0.3b(t = 3.97)           17.7±9.3a(t  = 2.34)

阿泰宁+美沙拉秦组  1×1011 CFU/L+100 g/L     6	    474±28	 4.3±0.5                           12.8±3.0b(t  = 3.85)

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.

表  2  阿泰宁对免疫性溃疡结肠炎大鼠结肠黏膜损伤积
分的影响(mean±SD)

     
分组	            n   直肠、结肠下段	  结肠中上段

空白对照组        3	           0	           1.0±1.0

模型组	           6	   1.83±1.17       3.2±0.8

美沙拉秦组        6	   2.17±1.17       1.3±1.3a(t = 2.84)

阿泰宁大剂        6      1.17±0.98       1.8±0.8a(t = 3.04)

量组

阿泰宁小剂        6	   1.00±2.00       1.6±1.1a(t = 2.88)

量组

阿泰宁+美         6	   1.00±1.10       0.8±0.9b(t = 4.89)

沙拉秦组 

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组.
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2.5 阿泰宁对免疫性UC大鼠血清IL-8和TNF-α
含量的影响 模型组大鼠血清中IL-8含量与正常

对照组的比较显著升高(P <0.001). 而各给药组

血清中IL-8含量比模型组的均显著降低(P <0.01
或P <0.001), 而阿泰宁+美沙拉秦组作用比美沙

拉秦组降得更低(P <0.001)(表4). 模型组大鼠血

清中TNF-α含量与正常对照组的比较显著升高

(P <0.001). 阿泰宁大小剂量组与阿泰宁+美沙

拉秦组中血清TNF-α含量比模型组的显著降低

(P <0.05或P <0.01), 而美沙拉秦组的作用不明显 
(表4).
2.6 阿泰宁对免疫性UC大鼠血清IgG含量的影
响  模型组血清IgG含量显著高于正常对照组

(P<0.001), 除美沙拉秦组外, 各给药组的血清IgG
含量均低于模型组, 其中以阿泰宁大剂量组及

阿泰宁+美沙拉秦组作用显著(P <0.05和P <0.001) 
(表3).

3  讨论

本研究结果表明, 用牛结肠组织作为抗原造成

大鼠UC模型是很成功的, 表现为造模组大鼠肠

道出现充气、充血水肿, 黏膜出血、糜烂或溃

疡, 肠上皮组织脱落, 隐窝减少, 杯状细胞明显

减少, 致炎性细胞因子IL-8、TNF-α和IgG的含

量均显著上升, T细胞转化率显著下降. 用阿泰

宁、或阿泰宁与美沙拉秦联合治疗后, 致炎性

细胞因子IL-8、TNF-α和IgG的表达被明显抑制, 
而T细胞转化率却明显上升, 结肠的病变明显减

轻或消失, 提示酪酸梭菌CGMCC0313.1能通过

下调多种致炎细胞因子的表达, 消除肠道炎症, 
促进肠上皮组织的再生和修复, 治疗UC. 

I L - 8 是在 U C 活动期 ,  由肠上皮细胞

(intestinal epithelial cell, IEC)和Th1型细胞分泌

的多种趋化细胞因子的一种, 主要作用是促进

中性粒细胞进入炎症部位消除炎症因素. 当IL-8
表达过量时, 过多的中性粒细胞聚集于炎症部

位, 在消除炎症性刺激物时, 产生了过多的生物

氧化剂(H2O2和OH-等)和蛋白降解酶, 反而损伤

了组织[11-18]. Daig et al [19]研究发现, UC病变肠黏

膜的IL-8水平明显高于正常组织, 且与黏膜的

中性粒细胞数、病灶的大体炎症程度成正相关. 
陈垦 e t a l [20]发现UC患者血清IL-8浓度高于正

常者, 并随病情缓解呈下降趋势. 上述研究表明

IL-8直接参与了UC的病理过程, 与炎症程度呈

正相关, 而且也可作为疗效检测的指标之一. 本
实验中, UC模型组大鼠的IL-8浓度比正常组大

鼠升高了2.17倍. 用酪酸梭菌CGMCC0313.1制
剂阿泰宁治疗后, 用药组大鼠血清中IL-8的表达

■应用要点
本文观察到酪酸
梭菌活菌制剂阿
泰宁能有效修复
受损伤的肠黏膜, 
其作用机制是通
过在免疫水平上
调控降低血清中
的促炎因子和IgA
水平, 显著提升抑
炎因子和T淋巴细
胞的水平而发挥
了作用, 并与美沙
拉秦有协同作用, 
为临床上应用酪
酸梭菌活菌制剂
阿泰宁治疗UC提
供了较充分的理
论依据和实验资
料.

表  3  阿泰宁对免疫性UC大鼠肠系膜淋巴细胞转化率和血清IgG含量的影响(n  = 5, mean±SD)

     
分组	                                      剂量

	                                              刺激指数(SI)

	                                                               B淋巴细胞转化率(%)    T淋巴细胞转化率(%)       
      IgG(ng/L)           抑制率(%)

正常对照组                 -	                        1.15±0.26	          1.03±0.20                  18.0±9.0	                  -

模型组	                   - 	                        1.24±0.18	          0.59±0.20d(t  = 3.49)  11.9±0.4d(t  = 20.0)	  -

美沙拉秦组              200 g/L 	                        1.05±0.22	          1.53±0.44b(t  = 4.37)  12.0±1.8	                  -

阿泰宁大剂量组       1×1011 CFU/L	        1.14±0.19	          1.25±0.49a(t  = 2.75)     9.6±1.8a(t = 2.80)        51

阿泰宁小剂量组       1×1010 CFU/L	        1.04±0.23	          1.39±0.40b(t  = 4.0)     11.5±0.4	                 13

阿泰宁+美沙拉秦组  1×1011 CFU/L+100 g/L  0.91±0.11a(t  = 3.3)    1.18±0.41a(t  = 2.95)    7.5±0.2b(t = 22.1)      100

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  正常对照组.

表  4  阿泰宁对免疫性UC大鼠血清IL-8和TNF-α含量的影响(n  = 5, mean±SD)

     
分组	                                          剂量                               IL-8 (ng/L)	   抑制率(%)       TNF-α(ng/L)	     抑制率(%)

正常对照组	       -	                                 37.3±14.7	           -       18.0±9.0	            -

模型组	                       -	                                 81.0±10.9d(t  = 5.36)         -       78.0±12.3d(t  = 8.84)        -

美沙拉秦组                   200 g/L	                 47.7±16.9b(t  = 3.71)        76       52.8±23.4	           42

阿泰宁大剂量组	     1×1011 CFU/L                     39.7±13.4c(t  = 5.37)        95       31.7±11.2b(t  = 6.25)      77

阿泰宁小剂量组	     1×1010 CFU/L	                 57.0±8.6b(t=3.88)	         55	    47.2±21.7a(t  = 2.77)      51

阿泰宁+美沙拉秦组     1×1011 CFU/L +100 g/L       31.9±5.0c(t  = 9.55)	       112       30.3±17.1b(t  = 5.09)      79

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型组; dP<0.01 vs  正常对照组.
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被显著下调, 高剂量组及联合用药组中的IL-8水
平降至正常水平, 其中联合用药组作用更加显

著, 起到了从源头上调控, 阻断炎症的作用. 
在炎症前期 ,  上皮细胞分泌的多种趋化

因子的作用下 ,  迁移到炎症部位的巨噬细胞

和肥大细胞被激活并分泌大量致炎症因子

TNF-α. TNF-α既能诱导IEC前列腺素的产生和

上调内皮细胞粘附分子-1(intercellular adhesion 
molecule-1, ICAM-1)的表达, 促进炎症, 又能促

进成纤维细胞(mesenchymal fibroblasts, MSF)
产生大量的胞外蛋白降解酶, 即基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinases, MMPS), 他们共

有三种, 分别是间质胶原酶(MMP-1)、明胶酶

-A(MMP-2)和基质溶酶(MMP-3), 能将黏膜基质

溶解, 导致上皮细胞脱落[21]. TNF-α还通过降低

跨膜闭合蛋白的表达, 促使肠上皮的通透性增

加, 这是IBS、IBD的重要前期黏膜病理变化[22]. 
张文远 et al [23]用葡聚糖硫酸钠(DSS)造型, 发现

大鼠结肠炎结肠组织中TNF-α、IL-26 、PGE2 
较对照组显著增高, 用白头翁醇提物治疗后则

显著降低, 说明白头翁醇提物对这三种炎性介

质和炎性细胞因子具有抑制作用, 从而能减轻

他们对结肠的损害作用. 郑萍 et al [24]在DSS造型

UC大鼠中, 经用氧化苦参碱(OM)治疗, OM可抑

制NF-κB活化, 降低TNF-α、IL-6和ICAM-1的生

成, 从而减轻结肠炎性损伤. 牛凤丽 et al [25]也发

现在DSS诱导的大鼠结肠炎中, DSS可能通过活

化NF-κB使TNF-α、IL-6和ICAM-1生成增加,导
致结肠黏膜炎性损害. 万阜昌 et al [26]的研究表

明在DSS造型UC大鼠中, 血清中髓过氧化物酶

(MPO)明显增高和肠道中双歧杆菌数显著下降, 
经用凝结芽孢杆菌制剂治疗后, 则MPO明显下

降, 双歧杆菌数恢复到正常水平. 吴小平 et al [2]

也证实酪酸梭菌可减轻DSS造型UC大鼠的肠

黏膜损伤及明显降低MPO的水平. Araki et al [3]

给DSS造型UC大鼠, 喂服20%(w/w) 酪酸梭菌制

剂8 d, 发现该活制剂能减轻UC大鼠的出血性腹

泻和结肠黏膜损伤. 吕永慧 et al [27]观察到中药

肠炎清可治疗DSS结肠炎, 降低肠组织TNF-α、
IL-1β和IL-6 mRNA的表达可能是其疗效机制之

一. 卢义涛 et al [28]通过临床研究发现活动期UC
患者血清TNF-α与IL-6水平与病情呈正相关, 认
为活动期UC患者存在着严重的细胞免疫功能紊

乱, 而TNF-α, IL-6, sIL-2R等在UC的发生和病情

发展中起着重要作用. 在本实验中, UC大鼠的

TNF-α浓度比正常大鼠异常地升高了4.3倍, 说

明TNF-α是伴UC高度表达的致炎因子. 用酪酸

梭菌CGMCC0313.1制剂阿泰宁治疗后, TNF-α
的过度表达被显著下调, 而美沙拉秦不能抑制

TNF-α的过度表达. TNF-α的过度表达一直是炎

症性肠病治疗研究的热点之一[29-30]. 但已往的研

究主要集中在单抗和化学化合物抑制剂的寻找

方面, 酪酸梭菌CGMCC0313.1高效阻断TNF-α
过度表达的发现, 开辟了阻断TNF-α治疗UC的
新途径. 

T淋巴细胞由胸腺产生, 然后转移到黏膜相

关淋巴组织(MALT)等外周组织, 对侵入的抗原

起防御作用. 已往的研究证实, UC患者的肠黏膜

T淋巴细胞反应趋于低下[31], T淋巴细胞的异常

打破了免疫平衡, 促进了炎症的发展. 所以, 调
控T淋巴细胞的正常转化表达, 对于恢复正常的

体液和黏膜免疫功能, 消除炎症具有重要意义. 
本研究结果证实, UC大鼠的T淋巴细胞转化率比

正常鼠显著下降, 阿泰宁大小剂量组、美沙拉

秦组及二者联合用药组均能显著地升高T淋巴

细胞的转化率. 
IgG是由B细胞分泌的对抗入侵抗原的抗体. 

已往的研究证实, 在CD和UC患者肠道分泌的

IgG抗体量均增加. 但过量表达的IgG激活了补

体反应和一系列炎症介质的级联反应, 形成抗体

复合物沉积, 反而对黏膜造成损伤. 本实验结果

显示, UC大鼠的IgG浓度比正常大鼠升高了1.6
倍, 用美沙拉秦单独治疗不能下调IgG的表达, 阿
泰宁大剂量组有显著的下调表达作用, 与美沙拉

秦合用, 呈现协同作用, 能极显著地将IgG的表达

下调至正常水平. 说明酪酸梭菌CGMCC0313.1
有恢复B淋巴细胞正常表达IgG的作用, 实质上

是恢复了B淋巴细胞的免疫耐受, 消除了过度表

达IgG对黏膜组织的伤害. Venkatraman  et al [32]的

研究证实, 丁酸能逆转UC肠黏膜的通透性使其

恢复正常. Hata et al研究又证实, GBF有促进肠

道细菌产生丁酸抑制NF-κB的表达的作用[33-34]. 
因此, 酪酸梭菌对UC的治疗作用有可能部分通

过促进肠道丁酸水平而实现的. 另外, Mikami 
et al [35]报道UC患者NF-κB活性升高, 同时伴有

IL-1、IL-8、ICAM-γ、TNF-α等各种炎性因子

水平的增加. Luhrs et al [36]证实用丁酸盐灌肠治

疗UC患者4-8 wk后, 伴随临床症状明显缓解, 肠
黏膜中NF-κB的表达也明显减少. 本研究证实

酪酸梭菌能抑制炎症趋化因子IL-8和细胞因子

TNF-α的过度表达, 也可能是通过酪酸梭菌产生

丁酸, 抑制了NF-κB活化的途径. 

■名词解释
酪酸梭菌: 又名丁
酸梭菌, 因在发酵
过程中能产生丁
酸而得名, 而丁酸
是促进肠黏膜上
皮细胞再生和修
复的重要物质.
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本研究结果说明, 酪酸梭菌CGMCC0313.1
制剂阿泰宁不仅单独使用对UC有良好的治疗效

果, 还能与5-氨基水杨酸合并使用对UC进行治

疗. 开辟了治疗UC的新途径. 具体临床应用方案

尚待进一步研究. 
本研究结果还提示, 酪酸梭菌对UC的治疗

不是单一作用的, 而是通过调控各种炎症因子

的表达和恢复机体免疫功能等多个方面进行了

正向的调控而发挥治疗作用的. 更全面深入的

研究尚在继续之中.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of paeonol in 
inhibiting proliferation of human colorectal 
cancer cell l ine HT-29 and inducing their 
a p o p t o s i s , a n d t h e p o s s i b l e m o l e c u l a r 
mechanisms involved.  

METHODS: The inhibitory effect of paeonol on 
HT-29 cell proliferation was detected by MTT 
assay. Induction of apoptosis of HT-29 cells 
was measured by fluorescence microscopy, 
transmission electron microscopy, TUNEL as-
say and flow cytometry (FCM). Expression of 
apoptosis-associated genes bcl-2, bax and P53 
was observed by immunocytochemical stain-
ing. 

RESULTS: Paeonol at a concentration of 7.81–

250 mg/L inhibited proliferation of HT-29 cells, 
with obvious concentration–and time–effect 
relationships. Typical apoptosis morphology of 
HT-29 cells was observed by fluorescence and 
transmission electron microscopy after treat-
ment with paeonol. Paeonol induced apoptosis 
of HT-29 cells when it was applied at a concen-
tration of 15.63, 62.5 or 250 mg/L after 48 h. 
TUNEL assay showed a concentration–effect 
relationship between paeonol and apoptosis 
index. By FCM, the apoptosis rate of HT-29 
cells was 7.6%, 16.2% and 34.5% respectively, 
which showed an obvious concentration–effect 
relationship. Cell cycle distribution was altered 
simultaneously. The S phase of the cells was in-
creased, while the G0/G1 and G2/M phases were 
decreased after treatment with paeonol. Immu-
nocytochemical staining showed the expression 
of Bcl-2 and p53 was decreased significantly, 
while expression of Bax protein was not signifi-
cantly altered by paeonol. 

CONCLUSION: Paeonol inhibits HT-29 cell 
proliferation and induces apoptosis. This may 
be mediated via changes in the cell cycle, down-
regulation of the Bcl-2/Bax ratio, and expression 
of p53 protein. 

Key Words: Colorectal cancer; Apoptosis; Bcl-2; 
Bax; P53; Paeonol
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摘要
目的: 探讨丹皮酚(paeonol, Pae)对人大肠癌
HT-29细胞的增殖抑制、凋亡诱导作用及可
能的作用机制. 

方法: 应用MTT法、荧光显微镜及透射电镜
技术、TUNEL法和流式细胞仪技术观察不同
浓度的Pae对HT-29细胞增殖的抑制及凋亡的
诱导作用; 应用免疫细胞化学技术检测用药
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®

■背景资料
化疗药物的耐药
及其毒副作用一
直是大肠癌治疗
的两大难题, 在植
物中寻找有效且
副作用小的抗肿
瘤药物已成为国
内外重要的研究
课题.



前后凋亡相关基因Bcl-2 , Bax及P53表达的
变化.  

结果: H T-29细胞经P a e(浓度范围7.81-250 
mg/L)作用后细胞生长明显受到抑制, 呈明
显的剂量依赖效应关系和时间依赖效应关
系; 荧光显微镜及透射电镜观察到Pae作用后
HT-29细胞出现典型的细胞凋亡形态; Pae在
15.63, 62.5, 250 mg/L 3种浓度下作用48 h均
可诱导HT-29细胞凋亡, TUNEL法显示凋亡
指数与P a e浓度呈正相依赖关系; 流式细胞
仪技术检测其凋亡率分别为7.6%, 16.2%和
34.5%, 也有明显的剂量效应关系, 同时Pae
使细胞周期分布发生明显变化, 表现为S期
细胞比例上升, G0/G1期和G2/M期细胞比例下
降; 免疫细胞化学结果显示Pae作用后HT-29
细胞Bcl-2及P53蛋白表达显著降低, Bax蛋白
表达无显著改变. 

结论: Pae能抑制HT-29细胞增殖并诱导其凋
亡, 呈现明显的剂量依赖效应关系和时间依赖
效应关系. 其作用可能与影响癌细胞的细胞周
期、下调Bcl-2/Bax的比例及P53蛋白的表达
有关. 

关键词: 大肠癌; 凋亡; Bcl-2; Bax; P53; 丹皮酚
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0  引言

化疗药物的耐药及其毒副作用一直是大肠癌治

疗的两大难题, 在植物中寻找有效且副作用小

的抗肿瘤药物已成为国内外重要的研究课题. 
研究表明, 丹皮酚(paeonol, Pae)具有一定的抗肿

瘤活性, 在体外对多种肿瘤细胞株有增殖抑制

作用, 灌胃给药有抗小鼠肝肿瘤作用[1]. 但Pae对
大肠癌的增殖抑制、凋亡诱导作用及其对凋亡

相关基因表达的影响在国内外还未见报道. 我
们旨在通过MTT法、荧光显微镜及透射电镜技

术、DNA末端原位标记染色(TUNEL)法及流式

细胞仪技术研究Pae在体外对大肠癌HT-29细胞

的增殖抑制及凋亡诱导作用, 通过免疫细胞化

学技术检测用药前后凋亡相关基因Bcl-2、Bax
及P53表达的变化, 以探索Pae对大肠癌细胞杀

伤作用的可能机制, 为Pae的临床应用提供理论

和实验依据. 
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1  材料和方法

1.1 材料 人大肠癌HT-29细胞株购自中南大学

肿瘤研究所. Pae购自上海第一制药厂(5 g/L), 
用RPMI1640培养液稀释成终浓度为3.91-250 
mg/L(临用前); RPMI1640培养基(美国Gibco公
司); 小牛血清(杭州四季青生物材料研究所); 四
噻唑蓝(MTT)、丫啶橙(AO)、溴化乙啶(EB)(美
国Sigma公司)均用pH为7.4的的PBS溶解, 过
滤除菌, 置棕色小瓶中4℃冰箱保存; 二甲基亚

砜(DMSO)(Sigma公司); TUNEL试剂盒、鼠抗

Bcl-2、Bax和P53  mAb及SP试剂盒(北京中山生

物技术有限公司). CO2培养箱(美国HARIS公司); 
酶标仪(美国BIO-TEK公司); 医用超净工作台

(北京半导体设备一厂); 流式细胞仪(美国贝克

曼库尔特公司); 低温高速离心机(Heraeus); 倒置

显微镜及荧光显微镜(日本Olympus公司). 
1.2 方法 
将H T-29细胞培养在含100 m L/L小牛血清的

RPMI 1640培养液中, 加入青霉素100 U/L、链

霉素100 mg/L, 置37℃、50 mL/L CO2培养箱内

培养, 每3-4 d用2.5 g/L胰酶消化传代一次, 取对

数生长期细胞用于实验. 
1.2.1 Pae抑制细胞增殖: MTT法参照文献[2]取对

数生长期的HT-29细胞以5×107/L, 每孔0.2 mL, 
接种于96孔培养板中, 24 h细胞贴壁生长后分

为实验组和对照组, 实验组分别加入不同浓度

的Pae(浓度分别为3.91, 7.81, 15.63, 31.25, 62.5, 
125, 250 mg/L), 每组设5个复孔, 对照组加入等

量培养液. 连续培养24, 48, 72, 96 h, 根据细胞生

长情况, 每天换液1次, 分别于24, 48, 72及96 h每
次实验结束前4 h每孔加入20 μL MTT液(5 g/L)
显色, 继续培养4 h, 弃上清液, 然后每孔加200 
μL DMSO, 振荡10 min, 用酶标仪测定570 nm处

各孔的吸光度值. 药物对细胞增殖抑制率的计

算方法为: 抑制率 = (1-实验组平均A值/对照组

平均A值)×100%. 
1.2.2 Pae诱导细胞凋亡: 倒置显微镜下观察, 取
对数生长期HT-29细胞消化传代并延续培养24 h
后换含不同浓度Pae的培养液培养, 倒置显微镜

下连续性动态观察细胞生长情况. 
HE染色: 将细胞涂片用冷丙酮4℃固定20 

min, 自然凉干, 水化后用5 mg/L TritonX-100 
PBS处理10 min, 水化后Gill苏木精染2 min, 10 
mL/L盐酸乙醇1 s, 42℃温水蓝化10 min, 伊红染

2 s, 常规脱水封片后光镜下观察形态学变化. 
AO/EB双荧光染色法[3]: 将HT-29细胞以108/L, 
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共3 mL铺入培养瓶中, 37℃孵育, 待细胞贴壁生

长. 另加各浓度Pae(15.63, 62.5, 250 mg/L)3 mL, 
孵育48 h. 洗下瓶内细胞制成单细胞悬液, 加入

终浓度均为100 mg/L的AO和EB, 充分混匀, 取
细胞悬液4 μL滴于玻片上, 在荧光显微镜下观

察、拍照.  
透射电镜观察: 于实验及对照组细胞培养

瓶中加入25 g/L戊二醛, 置4℃冰箱中过夜, 用细

胞刮轻刮细胞, 离心, 10 g/L锇酸固定, 常规包

埋, 制成超薄切片, 电镜下观察细胞超微结构的

特征. 
T U N E L法检测细胞凋亡:  H T-29细胞按

108/L密度接种于预先置有消毒盖玻片的6孔培

养板中, 待其贴壁后加入各浓度Pae(15.63, 62.5, 
250 mg/L), 对照组加入等量培养液, 48 h后取出

盖玻片, 40 g/L多聚甲醛固定, PBS洗涤, 30 mL/L
过氧化氢-甲醛处理, 预冷的1 mg/L TritonX-100
处理, PBS洗涤, 其余步骤严格按试剂盒说明进

行. 光镜下观测、凋亡细胞计数, 并计算凋亡指

数 (apoptosis index, AI). AI计算方法为: 在光镜

下, 胞核染色呈棕褐色的细胞被判为凋亡细胞, 
随机选取5个高倍镜(×200)视野, 每个视野计数

200个细胞, 分别计数凋亡细胞数和总细胞数.  
AI = 凋亡细胞数/总细胞数×100%. 

流式细胞仪检测细胞周期: 消化收集各实

验组(Pae浓度分别为15.63, 62.5, 250 mg/L)及对

照组培养48 h的细胞, 1000 r/min离心5 min, PBS
漂洗, 200目滤网过滤, 调整单细胞悬液浓度为1
×109/L. 700 mL/L预冷乙醇固定, 加入RNase及
PI染色30 min, 上机检测细胞周期.  
1.2.3 凋亡相关基因Bcl-2 , Bax及P53的检测: 细
胞爬片及实验分组方法同TUNEL法, 48 h后倒去

孔内培养液, PBS洗2次, 每次3 min; 体积分数为

950 mL/L乙醇固定15-30 min; PBS洗2-3次; 将爬

片置于湿盒内, 滴加一抗(Bcl-2, Bax及P53抗体), 
37℃孵育箱中孵育30-60 min; PBS洗2-3次, 每次

3 min; 其余步骤按SP试剂盒操作说明进行. 判断

结果: 每张玻片在40×10高倍显微镜下观察, 细
胞染色呈棕褐色被判为阳性细胞,不染为阴性细

胞. 凋亡相关基因蛋白Bcl-2, Bax及其免疫反应

阳性物质定位于胞质和胞膜, P53阳性物质定位

于胞核. 每个视野下分别计算: 表达率(%) = (阳
性细胞数/细胞总数)×100%, 每张涂片观察5个
视野. 
统计学处理 使用SPSS10.0统计软件. 实验

数据以mean±SD表示, 完全随机分组实验所得

数据的计量资料采用方差分析、t检验, 完全随

机分组实验所得数据的计数资料和率的比较采

用χ2检验. 

2  结果

2.1 P a e对H T-29细胞增殖的抑制作用 P a e在
7.81-250 mg/L浓度范围内对HT-29细胞的增殖

均有抑制作用, 药物浓度越高, 作用时间越长, 
其抑制作用越强, 呈现明显的剂量依赖效应关

系和时间依赖效应关系(表1). 
2.2 Pae对HT-29细胞凋亡的诱导作用 倒置显微

镜下观察: 对照组细胞生长旺盛, 呈高折光率, 
胞体大, 随时间延长变化不大. Pae组细胞增殖减

慢, 随着药物浓度增大和时间延长, 细胞逐渐变

小、折光率减弱, 部分脱落漂浮于培养瓶中, 但
细胞膜完整, 最后裂解. Pae浓度越高, 作用时间

越长, 上述表现越明显, 漂浮细胞越多. 250 mg/L 
Pae组除见少数圆形细胞外,可见大量悬浮的细

胞碎片. 
HE染色: 对照组正常细胞核均匀着色呈淡

表  1  丹皮酚对HT-29细胞增殖的影响

     
	                     24 h                                         48 h                                           72 h                                       96 h               

                             A 值           抑制率(％)               A 值          抑制率(％)              A 值         抑制率(％)             A 值        抑制率(％)

0                0.859±0.028          －         1.073±0.021         －          1.388±0.024         －        1.595±0.019        －   

3.91           0.817±0.024        4.889      1.041±0.031        2.982     1.341±0.033       3.386    1.457±0.024a     8.652

7.81           0.751±0.030b     12.573      0.871±0.013b     18.826     1.084±0.025b    21.902    1.026±0.014b    35.673

15.63         0.599±0.023b     30.325      0.575±0.026b     46.412     0.570±0.017b    58.934    0.497±0.031b    68.840

31.25         0.439±0.016b     48.803      0.423±0.018b     60.578     0.386±0.030b    72.190    0.323±0.018b    79.749

62.5           0.329±0.025b     61.622      0.317±0.014b     70.456     0.305±0.023b    78.025    0.278±0.024b    82.571

125            0.252±0.014b     70.676      0.227±0.025b     78.844     0.201±0.014b    85.518    0.167±0.016b    89.529

250            0.225±0.025b     73.806      0.202±0.016b     81.174     0.171±0.019b    87.680    0.130±0.025b    91.849

aP<0.05, bP<0.01 vs  0 mg/L Pae.

Pae(mg/L)
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蓝色或蓝色, 未见凋亡小体. 31.25-250 mg/L浓度

范围Pae组出现较多的细胞凋亡, 表现为细胞体

积缩小、核固缩、碎裂、深染, 部分裂解形成

凋亡小体. 另可见肿胀的坏死细胞, 细胞膜的连

续性破坏, 核染成很淡的蓝色甚至蓝色消失. 
AO/EB双荧光染色法: 经不同浓度Pae处理

48 h后, 大肠癌细胞表现出凋亡细胞的特征性形

态变化: 细胞体积缩小, 胞核固缩染色质凝聚、

破裂, 核断裂形成凋亡小体等, 部分细胞被染成

橘红色, 以250 mg/L Pae组最为明显. 而对照组

细胞大小及形态较一致, 胞核较大, 为黄绿色, 
形态正常. 

透射电镜下表现: 实验组凋亡细胞体积变

小, 胞质浓缩, 胞质内空泡增多, 染色质固缩、

边集或碎裂成不规则块状, 细胞器保存较好, 核
膜完整, 还可见有膜包裹且细胞器完整、有细

胞核碎片的凋亡小体. 
TUNEL法: 光镜下观察到实验组凋亡细胞

的棕褐色染色颗粒定位于细胞核内, 染色阳性

的细胞出现细胞核碎裂, 核质固缩, 细胞膜突出

形成质膜小泡等凋亡细胞形态学变化. 经Pae处
理48 h, 大肠癌细胞株HT-29的凋亡细胞数明显

增加, Pae在15.63, 62.5, 250 mg/L 3种浓度浓度

下的AI值分别为8.16±2.24%、15.35±3.07%、

23.70±3.42%, 对照组为3.32±0.41%, 差异均有

显著性(P <0.01), 且A I与P ae浓度呈正相依赖

关系. 
流式细胞仪检测: 不同浓度的P a e作用于

HT-29细胞48 h后, 细胞周期分布发生明显改变, 
表现为S期细胞比例上升, G0/G1期和G2/M期细

胞比例下降(表2), 并出现明显的凋亡峰(图1). 对
照组显示HT-29细胞的自然凋亡率仅2.3%. 两组

结果相比差异均有显著性(P <0.05). 
2.3 Pae对凋亡相关基因Bcl-2 , Bax及P53表达的
影响 Bcl-2蛋白表达: 对照组的Bcl-2蛋白表达水

平最高, 胞质染色细胞数最多并且呈深棕色, Pae
组细胞Bcl-2表达均有下降, 染色阳性细胞减少, 
染色明显变浅, 且与药物浓度呈反比关系, 各组

结果与对照组相比均具有显著性差异(P <0.01). 
Bax蛋白表达: 阳性细胞胞质、胞膜染成深

棕色. Pae组染色阳性细胞数及染色程度与对照

组相比无显著性差异(P >0.05). 
P53蛋白表达: 阳性细胞胞核染成深棕色, 

Pae组细胞胞核染色细胞数减少, 且与药物浓度

呈反比关系, 各组结果与对照组相比有显著性

差异(P <0.01)(表3). 

3  讨论

研究结果表明, Pae具有镇静催眠、解热镇痛、

抗菌消炎、免疫调节、抗氧化及保护心脑血管

等广泛的药理活性[4-5]. 本实验研究发现, Pae在
7.81-250 mg/L 6个浓度下, 对HT-29细胞株的增

殖均有抑制作用, 随着药物浓度的升高和作用

时间的延长, 抑制细胞增殖的作用逐步增强, 呈
现明显的剂量效应及时间效应关系, 提示Pae具
有一定的抗肿瘤活性. 

细胞增殖过盛及通过抑制凋亡促进肿瘤细

胞存活被认为是肿瘤发生、发展的关键[6]. 众
多研究已表明, 细胞凋亡的减少与大肠癌的发

生、发展相关. 抗肿瘤药物对肿瘤细胞作用的

结果有多种,如细胞增殖抑制、分化、凋亡和坏

死. 多种化疗药物均可引起肿瘤细胞凋亡[7]. 通
过诱导凋亡治疗肿瘤是目前的一个热点[8]. 本实

验中Pae作用于大肠癌HT-29细胞, 通过光镜HE
染色及荧光显微镜、透射电镜均可观察到典型

的凋亡细胞形态学改变. TUNEL法发现经Pae处
理后大肠癌细胞的凋亡指数显著提高, 且与Pae
呈剂量依赖关系. 流式细胞仪发现HT-29细胞经

Pae作用后出现了明显的凋亡峰, 250 mg/L Pae
诱导细胞凋亡率达到34.5%, 与对照组显示的自

然凋亡率(2.3%)相比有显著性差异(P <0.01). 细
胞周期分布也发生了明显变化, 表现为S期细胞

比例上升, G0/G1期和G2/M期细胞比例下降, 表
明Pae对HT-29细胞周期分布的影响主要是阻滞
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表  3  Pae对HT-29细胞Bcl-2、Bax及P53基因表达的影响

     
Pae(mg/L)        Bcl-2                    Bax                      P53

0                95.6±4.03       93.2±5.76      90.2±13.04

15.63         89.2±9.21a      94.1±6.07      87.6±10.10a

62.5           80.4±7.89b      92.9±7.05      83.7±9.43b

250            73.1±6.52b      94.3±7.23      77.4±8.22b

aP<0.05, bP<0.01 vs  0 mg/L Pae

表  2  Pae对HT-29细胞周期的影响

     
	                                                  细胞周期(％)

                                                        G0/G1          S           G2/M

0                           2.3                 61.3       20.3       18.4

15.63                    7.6b                28.1b      55.8b      16.1a

62.5                    16.2b                50.7b      35.8b      13.5b

250                     34.5b                38.0b      45.6b      16.4a

aP<0.05, bP<0.01 vs  0 mg/L Pae.

Pae(mg/L)            凋亡率

■应用要点
探索丹皮酚对大
肠癌细胞杀伤作
用的可能机制, 为
Pae的临床应用提
供理论和实验依
据, 给大肠癌的治
疗开辟一条新途
径. 
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细胞周期中Ｓ期向G2/M期的转变过程, 减少有

丝分裂, 并引起细胞凋亡. 证实Pae作用于大肠癌

HT-29细胞的作用机制与诱导该细胞株凋亡及

影响其细胞周期分布有关. 同时提示Pae在应用

时若能同时合用对S期敏感的药物可能有助于

提高抗肿瘤的疗效. 
凋亡的过程是程序化的、多基因调控的. 

通过研究其分子调控机制 ,  将对有计划地诱

导肿瘤细胞凋亡产生重要的指导作用[9]. 与细

胞凋亡相关的基因大致有B c l-2 家族、P53 、

Fas、c-myc和k-ras等, 细胞是否进入凋亡通道

取决于这些凋亡相关基因的综合调控结果, 其
中Bcl-2是凋亡调控的中心环节. 在生理和病理

状态下, Bcl-2基因及其蛋白产物都是重要的凋

亡调节因素. 体外实验表明: 当去除了生长因

子后, 正常细胞便逐渐转向凋亡; 而当Bcl-2过
度表达时, 这一凋亡现象便被抑制了[10]. 由此可

见, Bcl-2通过抑制诱导凋亡而使细胞寿命延长, 
细胞堆积, 在肿瘤发生中起始动作用. Bax基因

是转录产物αRNA编码的一种21 kDa蛋白质, 
是近年来新发现的一种凋亡促进基因, 属Bcl-2
同一家族[11]. Bax蛋白的氨基酸序列有21%与

Bcl-2同源. Bax基因的作用与Bcl-2相反, 其单

体以及形成Bax/Bax形式的同源二聚体均有促

凋亡作用. Bax又可与Bcl-2形成异源二聚体, 抑
制后者的功能达到促进凋亡 .  近期研究表明 , 
Bc l-2家族中促凋亡和抗凋亡蛋白之间的平衡

在调节促凋亡因子c-Myc从线粒体的释放起着

重要的作用[12]. Bcl-2/Bax两蛋白之间的比例是

细胞凋亡发生与否的关键因素[13]. 本实验发现, 
Pae能明显下调大肠癌HT-29细胞Bcl-2基因的

表达(P <0.01), 而Bax在Pae作用后与对照组相

比表达率无明显差异(P>0.05), 故可认为经Pae
作用后是通过Bcl-2/Bax比例的下降, 从而诱导

大肠癌细胞的凋亡. 
此外, Bcl-2可改变P53和cdc2及cdk2等细

胞周期蛋白的核-胞质转运. 实验表明Bcl-2与
P53的共表达可以延缓P53诱导的生长停滞 , 
Bcl-2还可和c-Myc协同封闭P53进入核中, 从而

阻断P53诱导的凋亡和生长停滞. 有研究表明

P53直接下调Bcl-2基因的表达, 而Bcl-2能抑制

P53介导的细胞凋亡, 表明P53和Bcl-2共同参与

调节细胞的生存和死亡[14-16]. 该基因发生突变

后则具有促癌作用, 突变型P53蛋白在细胞内

积聚促进细胞转化和增殖, 上调COX-2的表达, 
导致肿瘤发生. 野生型P53蛋白由于其半衰期

短, 代谢不稳定及含量低, 故常规免疫组化难以

检测到; 而突变型P53蛋白构象改变, 半衰期明

显延长(>24 h), 在恶性细胞的核内堆积, 可通过

该法检出. 因此在本研究中检测出的P53蛋白

多为突变型P53基因的表达产物. Pae作用于大

肠癌细胞48 h后, P53及Bcl-2基因的表达与对

照组相比均明显降低(P<0.01), 提示Pae同时下

调P53及Bcl-2基因的表达可能是其诱导HT-29
细胞凋亡的机制之一. 

总之, 本实验研究发现中药Pae在一定的浓

度范围内能显著抑制人大肠癌HT-29细胞的增

殖并诱导其发生凋亡, 具体机制可能与Pae影响

■同行评价
本文立题较新, 层
次分明 ,  方法合
理, 具有一定的临
床指导价值. 

图  1  各组凋亡率的检测. A: 对照组; B: 15.63 mg/L Pae; C: 62.5 mg/L Pae组; D: 250 mg/L Pae组.
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HT-29细胞的细胞周期分布、下调Bcl-2/Bax的
比例及P53基因的表达有关. 
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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t o f R N A 
interference B7 expression of donor Lewis 
rat Kupffer cells (KC) on proliferation and 
interleukin (IL)-2 production of recipient BN rat 
lym-phocytes.

METHODS: Lewis rat KC were isolated and 
identified. Rat B7 RNA interference vector Psi-
lencer 3.1 H1-Neo-B7 was constructed and iden-
tified. KC were transfected by B7 RNA interfer-
ence vector. RT-PCR was used to measure the 
expression of B7 in KC. After transfection, KC 
were divided into three groups: Group A served 
as a control; group; B was KC transfected with 
vector without B7 interference; Group C was 
RNA interference B7 expression of KC. Recipient 
BN rat lymphocytes were isolated and co-cul-
tured with the three groups of KC. MTT assay 
was used to evaluate lymphocyte proliferation. 

ELISA was used to detect the production of IL-2.

RESULTS: The yield of KC was 5 × 107 and cell 
viability was > 98%. After B7 RNA interference 
vector transfection, B7 expression of KC de-
creased by 22% (P < 0.01). After co-culture with 
recipient BN rat lymphocytes, the proliferation 
and IL-2 production of lymphocytes were inhib-
ited. As compared with the controls, lymphocyte 
proliferation decreased by 49% (P < 0.01). IL-2 
production decreased by 67% (P < 0.01).

CONCLUSION: RNA interference B7 expression 
of donor Lewis rat KC significantly decreases 
the proliferation and production of recipient BN 
rat lymphocytes.

Key Words: Kupffer cells; B7; Co-stimulatory path-
way; RNA interference; Immunotolerance
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摘要
目的: 观察RNA干扰供体Lewis大鼠库普弗细
胞(KC)B7分子表达对受体BN大鼠淋巴细胞
增殖和生成IL-2的影响. 

方法: 分离培养供体Lewis大鼠KC, 设计大鼠
B7分子的干扰片段, 构建并鉴定含B7干扰片
段的RNA干扰载体Psilencer 3.1H1-Neo-B7, 将
RNA干扰载体转染供体大鼠的KC, 转染后采
用RT-PCR方法检测KC上B7分子表达的变化. 
将转染后的KC分为3组, 对照组(A); 空载体
组(B);  RNA干扰B7表达组(C). 分离培养受体
BN大鼠的淋巴细胞, 将以上各组细胞分别与
BN大鼠的淋巴细胞进行共培养, 采用MTT法
检测各组淋巴细胞的增殖情况. 采用ELISA方
法检测各组培养上清中IL-2的含量. 

结果: 分离培养的供体Lewis大鼠KC得率为
5×107, 活率大于98%. 构建的RNA干扰载体
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■背景资料
器官移植术后的
急性排斥反应是
受体淋巴细胞激
活后攻击、破坏
新植入的供体器
官, 使其丧失功能
的细胞免疫应答
过程 .  淋巴细胞
的活化需要双信
号刺激 ,  一个是
抗原肽 - M H C分
子-CD3/TCR复合
物, 另一个是共刺
激信号, 由抗原呈
递细胞表面的共
刺激分子与T细胞
膜上的配体结合
提供共刺激信号, 
是T淋巴细胞活化
所必须的, 其中最
重要的共刺激信
号为CD28/B7. 通
过改变抗原呈递
细胞表面分子表
达来阻断共刺激
信号是目前免疫
耐受研究的热点. 



经酶切和测序鉴定正确. RNA干扰KC后其B7
的表达降低了22%(P <0.01). 将干扰B7表达的
KC与BN大鼠的淋巴细胞进行共培养, 与对照
组相比, 受体BN大鼠的淋巴细胞增殖降低了
49%(P <0.01), 细胞培养上清中IL-2的分泌量
下降了67%(P <0.01).

结论: RNA干扰供体Lewis大鼠KC B7分子的
表达可明显抑制受体BN大鼠淋巴细胞的增殖
和IL-2的产生.

关键词: 库普弗细胞; B7; 共刺激通路; RNA干扰; 

免疫耐受
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0  引言

器官移植术后的急性排斥反应是受体淋巴细胞

激活后攻击、破坏新植入的供体器官, 使其丧

失功能的细胞免疫应答过程. T淋巴细胞的活

化和增殖在同种异体移植的急性排斥反应中

起重要作用. T淋巴细胞的活化需要双信号刺

激, 一个是抗原肽-MHC分子-CD3/TCR复合物, 
另一个是共刺激信号, 由抗原呈递细胞(antigen 
processing cell, APC)表面的共刺激分子与T细
胞膜上的配体结合提供共刺激信号, 是T淋巴细

胞活化所必须的, 其中最重要的共刺激信号为

CD28/B7[1-6]. 活化的T淋巴细胞分泌大量的IL-2
以自分泌或旁分泌的方式作用于自身及其他T
细胞, 使得T细胞持续激活并大量分裂增殖[1].

目前已经证明, 阻断共刺激信号能够成功

地诱导免疫耐受, 通过改变抗原呈递细胞表面

分子表达诱导免疫耐受的发生是完全可能的[7-11]. 
肝脏的库普弗细胞(kupffer cells, KC)是肝脏中

的一种重要的抗原呈递细胞, 在肝移植的急性

排斥反应过程中起重要的作用[12]. 在大鼠的肝

移植模型中, Lewis大鼠→BN大鼠是肝移植急

性排斥反应模型. 本研究分离供体Lewis大鼠的

KC, 采用RNA干扰KC中B7的表达, 然后再将KC
与受体BN大鼠的淋巴细胞共培养, 通过KC的介

导, 封闭CD28/B7共刺激信号, 抑制T细胞增殖及

IL-2的产生, 防止大量效应性T淋巴细胞的产生, 
从而达到防止急性排斥反应发生的目的.

1  材料和方法

1.1 材料 供体L e w i s♂大鼠, S P F级, 体质量
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300-400 g; 受体B N♂大鼠 ,  S P F级 ,  体质量

300-400 g, 购自北京维通利华公司. 普通饲料喂

养, 自由进食水. Ⅳ型胶原酶(collagenase type Ⅳ, 
活性125 kU/g)、链霉蛋白酶E(pronase E, 活性

4000 KPU/g)、Histodenz和latex-beads荧光颗粒

为美国Sigma公司产品. DnaseⅠ和胰蛋白酶(华
美生物工程公司), 活性600-1000 kU/mg. RPMI 
1640无钙培养基(Gibco公司). 胎牛血清(hyclone
公司). 小鼠抗大鼠CD163 ED2 mAb(mouse anti 
rat CD163, Serotec公司), 鼠抗兔溶酶体膜相关

蛋白2(lysosomal associated Membrane protein 
2, LAMP-2为美国生物学公司产品). Hin dⅢ, 
Bam HⅠ, T4 DNA连接酶, 感受态宿主菌为大肠

杆菌DH5α, pSilencer 3.1H1-Neo真核表达载体, 
pEGFP-N1绿色荧光蛋白载体, IL-2的ELISA检测

试剂盒, 均购自北京鼎国生物技术公司. 大鼠B7
引物及内参照GAPDH自行设计, 均由上海生工

公司合成. 引物序列及扩增片断长度见表1.
1.2 方法 
1.2.1 供体Lewis大鼠KC的分离培养和鉴定: 我
们改良的方法[13]: 大鼠麻醉后, 开腹门静脉插管, 
灌注链霉蛋白酶E和Ⅳ型胶原酶消化肝脏, 得到

肝脏非实质细胞悬液, 用Histodenz密度梯度离

心分离KC, 于37℃ 50 mL/L CO2培养箱中培养

30 min, 计数, 以1×109 个/L的浓度接种于新瓶

中培养, 24 h后洗去未贴壁的细胞, 即可获得纯

化的大鼠KC. 使用 ED2(mouse anti rat CD163)、
LAMP2(rabbit anti-rat lysosome associated 
membrane protein 2)免疫细胞化学, 并联合latex-
beads吞噬实验和电镜观察来鉴定KC. 0.4%的台

盼蓝染色鉴定细胞的产量和存活率. 
1.2.2 含大鼠B7干扰片段的Psilencer 3.1H1-Neo
真核表达载体的构建和鉴定及转染供体大鼠

KC: 参考大鼠的全基因序列, 利用siRNA Target
软件 ,  由北京鼎国生物公司设计并合成B7的
R N A干扰片段 .  在干扰片段的两端分别加入

Bam HⅠ和Hin dⅢ两个酶切位点, 以确保干涉片

段可以定向插入真核表达载体Psilencer 3.1-H1 
Neo. 并以绿色荧光蛋白作为报告基因, 构建好

的载体进行酶切和测序鉴定.
将培养的供体Lewis大鼠KC分为以下三组: 

A组为对照组; B组为空载体组; C组为RNA干扰

B7表达组. 采用电穿孔法转染KC. 转染48-72 h
后行以下检测. 
1.2.3 RT-PCR方法检测供体大鼠KC B7分子表达
的变化: 采用TRIzol试剂提取各组细胞总RNA. 

www.wjgnet.com

■研发前沿
封闭抗原递呈的
共刺激途径诱导
免疫耐受是目前
移植免疫研究最
活跃的领域之一. 
针对抗原呈递细
胞, 如树突状细胞
(DC), 采用反义寡
核苷酸、或单克
隆抗体等封闭共
刺激通路是目前
常用的研究方法.
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取5 μg RNA进行cDNA的合成, 采用20 μL反
应体系合成cDNA. PCR扩增B7, 同一标本扩增

GAPDH作为内对照. 引物序列及扩增片段长度

见表1. cDNA合成体系为: 取1 μL RNA(1 g/L)样
品, 加入0.5 mL离心管中, 按下列参数加入试剂, 
聚体随机引物: 0.1 μL(50 ng); AMV 5×buffer: 
3 μL; dNTP(10 mmol/L): 0.4 μL; RNasin(20 单
位/μL): 1 μL; AMV(10 U/μL): 0.5 μL H2O(DEPC
处理): 9.0 μL, 42℃保温30 min, 94℃灭活AMV 
5 min. cDNA合成后再进行PCR反应, 体系如下: 
取5 μL cDNA模板按下列参数加入试剂: 10×
PCR buffer 2.0 μL; dNTP 0.5 μL; GAPDH引物0.5 
μL(50 ng); B7引物0.5 μL(50 ng); Taq酶(2 U/μL), 
0.5 μL(1 U); H2O, 16 μL, 循环条件为: 94℃预变

性2 min, 94℃变性45 s, 55℃复性45 s, 72℃延

伸45 s, 扩增30轮, 72℃延伸加时1 min. 取15 μL 
PCR扩增产物于12 g/L琼脂糖凝胶进行电泳, 数
码相机拍照, 记录结果. 用软件分析结果, 得到

B7/GAPDH的灰度值比值. 
1.2.4 建立各组供体Lewis大鼠KC和受体BN大
鼠淋巴细胞的共培养体系, 采用MTT法检测受
体淋巴细胞的增殖: BN大鼠淋巴细胞悬液的制

备: 无菌条件下切除BN大鼠脾脏, 研磨后, 用80 
µm尼龙网过滤, 1200 r/min离心5 min, 用红细胞

裂解液FASTLysingTM Solution 20 mL,等渗裂解

脾淋巴细胞悬液中的红细胞10 min, 过滤后, 再
次离心1200 r/min 5 min, 调整终浓度为实验所需

(1010/mL). 建立供体Lewis大鼠KC和受体BN大

鼠淋巴细胞的共培养体系, 共培养48-72 h后, 取
96孔板, 每孔加入100 µL受体淋巴细胞悬液(1×
107/mL), 37℃, 50 mL/L CO2孵育箱中过夜; 细胞

同步化: 灭菌PBS洗3遍细胞后加入无血清培养

基继续培养16-24 h; 每孔中加入5 g/L的MTT 40 
µL, 终浓度0.1 g/L, 在同样条件下继续培养4 h; 
弃去培养液, 每孔加入等体积的DMSO, 充分溶

解代谢产物, 酶标仪测定540 nm吸光度. 
1.2.5 各组细胞共培养上清中IL-2含量的检测: 
采用双抗体夹心ELISA法, 测定各组培养上清

中IL-2的含量. 按照试剂盒说明进行操作, 在450 
nm处测A 450值, IL-2浓度与A 450值之间呈正比, 通
过绘制标准曲线求出各组标本中IL-2浓度.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 以组间

t检验进行统计学处理. 采用SPSS10.0软件分析, 
P <0.05认为有统计学差异.

2  结果

2.1 供体Lewis大鼠KC的分离培养和鉴定 供体

Lewis大鼠KC得率为5×107个, 以0.4%的台盼蓝

染色, 细胞活率为98%. 培养24 h后, KC贴壁生

长, 呈圆形、三角形或多角形(图1A), 电镜观察

可见胞质丰富, 细胞表面有大量的突起(图1B), 
细胞内含大量核糖体和吞噬体, 有发达的内质

网、高尔基体和分泌型囊泡. 免疫细胞化学染

色鉴定, CD163 ED2 mAb细胞大于98%, lyso-
some膜相关蛋白2阳性细胞占99%. 吞噬实验1 h
后可见超过98%的细胞都吞噬了latex-beads, 胞
质中见大量的吞噬颗粒(图1C-D).
2.2 含大鼠B7干扰片段的Psilencer 3.1H1-Neo真
核表达载体的鉴定 共设计10条干扰片段, 经过

测算后从其中选出1条片段进行合成. 在其两端

加上Bam HⅠ和Hin dⅢ两个酶切位点后, 定向克

隆到Psilencer 3.1H1-Neo真核表达载体, 转化感

受态大肠杆菌DH5α, 经筛选后提取重组的Psi-
lencer 3.1H1-Neo, 经过酶切和测序鉴定正确(图2).
2.3 重组Psilencer 3.1H1-Neo-B7转染供体大鼠
KC后B7表达的变化 构建成功的重组Psilencer 
3.1H1-Neo-B7真核表达载体转染供体Lewis大鼠

KC, 绿色荧光蛋白为报告基因(图3), 转染效率

为30%-40%.
转染72 h后提取供体大鼠KC的总RNA, 采

用RT-PCR方法检测B7表达的变化(图4). 与对照

组相比, RNA干扰后B7的表达降低了22%(表2, 
P <0.01).
2.4 供体大鼠KC与受体BN大鼠淋巴细胞共培养
后淋巴细胞的增殖情况 采用MTT法检测表明, 

■相关报道
目前已经证明, 阻
断共刺激信号能
够成功地诱导免
疫耐受 ,  通过改
变抗原呈递细胞
表面分子表达诱
导免疫耐受的发
生是完全可能的. 
已进行的尝试包
括将Fas-L的基因
片段导入抗原呈
递细胞中、应用
反义寡核苷酸或
CD40L的单抗封
闭共刺激信号以
及利用体外合成
的HLA相关肽改
变抗原呈递细胞
表面分子结构等
方法都达到了诱
导T细胞凋亡的目
的.

表  1  PCR引物

     
引物	                       引物序列

	              扩增片

				                 段长度

B7           5-GGAATCAACCTTCCCAAGCTAAAG-3  153 bp

               5-AGACTTCATTTCCTTGGAGAAGC-3	

GAPDH   5-GCCAAAAGGGTCATCATCTC-3            286 bp

               5-GTAGAGGCAGGGATGATGTTC-3         

表  2  供体大鼠库普弗细胞B7表达的变化(mean±SD, n  
= 6)

     
分组	                                                           B7/GAPDH

对照组	                                                    1.145±0.56

空载体组	                                                    1.054±0.24

RNA干扰B7表达组	                                    0.897±0.69a

aP<0.01 vs  对照组.
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RNA干扰供体KC B7分子的表达能显著抑制受

体淋巴细胞的增殖, 与对照组相比, 淋巴细胞的

增殖降低了49%(图5A, P <0.01).
2.5 各组共培养上清中IL-2含量的变化 ELISA法

检测各组细胞培养上清中的IL-2含量, 结果表明, 

RNA干扰供体KC B7分子表达能显著抑制受体

淋巴细胞的IL-2分泌(图5B). 与对照组相比, IL-2
的分泌量下降了67%(P <0.01).

■应用要点
本文证明在体外
降低抗原呈递细
胞B7分子的表达
可以抑制效应T细
胞的活化, 从而达
到诱导特异性免
疫耐受的效果, 为
进一步的体内诱
导特异性免疫耐
受以及将来的临
床应用打下了基
础.

M                 1             2              3A

M           1          2            3

B7干扰片段

B

图  2  重组Psilencer 3.1H1-Neo－B7真核表达载体的酶切
鉴定. A: HindⅢ单酶切鉴定, M: Marker(λDNA/EcoR+Hind
Ⅲ); 1: 重组的Psilencer 3.1H1-Neo; 2-3: HindⅢ单酶切; B: 
Hin dⅢ和BamHⅠ双酶切鉴定, M: Marker(λDNA/EcoRⅠ
+HindⅢ); 1-3: HindⅢ＋BamHⅠ双酶切.

图  3  重组Psilencer 3.1H1-Neo-B7真核表达载体转染供体
Lewis大鼠KC(×200).

M          A          B         C

300 bp

100 bp

GAPDH

B7

图  4  RNA干扰B7表达后RT-PCR检测各组细胞B7表达. M: 
Maker; A: 对照组; B: 空载体组; C: RNA干扰B7表达组.

图  1  KC的分离培养和鉴定. A: 
培养24 h的KC(×100); B: KC的

扫描电镜观察(×8000); C: 吞噬

实验, 荧光显微镜下观察(×200); 

D: 普通显微镜下同一视野(×

200).

A B

C D

20 kV           5 mm



www.wjgnet.com

李涛, 等. RNA干扰供体大鼠库普弗细胞B7分子表达对受体大鼠淋巴细胞激活的影响                                                        43

3  讨论

T淋巴细胞的活化需要两个信号, 第一个信号

是T淋巴细胞表面的TCR-CD3复合物同抗原呈

递细胞(APC)上的MHC-Ⅱ类抗原肽复合物结

合, 赋予免疫应答的特异性, 但不引起T细胞增

生和分泌细胞因子; 第二个信号是抗原非特异

性的共刺激(costimulatory)信号, 由抗原呈递细

胞表面的共刺激分子与T细胞上的配体结合所

诱导, 启动维持并调节活化级联反应, 决定了T
细胞是活化增殖, 或者转变为无反应状态甚至

凋亡[1]. CD28/B7是最经典也是最重要的共刺激

通路. CD28广泛表达于T细胞. B7则表达在树突

状细胞(DC)、肝库普弗细胞、血管内皮细胞、

肺巨嗜细胞等. CD28与抗原呈递细胞上的B7结
合后, 为T细胞提供共刺激信号[2]. CD28和B7的
结合对初次免疫应答的诱导是必需的, 主要涉

及抗原呈递细胞与T细胞相互作用的起始阶段, 
该信号修饰和补充TCR信号, 并将多种信号整

合后, 起信号传递、增强或放大免疫应答的作

用. 初始T细胞上的CD28与抗原呈递细胞上的

B7结合后, 可以促进白细胞介素-2(IL-2)的转录, 
同时使IL-2受体在T细胞上表达增加, 从而促进

T细胞增殖, 还可以通过增加Bcl-xL的表达途径

使T细胞免于凋亡[14-15]. 如果只有第一信号而无

CD28/B7共刺激信号, 则T细胞无能或凋亡, 如果

只有共刺激信号而无第一信号则无任何作用[1,3-5]. 
CD28/B7共刺激信号对T细胞的活化有重要的加

强作用. 
因此, 在器官移植免疫中, 如果能够降低抗

原呈递细胞上B7分子的表达, 阻断CD28/B7共
刺激信号通路, 则能抑制效应T细胞的活化和增

生, 受体免疫系统就无法进一步产生针对移植

器官的免疫应答. 受体对供体器官的特异性无

免疫应答即为免疫耐受现象, 可使移植器官获得

长期存活. 以往的研究表明, 在同种异体移植中, 
阻断共刺激通路能够成功地诱导免疫耐受[7-11,16]. 
研究发现, 在肝脏中的DC主要是不成熟的DC, 
由于其表面的B7分子、MHC-Ⅱ类分子的表达

明显下降, 因此不能有效地介导免疫反应. 在肝

脏中主要起作用的抗原呈递细胞是KC, 其位于

肝窦内, 能表达B7, MHC-Ⅱ类分子. 在肝移植动

物模型中, 随着排斥反应的启动, KC的MHC-Ⅱ
类分子表达明显增加; 而在人体肝移植中, 移植

物的排斥反应和胆管消失综合征的程度与来源

于供体的KC数量成正比[12,17-19]. 
我们采用RNA干扰来降低KC上B7分子的

表达, RNA干扰(RNAi, RNA interference)即双链

RNA介导的、序列特异的、同源基因转录后的

基因沉默效应[20-25]. 他可以通过抑制蛋白表达模

拟基因敲除技术. 在此过程中, 与双链RNA有同

源序列的信使RNA(mRNA)被降解, 从而抑制该

基因的表达. RNA干扰是存在于真核细胞内的

一种自我保护现象, 既能对抗如病毒基因或人

工转入基因所表达的mRNA等外源基因的侵害, 
又能降解自身异常基因产生的mRNA. RNA干扰

主要发生在基因转录后, 即mRNA的修饰或翻译

水平上, 具有特异、高效和持久的特点, 为临床

上特异性的基因干预治疗开辟了一条通路. 并
为通过阻断共刺激通路来诱导免疫耐受提供了

新的方法, 即应用RNA干扰技术敲除供体抗原

呈递细胞中共刺激分子的表达以阻断共刺激信

号从而使效应性T细胞无能, 达到免疫耐受的

作用. 
在本研究中, 我们成功地分离培养并鉴定

了作为供体的Lewis大鼠KC, 采用RNA干扰的

方法降低了供体大鼠肝脏中的抗原呈递细胞KC
上B7分子的表达, RNA干扰后B7的表达降低了

22%. 同时我们分离培养了受体BN大鼠的淋巴

■名词解释
RNA干扰 :  双链
RNA介导的、序
列特异的、同源
基因转录后的基
因沉默效应. 他可
以通过抑制蛋白
表达模拟基因敲
除技术. 在此过程
中 ,  与双链RNA
有同源序列的信
使RNA(mRNA)
被降解, 从而抑制
了该基因的表达. 
RNA干扰是存在
于真核细胞内的
一种自我保护现
象, 既能对抗如病
毒基因或人工转
入基因所表达的
mRNA等外源基
因的侵害, 又能降
解自身异常基因
产生的mRNA.

图  5  A: MTT法检测受体BN大鼠淋巴细胞增殖; B: ELISA法检测各组细胞培养上清中的IL-2含量. bP<0.01, dP<0.01 vs  对照组.
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细胞, 将干扰B7表达的KC与受体大鼠的淋巴细

胞进行共培养. 本研究发现, 这种方法能有效地

阻断CD28/B7共刺激通路, 明显地抑制了淋巴

细胞的活化和增殖, 并抑制了淋巴细胞产生细

胞因子IL-2. 与对照组相比, 受体BN大鼠的淋巴

细胞增殖降低了49%(P <0.01). 细胞培养上清中

IL-2的分泌量下降了67%(P <0.01). 
总之, 我们以供体Lewis大鼠的KC为介导, 

采用RNA干扰的方法降低了KC上共刺激分子

B7的表达, 以此来封闭共刺激通路CD28/B7, 达
到抑制受体效应T细胞激活、增殖以及分泌IL-2
等细胞因子的能力, 证明在体外降低抗原呈递

细胞B7分子的表达可以抑制效应T细胞的活化, 
从而达到诱导特异性免疫耐受的效果.
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Abstract
AIM: To examine the relationship between 
interleukin (IL)-6 and the synthesis of DA and 
NE in the PC12 cell line, and to explore the 
related signal transduction. 

METHODS: Differentiated PC12 cells were used 
to examine the effect of IL-6 (0.5, 1 and 1.5 mg/L) 
on the synthesis of DA and NE. Apoptosis of 
PC12 cells was measured by fluocytometry. The 
concentration of DA and NE in PC12 cells and 
the medium was determined by HPLC. After 
exposure to IL-6 (1 mg/L), protein expression of 
p-STAT3 in the nucleus and STAT3 and Tyro-
sine Hydroxylase (TH) in the cytoplasm of PC12 
cells was measured by Western blotting. 

RESULTS: The apoptosis rate of PC12 cells cul-
tured in the presence of different concentrations 
of IL-6 did not differ significantly. The synthesis 
of DA and NE in PC12 cells changed in accor-
dance with the concentration of IL-6 added to 

the medium, and it obviously differed from that 
of the controls at a concentration of 1 mg/L. IL-6 
enhanced the protein expression of STAT3 and 
the transcription to nucleus and decreased pro-
tein expression of TH. 

CONCLUSION: IL-6 reduced the synthesis of 
DA and NE in vitro. The mechanism underlying 
the effects of IL-6 on the synthesis of DA and NE 
involved JAK-STATs signal transduction and 
decreased protein expression of TH. 

Key Words: Signal transduction; JAK-STAT3; 
Dopamine; Tyrosine Hydroxylase

Li R, Wang JJ, Shen YJ, Wu X, Wang MM, Wang X, He XJ. 
In vitro effect of interleukin-6 on the synthesis of DA and 
NE in PC12 cell line and the related signal transduction. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(1): 45-49

摘要
目的: 体外研究IL-6与PC12细胞株神经递质
DA, NE合成代谢之间的关系及JAK-STATs途
径在其中的作用. 

方法: 用不同剂量的IL-6(0.5 mg/L, 1 mg/L和
1.5 mg/L)处理分化的PC12细胞, 采用磷脂酰
丝氨酸外翻法检测细胞凋亡率, 应用HPLC检
测上清和细胞裂解液中DA和NE的含量. 采用
1 mg/L IL-6处理分化的PC12细胞, 用免疫印迹
法(Western blotting)检测IL-6处理不同时间内
全细胞裂解液中STAT3、TH蛋白表达水平, 浆
蛋白及核蛋白裂解液内STAT3和p-STAT3表达 
水平. 

结果: 各组细胞凋亡率无明显差别. 加入IL-6
后, 随着浓度的增加, DA和NE代谢呈近似剂
量依赖性降低, 当IL-6为1 mg/L时DA和NE
的变化有统计学意义. 1 mg/L IL-6可以增加
STAT3蛋白的表达、p-STAT3蛋白的转核、降
低酪氨酸强化酶的表达.  

结论: IL-6通过JAK-STAT3信号转导途径, 影
响酪氨酸羟化酶的表达, 从而降低DA和NE
的合成. 
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■背景资料
中枢单胺类神经
元传导缺陷是抑
郁症较为公认的
假说之一, 即脑内
NE、5-HT和DA
神经递质含量下
降为抑郁症主要
病因的假说. 到目
前为止, 神经生化
学理论是迄今被
临床药理充分利
用以阐述抑郁症
发病的神经生物
学机制. 
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0  引言

一些以神经递质代谢障碍为基础的疾病如抑郁, 
常伴随脑脊液或脑组织中IL-6的升高. 现代研究

已经证明, IL-6可以影响儿茶酚胺类神经递质的

代谢, 但是不同的研究组观察得到的结果不尽

一致, 如Maes et al [1]发现IL-6可以降低5-HT的合

成代谢, 而Zhang et al发现IL-6可以促进5-HT的
合成代谢[2]. 但国内外的现有研究都局限在现象

研究, 且都集中在体内研究, 而关于IL-6影响儿

茶酚胺类神经递质代谢之间的信号转导通路及

体外研究都鲜有报道. 为此, 我们采用国际实验

研究常用的用于研究离子通道、神经递质合成

和释放的体外模型[3](分化的PC12细胞)为研究

对象, 通过体外实验观察IL-6对儿茶酚胺类神经

递质代谢的影响以及可能的细胞信号转导途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 HPLC检测仪器和流式细胞仪, 显微

镜(CytomicsTMFC500系列), 流式细胞仪(美国

Beckman Coulter公司), Western blot仪器, 孵箱. 
PC12细胞由第二军医大学神经生物教研室惠赠

(购自ATCC), NGF(购自Sigma公司), 胎牛血清、

马血清、DMEM和多聚赖氨酸(Gibico), PI和
Annexin V(Sigma公司), 所有应用于细胞HPLC检
测的溶剂和物质中, 除乙腈外均购自于Merck公
司, 乙腈购自于上海中科院药物研究所; STAT3
和p-STAT3的一抗(Santa cruz biotehcnonogy公司), 
工作浓度 1∶1000, STAT3和p-STAT3的二抗(Cell 
signaling公司), 工作浓度 1∶3000, 酪氨酸羟化酶

的一抗(Chemicon公司), 工作浓度 1∶1000, 二抗

(Cell Signaling公司), 工作浓度1∶3000; β-actin一
抗, 二抗, 工作浓度1∶ 2000; 细胞核蛋白与细胞

质蛋白抽提试剂盒、Western及IP细胞裂解液和

PVDF膜(Beyotime Biotechnology公司). 
1.2 方法 选用第13-15代的PC12细胞, 以6×105

个/孔接种在铺被有多聚赖氨酸的6孔板中, 培养

液选用含100 mL/L马血清, 50 mL/L胎牛血清的

DMEM, 在含有50 mL/L CO2, 37℃的孵箱中培

育. 接种后第1天, 用50 μg/L的NGF诱导分化, 在
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含有NGF的DMEM中培养7-10 d, 隔天换液[4], 然
后分为对照组, 不同剂量IL-6处理组(0.5 mg/L, 1 
mg/L, 1.5 mg/L). 
1.2.1 细胞凋亡的检测: 在细胞诱导分化后, 分为

8组, 为空白对照组, IL-6处理组(0.01 mg/L, 0.1 
mg/L, 0.25 mg/L, 0.5 mg/L, 1 mg/L, 1.5 mg/L, 2 
mg/L). 在培养12, 24, 36, 48 h后收集PC12细胞

做如下处理, 用Biovision公司生产的Annexin 
V-F I T C试剂盒检测细胞凋亡率, 分别用磷酸

盐缓冲液(PBS)将细胞洗2次, 取5×105个细胞, 
800 r/min离心5 min, 加入结合缓冲液450 μL、
Annexin V-F1TC 5 μL, PI 2 μL避光染色5 min, 
应用流式细胞仪进行检测.  
1.2.2 高效液相检测神经递质的合成和分泌: 在
细胞诱导分化后, 同上分为8组, 处理24 h. 按照

参考文献[5]的方法, 分别收集培养液和细胞, 培
养液离心(17 500 g , 10 min, 4℃)去掉蛋白及可

能存在的细胞碎屑, 立即取5 μL用做HPLC检测. 
收集的细胞用0.2 mol/L高氯酸处理后低温离心

(17 500 g , 10 min, 4℃), 然后参照文献[6], 将细

胞裂解液和上清应用高效液相电化学检测器检

测, 结果见图1. 
1.2.3 STAT3和酪氨酸羟化酶的检测: 将培养

的PC12细胞接种于6孔细胞培养板中, 在进行

Western blot检测STAT3时将细胞分为IL-6(1 mg/
L)处理0, 0.5, 1, 2 h组; 在进行Western blot检测

TH时将细胞分为IL-6处理0, 6, 12, 24 h组. 在垂

直电泳两玻璃板(BIO-RAD, 美国)间隙中灌注分

离胶及浓缩胶, 将已备好的蛋白样本煮沸5 min
后, 用15 μL微量注射器按预定顺序加样, 并加入

标准分子质量对照(CST公司, 美国)3 μL. 将凝胶

固定于电泳装置(BIO-RAD, 美国), 并加入Tris-
甘氨酸电泳缓冲液, 稳压200 V电泳40 min, 至
样品到达分离胶底部. 转膜使用BIO-RAD转移

仪, 在稳压100 V的电流下转移60 min, 将凝胶上

的蛋白条带转移至聚偏氟乙稀(PVDF)膜上, 后
将PVDF膜放入阻断缓冲液, 封闭60 min. 在阻

断缓冲液中加入一抗(抗STAT3抗体, 抗酪氨酸

羟化酶抗体, 抗p-STAT3抗体)4℃温度下摇过夜; 
次日, 将摇过夜的PVDF膜放入阻断缓冲液, 并
加入二抗, 在室温下摇1 h. 在暗室中进行显影, 
室温中, 将PVDF膜置于显色混合液(Phototope-
HRP Western blot detection)反应1 min, 在片夹中

曝光. 底片在显影液中显影, 并在定影液中定影.

2  结果

2.1 IL-6与DA, NE代谢之间的关系 应用不同剂
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■研发前沿
现代研究证明 , 
IL-6影响儿茶酚
胺类神经递质的
代谢, 但是不同的
研究组观察得到
的结果不尽一致, 
国内外的现有研
究都局限在现象
研究, 且都集中在
体内研究, 而关于
IL-6影响儿茶酚
胺类神经递质代
谢之间的信号转
导通路及体外研
究都鲜有报道.
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量IL-6处理分化的PC12细胞, 然后参照文献[6],  
将细胞裂解液和上清应用高效液相电化学检测

器检测, 结果如图1所示.
2.2 PC12细胞全细胞裂解液中stat3表达 用1 mg/L
的IL-6处理分化的PC12细胞, 不同时间点收集

细胞.抽提的蛋白用于Western blot分析, 结果如

图2所示.
2.3 PC12细胞核和质蛋白中STAT3, p-STAT3表
达 用1 mg/L的IL-6处理分化的PC12细胞,用细

胞核蛋白与细胞质蛋白抽提试剂盒处理分化的

PC12细胞, 抽提的蛋白用于Western blot分析, 结
果如图3所示.
2.4 PC12细胞中酪氨酸羟化酶表达 用1 mg/L
的IL-6处理分化的PC12细胞, 抽提的蛋白用于

Western blot分析, 结果如图4所示.

3  讨论

IL-6是一个双重作用的细胞因子, 在神经系统

的生长和存活中发挥重要作用. 在正常生理条

件下处于低水平状态, 可像神经生长因子一样

促进神经系统的正常发育和修复, 但在高水平

表达时可造成神经系统损伤[7]. 在中枢神经系

统(central nervous system, CNS), IL-6由激活的

星形胶质细胞、少突胶质细胞和神经元细胞产 
生[8-9]. 病理情况下产生高浓度的IL-6, 可引发许

多病理行为, 包括抑制食欲[10]、学习和记忆能力

减退[11], 引起神经功能退化等[12]. 大量研究显示, 
抑郁等以神经递质代谢障碍为基础病变的神经

系统病变患者, 脑脊液及脑组织中IL-6水平明显

升高[13]. 有许多学者根据抑郁患者外周血中IL-6
水平升高以及应用IL-6会引发与抑郁症状极为

相似的病态综合征, 因而提出细胞因子导致抑

郁的假说. 当前大量研究也同样指出, IL-6可以

影响儿茶酚胺类神经递质的代谢, 但研究结果

不尽一致, 究其原因, 可能是体内研究涉及到的

神经内分泌的调节作用, 而鲜见相关信号转导

机制及体外研究的报道. 
P C12细胞株是来源于大鼠肾上腺嗜铬细

胞瘤, 并可以在NGF诱导后分化的细胞株, 分化

的PC12细胞为类交感神经元, 具有合成和分泌

Ach, DA, NE和5-HT的功能. 广泛用于神经递质

代谢的研究[14]. 分化PC12细胞表面有IL-6受体, 
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图  2  PC12细胞全细胞裂解液中stat3表达.  
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图  3  PC12细胞核和质蛋白中STAT3, p-STAT3表达.  
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图  4  PC12细胞中酪氨酸羟化酶表达.  
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■创新盘点
本研究率先采用
体外研究模式了
解IL-6与DA、NE
代谢之间的关系
及可能信号转导
途径, 对进一步进
行该方面的研究
具有启发意义.
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而且低剂量的IL-6对分化的PC12细胞具有保护

作用, 可以避免其免于无血清诱导的调亡[15-16]. 
我们应用不同剂量IL-6处理分化的PC12细胞后, 
发现细胞凋亡率无显著差别(结果未列出). 

我们应用不同剂量的IL-6处理分化的PC12
细胞, 发现5-HT的代谢没有明显变化, 而高浓度

的IL-6可以抑制PC12细胞合成和分泌DA, NE, 
以1 mg/L的作用最明显(图1). 在DA代谢方面, 
Goodwill et al [17]发现IL-6升高的实验对象中DA
浓度下降, 结果与此一致, Zalcman et al也研究

发现注射人IL-6(200 ng)可以升高大脑前皮质二

羟苯乙酸(dihydroxy-phenyl acetic acid, DOPAC)
的浓度[18-19], 即增加IL-6的分解代谢. 但是, 在
NE及5-HT代谢方面与研究结果不一致[1-2,20]. 由
于体外研究条件易于标准化, 测试精确, 因此

对于I L-6对儿茶酚胺类神经递质代谢的结果

更为客观, 而体内研究的结果可能是众多细胞

因子调控所得到的结果, 并不能精确反应作用 
结果. 

目前认为, IL-6的信号主要通过JAK-STAT
途径转导至核内, 在JAK-STAT途径中, IL-6主要

激活STAT3[21]. 而JAK-STAT途径中的各主要蛋

白在脑区的各个阶段和部位都有存在, 并且参

与中枢神经系统的发育及神经细胞的增殖、分

化过程[22], 也与脑肿瘤、缺血等病理过程密切

相关[23]. 通过Western blot方法, 我们发现1 mg/L 
IL-6可以增加全细胞裂解液中STAT3蛋白的表

达, 以IL-6作用2 h最为明显. 进一步研究表明细

胞质中STAT3蛋白的表达没有明显变化, 而细

胞核内p-STAT3的含量明显升高, 提示该细胞因

子的作用主要是增加STAT3的活化和转核. 而
PC12细胞内的酪氨酸羟化酶的表达也随着下

降, 以IL-6作用24 h后最为明显, 提示IL-6可能通

过激活JAK-STAT3途径影响儿茶酚胺类神经递

质酪氨酸羟化酶的表达, 进而影响儿茶酚胺类

神经递质的合成代谢. Goodwill et al的研究结果

中也认为IL-6可以影响儿茶酚胺类神经递质合

成的限速酶的表达进而影响DA的合成代谢[17]. 
我们的实验从体外研究的角度在一次证

实IL-6确实可以影响DA、NE的代谢, 而这两

种神经递质与抑郁的发生密切相关, 支持Maes  
et al的免疫功能与神经递质代谢之间的联系. 但
是, 由于低浓度IL-6通过JAK-STATS途径对分化

的PC12细胞发挥保护作用, 那么高浓度的IL-6
是单独通过JAK-STATS途径还是其他信号转导

途径的共同作用, 仍有待进一步探讨.
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Abstract
Primary hepatocellular carcinoma (HCC) is 
one of the top 10 malignant tumors worldwide, 
and chronic infection with HBV is one of the 
major causes of HCC. HBV X protein (HBx) is 
an important regulatory protein, which plays a 
crucial role in the pathogenesis of HCC induced 
by HBV. This review focuses on the role and 
mechanism of HBX in the pathogenesis of HCC.

Key Words: Hepatitis B virus; HBV X protein; Hepa-
tocellular Carcinoma
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摘要
原发性肝癌(HCC)是目前世界上十大恶性肿

瘤之一, 而慢性乙型肝炎病毒(HBV)感染是导
致HCC最主要的原因之一. 由HBV X基因编
码的X蛋白(HBx)是一种重要的调节蛋白, 在
HBV诱发HCC过程中扮演重要角色, 因此一
直是研究的热点. 本文就近年有关HBx在HCC
发生中的作用及作用机制作一综述. 

关键词: 乙型肝炎病毒; X蛋白; 肝癌
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0  引言

乙型肝炎病毒(HBV)感染呈全球范围广泛流行, 
仅HBV慢性携带者就达近4亿. HBV感染不仅可

引起急性、慢性和重型肝炎, 而且与肝硬化、

肝癌的发生密切相关. 大量流行病学和分子生

物学资料已经证实, HBV在原发性肝癌(HCC)发
生中扮演重要角色, 而HBx在HBV相关性HCC
发生发展过程中可能起至关重要的作用[1-5]. 因
此, HBx在HCC发生中的作用及作用机制一直是

研究的热点. 现有资料显示, HBx是一种多功能

蛋白, 对基因转录、信号传递、细胞周期和细

胞增生凋亡等均具有调节作用, HBx可能通过这

些作用直接或间接地导致肝细胞癌变. 

1  HBx的结构、功能和定位

HBx由HBV DNA开放读码框架中最小的X基因

编码, 由154个氨基酸组成, 分子量16.5 kDa. 全
长的HBx由N-端1/3负调节区(1-50位氨基酸)和
C-端2/3反式激活或共激活区(51-154位氨基酸)
两个功能区构成. 研究表明, HBx本身不能直接

与双链DNA结合, 但他可通过蛋白-蛋白相互作

用与反式作用因子如AP-1、NF-κB、TATA结

合蛋白及RNA聚合酶Ⅱ亚单位RPB5等结合, 增
强转录因子NF-κB、AP-l和SP-l等的活性, 并
反式激活基因启动子如HBV的C启动子, 调节

N-ras、c-myc、c-jun等癌基因及P53、P21和P19
等抑癌基因的表达. HBx还可激活PI3K、JNKs, 

®

■背景资料
H B V的感染与
HCC的发生密切
相关, HBx作为一
种多功能蛋白在
HBV相关性HCC
发生发展过程中
可能起至关重要
的作用. 
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MAPK等信号传导系统而参与HCC的发生发展. 
目前, HBx的亚细胞定位尚有争议. HBx的

分布与其功能密切相关. 研究表明, HBx在感染

细胞中的定位依赖于HBx的总表达水平. HBx在
低表达时完全或绝大部分位于胞核, 而高表达时

分布于胞质和胞核, 主要蓄积于胞质. 胞质中的

HBx又分为线粒体和非线粒体分布, 前者通过影

响线粒体的功能, 而参与信号传导通路的活化和

细胞凋亡的调控; 后者可能与信号传导及其他细

胞器的功能调节相关. 而胞核中的HBx通过与转

录因子相互作用, 调节基因的转录表达[6-9]. 

2  HBV DNA X基因的整合、突变

HBV DNA在细胞中以游离和整合两种形式存

在, 两者可同时存在. 在大部分HCC和癌旁组织

中可见HBV DNA的整合. 整合常发生于HBV 
DNA链末端的两个直接重复序列(DR1和DR2), 
而X基因紧邻DR序列, 因此整合也常发生于X基

因及其附近. 研究证实, X基因是十分稳定的主

要整合基因, 其整合率显著高于S、Pre-S和C等
基因. 研究还发现, X基因的整合与HBx的表达

和HCC的发生有着密切的关系. 
2.1 X基因的整合对原癌基因及抑癌基因的影响 
在表达HBx的HCC和癌旁组织中, 可见c-myc和
N-ras等多个癌基因表达增加的现象. 研究也发

现, X基因整合的肝癌细胞中P16 mRNA和蛋白

水平均受影响, X基因可能通过整合使P16基因

序列变异, 引起P16表达缺陷, 导致其G1-S期滞留

和抗增生效应丧失[10]. X基因可能通过整合直接

激活原癌基因、抑制抑癌基因的表达而参与肝

细胞癌变的发生. 
2.2 X基因的整合致HBx序列变异对其功能的影
响 对HCC患者肿瘤组织中整合的HBV DNA和

非瘤组织及血清中游离的HBV DNA序列分析

发现, 游离的HBV DNA多含全序列X基因, 而
整合的HBV DNA序列X基因常出现多种序列

变异, 包括核苷酸的缺失和点突变等. 其中以X
基因3'-端核苷酸的缺失最常见, 130位和131位
密码子突变次之. X基因3'-端核苷酸的缺失, 导
致HBx出现C-端的缺失. 研究发现, 全序列的

HBx抑制ras和myc转化细胞的能力, 而C-端缺

失的HBx使ras、myc转化鼠胚胎纤维母细胞的

活性增强. 研究还发现, C-端缺失的HBx能加速

Huh7细胞G0/G1-S期的进程, 并使生长抑制效

应结构域丢失. 可见C-端缺失的HBx失去全长

HBx对细胞增生和转化的抑制作用, 并促进细

胞周期进程在肝癌形成中起重要作用[11-14]. 整
合的X基因还高频率出现130位密码子和131位
密码子分别发生AAG-ATG和GTC-ATC突变. 研
究发现, 这种双重突变的HBx出现新的肝细胞核

因子1(HNF-1)结合位点, 虽然野生型和突变型

HBx均可与HNF-1结合, 但突变型较野生型HBx
与HNF-1结合功能更强, 并激活其转录活性, 调
节基因转录. 此突变位点接近X基因上反式激活

功能至关重要的3个区域(密码子46-52、6l-69和
132-139)中第3个重要区域, 可能这种双重突变通

过影响HBx的反式激活功能, 在致癌过程中起重

要作用[15]. 总之, X基因的整合可能是对HBx生
物学结构和功能的修饰, 通过修饰使HBx的一些

生物活性减弱甚至丧失, 而使某些生物活性增

强或出现一些新的功能, 参与HCC的发生发展.

3  HBx对肝细胞增生的影响

细胞的无限增生是肿瘤发生的前提, HBx可通过

多种机制刺激肝细胞增生, 参与肝细胞癌变的

发生. 
3.1 HBx与信号传导通路 HBx可通过受体酪氨

酸蛋白激酶途径、磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)途
径及非受体酪氨酸蛋白激酶途径等多种信号传

导通路参与肝细胞增生的调节: (1)促胰岛素样

生长因子(IGF)、胰岛素样生长因子受体(IGFR)
和表皮生长因子受体(EGFR)等高表达, 激活Src
家族激酶, 活化Jak1-STAT或与P53结合使P53下
游对PI3K/AKT的负性调节作用的靶基因PTEN
表达下调, 激活PI3K/Akt/Bad信号通路. HBx也可

直接与PI3K的催化亚基p110结合激活PI3K, 或使

Akt和(或)Bad磷酸化激活PI3K信号通路[16-18]. (2)
通过促IGF、IGFR的高表达进而活化受体酪氨

酸激酶(RTK), 或通过触发内质网Ca2+的释放活

化酪氨酸激酶-2激酶(Pyk2)/src酪氨酸激酶, 进
而激活RAS/RAF/MAPK信号通路. (3)促进Jaks
和/或STATs的酪氨酸磷酸化, 活化Jaks-STATs
信号通路, 促进STAT依赖性基因转录[19]. (4)与
MEKK1, SEK1, SAPK和14-3-3蛋白形成胞质复

合物, 上调SAPK/JNK通路[20]. HBx通过激活以

上各信号传导通路参与肝细胞生长、增生和转

化的调节. 
3.2 HBx与端粒酶 端粒酶的激活与肿瘤细胞的

增生密切相关, 85%以上人类恶性肿瘤组织、细

胞可以检测到端粒酶活性升高, 端粒酶的激活

被认为是肿瘤发生的重要事件. 人端粒酶逆转

录酶(hTERT)是端粒酶的一个亚单位, 且是调节

■相关报道
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功能蛋白 ,  目前
研究发现其对基
因转录、信号传
递、细胞周期和
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端粒酶的一个限速决定因素, hTERT的表达与

端粒酶的活性密切相关. 在HBV相关性HCC中
HBx阳性肝癌细胞hTERT mRNA水平明显高于

HBx阴性肝癌细胞. TERT基因的启动子序列上

含有AP-2和Sp1结合位点, HBx有可能通过AP-2
和Spl调节TERT的转录, 激活端粒酶的表达[21-23]. 
3.3 HBx与蛋白酶体 蛋白酶体是一类与多数真

核细胞非溶酶体蛋白降解有关的复合物. 他不

仅能降解变形的、异常的蛋白质, 而且能降解

转录因子、c-Jun和c-Fos等天然蛋白质. 在细胞

分化、细胞周期调控、DNA修复及凋亡等过程

中具有重要的作用. 蛋白酶体功能上的改变可

以导致细胞的高度增生和恶性转化, 在细胞的

癌变过程中具有不可忽视的作用. HBx可通过与

26S蛋白酶体的19S及20S的亚单位相互作用导

致蛋白酶体功能改变, 从而逆转蛋白酶体对一

些转录因子的降解, 使这些因子半衰期延长, 增
强基因的转录, 参与HCC的发生发展[24]. 

4  HBx对肝细胞凋亡的影响

细胞凋亡在肿瘤发生发展中具有重要作用. 研
究发现, HBx对肝细胞凋亡具有调节作用, 提示

HBx有可能通过对肝细胞凋亡的调节而起到致

HCC的作用. HBx对凋亡既有抑制作用又有激活

作用, 可能抑制凋亡利于肝细胞的无限增生, 而
激活凋亡则利于HBV的复制和扩散. 
4.1 HBx与信号传导通路 HBx可通过以下信号

传导通路参与肝细胞凋亡的调节: (1)通过增强

早期生长应答元件(Egr)与其辅助因子结合, 促
进IL-18及Nur77表达, 促FasL/Fas信号通路的激

活而诱导凋亡[25-27]. 但也有报道, HBx可与P53结
合而下调FasL/Fas信号通路增强凋亡抵抗. (2)
经RAS/RAF/MAPK通路促NF-κB的激活, 激活

NF-κB抑制物IκB激酶(IKK)使IκB失活, 并IκB降
解、或直接与IκB结合干扰IκB对NF-κB的抑制

作用, 而激活NF-κB对抗由Fas及TNF-α及TNF-β
引起的凋亡[28-29]. 
4.2 H B x与线粒体 线粒体的形态和功能的改

变往往是细胞凋亡的先兆信号. HBx通过抑制

线粒体膜上死亡配体Bid表达而抑制细胞色素

C(ctyC)从线粒体释放或者直接阻止ctyC从线粒

体释放, 降低caspase-8和caspase-3的活性而抑制

凋亡. 相反, HBx也可结合于线粒体电压依赖性

阴离子通道3(HVDAC3)降低跨膜电压, 使ctyC
从线粒体释放, 或结合于线粒体渗透性转换通

道(PTP), 而不改变ctyC和凋亡相关因子的重新

分布, 诱导凋亡[8,30]. 由上可见, HBx既可诱导细

胞凋亡, 又可抑制凋亡. 产生如此截然相反效应

的原因可能是: (1)使用了不同的细胞系和表达

系统; (2)同一细胞系中, 细胞分化状态不同; (3) 
HBx发生序列变异; (4)感染时期不同, HBx的作

用不同. 肝细胞在凋亡不断的激活与抑制过程

中出现恶性转化. 因此, 对HBx如何通过影响细

胞凋亡而致HCC的发生尚需进行进一步的深入

研究. 

5  HBx对细胞周期的影响

HBx对细胞周期的影响也有许多报道. 细胞周

期的控制主要由cyclins-cyclin依赖性蛋白激酶

(CDK)及cyclin依赖性蛋白激酶抑制剂(CDKI)形
成一个级联网络控制, 各种原因引起这一网络

中某一环节失调, 将导致细胞的生长失控及肿

瘤的形成. HBx可通过对cyclins、CDKs和CDKI
的活性及细胞周期校验点的调节而影响细胞周

期进程, 参与对细胞周期的调节. 研究发现, HBx
促进转化的肝细胞中cyclinD1、A和B1的活化, 
CDK2, 促进了G1、S和G2/M进程. 而对非转化

的肝细胞, HBx促细胞进入G1和S期, 接着出现

S期暂停, 并诱导CDKI-p21cip1表达, 抑制CDK2
的活性, 但HBx通过下调G2/M校验点使细胞并

不停滞于G2/M期, 促进细胞周期进程[31-32]. 可见, 
HBx可通过不同的方式促进不同分化状态的细

胞周期进程, 促细胞分裂、增生. 

6  HBx对染色体稳定性的影响

HBV相关性肝癌细胞遗传信息的不稳定可能与

肝癌的发生密切相关. 研究发现, HBx可影响肝

细胞染色体结构的完整性、抑制损伤DNA修复, 
使HBV感染细胞出现遗传信息的不稳定, 细胞

发生恶性转化. 
6.1 HBx影响染色体结构的完整性 研究发现, 
HBx在胞质可与NF-κB从核内运输到核外的核

输出受体-Crml结合, 使Crml在胞质滞留, NF-κB
滞留于胞核, 引起过量中心体和多极纺锤体的

形成, 引起细胞有丝分裂失常[33-34]. 研究还发现, 
转染X基因的HepG2细胞出现了3、l8、20号染

色体重组, 而未转染X基因的HepG2细胞染色体

没有此变化, 同时转染X基因的HepG2细胞微核

数量是未转染X基因细胞的3倍[35]. HBx可能影

响正常染色体结构的完整性参与HCC的发生. 
6.2 HBx抑制损伤DNA修复及其在致HCC中的
作用 在核内, HBx可与损伤DNA结合蛋白DDB

■创新盘点
近年对HBx的功
能及其在HBV相
关性HCC发病过
程中的作用的研
究和认识取得了
重大进展, 本文综
述了几种可能的
致病机制, 为今后
HBV相关性HCC
的防治提供理论
依据. 
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的两个亚基DDB1和DDB2结合形成HBx-DDB1-
DDB2复合物干扰DDB1-DDB2复合物的形成及

与损伤DNA的结合而干扰损伤DNA的修复[36-37]. 
HBx也可通过与P53的结合, 干扰P53与TFII H最

重要的两个亚单位XPB、XPD结合形成核苷转

录外切修复复合体, 或者通过与Sp1结合, 使Sp1
对XPB、XPD启动子的激活作用减弱, 抑制了

XPB和XPD的内源性表达[38-39], 通过影响核苷酸

切除修复(NER)而抑制损伤DNA修复, 使环境致

癌因素如黄曲霉毒素B1、UV射线和二乙基亚

硝基胺(DEN)引起的DNA损伤累积, 遗传信息不

稳定导致细胞发生恶性转化. 

7  HBx对肿瘤细胞的浸润和转移的影响

HBx通过影响肿瘤细胞之间的分离、细胞外基

质(ECM)的降解和肿瘤细胞入侵血管或淋巴管

等步骤而参与调节肿瘤细胞的浸润、转移. 
7.1 HBx与肿瘤细胞的相互分离 HBx表达细胞中

CD44呈极性分布并诱导细胞骨架重排、伪足的

伸出及β-整合素亚单位被重新分布到细胞的伪

足尖上, 增强细胞的运动能力. HBx也可通过降

低E-纤连素的表达或激活Src激酶磷酸化β-整合

素使细胞间肌动蛋白骨架和钙黏蛋白复合物间

的连接断裂, 促进肿瘤细胞的分离、扩散[40-43]. 
7.2 HBx与ECM的降解 多种肿瘤组织中均可检

测到环氧化酶-2(COX-2)的表达, COX-2与肿瘤

的发生与发展密切相关. HBx促COX-2的表达, 
进而促其靶基因MMP1的表达, 并激活MMP-2; 
HBx还可经MAPK等信号传导通路提高细胞中

MMP-9和MMP-3的水平. MMPs通过降解ECM
及血管基底膜, 促进肿瘤细胞的浸润转移[44-47]. 
7.3 HBx与新生血管形成 研究显示, 转染X基因的

肿瘤组织血管内皮生长因子(VEGF)的表达较未

转染者明显增高, 肿瘤组织的生长速度增快[48-49]. 
VEGF是新生血管形成的中心调控因子, 为缺氧

诱导因子1(HIF-1)的重要靶基因. HBx激活HIF-1
的转录表达, 并增加HIF-1的稳定性而减少其降

解, 增强HIF-1对VEGF的激活作用[50-51], 促新生

血管形成, 不仅使肿瘤细胞获得充足的养分, 也
是转移的基础. 

8  结论

HBx在HCC发生发展中的作用机制是多方面的, 
他可通过基因转录调控和多种信号途径影响细

胞增生和凋亡、抑制损伤DNA的修复、影响细

胞周期进程并促肿瘤细胞浸润和转移等. 虽然

HBx许多功能的作用机制尚不明确, 甚至还存在

一些相反的研究报道, 但其生物学功能在HBV相

关性HCC发生发展中具有重要作用是毋庸置疑

的, 其确切作用机制尚需进一步深入研究. 
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Abstract
The pathogenesis of pancreatic cancer is 
concealed, its progress is rapid, its prognosis 
is poor, and the mortality rate is high. Surgery 
is the main form of treatment, but an early 
diagnosis is extremely difficult, and a majority 
of patients have lost the chance of surgical 
t rea tment when they rece ive a de f in i te 
diagnosis. The clinical efficacy of chemotherapy 
and radiotherapy is not exact and most of 
these treatments have many adverse effects. 
With the development of biotechnology, 
biological therapy for pancreatic cancer, e.g., 
immunotherapy and gene therapy, is becoming 
increasingly popular. Careful application of 
biological therapy can improve prognosis of 
pancreatic cancer. 

Key Words: Pancreatic cancer; Biological therapy; 
Immunotherapy; Gene therapy
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摘要
胰腺癌发病隐匿, 进展迅速, 死亡率高, 预后
差. 手术虽是主要治疗手段, 但因早期诊断困
难, 大部分患者确诊时已无手术机会.放疗、
化疗疗效不确切, 且有较多副作用. 随着生物
技术的发展, 针对胰腺癌所进行的基因治疗、
免疫治疗等生物治疗研究日趋增多, 使得对该
病的治疗手段更加多样化. 合理运用生物治疗
将会改善胰腺癌的预后.

关键词: 胰腺癌; 生物疗法; 免疫疗法; 基因疗法
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0  引言

胰腺癌(pancreatic cancer, PC)是恶性程度很高的

肿瘤, 因其独特的解剖位置, 症状隐匿, 早期诊

断困难, 其根治性切除术后较高的复发与转移

率以及对传统化疗、放疗不敏感已成为制约胰

腺癌有效治疗的主要障碍[1-2]. 据统计, 肿瘤患者

只有约l5%病例可进行手术治疗, 5年生存率不

足3%, 超过90%患者在确诊后1年内死亡, 平均

存活期少于6 mo[3]. 为此, 基础研究和临床工作

者不断探索治疗胰腺癌的有效途径, 在生物治

疗方面取得了一些进展, 现综述如下. 

1  基因治疗

基因治疗是随着DNA重组技术的成熟而发展起

来的, 他通过将正常基因或有治疗作用的基因

导入靶细胞(瘤细胞、机体免疫细胞或能达到

治疗作用的细胞)来纠正突变或缺陷的基因, 最
终消灭肿瘤. 目前用以治疗胰腺癌最常用的基

因治疗是将靶向基因载体直接注射或导入体内

的肿瘤组织, 进行局部性基因治疗. 近年更有采

用联合基因治疗, 以增强疗效, 由于能针对肿瘤

内特有的基因变异情况进行修复或促使肿瘤细

胞死亡, 基因治疗具有广阔的应用前景[4-6]. 胰腺

癌基因治疗常见的载体有: 腺病毒载体、脂质

®

■背景资料
胰腺癌是恶性程
度最高的肿瘤之
一, 预后很差, 传
统的治疗方法对
其疗效及预后无
明显改善, 而应用
生物学手段治疗
则有可能成为改
善胰腺癌疗效和
预后的一条有效
途径. 
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体、逆转录病毒载体、单纯疱疹病毒载体、裸

DNA等. 基因治疗主要策略包括补充抑癌基因, 
失活癌基因, 抗血管生成基因治疗, 病毒增生溶

瘤治疗, 基因介导的药物前体激活疗法, 免疫基

因治疗和反义基因治疗[7-8].
胰腺癌中被激活的癌基因包括K-r a s 、

HER-2/neu、c-myc、c-fos等. K-ras点突变发生

于约90%的胰腺癌, 而胰腺其他疾病不具有这

种标志性改变, 基因突变的检测, 可能成为早期

诊断胰腺癌的可靠分子生物学手段[9-10]. K-ras编
码具有GTP酶活性的P-21ras蛋白, 可促使细胞

增殖. 胰腺癌发生的关键在于一系列抑癌基因

的突变失活, 与胰腺癌的发生有关的基因超过

10种, 其中P53、SMAD4/DPC4和p14ARF的突

变分别可见于约40%-70%、90%和85%的胰腺

癌[11-13].现已证实, 腺病毒载体PRI/INGN201和
Ci-104用于胰腺癌进行基因治疗有效[14]. Miura 
et al [15]以腺病毒为载体, 用K-ras反义基因转染

入胰腺癌细胞, 体外培养观察到显著的细胞凋

亡, 能抑制胰腺癌细胞株的生长. 有研究将含

CEA启动子的重组腺病毒为载体, HSK-tv基因

导入分泌CEA的胰腺癌细胞, 获得满意效果[16]. 
Aubert et al [17]用鼠α-1, 3半乳糖转移酶基因转导

金黄地鼠胰腺癌细胞HaP-T1, 使其表达α-半乳

糖表位, 结果荷瘤鼠生存期延长. 陈笑雷 et al [18]

将p14ARF导入P53缺失的胰腺癌PC-3细胞, P53
表达增加, 细胞周期阻滞, 凋亡指数增加. 然而

胰腺癌并非单基因遗传, 而是涉及到多基因、

多步骤的复杂过程[19]. 所以针对单个基因的治疗

效果有限, 通过基因芯片和组织芯片分析胰腺

癌基因组的不平衡性, 明确与发病最密切相关

的原癌基因和抑癌基因, 是胰腺癌基因治疗的

首要任务. 

2  免疫治疗和肿瘤疫苗

过去针对胰腺癌免疫治疗不满意的主要原因: 
(1)肿瘤因免疫源性弱和共刺激分子的缺乏使肿

瘤逃脱免疫系统的监视. (2)肿瘤环境中的一些

因子使免疫细胞在发挥作用前死亡. (3)肿瘤的

发生、发展是多因素、多阶段、多基因突变的

结果. (4)肿瘤宿主可增强抑制性T细胞的非特异

性免疫抑制. 目前肿瘤免疫治疗的方法主要有: 
(1)非特异性免疫治疗, 如卡介苗及一些细胞因

子如IL-2等. (2)被动免疫治疗, 是指给机体输注

外源的免疫效应物质. (3)主动免疫治疗, 是指给

机体输入具有抗原性的疫苗, 刺激机体免疫系

统产生抗肿瘤免疫以治疗肿瘤的方法[20]. 
目前胰腺癌的疫苗从抗原角度分为细胞疫

苗、蛋白质/多肽疫苗和DNA疫苗三个层次. 细
胞疫苗包括放射、细胞裂解物、基因修饰的

肿瘤细胞; 肽免疫包括基于B细胞表位、T细胞

表位、糖蛋白/多糖表位的肽疫苗; DNA疫苗可

分为编码全抗原和基于表位的DNA疫苗. 其核

心是诱导机体产生特异性主动免疫. 大量的细

胞因子参与了胰腺癌的免疫应答, 如TNF-α、
IL-18、IL-2、IL-12和GM-CSF等. 胰腺癌患者

血清中IL-10, TGF-β, VEGF, PSCA和KU-CT-l呈
高表达[21-23]. 细胞疫苗包括树突状细胞(dendritic 
cell, DC)疫苗和肿瘤细胞疫苗, 近年来抗原或者

基因修饰的DC疫苗成为研究的热点. DC是人体

内抗原递呈能力最强的细胞, 可高水平的表达

共刺激分子、黏附分子和细胞因子等. 同时, 他
通过提供双信号刺激、细胞辅助作用、细胞因

子等直接或间接地启动特异性细胞免疫及辅助

B细胞产生特异性抗体, 介导细胞免疫和体液免

疫, 在细胞免疫应答、体液免疫应答中发挥重

要作用. DC在抗胰腺癌中的主要作用有: (1)DC
具有很强的抗原递呈能力, 参与调节特异性和

非特异性细胞免疫. (2)高水平表达共刺激分子

和黏附分子而促进DC与T细胞的结合. (3)通过

自身分泌或者诱导其他细胞分泌细胞因子介导

体液免疫和细胞免疫.陈鑫 et al [24]通过实验证实

胰腺癌细胞冻溶物致敏的DC疫苗可以诱导T细
胞产生高效的针对自体癌细胞的细胞毒效应. 
Stift et al [25]运用肿瘤裂解物激活的DC疫苗对20
例实体瘤患者进行Ⅰ期临床试验, DC和肿瘤裂

解物来自患者自体, 经过TNF-α、IL-4、GM-
CSF刺激形成成熟的疫苗, 注射于患者腹股沟淋

巴结, 结果患者无自体免疫状态, 其中18例出现

迟发性超敏反应(Delayed-type hypersensitivity, 
DTH), 8例观察到有肿瘤标志物的改变. 此实验

提示自体来源的DC疫苗可安全有效的引发细

胞免疫. Kalady et al [26]研究发现胰腺癌细胞全

部mRNA转染的DC疫苗能诱发人类白细胞抗

原(human leucocyte antigen, HLA)限制的针对

多种抗体的T细胞克隆. Morse et al [27]报道给胰

腺癌患者接种编码癌胚抗原的m R N A修饰的

DC疫苗, 可以在患者体内产生足够数量的DC. 
Miyazaki et al [28]用胰腺癌细胞溶胞产物激活的

DC疫苗联合抗血管生成药TNP-470治疗小鼠胰

腺癌, 结果显示该疫苗能有效诱导CD4+和CD8+
淋巴细胞在肿瘤组织的浸润, 与TNP-470联用组

■研发前沿
胰腺癌的生物治
疗成为除手术、
放疗和化疗等传
统疗法以外的第
四种重要的治疗
手段, 随着生物科
学技术的发展以
及对胰腺癌发生
发展机制了解的
深入, 目前对胰腺
癌生物治疗的研
究和临床应用取
得了很大进步, 胰
腺癌的生物治疗
已成为胰腺癌治
疗的研究热点. 

■相关报道
目前针对胰腺癌
的生物治疗报道
较多 ,  主要从免
疫治疗、基因治
疗、抗体导向治
疗和抗血管形成
治疗等方面进行
探索. 但运用单一
生物治疗技术治
疗胰腺癌策略已
经较少, 大部分研
究综合了多种机
制或技术方法. 
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小鼠生存时间明显延长. 针对胰腺癌蛋白多肽

疫苗亦有较多研究, 以突变的ras肽、黏蛋白核

心肽(MUC)、癌胚抗原(CEA)、胃泌素、Her22/
neu蛋白、端粒酶及p53突变产物等作为免疫原. 
Gjertsen et al [29]用突变的ras肽疫苗和粒-巨噬细

胞集落刺激因子(GM-CSF)作为佐剂对晚期胰腺

癌患者进行皮下注射, 在43例可评价患者中有

25例可成功诱导ras特异性免疫应答, 产生应答

的患者与无应答的患者中位生存期分别为148 d
和61 d, 且无严重不良反应发生. Takhar et al [30]

用G17DT肌注治疗41例晚期胰腺癌患者, 结果

显示自第1次注射G17DT后的中位生存期为204 
d, 25%患者生存期大于305 d. Berzofsky et al [31]

认为将DNA疫苗以编码肿瘤抗原或相关分子的

DNA质粒直接肌注, 在胞内合成抗原, 诱导长

期、有效的细胞免疫, 可能是新一代疫苗的发

展方向.

3  抗体导向治疗

抗体导向治疗是指利用单克隆抗体(monoclonal 
antibody, McAb)及其偶联物与肿瘤的特异性结

合而发挥导向性治疗作用. 单抗抗肿瘤作用机

制只要为抗体直接作用, 细胞毒效应; 或与肿

瘤细胞表面对肿瘤生长增殖有关的各种受体或

抗体等结合, 使肿瘤不能分裂或生存的调节疗

法. 单克隆抗体治疗主要有单纯抗体治疗和偶

联抗体治疗两方面. 单纯抗体治疗是依赖细胞

介导的细胞毒作用和补体依赖的细胞毒作用; 
偶联抗体通过生物工程技术将单克隆抗体与毒

素、放射性核素、药物等偶联, 将杀伤因子特

异地导向肿瘤细胞. Kindler et al [32]报道给52例
转移性胰腺癌患者联合输注重组人源性EGRF
单抗bevacizumab和吉西他滨(gemcitabine), 结
果中位生存期为8.8 m o, 半年生存率为77%. 
Gardner-Thorpe et al [33]报道用人自身免疫抗

核抗体P和多个胰腺癌细胞系列进行共同培

养, 并进行裸鼠实验, 结果发现抗核抗体P可以

显著抑制癌细胞增殖, 促进凋亡, 减小肿瘤体

积. Nishihara et al [34]利用131I标记的抗CEA单抗

(mNd2, 鼠IgG1)对胰腺癌模型进行体内特异性

放射治疗, 取得了一定效果.目前有关单克隆抗

体HER2/neu、LMB9、C017-1A、BW494/32和
抗EGFR在胰腺癌中的应用已进入临床研究阶

段.随着基因工程技术的发展, 逐渐出现了针对

更多新靶点的单克隆抗体, 如单链抗体、多价

抗体等. Thomas et al [35]报道间皮素(mesothelin)

是高表达于胰腺癌细胞表面的肿瘤相关抗原, 
其中间皮素-1相关性最好. 

4  抗血管形成治疗

血管形成是指在原有血管的基础上通过内皮细

胞增殖、基底膜与细胞外基质释放、内皮细胞

迁移, 以出芽的方式形成新的毛细血管. 肿瘤血

管形成是个复杂的过程, 研究表明, 肿瘤内的血

管增生活性远高于正常组织内的血管增生活性, 
而肿瘤的生长依赖于肿瘤内血管为其提供必须

的营养, 因此可通过抑制肿瘤血管生成达到治

疗肿瘤的目的. 以新生血管为靶点治疗肿瘤生

成―抗血管生成治疗为人们提供了一个全新的

视野, 关于肿瘤血管生成的研究目前已经进入

临床应用阶段, 如用机体肿瘤内的血管密度作

为评价治疗、预后的指标, 以及应用抗血管新

生药物开发治疗策略等. 抗肿瘤血管形成治疗

策略是针对肿瘤血管形成的某些因子及其作用

的关键环节进行干预, 主要是从基因水平控制

细胞表达及释放血管生成因子, 或促使抗血管

生成因子表达, 或诱导血管内皮细胞凋亡. 由于

胰腺癌的高度侵袭性和转移性与诸多蛋白酶

和血管生成因子的上调相关, 如VEGF、uPA、

tPA、TNF、TGF、MMPs、PDGF及其受体等, 
因此, 针对这些信号元件作为靶点, 可以进行胰

腺癌的抗血管形成治疗. Khorana et al [36]对手术

后胰腺癌患者的多中心回顾性分析显示: 56%的

患者VEGF表达阳性, 54%的患者DPC4(一种血

管生成抑制因子)表达缺失. 血管生成抑制剂血

管抑制素(angiostatin)对胰腺癌基因治疗的研究

也证实其具有显著抑制内皮细胞生长、降低肿

瘤血管内密度、抑制肿瘤生长的作用[37]. 将血

管生成抑制剂(如angiostatin, bevacizumab[38-39], 
endostatin和PEDF[40]等)注射到体内, 阻抑肿瘤

血管形成, 使胰腺癌细胞因供养不足而凋亡[41].  
朱少俊et al [42]研究显示: 血管形成抑制剂3TSR
能抑制肿瘤新生血管生成, 具有显著减小肿瘤

体积、肿瘤血管和增加肿瘤细胞坏死的作用. 
Nakahara et al [43]对接种有胰岛细胞癌的裸鼠研

究显示, 抗VEGF治疗使肿瘤血管减少86%. Kuo 
et al [44]构建了表达血管内皮生长因子受体Flkl、
Fitl的病毒载体, 通过离体和在体转染胰腺癌细

胞, 结果表明胰腺癌生长受到抑制, 而转染血管

抑素及内抑素进行基因治疗的效果却不明显. 
Xie et al [41]研究证实在胰腺癌治疗中, 针对单一

核转录因子对抑制肿瘤血管和肿瘤细胞的生长

■创新盘点
本文就近年来胰
腺癌的生物治疗
研究进展进行综
述 ,  从不同生物
治疗角度来综述
生物治疗的新技
术、新方法. 

■应用要点
胰腺癌的生物治
疗在临床应用已
经取得很大进展, 
应用生物学手段
治疗则有可能成
为改善胰腺癌疗
效和预后的一条
有效途径. 
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比单一效应因子(VEGF)更有效. Kumar et al [45]研

究显示, 生长抑素受体亚型2基因治疗, 同时下

调胰腺癌细胞株的VEGF、MMP2的mRNA和蛋

白表达. Jain[46]提出了抗血管生成治疗的新概念

―使肿瘤血管“正常化”, 而不是最大限度抑

制血管. “正常化”的血管可增加周细胞和基

底膜, 降低渗透性, 降低间质高压, 增加药物在

肿瘤内的分布可提高化疗疗效, 增加的氧气可

提高放疗和化疗对肿瘤细胞的杀伤作用, 避免

肿瘤细胞进入循环系统, 形成转移灶.
另外选择性抑制COXs通路也有抗胰腺癌

血管形成的作用. Okami et al [47]用COX-2抑制剂

JTE-522处理COX-2阳性表达的胰腺癌细胞株

PSN-1和KMP-4, 发现细胞的运动性、黏附性和

侵袭性均明显减弱. Chu et al [48]发现将COX-2阳
性表达的胰腺癌细胞BxPC-3与内皮细胞共同培

养可显著增加血管内皮细胞的迁徙能力, 而经

过COX-2抑制剂NS-398处理过的BxPC-3细胞诱

导内皮细胞形毛细血管的能力明显减弱. 抗血

管生成治疗具有特异性、靶向性, 以及生理毒

性小等优点. 随着对肿瘤血管生成基因调控研

究的深入, 抗肿瘤血管生成将成为一种全新的

抗肿瘤策略.
随着胰腺癌生物治疗的不断深入, 许多问

题也暴露出来.主要体现在以下几个方面: (1)
大多研究为单基因、单免疫调节剂治疗, 多基

因、多因素的治疗研究目前较少. (2)基因转导

的效率仍不高, 特异靶向性不强, 设计出高效、

稳定、特异、安全的新载体是基因治疗中尚待

解决的问题. (3)有关生物治疗在体内外模型中

已经取得较好的效果, 但目前的应用仍比较局

限, 应用于临床的只是较少部分细胞因子和某

些非特异性免疫调节剂等, 其余大部分治疗的

有效性仍在探索中. 
不可否认, 胰腺癌的治疗至今仍然十分棘

手, 由于胰腺癌可能起源于多种细胞, 其发生是

由多基因参与的多步骤过程, 因此其治疗也必

须是多靶点、多手段的综合治疗. 传统临床治

疗手段已接近疗效的瓶颈, 突破较困难. 而各种

芯片技术和蛋白质组学技术的发展为我们提供

了大量有关胰腺癌的分子生物学信息. 如何选

择真正有价值的靶点, 并针对这些靶点设计治

疗方案, 开发、筛选能评价生物治疗疗效的标

志物, 用以确定能从生物治疗中获益的患者群, 
并将分子靶向治疗与传统治疗方法相结合, 根
据不同患者胰腺癌细胞化疗敏感性以及细胞内

关键靶点分子的表达水平差异, 制定出完全个

体化的综合治疗方案, 将是未来治疗的关键所

在. 相信分子靶向治疗与抗血管形成治疗、基

因治疗和免疫治疗相互融合、渗透, 可进一步

提高胰腺癌的疗效. 虽然目前大部分研究仍处

于实验或初期临床实验阶段, 但随着分子生物

学的进一步发展, 胰腺癌的生物治疗必然会出

现实质性的突破和广阔的应用前景. 
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Abstract
Colorectal carcinoma is a frequent malignant 
tumor. the occurrence, pathogenesis and 
progression of the tumor is constantly changing. 
The changes in oncological molecular biology 
have been confirmed as a new neo-index to 
distinguish metastasis and to predict prognosis. 
Tumor neovascularization is an important 
element in tumor development and affects 
its biological behavior, in terms of invasion 
and metastasis. Metastatic cells can induce 
neovascularization feedback. So repeatedly, 
forming a progressive chain reaction. This 
review focuses on the characterized molecules 
that are implicated in colorectal carcinoma 
angiogenesis, invasion and metastasis, and 
attempts to highlight their clinical correlates.

Key Words: Colorectal carcinoma; Angiogenesis; 
Invasion; Metastasis

Shi LP, Pan YL. Advanced insights into angiogenesis, 
invasion and metastasis in colorectal carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(1): 62-67

摘要
结直肠癌是一种常见恶性肿瘤, 在结直肠癌发
生、发展过程中, 其机制在不断地改变. 肿瘤
分子生物学的改变在许多临床肿瘤中已被证
实是一个判断转移, 预测预后的新指标. 血管
形成作为肿瘤生长中的一个重要因素, 参与并
影响着肿瘤的特征性生物学行为, 即侵袭和转
移. 而侵袭和转移的细胞又可诱发新一轮的血
管形成, 如此反复, 形成一条递增链式反应. 本
文主要描述与结肠癌的血管形成, 侵袭和转移
相关的特征性分子, 并集中说明其与临床的相
关性.

关键词: 结直肠癌; 血管形成; 侵袭; 转移
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0  引言

结直肠癌是最常见的恶性肿瘤之一, 严重危胁

人类的身心健康. 结直肠癌在不同的发展过程

中, 其分子生物学也不同. 了解结直肠癌不同时

期的分子物学的改变可进一步了解结直肠癌的

发生和发展, 并可通过抑制肿瘤分子生物学的

改变达到治疗肿瘤的目的. 本文主要综述与结

直肠癌的血管形成、侵袭和转移的相关特征性

分子来说明其与疾病进展和术后生存率的相

关性. 

1  血管形成

Folkman[1]在1971年首次提出肿瘤的血管形成是

肿瘤发展的机制之一的观点现已得到证实. 肿
瘤的血管形成受一系列正向和负向的相互调

节. 形成一个肿瘤前血管原的环境, 必然有血管

原因子增加和抗血管原因子的减少, 这种环境

的改变导致肿瘤新生血管的生成. 一些潜在的

血管原因子已得到证实, 包括血管内皮生长因

子(vascular endothelial growth factor, VEGF)、血

小板衍生的内皮细胞生长因子(platelet-derived 
endothelial cell growth factor, PD-ECGF)、血管

®

■背景资料
结直肠癌从血管
形成到侵袭转移, 
其生物学行为在
不断的改变着, 各
种因子共同调节
着肿瘤的生成与
发展. 了解结直肠
癌不同时期的分
子生物学的改变
可进一步了解结
直肠癌的发生和
发展, 并可通过抑
制肿瘤分子生物
学的改变达到治
疗肿瘤的目的. 
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生成素(angiopoietins)、凝血酶敏感素(throm-
bospondins, TSP)和Erythropoietin-producing 
hepa-tocellular(Eph)[2]. 
1.1 VEGF 是第一个被发现有刺激肿瘤血管形

成的蛋白. 1983年Senger et al [3]从豚鼠的肝癌中

提炼出一种34-42 kDa的蛋白分子, 并发现其具

有诱导微血管的通透性(后被命名为血管通透性

因子). 1989年Ferrara et al [4]在内皮细胞中发现

一种能刺激有丝分裂的特征性蛋白, 并将这种

蛋白命名为VEGF蛋白. 以后, 进一步对这些蛋

白克隆和表达的研究, 揭露了他们同属一种分 
子[5-6]. 后来其他被证明与VEGF结构和功能相似

的蛋白被归为VEGF家族成员. 目前, 这个家族包

括六个成员: VEGF(即VEGF-A), 胎盘生长因子

(PLGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D和VEGF-E. 
而VEGF(即VEGF-A)有五种亚型, 这些不同的亚

型来自RNA的选择剪接, 并根据在其基本结构域

的氨基酸个数的不同来命名: VEGF121, VEGF145, 
VEGF165, VEGF189和VEGF206. 在多数细胞中, 
VEGF165被公认为是最主要的亚型.  

为了阐述VEGF及其亚型在肿瘤血管形成

的重要性, 我们首先要认清这些蛋白的受体. 目
前, 有三个已被证实能够靶向VEGF家族成员的

受体, 这些受体包括VEGFR-1, 即flt-1(fetal liver 
tyrosine kinase-1); VEGFR-2, 即KDR/flk-1(kinase 
domain region/fetal liver kinase-1); VEGFR-3, 即
flt-4(fetal liver tyrosine kinase-4). 检测这些受体

的位点、结构和功能发现: 他们对内皮细胞相

对专一并包含一个细胞内的酪氨酸激酶信号域. 
VEGFR-1和VEGFR-2主要在血管内皮上表达, 
VEGFR-3主要表达于淋巴内皮. VEGF的主要活

性是通过VEGFR-1和VEGFR-2实现的, VEGFR-3
主要作用是作为VEGF-C和VEGF-D的受体. 

VEGF的表达受几种因子的共同调节: 局部

组织缺氧, 细胞因子, 肿瘤基因, 肿瘤抑制基因和

各种生长因子[7]. 足够的组织氧合对细胞的生存

至关重要, 组织缺氧与恶性肿瘤的发展, 转移灶

的形成和对放疗的耐受性相关. 缺氧诱导因子

-1(HIF-1)是一种在组织缺氧中调节VEGF表达的

主要调节剂. HIF-1由两个亚单位组成, 即HIF-1α
和HIF-1β. HIF-1结合到内皮细胞的低氧易感增

强子区而上调VEGF表达[8]. 在体外实验中, 缺氧

可上调VEGF的表达, 然而, 在活体实验中, 有关

VEGF在慢性缺氧性疾病中的调节却意见不一. 
Oltmanns et al [9]通过对14例健康人在人为控制的

缺氧环境下(氧饱和度为75%)与含氧量正常的对

照组的双肓实验中发现: 在保持血糖和血浆胰岛

素水平稳定的条件下, 急性缺氧可减少VEGF的
表达水平(P<0.05); 与体外实验的比较, 健康人群

中, 急性缺氧可减少血浆VEGF的浓度, 这暗示全

身的VEGF浓度可能受到多方面的调节, 而非仅

在细胞基础上的表达. Semenza[10]却认为在各种

病理生理缺氧环境下, VEGF mRNA可被诱导并

呈高表达. 参与VEGF的进一步调节机制的因子

还包括转录生长因子-β、上皮生长因子、白介

素-1α、白介素-6和前列腺素E等[11]. 
VEGF的生物效应包括: 在血管内皮细胞中

有促进有丝分裂的活性并诱导血管形成的能

力 [4]; 具有抑制细胞调亡的能力并充当一种内

皮细胞生存因子[5]; 在阻断种植有肝癌细胞小鼠

的肝动脉研究中, VEGF能刺激基质金属蛋白酶

(MMP)中间质胶原酶(MMP-1)的表达, 这种表达

体现在mRNA和蛋白水平上[12]. 同时, VEGF也能

诱导纤溶酶原活化因子的mRNA和蛋白水平的

表达和活性, 从而推断VEGF可能有细胞外蛋白

水解的作用. 由于VEGF能诱导微血管的通透性, 
血管通透性的增加而出现的血浆蛋白的外漏造

就了一个纤维素丰富的环境, 在这个环境中可刺

激成纤维细胞和内皮细胞的迁移, 因此他也被看

成有促进肿瘤的血管形成的作用[13]. 
由于VEGF在肿瘤血管形成中的重要作用, 

大量的研究正在验证VEGF表达、肿瘤血管计数

和VEGFRs的表达对结肠癌的预后价值. Ishigami 
et al [14]通过免疫印迹杂交法对60例确认为结直

肠癌的患者检测其VEGF mRNA水平, 结果发现: 
VEGF与肿瘤的发展、侵袭和转移相关; VEGF 
mRNA的过度表达与不良预后高度相关. Doger 
et al [15]却认为, VEGF在结肠癌标本的表达情况不

能作为生存时间和淋巴结转移的影响因子. Des 
Guetz et al [16]通过近年来发表的关于结直肠癌的

MVD(45篇)或者VEGF(27篇)表达的论文进行分

析, 发现高MVD的患者暗示高复发率和低生存

时间, MVD与生存率呈现负相关, 高VEGF表达

的患者预示高复发率和低更差的生存时间. 
总之, 大多研究支持VEGF可作为肿瘤预后

不良的一个参照因子. 阻断VEGF的表达将可抑

制肿瘤的血管形成、并可能阻止肿瘤的侵袭和

转移. 通过十多年的努力, 世界上首个批准上市

的VEGF抑制剂-贝伐单抗(Avastin), 于2004年通

过美国FDA的批准并上市用于一线治疗晚期结

直肠癌. 相信在不久的将来, 抗血管形成的药物

将成为治疗晚期肿瘤的一种有效、副作用小的

■研发前沿
目前对结肠癌的
发生、发展(特别
是肿瘤的生物学
行为 ,  如血管形
成、侵袭和转移)
各个不同时期的
分子生物学改变
尚未完全清楚. 但
VEGF和MMPs等
蛋白的改变对结
直肠癌的发生、
发展起着关键的
作用. 通过了解并
阻断这些关键蛋
白的生物学表达, 
将有助于结直肠
癌的进一步治疗.
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新治疗药物. 
1.2 血小板衍生的内皮细胞生长因子 PD-ECGF
也被称为胸苷磷酸化酶(thymidine phosphorylase, 
TP), 目前已被证实在结直肠癌中的表达有两种

功效. 第一, 其已涉及作为一种血管原的刺激因

子, Takahashi et al [17]通过对96例结肠癌标本行

PD-ECGF免疫染色, 观察到在高血管计数、低

VEGF表达的标本中比在高血管计数、高VEGF
表达的标本中PD-ECGF有更高的表达. 这暗示

在VEGF表达低的肿瘤中, PD-ECGF作为一种重

要的血管原因子. 第二, PD-ECGF催化可逆的嘧

啶磷酸分解作用, 如脱氧胸腺嘧啶苷, 这是一个

对正常代谢的重要角色. PD-ECGF在结直癌肿

瘤的行为机制可能是提高氟嘧啶的活性, 由此可

提高结直肠癌对5-FU治疗的敏感性. 支持这个

理论的证据是通过把PD-ECGF互补DNA转入

到多细胞株中(包括HT29人结直癌细胞株), 应
用转染分析法可证明其增强了对5-F U的敏感 
性[18]. PD-ECGF是否作为一个预后参数, 其意

见不一. Takebayashi et al [19]对163例结肠癌标本

行PD-ECGF免疫染色, 发现结肠癌标本的PD-
ECGF染色与肿瘤大小、侵入范围、淋巴结转移

和静脉的侵入明显相关. 而Saito et al [20]通过对86
例结直肠癌标本行PD-ECGF的免疫染色, 结果发

现PD-ECGF高表达的标本有较低的淋巴结和远

处转移的发生率, 但却与肿瘤大小、组织类型、

浸润深度、淋巴和静脉转移无相关性. 因此, 有
关PD-ECGF表达的预后价值有待于进一步的

研究. 
1.3 凝血酶敏感素 TSP家族包含五种大分子物质, 
他们共同作用于细胞表面和细胞外基质, 调节细

胞和血管形成的相互作用, 基于三维结构的不同

可将其进一步分成若干个亚科. TSP-1和TSP-2
同是三聚体蛋白而被归属为亚科A, 而TSP-3、
TSP-4和软骨低聚物基质蛋白均是五聚物蛋白而

被归属为亚科B. TSP-1和TSP-2已被较为广泛的

研究并证实他们在肿瘤的血管形成中扮演重要

的角色. TSP-1由α-血小板颗粒释放, 具有正向调

节创面愈合的功能. TSP-1的过度表达可导致创

伤愈合和损伤性肉芽组织增生的延迟, 降低内皮

细胞的增殖, 减少成纤维细胞移入到创口中, 并
且减少肉芽组织中30%的血管密度[21]. TSP-2主
要是由促进成纤维细胞的释放, 从而治疗皮肤的

创伤. TSP-1和TSP-2两者都表现出有抑制肿瘤

生长和血管形成的功能, 但是, 有关他们在预后

的功能却相矛盾. Maeda et al [22]通过对100例结

直肠癌标本进行TSP-1表达的检测发现TSP-1阴
性的肿瘤有更差的预后.  Tokunaga et al [23]应用逆

转录多聚酶链式反应法, 评估61例结肠癌患者的

TSP-2和VEGF的表达发现, TSP-2阳性/VEGF阴
性的肿瘤患者其预后较好. 这些研究支持, 在结

直肠癌中, 抗血管原因子的正向平衡可成为较好

预后的前兆的理论. 
1.4 血管生成素 是一类生长因子家族, 能特异

性结合内皮细胞特异的酪氨酸激酶受体Tie-2并
作为其配体. 目前有4种已知的血管生成素, 即
Ang-1, Ang-2, Ang-3和Ang-4, 但仅仅Ang-1和
Ang-2涉及结直肠的肿瘤生成. Ang-1被认为起着

稳定血管的效应, 这种稳定效应是通过与Tie-2
受体结合, 促进内皮细胞和周围的细胞外基质

的相互作用而起效. Ang-2是肿瘤血管发生不稳

定的信号, 表达于血管出芽区和退变区. Ahmad  
e t al [24]把经过Ang-1和Ang-2互补DNA转染的

HT29结肠癌细胞sc到裸鼠中, 通过CD31介导的

免疫组化染色法, 检测肿瘤血管计数. 实验表明, 
Ang-1转染的肿瘤有明显低下的血管密度, 而经

Ang-2转染的肿瘤却有明显增高的血管密度, 并
能促进肿瘤的生长. 虽然确切的机制尚未清楚, 
目前资料提示Ang-2在VEGF存在的情况下可诱

导血管形成, 而Ang-1在VEGF存在情况下的过度

表达却是抗血管原性的. 
1.5 Ephrins 促红细胞生成素产生的肝癌扩增序

列家族是一种相对新的酪氨酸激酶受体家族, 其
功能已被认为与胚胎发生和肿瘤血管形成相关, 
这一点是通过调节细胞的黏附和迁移而起作用

的. 目前, 这个家族包括14个受体和8个配体, 大
量研究表明这些受体在不同的人类肿瘤中呈增

量调节或者过度表达, 如成胶质细胞瘤、黑素

瘤、乳腺癌、肺癌和结直肠癌等各种实体瘤. 这
些受体的配体位于ephrins末端, 存在于质膜内或

锚定在质膜上. 这些受体和配体基于其结构、

序列的同源性和亲合力大小可划分为A、B两个

亚型. Liu et al [25]通过在人结直肠癌标本中, 运用

免疫组化法对ephrin家族成员EphB4和ephrin-B2
进行染色 ,  在与癌旁正常黏膜的比较中发现

ephrin-B2和EphB4在所有肿瘤标本中均有过度

表达, 这一点表明ephrins在结肠癌的发展中扮演

着角色.

2  侵袭和转移

结直肠癌的生成和发展的一个重要机制是转化

的细胞侵入和跨过基底膜的能力, 这个过程有

■相关报道
Ferrara et al对肿
瘤的血管形成特
别是V E G F进行
了详细的研究 , 
指出其与肿瘤的
血管形成密切相
关; Zucker et al对
M M P s进行详细
的报道, 并指出了
其与肿瘤的侵袭
和转移高度相关.
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利于腺瘤发展成为癌和转移灶. 基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinases, MMPs)就是涉及这

个过程的特定酶类. MMPs不仅包括降解过程的

一部分酶素, 而且包括限制肿瘤活性的抑制因

子. MMPs的一般功能就是降解蛋白多糖和基质

糖蛋白. 同时, MMPs对于肿瘤的演进、基底膜

完整性的缺失也是相当重要的, 这可能与肿瘤

远处转移和预后不良的可有性增加相关[26]. 因
此, MMPs的过度表达可能是多级过程的一部分, 
这个过程就是赘生细胞能够增殖和转移的过

程. 在这里, 我们主要描述MMPs的主要类别和

MMPs的组织抑制子(TIMPs), 并主要说明其在

体内、外的动物研究资料上的进展. 
MMPs是一组结构相关的肽链内断酶, 他们

涉及正常组织降解和重塑的过程, 如血管形成

和创伤修复. MMPs也与一些病理状况有关, 如
关节炎. 每一个独特的MMPs共享几个相似的蛋

白结构域, 他们基础结构的改变, 靶向相对应的

细胞膜底物, 并能够激活其他的MMPs成员, 形
成级联效应. MMP家族的原始类别包括胶原蛋

白酶、间质溶解素、基质溶解因子、明胶酶、

膜型金属蛋白酶和TIMPs. 胶原蛋白酶(MMP-1, 
-8和-13)主要是降解胶原, 并限制其他MMPs的
活性. 间质溶解素(MMP-3, -10, -11和-12)主要

是降解弹力蛋白、蛋白聚糖、层粘连蛋白和纤

维结合素, 并能够激活胶原蛋白酶. 基质溶解因

子(MMP-7)是最基本的MMP并且有最广泛的活

性、他能降解广泛的蛋白聚糖、层粘连蛋白、

纤维结合素、明胶酶、胶原Ⅳ和弹力蛋白, 他
也是一些胶原蛋白酶和明胶酶A(MMP-2)的原

始激活剂. 明胶酶(MMP-2和-9)可降解明胶剂、

胶原和弹力蛋白, 他们几乎没有激活其他MMPs
的能力. 膜型金属蛋白酶(1-6)是一类锚在细胞

膜上并可能参与细胞外基质元件的降解, 但是

他们在明胶酶的激活中可能扮演着主要的角

色. TIMPs是抑制MMP家族一些成员激活的一

类蛋白, 包括TIMP-1和TIMP-2, 尤以后者为重

要[27]. 有资料报告TIMPs具有抗肿瘤或者抗转移

的效能, 但最近的研究多表明TIMPs具有双面效

应, TIMPs也可能与恶性肿瘤的活性相关. Roca  
et al [28]通过回顾性研究并随防5年, 应用免疫染

色法对81例结直肠癌患者进行研究, 结果发现, 
通过多变量分析显示TIMP-1和TIMP-2与肿瘤的

预后呈负相关, 但通过单变量分析却显示只有

TIMP-2的过度表达可作为总生存率的预后因子. 
至今 ,  已证明三种M M P s与结直肠腺

瘤和结直肠癌密切相关 .  M M P - 2是主要的

降解胶原Ⅳ的分子 .  已有报道M M P - 2在胃

癌、胰腺癌和结直肠癌等实体瘤中的过度

表达 .  M M P-7可能通过赘生细胞来表达 ,  并
可能作用于新生物生长的早期阶段 .  通过

与正常黏膜的比较学习发现M M P-9  m R N A
在结直肠癌中呈现高水平 ,  同时伴随着无

瘤生成率和总体生存率的明显缩短 .  H e s l i n  
et al [29]指出, MMP-7的过度表达发生在致癌的级

联效应的早期阶段, 即从正常黏膜发展到腺瘤

的阶段. 腺瘤需要一定的能力才能发展成为具

有侵袭力的腺癌, 研究发现MMP-7在这阶段仍

然保持着较高的水平, 这种能力是通过MMP-7
的活化作用或者其他调节子(在这些组织中还

没被定义的调节因子, 如其他的MMPs、前列

腺素和生长因子等)的激活效应而使MMP-2和
MMP-9的表达增强. 这可能有助于肿瘤细胞发

展成为具有侵袭能力的癌细胞, 或者在原先正

常组织中新血管的发生. 
最近,  Zinzindohoué et al [30]通过对201例结

直肠癌患者行多重PCR技术来检测MMP-1和
MMP-3的基因型, 结果发现, MMP基因型与临床

结果存在相关性, MMP-1的高度表达与肿瘤的

侵入, 转移和预后存在正相关, 而MMP-3的活性

则做为MMP-1的补充, MMP-3的高度表达与癌

症危险性相关. Jung et al [31]通过免疫印迹法对41
例结直肠癌患者进行分析, 结果发现, 肿瘤的浸

润深度与MMPs和TIMPs无相关性, 但微血管计

数与肿瘤的浸润深度存在正相关. TIMP-2的上

调与邻近淋巴结的侵入成正相关, TIMP-2的过

度表达与淋巴结的转移亦存在正相关.

3  结论

总之, MMPs在从结直肠腺瘤发现到结直肠癌阶

段起着重要的作用. TIMPs是抑制MMP家族一

些成员的一类蛋白, 具有抗肿瘤又有促肿瘤生

成的双面性. 临床上通过MMPs抑制物来控制肿

瘤生长的应用既要注意本身的抗MMPs作用又

要尽可能使TIMPs发挥出抗肿瘤的效应, 这一点

仍需要进一步的研究学习.
结直肠癌从血管形成到侵袭和转移的过程, 

其生物学效应(表现在蛋白分子水平上)亦在不

断的改变中, 各种因子共同调节着肿瘤的生成

与发展. 通过对癌发生的某个特定通道的深刻

认识特别是对于不同过程、不同机制之间的相

互作用的了解将有助于我们获得对结直肠癌的

■创新盘点
本文以结直肠癌
的血管形成、侵
袭和转移相关的
特征性分子来说
明其与疾病进展
和术后生存率的
相关性为主线. 对
结直肠癌各个不
同发展时期的特
征性生物学行为
进行了全面的总
结并综述不同蛋
白之间的相互联
系.
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进一步了解. 从而为抑制肿瘤的药物研发提供

理论依据, 相信在不久的将来, 通过抑制不同通

道来抗肿瘤的药物将成为晚期肿瘤患者的新

希望.
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Abstract
Metabonomics as a branch of systems biology 
has developed rapidly in recent years. With the 
development of NMR, MS, chromatography 
and capillary electrophoresis technology, and 
their combined application, metabonomics 
has a more in-depth application in oncology 
research. Gastrointestinal cancer, as one of the 
most common human tumor types, has a high 
mortality. Metabonomics has been found to have 
successful applications in gastrointestinal cancer, 
such as early diagnosis. The main technologies 
of metabonomics and their present application 
in gastrointestinal cancer are reviewed here. 

Key Words: Metabonomics; Nuclear magnetic reso-
nance; Mass spectrometry; Capillary electrophore-
sis; Gastrointestinal cancer; Early diagnosis

Hong J, Chen JL. Technology of metabonomics and their 
application in gastrointestinal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(1): 68-75

摘要
代谢组学作为系统生物学的一个分支近年发
展迅速. 核磁共振技术、各种色谱质谱技术以

及毛细管电泳技术的发展和联用, 使得代谢组
学在肿瘤学方面有着越来越深入的研究. 消化
道恶性肿瘤作为人类最常见的一类肿瘤, 由于
患者早期并无特异性症状, 临床发现时多已为
进展期, 化疗毒性反应严重, 病死率高. 当前代
谢组学作为肿瘤学的研究方法之一, 能从代谢
的角度整体分析疾病, 在消化道恶性肿瘤的早
期诊断等方面的研究已初显优势. 本文主要
介绍代谢组学各类技术方法及其在消化道恶
性肿瘤中的应用, 并对其今后的发展趋势作出 
展望. 

关键词: 代谢组学; 核磁共振; 质谱; 毛细管电泳; 消

化道恶性肿瘤; 早期诊断
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0  引言

代谢组学(m e t a b o n o m i c s)作为系统生物学

(systems biology)的一个分支, 是继基因组学、

转录组学及蛋白质组学等之后迅速发展的一门

学科, 在后基因时代的研究已成为热点. 代谢组

学各种技术的发展及联用, 在生命科学诸多领

域如分子病理生理学、药物效能及毒性、基因

识别和功能基因组学、环境科学以及疾病诊断

等方面均有广泛应用[1-6].
消化道恶性肿瘤是人类最常见的一类恶性

肿瘤, 如肝癌, 胃癌及结直肠癌等发病率均很高, 
其发病机制尚未能完全阐明, 且多数患者早期

并无特异临床症状, 发现时已属于进展期癌肿, 
病死率高, 严重危害人民的健康[7-11]. 目前消化

道内镜结合活组织病理检查虽较为成熟, 但由

于其有创性, 因此早期诊断价值受限[12]; 而传统

肿瘤标志物(如AFP、CEA和CA125等)的联合检

测虽能提高诊断阳性率, 但特异性不高, 特别是

早期诊断阳性率比较低[13-15]. 在肿瘤学方面,代
谢组学以小分子代谢物为研究对象, 运用高通

量、高敏感度的分析技术, 结合化学计量方法,
从代谢角度描述肿瘤病理过程的瞬间概况, 揭

®

■背景资料
代谢组学、基因
组学、转录组学
和蛋白质组学等
共同组成了系统
生物学. 其中代谢
组学是较新的一
个分支, 近年来各
种相关技术发展
迅速, 在生命科学
的诸多领域如分
子病理生理学、
药 物 效 能 及 毒
性、基因识别和
功能基因组学、
环境科学、检验
医学以及疾病诊
断等方面均有广
泛的研究和应用.



洪静, 等. 代谢组学分析技术及其在消化道肿瘤中的应用进展                                               			                 69

www.wjgnet.com

示消化道恶性肿瘤整体性代谢变化, 在肿瘤的

发病机制、早期诊断、个体化疗以及预后判断

等方面的研究具有独特优势和临床应用价值. 
我们就代谢组学主要技术及在消化道肿瘤方面

的研究进展作一综述.

1  代谢组学概况

各种组学(omics)的研究和迅速发展共同组成

了系统生物学, 而代谢组学(metabonomics)作为

基因组学(genomics)和蛋白质组学(proteomics)
的延伸, 是各组学中较新的研究领域. 机体基

因表达的最终产物-代谢产物 ,  可以总体称为

“代谢中间物组”. 与基因组类似, 基因组代表

机体总体遗传部分, 代谢中间物组则代表个体

中所有代谢物的总体, 研究这些细胞过程中小

分子的化学指纹即发展为代谢组学. Nicholson  
et al [16]将代谢组学定义为: 以动物的体液和组织

为研究对象, 研究生物体对病理生理刺激或基

因修饰产生的代谢物质的质和量的动态变化, 
关注的对象是分子量在1000 kDa以下的小分子

化合物. Fiehn[17]将代谢产物的分析分为代谢物

靶标分析, 代谢轮廓分析, 代谢组学以及代谢物

指纹分析几个层次.
代谢组学的研究过程包括三个步骤: 样品

的制备; 代谢产物的分离, 检测和鉴定; 数据分

析和模型建立[1,3,6].

2  代谢组学分析技术

主要包括核磁共振技术,质谱技术以及各种与质

谱的联用技术.
2.1 核磁共振技术 核磁共振(nuclear magnetic 
resonance, NMR)是原子核的磁矩在恒定磁场和

高频磁场同时作用, 且满足一定条件时所发生

的共振吸收现象, 是一种利用原子核在磁场中

的能量变化来获得关于核信息的技术. 核磁共

振可用于体液分析研究和活体分析. NMR作为

一种主要的技术, 在代谢组学的多个研究领域

如遗传差别和生理效应、药物安全性评价以及

疾病诊断等方面均得到非常广泛的应用. 目前

常用的有氢谱(1H-NMR), 碳谱(13C-NMR)和磷

谱(31P-NMR). 如1H-NMR[18-20]可将各种体液或

组织提取液检测所得1H-NMR谱峰与样品中各

化合物氢原子对应, 再与标准氢谱对照鉴定出

其代谢物化学成分及其含量多少. Constantinou 
et al [21]在研究家兔心肌缺血再灌注、缺血预适

应和抗氧化干预实验中, 应用1H-NMR技术结

合PCA(主成分分析法)进行数据分析, 证实此技

术用来描绘由心肌再灌注引起的代谢变化简单

有效. Makinen et al [22]应用1H-NMR技术分析血

清用来诊断糖尿病性肾病, 结果显示此方法与

临床白蛋白排泄率检测相比, 样品的收集更为

简单实用, 并且数据分析结果敏感性和特异性

均很高, 分别为87.1%和89.0%, 可明确区分1型
糖尿病的代谢特征. Odunsi et al [23]采用1H-NMR
结合PCA和SIMCA等模式识别技术建立血清

代谢物检测方法, 应用于卵巢癌鉴别诊断. Coen  
et al [24]用1H-NMR技术结合PCA处理数据, 研究

脑膜炎和脑室炎的脑脊液代谢图谱, 证明此代

谢组学方法分析脑脊液的可行性, 与传统实验

室病原菌检查相比是更为潜在强大的诊断工具. 
NMR的优点是无损伤性, 可研究动态系统中代

谢产物的变化规律, 实验方法灵活多样. NMR的
缺点是灵敏度低, 分辨率不高, 且仪器的价格和

维护费用昂贵.
2.2 质谱技术 质谱分析是一种物理方法, 其基

本原理是使试样中各组分在离子源中发生电

离, 生成不同荷质比的带正电荷的离子, 经加速

电场的作用, 形成离子束, 进入质量分析器. 在
质量分析器中, 再利用电场和磁场使离子发生

相反的速度色散, 将他们分别聚焦而得到质谱

图, 从而确定其质量. 以其高灵敏度和高通量的

特性, 目前有许多质谱和相关的质谱技术, 而色

谱和电泳等分离方法与质谱分析相结合为复杂

代谢物的在线分离分析提供有力的手段, 如气

相色谱-质谱联用(GC-MS), 液相色谱-质谱联用

(LC-MS)和毛细管电泳-质谱联用(CE-MS)等是

质谱相关技术中的常见技术, 在代谢组学的各

个领域有广泛的应用[25-34].
2.2.1 GC-MS: 气相色谱技术以其特有的三高一

快(高灵敏度、高分离效能、高选择性、快速分

析)优点, 常与质谱联用广泛应用于代谢组学的

研究领域. 气相色谱技术适用于分离挥发性化

合物. Chen et al [25]用高剂量氢化可的松诱导出小

鼠的肾功能不全动物模型. 作者分别收集给药

前以及给药后第1, 3, 7, 10天的24 h尿液, 用GC-
MS技术和主成分分析法(PCA)建立小鼠的尿代

谢物模型. 结果显示, 与对照组相比, 给药组代

谢物出现了显著的代谢变化. 从而提示此代谢

组学的方法可应用于早期诊断, 是研究诸如代

谢综合征等疾病的病理状态的极具发展潜力的

工具. 由于GC适用于分离挥发性化合物, 因此

不能直接得到体系中难挥发的代谢组分信息. A  

■研发前沿
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et al [26]用GC-MS分析人血浆中间代谢产物, 并结

合PCA和PLS(偏最小二乘法)数据分析, 将5种有

机溶剂(甲醇, 乙醇, 乙腈, 丙酮, 氯仿)用来最优

化低分子化合物的萃取物, 其中32种内生化合

物显示良好的精密度和线性, 可在大约0.1 pmol
注射水平检测到大部分化合物, 结果提示, GC/
MS技术结合PCA、PLS进行数据分析可有效识

别相关疾病的生物标记物.
2.2.2 LC-MS: 液相色谱法开始阶段是用大直

径的玻璃管柱在室温和常压下用液位差输送

流动相 ,  称为经典液相色谱法 ,  此方法柱效

低、时间长 (常有几个小时 ) .  液相色谱法适

用于分离低挥发性或非挥发性、热稳定性差

的物质. Wagner et al [27]在一个对照实验中, 连
续3 d(2次/d, 每次间隔8 h)收集30名健康男女

受试者的尿液 ,  采用L C-M S技术分析尿样中

硫酸尿酸代谢轮廓, 并结合PCA和PLS-DA的

方法处理数据 ,  证明此法可用于多种毒性代

谢产物以及疾病生物标记物的检测 .  M i l l e a  
et al [28]在实验中用LC-MS法鉴定个体内部以及

个体之间低分子量唾液蛋白轮廓. 连续3 d以上

对4个受试者进行唾液分析, 观察到每个个体所

分泌的唾液可在数天内有相似的唾液蛋白结构, 
而其中的特殊蛋白表达水平易变. 从受试者蛋

白质轮廓的个体图形可以看到个体之间蛋白轮

廓有显著差异.
高效液相色谱法(high performance liquid 

chromatography, HPLC)是在经典液相色谱法的

基础上, 于60年代后期引入气相色谱理论而迅速

发展起来的. 他与经典液相色谱法的区别是填料

颗粒小而均匀, 小颗粒具有高柱效, 但会引起高

阻力, 需用高压输送流动相, 故又称HPLC, 又因

分析速度快而称为高速液相色谱法(high speed 
liquid chromatography, HSLP), 也称现代液相色

谱. Williams et al [29]采用电喷射离子化的HPLC-
TOF/MS和1H-NMR分光术相结合, 将♂WD大

鼠和Zucket肥胖鼠的尿液成分进行与年龄相关

的代谢组学比较, 并应用此代谢组学的技术可了

解疾病过程. Zhang et al [30]用HPLC和联机电生成

[Cu(HIO6)2]5-鲁米诺化学发光检测法检测猪肝中

糖皮质激素残基, 该实验可成功检测出氟羟泼尼

松龙、强的松龙、氢化可的松、考的松、甲基

氢化泼尼松, 地塞米松和曲安缩松. Cheng et al [31]

用HPLC法和荧光免疫技术测定小剂量大鼠血浆

和胆汁中伐地那非. 该试验成功研究了大鼠体内

伐地那非的生理代谢和胆汁排泄.

超高相液相色谱法(UPLC)与常规HPLC相
比, 具有更好的分离效率、峰容量以及灵敏度. 
这一技术与能够测定化合物的精确质量并具有

MS/MS功能的高分辨率时间飞行质谱(t ime-of 
flight mass spectrometer, TOF-MS)联用成为复杂

体系分离分析以及化合物结构鉴定的良好平台. 
如Lenz et al [32]应用微孔UPLC/oa-TOF-MS和1H-
NMR技术进行帕伐他汀静脉给药途径的♂大鼠

尿液代谢组学分析, 结果表明此方法能很好地

鉴定毒性作用的靶器官, 且可用来监测毒物代

谢机制的起始和时程. 目前, 代谢轮廓在中草药

领域如育种、合成、质量控制以及临床试验等

方面越来越重要. Chan et al [33]采用基于代谢组

学的UPLC/TOF-MS技术方法检测未加工和经过

蒸法处理过的人参三七素. 实验表明该技术能

够直接检测中草药合成过程中代谢产物的顺水

衍生物. 结合无监督的多变量主成份分析法可

识别和实验认证不同的中草药提取物相关的独

特生物标记物. 从而表明采用TOF-MS和高分辨

率、高保存时间、高重复性的UPLC法能精确

测定出人参三七素的生物标志物.
2.2.3 CE-MS: 毛细管电泳技术(Capillary Elec-
trophoresis, CE)又称高效毛细管电泳(HPCE)或
毛细管分离法(CESM), 其基本原理是根据在电

场作用下离子迁移的速度不同而对组份进行分

离和分析. 毛细管电泳技术可检测多种样品, 如
血清、血浆、尿样、脑脊液、红细胞、体液或

组织及其实验动物活体实验; 毛细管电泳技术

兼有高压电泳及高效液相色谱等优点, 其突出

特点是: (1)所需样品量少、仪器简单、操作简

便. (2)分析速度快, 分离效率高, 分辨率高, 灵敏

度高. (3)操作模式多, 开发分析方法容易. (4)实
验成本低, 消耗少. (5)应用范围极广. Szymanska  
et al [34]用毛细管电泳技术结合PCA预处理生物

信息数据检测肾恶性肿瘤、膀胱癌和前列腺癌

患者尿中核苷代谢轮廓, 与HPLC和GC相比, 毛
细管电泳技术分辨率更高, 分析速度更快, 所需

检测的尿样和底液量更少, 但样品的可重复性相

对较差. Ullsten et al [35]采用CE-ESR-MS(毛细管

电泳电喷射离子质谱法)分析po扑热息痛前后人

尿样代谢轮廓, 可高效快速鉴别给药组和空白对

照组, 结论是CE-MS可通过分析体液的代谢轮廓

作为毒理过程检测和疾病诊断的可行方法.

3  代谢组学数据处理和分析方法

代谢组学的研究方法是整体分析过程, 因生物
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样品(体液, 组织提取液)的组成复杂, 在得到分

析对象的原始谱图后, 首先需要对数据进行预

处理(归一化和滤噪), 消除干扰因素, 保留有用

信息. 滤噪常用正交信号校正技术(orthogonal 
signal correction, OSC). 再从预处理后的信息中

对样品进行归类, 将得到的分类信息和这些样

本的原始信息(如药物的作用位点或疾病的种类

等)进行比较, 建立代谢产物与这些原始信息的

联系, 筛选与原始信息相关的标记物, 进而考察

其中的代谢途径; 或者建立类别间的数学模型, 
使各类样品间达到最大的分离, 并利用建立的

多参数模型对未知的样本进行预测. 最常用的

是主成份分析法(principle components analysis, 
PCA). 其他还有非线性映射(nonlinear mapping, 
NLM), 偏最小二乘法(partial least squares, PLS)
和神经网络(neural networks, NN)[36]等.

4  代谢组学在消化道肿瘤中的应用

4.1 病因和预防 代谢组学通过分析与毒性作用

靶点和作用机制密切相关的生物体液中内源

性代谢产物浓度的特征性变化, 可以确定毒性

靶组织, 毒性作用过程以及生物标志物. Egner 
et al [37]用HPLC和同位素稀释串联质谱测定人

尿中黄曲霉素-B(1)-N(7)-鸟嘌呤[AFB(1)-N(7)-
Gua]. AFB(1)-N(7)-Gua是一种主要的黄曲霉素

DNA加合反应的复合物, 通过尿液排泄, 是暴

露AFB(1)饮食后的生物有效剂量标志物. 通过

测量尿中含量, 可帮助识别作为肝细胞癌发生

的危险因素AFB(1). 实验采用三联四级质谱, 
配以用稳定的同位素标记内标物AFB(1)-N(7)-
(15)N(5)-Gua以及固相萃取物和免疫亲和性柱

色谱, 测量已知暴露于黄曲霉素饮食的某地20
人尿中AFB(1)-N(7)-Gua浓聚物. 此方法大大提

高代谢标志物检测的准确性、精密度、特异

性和敏感性. 测量AFB(1)-N(7)-Gua的极限值

为0.04 ng/L尿(0.07 ng/L肌苷). 由于提高了精

密度和准确度, 可以精确测量出人新近暴露于

AFB(1)饮食的敏感性标志物, 在肝癌病因预防

的监测中有实际意义. Cai et al [38]通过测定鼠和

人类肝脏中5, 7, 4-三羟黄酮和麦黄酮的组织分

配与代谢进行肝癌的预防研究. 临床前动物实

验已证实存在于多叶蔬菜和米糠中的黄酮对癌

前病变具有预防作用. 实验中, 给予小鼠5-7 d黄
酮饮食, 采用HPLC-UV技术比较血浆、肝和胃

肠黏膜中的黄酮浓度. 结果显示, 7 d后麦黄酮在

血浆、肝和黏膜中浓度分别超过5, 7, 4-三羟黄

酮浓度的350%、33%和100%. 其中三羟黄酮在

肝微体中葡萄苷酸化比麦黄酮快, 而麦黄酮的

磺化作用比三羟黄酮更迅速. 并且二者的葡萄

苷酸化率均比磺化作用快. 此实验成功采用代

谢组学技术方法比较出麦黄酮的药物代谢动力

学优势, 在肝癌的预防研究中具有一定的价值. 
4.2 早期诊断 代谢组学在肿瘤诊断方面当前正

致力于通过机体动态代谢途径来寻找新的具有

诊断价值的特异性肿瘤标志物[39-40]. 生物机体

RNA的代谢可产生普通核苷和修饰核苷. 前者

可被机体重新利用或降解, 因而尿中含量很少. 
后者因不能被重新利用而随尿液排出, 因而尿

中修饰核苷的排量可以反映机体细胞代谢速度. 
根据肿瘤细胞增殖代谢较正常细胞快, 修饰核

苷的产生和排出增多这一原理, 可通过测定尿

液中修饰核苷的种类和数量来检测恶性肿瘤的

类型和分化程度, 实现早期诊断[41]. 目前已有较

多报道采用代谢组学的方法检测尿液核苷代谢

轮廓用来诊断乳腺癌[42]、卵巢癌[23]、肺癌[43]及

泌尿系统肿瘤[34]等. 在消化道恶性肿瘤方面的

研究有.
4.2.1 肝癌: Yang et al [44]在实验中, 用HPLC技术

结合PCA方法分析有顺式二元醇结构的尿代谢

产物用来鉴别肝癌和肝硬化及肝炎患者. 实验

对象是50例健康志愿者, 77例肝感染性疾病患

者(包括27例肝硬化, 30例急性肝炎和20例慢性

肝炎患者)和48例肝癌患者. 年龄在20-85岁. 尿
液的收集无饮食和其他限制, 尿样于-20℃保存, 
室温下解冻, 用HPLC法分析尿样, 记录所有峰

值信息, 用PCA将得到的15种尿核苷(Pseu, C, 
U, m1A, I, m5U, G, X, m1I, m1G,  ac4c, m2G, A, 
m22G和m6A)数据集进行代谢物靶点分析, 肝
癌阳性率为83%, 优于传统肿瘤标志物AFP的肝

癌阳性率73%. 另外, 在假阳性率的比较中, 以
AFP>20 µg/L为标准, 肝硬化患者诊断为肝癌的

假阳性率为50%, 肝炎患者诊断为肝癌的假阳性

率为52.2%; 以AFP>200 µg/L为标准, 仍有11.5%
的肝硬化患者和17.4%的肝炎患者被误诊为肝

癌. 而在基于代谢组学方法分析15种尿核苷对

肝癌的诊断中, 仅有7.4%的肝硬化患者被误诊

为肝癌, 慢性肝炎患者则无1例被误诊. 此实验

成功阐明代谢组学方法结合主成份分析进行数

据分析可将肝癌患者从肝硬化和肝炎患者中有

效鉴别出来, 且假阳性率低; 用代谢组学方法检

测尿核苷小分子化合物诊断肝癌优于传统肿瘤

标志物AFP的单项检测.
4.2.2 胃癌: Chen et al [45]探讨检测尿中核苷在胃

■创新盘点
随着代谢组学研
究的深入, 国内外
众多学者在药理
毒理学、环境科
学、营养科学和
疾病研究等方面
均有相关综述报
道. 本文着重从消
化道恶性肿瘤的
各个环节多角度
阐明代谢组学在
消化道肿瘤中的
研究动态.
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癌诊断中的意义. 实验对象是50名正常人(20-71
岁)与48例胃癌患者(36-77岁), 先收集术前尿样, 
将经苯基硼酸凝胶色谱法提纯后的尿中核苷用

高效液相色谱法进行分离, 并对核苷进行定性

和定量分析, 计算尿中15种核苷的平均含量及

其标准偏差; 用t检验比较健康人与胃癌患者尿

中核苷含量的差异, 应用Spearman等级相关检

验分析尿中核苷含量与肿瘤体积、淋巴结转移

及肿瘤分化程度的相关性. 结果显示胃癌患者

尿中15种核苷的平均含量除m5U外, 其余14种
皆明显高于健康人(P <0.05), 健康人尿中核苷

水平的变异较小, 而胃癌患者尿中核苷的变异

较大; 其中I(次黄嘌呤核苷)与肿瘤大小、淋巴

结转移正相关, X(黄嘌呤核苷)与肿瘤淋巴结转

移正相关. 此次实验中48例胃癌患者25例同时

接受血清CEA的检测. 胃癌患者尿中14种核苷

的阳性率分别为Pseu 45.0%, C 15.0%, U 10.0%, 
m1A 55%, I 40.0%, G 20.0%, X 40.0%, m1I 
55.0%, m1G 45.0%, ac4C 25.0%, m2G 47.5%, A 
35.0%, m22G 50.0%, m6A 17.5%. 再以这14种核

苷浓度作为数据矢量结合主成份分析-投影判别

法区分正常人和胃癌患者, 63%的胃癌患者被识

别, 明显高于CEA检测的阳性率12%. 此实验探

讨修饰核苷作为胃癌肿瘤标志物的可行性, 说
明尿中修饰核苷的检测可用于胃癌早期诊断及

进展程度的监测.
4.2.3 结肠癌: Qiu et al [46]在用1, 2-二甲肼诱导的

结肠癌前病变大鼠模型中, 将收集的尿样用水

相ECF衍生试剂处理, 用GC/MS技术分析尿中小

分子代谢物代谢轮廓. 结果表明代谢组学方法

在结肠癌前病变诊断中的潜在价值, 此方法的

分析变异度小于鼠尿样的生物学变异度, 从而

证明GC/MS的代谢组学方法用于分析大规模变

化的代谢产物是可信的, 可用于研究人的病理

学, 包括疾病的发生、发展和死亡.
Feng et al [47]的临床研究通过尿核苷检测探

讨其对结直肠癌病理特征的关系. 研究中将实

验对象分为三组: 结直肠癌组(42例, 全部经病理

检查明确诊断), 癌前病变组(10例, 经病理证实

的绒毛状腺瘤)和正常对照组(62例). 收集术前

随机尿样标本, 提取尿中核苷, 并用高效液相色

谱分离分析, 用主成份分析法判断14种核苷对

结直肠癌的诊断敏感性. 使用t检验, Spearman检
验判断核苷与结直肠癌临床病理特征的相关性. 
结果显示: (1)结直肠癌诊断敏感性为81%, 癌前

病变诊断敏感性为60%, 正常组中57例被正确识

别, 特异性为92%. (2)结直肠癌组Pseu、m1G与

肿瘤面积呈正相关, m1A、ac4C与Dukes分期呈

正相关. 提示Pseu、m1G、m1A和ac4C可能与结

直肠癌的预后相关. (3)结直肠癌组尿中Pseu、
C.m1A、mU、m22G、I、m1G、ac4C、m6A
等9种核苷浓度显著高于对照组, 癌前病变组中

Pseu、C.m1A、mU、m22G、I、m1G等7种核

苷浓度亦显著升高, 说明代谢组学技术检测尿

核苷对结直肠癌的诊断具有以下优势: 敏感性

高; 具有早期诊断价值; 可协助判断预后; 具有

较高特异性.
Feng et al [48]还探讨尿核苷检测在结直肠癌

手术治疗监测中的应用. 实验采用反相高效液

相色谱法检测52例结直肠癌患者术前1 d与术

后8 d尿中14种正常与修饰核苷水平, 同时以62
例健康人作对照, 并与传统肿瘤标志物CEA、

CA19-9、CA125、AFP相比较, 结果显示尿核苷

诊断结直肠癌敏感性为76.9%, 与CEA(38.5%)、
CA19-9(40.4%)、CA125(15.4%)及AFP(17.3%)
相比差异有统计学意义. 且结直肠癌组40例行

根治性手术前后尿核苷浓度有显著降低, 术前

Pseu、m1G、m1A、m22G浓度与肿瘤大小成正

相关, 其中Pseu和m1G敏感性高, 且与肿瘤病理

分期相关, 从而说明尿核苷在结直肠癌诊断, 手
术治疗以及随访中的临床实用价值, 有望成为

结直肠肿瘤新型标志物, 其中Pseu和m1G更具临

床应用前景. 
4.3 治疗预后 代谢组学通过对药物毒理学及药

物代谢动力学方面的研究, 检测出药物引起的

内源性代谢物变化, 更直接地反映体内生物化

学过程和状态的变化, 并通过认识体液代谢指

纹图谱变化原因, 阐明药物作用靶点或受体, 指
导抗肿瘤细胞药物的个体化治疗, 以及评价临

床疗效和安全性[2,6].
氟尿嘧啶广泛用于转移性胃癌的化疗 . 

5-FU代谢途径中酶活性差异能影响其代谢范围

和化疗效能. Ichikawa[49]在综述中讨论了遗传因

素对氟尿嘧啶治疗效果的影响. 结果表明5-FU
代谢途径中有关酶: 胸核苷酸合酶、二氢嘧啶

脱氢酶、胸苷磷酸化酶及乳清酸磷酸核糖苷转

移酶的基因阳性表达与FU化疗转移胃癌的疗

效相关. 这些候补基因与其他被识别的基因, 将
来有可能准确预测化疗预后. Nakayama et al [50]

在试验中应用HPLC和GC/MS技术测量尿中嘧

啶代谢产物和血浆中5-FU水平, 通过对比尿中

二氢尿嘧啶比和po  5-FU类似物患者5-FU血浆

■应用要点
本文总结了代谢
组学技术在消化
道肿瘤的病因、
预 防 、 早 期 诊
断、治疗、预后
以及个体化治疗
等各个方面的研
究进展. 特别是在
早期诊断方面. 有
望突破传统的诊
断标准, 有较好的
临床应用价值.
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浓度, 阐明了二氢嘧啶脱氢酶(DPD)缺陷在避

免5-FU严重毒性反应中的重要性, 并用来评价

胃和结直肠癌患者. 试验对象为14例胃癌和结

直肠癌术后患者, 分为替加氟治疗组和优福定

治疗组以及非治疗组. 尿中UH2(二氢尿嘧啶)、
Ura(尿嘧啶)水平用HPLC法测定, 血浆中5-FU
水平用GC/MS法测定. 结果5-FU类似物治疗组

UH2/Ura和非治疗组UH2/Ura比值可明显提示

尿中Ura与血浆中5-FU浓度呈负相关. 结论是无

论尿中Ura,  治疗组UH2/Ura还是非治疗组UH2/
Ura均能预测血浆中5-FU浓度或DPD缺乏. 从而

说明UH2/Ura比值是预测5-FU分解代谢缺陷危

险性的重要可能性.
甲基卟啉蕃蓣皂甙(MPD), 一种呋喃甾醇

皂甙, 是一临床前药物, 对非粒细胞白血病和

实体瘤的大部分细胞系具有抗增殖活性能力. 
He et a l [51]用代谢组学的方法识别出大鼠尿中

MPD代谢产物, 并显示出其中部分代谢物的抗

肿瘤细胞增殖能力. 用高分辨MS、NMR(包括

1H-NMR, 13C-NMR, 2D-NMR)技术以及化学方

法识别蕃蓣皂甙等10个代谢产物. 蕃蓣皂甙是

MPD在鼠尿中主要代谢产物, 结果表明某些代

谢产物体外对肝细胞系HepG2、NCI-H460、人

乳癌细胞系MCF-7和海拉癌细胞株具有抗增殖

活性.

5  结论

代谢组学作为系统生物学中一个新的分支, 正
处于迅速发展的阶段. 代谢组学以其独特的视

角, 从生物代谢层面进行研究, 以小分子代谢化

合物为研究对象, 采用高通量, 高分辨率的化学

分析技术, 并结合化学计量统计方法, 研究生物

体的整体代谢变化, 在生物学各个领域均有广

泛的研究和应用. 以核磁共振、色谱、质谱以

及毛细管电泳等为主的代谢组学技术, 结合各

种化学计量统计方法, 可以描绘出生物体内海

量小分子代谢化合物的代谢轮廓, 从而进行代

谢物靶标分析、药物靶点鉴定、阐明药物代谢

动力学及毒理学特点, 在消化道肿瘤的早期诊

断、病因、预防研究和个体化治疗等各个方面

的研究均有很大的发展潜力. 然而代谢组学在

消化道肿瘤方面的研究尚处于发展阶段, 还需

各技术之间的联用和优化组合, 实验方法的选

择和优化, 以及开发完善消化道肿瘤代谢物组

数据库, 与其他组学相结合, 才能对消化道恶性

肿瘤进行多角度、多层次的整体研究, 全面阐

明消化道肿瘤的发病机制, 寻找消化道肿瘤早

期诊断有效的肿瘤标志物, 以提高消化道肿瘤

患者治疗疗效.
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Abstract
AIM: To investigate the dynamic expression 
o f  t h e e n t i r e  h e p a t i c  g e n o m e d u r i n g 
hepatocellular carcinoma (HCC) development, 
and the clinical values of heat-shock protein 
g p 9 6 f o r e a r l y d i a g n o s i s o f H C C a n d 
estimating its prognosis. 

METHODS: A rat hepatoma model was induced 
with 0.05% 2-acetamidoflurene (2-FAA) in male 
Sprague–Dawley rats. Morphological changes 
were observed by pathological examination (HE 
staining). Total RNA was extracted from fresh 
liver tissues and analyzed by oligonucleotide ar-
ray during liver carcinogenesis. Total RNA was 
transferred into cDNA by reverse transcription, 
and the gene fragment of gp96 was amplified by 
nested RT-PCR. 

RESULTS: Histological examination suggested 
hepatocytes in rats fed with 2-FAA showed 
vacuole-like denaturation at an early stage, 
then dysplastic nodules appeared at the middle 
stage, and finally progressed to cancerous nest 
tubercles, all of which were highly differentiated 
during HCC development. gp96 increased three-
fold in the liver of rats with HCC, in contrast 
with that of normal rats. gp96 mRNA in the liver 
of rats with denatured, precancerous and can-
cerous tissues increased in contrast with that in 
normal tissues(90.9%, 100%, 100% vs 16.67%, P < 
0.05). 

CONCLUSION: Alterations in the entire genome 
pattern and gp96 overexpression are observed 
during HCC development. gp96 may be a use-
ful molecular marker for early diagnosis of HCC 
and prognosis estimation. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Heat-shock 
protein gp96; Oligonucleotide array; Nested RT-PCR

Wu XH, Yao DF, Su XQ, Huang H, Qiu LW, Wu W. 
Dynamic expression of entire hepatic genomes and heat-
shock protein gp96 abnormality during development of 
hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(1): 76-80

摘要
目的: 探讨肝细胞癌变过程中基因表达谱的
动态变化, 观察热休克蛋白(HSP)gp96表达
及其在肝癌早期诊断及判断预后方面的临床 
价值.  

方法: 以2-乙酰氨基芴(2-FAA, 0.05%)喂饲SD
大鼠诱发肝癌发生, 观察肝病理组织学(HE染
色)改变, 用全基因组芯片分析肝基因表达谱
的动态变化, 以巢式逆转录酶链反应扩增gp96
基因片段. 

结果: SD大鼠在喂饲2-FAA后, 肝细胞在诱癌
早期发生颗粒样变性, 中期出现不典型增生, 
后期见大量癌巢结节. 肝癌发生过程中大鼠
肝基因表达谱明显改变, 与对照大鼠比较, 癌
变大鼠gp96上调3倍; 诱癌变过程中, 肝组织
gp96 mRNA表达明显增加, 变性组, 癌前组和

®

■背景资料
肝癌 (HCC)防治
是全世界的医学
难题, 正常肝细胞
发生癌变是一个
多病因、多步骤
及多因子协同的
复杂过程 .  晚期
HCC切除后复发
率高, 易转移, 所
以早期诊断、早
期治疗显得尤为
重要. HSPgp96由
于其独特的分子
伴侣功能, 在细胞
周期调节、DNA
损伤的控制、基
因产物的代谢和
癌变方面起着重
要的作用. 
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癌变组的肝组织中gp96基因表达均明显高于
正常对照组(90.9%, 100%, 100% vs  16.67%, 
P <0.05). 

结论: 肝细胞癌变过程中基因表达谱明显改
变, 其中gp96 mRNA呈过度表达, 其分析有利
于肝癌的诊断和预后判断.

关键词: 肝细胞癌; 热休克蛋白gp96; 基因芯片; 巢

式逆转录酶链反应
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是由病

毒、化学致癌物等多病因作用以及经启动、促

进、演变等多阶段的发病过程, 因癌基因或癌相

关基因激活、抗癌基因失活或胚胎期某些基因

重新复活等诸多因素引起肝细胞生长失控, 出
现持续增殖而致癌变, 与基因调控和表达密切

相关[1]. 目前在肝癌的早期诊断方面缺乏金标准, 
寻找确实有效的肿瘤标志物以尽早发现肝癌并

监测其转归一直是肿瘤学研究领域的重要课题. 
HSP通过多种途径参与细胞生长繁殖, 可与许多

癌基因、抑癌基因的产物相互作用, 参与肿瘤

细胞周期调控和凋亡, 在肿瘤的发生发展中发挥

重要作用[2]. 依据分子量的不同可分为HSP70和
HSP90等, gp96属于HSP90家族[3]. gp96在不典型

性增生和HCC中的检出率高于HSP70[4], 但gp96
在肝癌发生过程中的动态改变及其机制尚不清

楚. 我们以2-FAA诱发大鼠肝癌发生制作动物模

型, 以寡核苷酸全基因组芯片技术进行高通量

分析肝癌发生发展中的基因动态表达, 重点观察

gp96在肝细胞癌变发生过程中的表达特点与改变.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Sprague-Dawly(SD)大鼠48只,由南通

大学实验动物中心提供, 体质量120-160 g, 随机

分为8组, 每组6只. 任选一组为对照组, 其余为

实验组(其中一组为备用鼠, 用以替换实验期间

死亡鼠). 对照鼠给予一般颗粒饲料; 其余各实验

鼠以2-FAA制作的颗粒饲料作恒环境饲养, 按文

献[4]方法制备肝癌模型, 每2周处死一组实验鼠

和一只对照鼠, 留取部分肝组织作病理学检查

(HE染色)及组织匀浆的制备.

1.2 方法 
1.2.1 标本与分组: 分别留取实验鼠及对照鼠新

鲜肝组织约200 mg混合为癌前病变组、鼠肝

细胞癌变组及正常鼠肝组、胎鼠肝组织, 浸泡

于RNAlater中, 4℃过夜后再去除最上层液体, 
-20℃保存. 
1.2.2 DNA合成: 以TRIzol法制备肝组织总RNA, 
在岛津UV-2201型紫外分光光度计上测定A 260和

A 280值, 检测RNA纯度并换算总RNA浓度(μg/mg
组织). 纯化后合成双链cDNA(Affymetrix one-
cycle cDNA Synthesis Kit)并纯化, IVT(in vitro 
transcription)合成cRNA(GeneChip IVT Labeling 
Kit), 纯化后定量、检测. 
1.2.3 杂交与检测: cRNA片段化, 标记后的产物

cRNA与表达谱芯片(900505-PART大鼠全基因

组芯片, affymetrix公司)进行杂交. 杂交完毕, 将
载体上未结合的多余cRNA片段洗去. 最后对载

体进行激光共聚焦扫描, 微阵列上各点的荧光

强度经过光电倍增管放大和扫描软件的处理后

得到各点的信号值. 用GCOS软件进行数据分析 
处理. 
1.2.4 引物设计及基因扩增: 按gp96基因序列

(NM001012197), 于第1634-2037号核苷酸之间

设计引物 ,  由上海生工生物技术服务有限公

司合成. 外部引物为gp96-P1: 5'-ACACGGCTT 
GCTAAACTTCT-3'(nt1634 -1653); gp96-P2: 
5 ' - A C T A C A G T C T G C G G T  C C A A A -
3'(n t2018-2037), 产物大小为404 bp. 内部引

物: gp96-P3: 5'-GAATCTTCTCCGTTTGTTGA-
3'(nt1772-1791); gp96-P4: 5'-TGCTTCCCGACTTT 
CTTTAC-3'(n t1935-1954), 扩增产物183 bp. 
内参引物 ,  G A P D H-P1: 5 ' -G G C T G C C AT 
TTGCACTGGCAA-3'和5'-TGCCDTGAGTGG 
AGTCATACTG-3', 扩增产物为104 bp. 第1阶段

PCR以外部引物和cDNA为模板, 扩增程序为: 
94℃预变性5 min; 94℃, 30 s; 50℃, 30 s; 72℃, 1 
min, 循环38次; 72℃总延伸10 min, 4℃保存. 扩
增产物经20 g/L琼脂糖电泳和溴化乙锭染色, 在
302 nm紫外光照射下判别扩增结果.
统计学处理 以Stata7.0统计软件进行分析

和处理数据, 以P <0.05表示差异有显著性.

2  结果

2.1 诱癌过程中肝病理组织变化特征 在2-FAA
诱癌过程中, 大鼠肝细胞在形态学上发生明显

变化. 病理组织学检查发现: 在诱癌早期, 肝外

■研发前沿
近年发现H S P s
与肿瘤发生、发
展、生物学行为
及其预后有较密
切的关系, 与肿瘤
增殖实验结果证
实, 热休克蛋白与
肿瘤增殖存在一
定关系, 但在肝细
胞性肝癌组织中
的表达情况至今
尚未见详细报道. 
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表呈灰黄色, 表面增粗, 肝细胞胞质出现颗粒样

变性, 偶见大的异型胞核; 中期阶段, 少数区域

有结节形成趋势, 肝板细胞层次增多, 局灶细胞

层次超过3层, 细胞核染色质增粗, 核浆比例增

大; 在诱癌后期, 可见肝组织结构消失, 肝细胞

排列成巢状、粗条索状, 细胞核中等大, 核染色

质增粗, 核浆比例增大(图1). 
2.2 肝癌形成过程中大鼠基因表达谱的变化 肝
组织中制备的总RNA经12 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
结果提示从肝癌模型鼠中制备的总RNA质量高, 
无降解现象. 肝癌形成过程中大鼠基因表达谱

的改变情况见表1, 在所分析的大鼠28 000个基

因中, 与正常对照相比, 癌前组1179个基因上调 
(SR值: Signal Ratio)大于2倍, 268个大于8倍, 癌
变组1371个上调大于2倍, 312个大于8倍. 癌变

组与正常组比较: 明显改变的基因主要涉及细

胞周期相关基因、与信号转导相关基因、肿瘤

转移相关基因、凋亡抑制基因、抑癌基因及黏

附分子等, 其中包括上调基因gp96, 与正常大鼠

比较, 癌变大鼠gp96上调3倍(表1, 表2).
2.3 gp96基因扩增及检测灵敏度 以自行设计的

巢式RT-PCR方法, 对大鼠肝癌组织中的gp96
基因片段进行扩增. 扩增结果与原设计的基因

片段大小一致, PCR终产物为183 bp. 在变性大

鼠、癌前及癌变大鼠可检出图谱清晰的gp96基
因扩增区带. 取癌变组肝组织总RNA(2 mg/L)分
别作102-107倍稀释, 经巢式RT-PCR扩增后, 在总

RNA为2 ng/L以上时均可见阳性区带(图2). 
2.4 诱癌过程中大鼠肝gp96基因扩增 在2-FAA
的诱癌过程中, 大鼠肝细胞在形态学上发生明

显变化, 在正常对照、变性组、癌前组和癌变

组的肝组织中, gp96基因片段的扩增结果明显

不同, 其检出率: 变性组为90.9%(20/22), 癌前

组和癌变组均为100%, 而正常对照大鼠仅为

16.67%(1/6). 在肝细胞发生变性的肝组织中

gp96基因表达已明显高于正常对照组(P <0.05).

3  讨论

HSP是机体细胞在一些应激原诱导下激活HSP
基因, 高效表达的具有高度保守性质的一组蛋

白质, 与多种蛋白形成复合体, 陪伴蛋白分子在

细胞内转运、跨膜, 参与蛋白的折叠与伸展、

多聚复合体的组装, 发挥其调节靶蛋白的作用, 
但又不改变靶蛋白的结构, 故HSPs被称为“分

子伴侣”(molecular chaperone)[5]. 
肿瘤的发生发展是一个多因素多步骤的过

程, 除与细胞增殖失控和细胞分化异常外, 另一

重要原因是发生转化的细胞不能正常凋亡. 有
文献报道H S P通过影响增殖必需的蛋白的构

象而参与细胞周期调节, 这些蛋白包括C-fos、
C-myc、src、p53和Rb等[6]. 此外, HSP还通过抑

制凋亡激活基因p 53、Bax的表达以及抑制氧自

由基的生成而抑制凋亡促进增殖, 参与肿瘤的

发生发展过程. 研究发现HSP在某些肿瘤组织中

的表达与在正常组织中的表达不同, 并且在某

些肿瘤中会出现针对某些HSP的自身抗体. 通过

肿瘤组织中HSP或其特异性抗体的测定可对肿

瘤进行诊断和风险预报[7]. 
基因芯片是指将许多特定的寡核苷酸片段

■创新盘点
1 成功地制作肝
癌动态研究模型, 
以最先进的基因
芯片技术发现在
肝癌发生过程中
鼠肝基因表达谱
改变情况. 
2  以自行设计的
巢式RT-PCR法 , 
对大鼠肝组织中
的gp96基因片段
进行扩增, 方法检
出的最低灵敏度
是2 ng/L. 

表  1  肝细胞癌变过程中大鼠全基因表达谱比较与分析

     
分组

                        基因上调(SR值)              基因下调(SR值)

                                  ≥8          ≥2                 ≥8           ≥2

胎肝与癌前组        292        1149              318        1546

胎肝与癌变组        559        1821              425        2072

胎肝与正常组        483        1439              234        1464

癌前与癌变组        132        1269              116          629

癌前组与正常        268        1179                57          767

癌变组与正常        312        1371               201       1355

A B C

图  1  诱癌过程中肝组织病理学变化. A: 早期; B: 中期; C: 后期. 
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■应用要点
探讨肝细胞癌变
过程中基因表达
谱的动态变化 , 
对 癌 变 过 程 相
关基因HSPgp96 
mRNA表达状态
进行分析, 建立新
的既方便, 又易推
广, 灵敏度高的肝
癌标志物用于肝
癌的早期诊断、
肝癌发生高危人
群的普查、术后
肝癌复发或远处
转移的监测.

或基因片段有序地高密度地排列固定于支持物

上, 待测的样品核酸分子经过标记, 与固定在载

体上的DNA阵列中的点按碱基配对原则同时进

行杂交. 通过激光共聚焦荧光检测系统等对芯

片进行扫描, 检测杂交信号强度而获取样品分

子的数量和序列信息, 用计算机软件进行数据

的比较和分析, 从而对基因序列及功能进行大

规模、高通量的研究. Chuma et al [8]对7例早期

病例、7例进展期病例及其对应的非肿瘤组织

通过基因芯片作比较, 在分析的近12 600基因

中, 有95个基因在早期HCC和癌前病变中不同, 
有92个基因在早期HCC和进展期HCC中改变. 
我们对肝细胞癌变过程中大鼠全基因表达谱尤

其gp96基因用芯片技术进行比较分析, 发现在

研究的28 000个基因中, 癌前组1179个基因上调

大于2倍, 268个大于8倍, 癌变组共有3208个基

因上调, 其中1371个上调大于2倍, 312个大于8
倍, 涉及细胞周期相关基因、与信号转导相关

基因、肿瘤转移相关基因、凋亡抑制基因、抑

癌基因及黏附分子等, 其中包括上调基因gp96. 
与正常大鼠比较, 癌变大鼠gp96上调3倍. Tanaka 
et al [9]通过Northern blot分析表明, 与邻近正常

肝组织或非HCC患者肝组织相比, HCC中gp96 
mRNA上调. 我们通过自行设计的2对引物, 采用

了巢式逆转录聚合酶链反应, 通过第一阶段PCR
为第二阶段反应探索了条件, 同时也提高了产

物的特异性. 结果表明, 正常大鼠gp96 mRNA检

出率仅为1/6(16.67%),变性组为20/22(90.91%), 
癌前组该基因的检出率已达100%, 与正常鼠比

较均有统计学意义(P <0.05). gp96以癌基因的角

色参与HCC的发生发展[10]. 

本研究肝癌模型中, 随着肝细胞癌变的发

生, gp96逐渐升高, 虽正常肝组织也有gp96表达, 
但癌变肝组织明显过表达, 且在变性组gp96水
平已明显上调, 提示gp96表达增高是肝细胞癌

变过程中的早期事件. 
化学诱癌是一个多阶段过程, 其根本原因

在于致癌物诱导的原癌基因的激活和抑癌基

因的失活, 可使调控发生异常改变[11]. 正常细胞

中HSP90是受细胞周期调控的, 但在肿瘤细胞

中HSP90呈持续的高诱导表达不需要应激, 突
变的或不正常的蛋白质的存在刺激HSP90的合 
成[12]. gp96为HSP90家族成员, 推测由于致癌剂

对肝细胞的毒性作用, 使某些基因发生突变引

起的, 刺激gp96表达, 通过gp96的抑制凋亡作用

保护细胞促进恶性转化. 肿瘤细胞是增殖旺盛

的永生化细胞, 需要更多gp96充当分子伴侣来

协助HCC发生发展中相关分子功能的执行. 因
此gp96的升高可能是致癌物作用下gp96促进肿

表  2  与正常组比较, 癌变组明显上调的基因

     
Accession numbers                                          protein                                                               SLR(= log2

cy5/cy3)

BI274917                   Laminin, alpha5                                                                                    5.9

NM031511                insulin-like growth factor 2                                                                  3.8

NM012912                activating transcription factor 3, ATF3                                                  3.6

BG376410                 tumor-associated calcium signal transducer 1                                    3.6

BI289940                   hepatoma-derived growth factor related protein3, HDGFRP3            3.2

BG057543                 tumor rejection gp96                                                                            3

AA963751                 tumor necrosis factor receptor superfamily, member17                      2.7

BM384099                N-myc downstream regulated gene1                                                  2.2

BG375362                 latent transforming growth factor beta binding protein4                      2

NM012967                intercellular adhesion molecule1                                                          2

NM013043                transforming growth factor beta1 induced transcript 4                        1.7

BE099050                 nuclear factor L/B                                                                                  1.5

NM012493                alpha-fetoprotein                                                                                 1.4

M        1        2       3        4       5

183 bp
104 bp

   gp96 
GAPDH

灵敏度

10-7 10-6 10-5  10-4 10-3  10-2

183 bp

图  2  gp96扩增产物电泳图(上)及灵敏度比较(下).



www.wjgnet.com

80                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年1月8日      第16卷      第1期

瘤发生的结果[13]. 本文中变性组gp96开始上调, 
提示gp96可用于HCC的早期诊断[14]. 

本文以肝癌模型从基因水平观察肝细胞癌

变过程中gp96的动态改变, 肝癌发生过程中变

性组gp96 mRNA开始增高, 癌变组中gp96过表

达, 提示gp96参与HCC的发生. 对高危人群动态

监测gp96的变化既有利于HCC的早期诊断, 又
可用于判断患者的病情变化指导临床用药和预

后评估.
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Abstract
AIM: To explore the effects of expression of the 
apoptosis-related proteins Bad, Bax and Bid on 
the progress of non-alcoholic steatohepatitis 
(NASH) in mice.

METHODS: Experimental NASH models were 
established by feeding mice with a high fat, me-
thionine and choline deficient (MCD) diet (MCD 
group). Control animals were fed a choline-me-
thionine supplemented diet (control group). He-
patic steatosis, inflammation and fibrosis were 
graded by routine H&E staining in liver sections. 
The levels of proapoptotic-related proteins, such 
as Bad, Bax and Bid, were determined by West-
ern blot.

RESULTS: Mice fed the MCD diet exhibited 

mild steatosis at day 10, moderate steatohepati-
tis at week 3 and severe steatohepatitis at week 
8, as detected by H&E staining, in parallel with 
a rise in the levels of transaminases. Hepatic 
expression of Bad and Bax proteins was more 
pronounced from day 10, and continued to rise 
until week 3 and 8 in the MCD group compared 
with the control group (P < 0.05, P < 0.01 and 
P < 0.05, respectively). Moreover, Bid was acti-
vated through hydrolyzation and up-regulated 
by day 10, week 3 and week 8 (P < 0.01).

CONCLUSION: Combined expression of the 
proapoptotic proteins Bad, Bax and Bid may be 
involved in the progression of MCD-induced 
steatohepatitis.

Key Words: Non-alcoholic steatohepatitis; Apopto-
sis; Bad; Bax; Bid

Nan YM, Hu YL, Fu N, Wu WJ. Novel effect of the 
proapoptotic proteins Bad, Bax and Bid in non-alcoholic 
steatohepatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(1): 
81-85

摘要
目的: 探讨细胞凋亡相关蛋白B a d、B a x和
B i d表达在小鼠非酒精性脂肪性肝炎(n o n-
alcoholic steatohepatitis, NASH)中的作用.

方法: 采用胆碱-蛋氨酸缺乏、高脂(high fat, 
methionine and choline deficient, MCD)饮食
建立小鼠NASH模型(实验组), 以胆碱-蛋氨
酸充足饮食设立对照组. HE染色观察肝脏脂
肪变、炎症活动和纤维化程度; 采用Western 
blot检测Bad、Bax和Bid蛋白表达.

结果: MCD饮食喂养小鼠10 d可见轻度肝脂
肪变, 3 wk形成中、重度肝脂肪变及明显的炎
性细胞浸润, 8 wk肝脂肪变、肝细胞坏死、炎
性细胞浸润加重, 或伴有轻度肝纤维化. 血清
丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotransferase, 
A LT)水平随肝损伤加重而进行性升高. 10 
d、3 wk和8 wk实验组小鼠肝组织Bad和Bax
蛋白表达显著高于对照组(P <0.05、P <0.01
和P <0.05); 造模10 d实验组小鼠Bid蛋白活
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■背景资料
随着生活水平的
提高, 非酒精性脂
肪性肝炎的发病
率逐年上升. 有关
N A S H的发病机
制的研究成为热
点. 细胞凋亡在各
种肝病的发生中
起重要作用, 亦可
能为N A S H发生
及进展的关键因
素. 



化, 10 d、3 wk和8 wk表达均显著高于对照组 
(P <0.01).

结论: MCD饮食可导致小鼠NASH, 诱发细胞
凋亡调节蛋白Bad、Bax和Bid表达上调.

关键词: 非酒精性脂肪性肝炎; 凋亡; Bad; Bax; Bid
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0  引言

细胞凋亡为急、慢性肝病的主要特征之一, 近
年研究发现, 肝细胞凋亡是单纯性脂肪肝向脂

肪性肝炎进展“二次打击”机制中的重要肝

损伤表现 [1-3], 与炎症程度和纤维化进展相关. 
细胞凋亡途径包括内源性和外源性两条途径, 
均存在于非酒精性脂肪性肝炎(non-alcohol ic 
steatohepatitis, NASH)发生和发展过程中[4-5]. 细
胞凋亡受多种凋亡基因调节, 如B细胞淋巴瘤/白
血病-2基因(B-cell lymphoma/leukemia -2 gene, 
Bcl-2)家族中Bcl-2、Bcl-xL蛋白具有抗凋亡作

用, 而Bad、Bax和Bid等具有促凋亡作用[6]. 目
前, 关于Bad、Bax和Bid在NASH发病机制中

的作用研究尚少. 我们采用高脂、胆碱-蛋氨酸

缺乏(high fat, methionine and choline deficient, 
MCD)饮食建立小鼠NASH模型, 以探讨上述促

细胞凋亡基因表达与NASH进展的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂C57BL6/J小鼠40只, 周龄7-8 wk, 
体质量20-25 g, 购于中国医学科学院实验动物研

究所. 胆碱-蛋氨酸缺乏的高脂饲料和胆碱-蛋氨

酸充足的饲料为ICN生物医学化学药品公司产

品. 兔抗鼠Bad、Bax和Bid mAb、鼠抗鼠β-actin 
mAb以及辣根过氧化物酶标记的抗兔、抗鼠多

克隆抗体购于Santa Cruz公司.
1.2 方法 
1.2.1 造模和采集标本: 按文献报道[2]建立实验

模型, 将实验所用40只小鼠随机分为4个实验组

和4个对照组, 每组5只. 分别采用MCD饲料和胆

碱-蛋氨酸充足的饲料喂养2 d、10 d、3 wk和8 
wk, 处死小鼠, 留取血清和肝组织标本. 部分肝

组织经40 g/L甲醛固定, 备做病理切片. 其余肝

组织采用液氮快速冷冻、-80℃保存, 以备蛋白

提取. 
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1.2.2 测定ALT: 采用处死实验小鼠的当日血清, 
以Olympus AU2700全自动生化分析仪速率法检

测, 试剂为日本第一化学药品株式会社产品.
1.2.3 观察肝组织病理学: 石蜡包埋, 常规组织

切片(5 μm), HE染色, 光镜下观察肝组织学变

化, 参照《非酒精性脂肪性肝病诊疗指南》[7]及

2001年《病毒性肝炎防治方案》[8], 肝脂肪变分

为4度(F0-4), 炎症活动度分为3级(G0-3), 肝纤维

化分为4期(S0-4).
1.2.4 检测Bad、Bax和Bid蛋白表达和激活水平: 
采用Western blot实验, 提取肝组织蛋白匀浆, 以
紫外分光光度计(750 nm)测定蛋白浓度. 取含60 
μg蛋白肝组织匀浆, 变性处理后经120 g/L SDS-
PAGE电泳分离, 4℃条件下经2-3 h将蛋白电转

移至硝酸纤维素膜, 置膜于含50 g/L脱脂牛奶中

(TBST缓冲液稀释)封闭1 h. 分别加入特异性兔

抗鼠Bad、Bax和Bid mAb(1∶500稀释)、鼠抗

鼠β-actin mAb及辣根过氧化物酶标记的抗兔、

抗鼠多克隆抗体(1∶5000稀释)进行免疫反应, 
以增强化学发光显色系统显色, 超敏胶片曝光, 
以β-actin为内参照.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用SPSS10.0统计软件进行检验, 数据比较采用t
检验, P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 ALT水平和肝组织学 对照组小鼠ALT正常, 
肝组织学无异常变化(图1A). 实验组小鼠2 d 
ALT轻度增高, 肝组织学无明显异常; 造模10 d 
ALT明显增高, 形成大泡性轻度肝细胞脂肪变

(F1, G0-1, S0)(图1B); 随造模时间延长, 至3 wk
和8 wk肝脏功能严重受损, ALT显著异常, 肝组

织学呈现中、重度肝细胞脂肪变, 分别伴有点

状或灶状肝细胞坏死、炎性细胞浸润和不同

程度肝纤维化(分别为F2-3, G1-2, S0-1和F3-4, 
G2-3, S1-2)(表1, 图1C).
2.2 实验组小鼠Bad、Bax和Bid的表达 实验组小

www.wjgnet.com

■研发前沿
本 文 建 立 小 鼠
NASH模型, 着重
研究细胞凋亡相
关蛋白Bad、Bax
和Bid的表达在非
酒精性脂肪性肝
炎中的作用机制, 
明确细胞凋亡为
N A S H发病的重
要环节.

表  1  两组小鼠血清ALT水平(mean±SD, n  = 5)

     
分组

	                                    ALT(U/L)

	         2 d               10 d             3 wk            8 wk

对照组           29.8±        18.4±        34.8±       65.8±

                      29.6             6.0            24.0           50.0

实验组         136.8±      328.0±      296.8±      470.6±

                    108.2            71.3          171.3         147.7

P                  0.0600         <0.0001     0.0023        0.0013
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鼠肝组织Bax和Bad蛋白表达水平于造模10 d、
3 wk和8 wk均高于对照组, 差异具有统计学意义

(P <0.05、P <0.01和P <0.05). 实验组小鼠Bid蛋白

10 d、3 wk和8 wk明显活化, tBid蛋白表达明显

增高(P <0.01), 对照组小鼠Bid蛋白活化不明显

(P >0.05)(图2-4).

3  讨论

NASH为单纯性脂肪肝向肝硬化发展的重要阶

段[9], 建立快速、复制率高的NASH模型, 探讨其

发病的分子生物学机制, 对阻止单纯性脂肪肝发

生脂肪性肝炎以及向肝硬化的进展具有重要意

义. 本实验采用MCD饮食成功诱导NASH小鼠模

型, 表现为血清ALT升高、肝组织学上有肝细胞

脂肪变、坏死、炎症细胞浸润或伴有肝纤维化, 
且随造模时间的延长肝损伤呈进行性加重.

细胞凋亡是细胞基因调控、维持内环境稳

定的一种自主性细胞死亡, 是维持人体正常生

理功能的必需过程, 其中存在由Bcl-2家族调节

的线粒体凋亡途径[1]和Fas-L/Fas介导的外在细

胞凋亡途径[3]. Bcl-2家族成员通过形成不同形

式同源或异源二聚体对细胞凋亡产生抑制或促

进作用. 其中Bax-Bax同源二聚体诱导细胞凋亡, 
Bcl-2通过与Bax形成Bcl-2-Bax异源二聚体抑制

细胞凋亡. 因此, Bcl-2与Bax的比例决定细胞凋

亡是否发生. Bad蛋白与Bcl-xL结合作用强于与

Bcl-2结合, 其功能为通过与Bcl-xL-Bax二聚体

中Bcl-xL结合, 置换出游离Bax, 进一步形成Bax-
Bax同源二聚体而启动细胞凋亡[10]. 同时, Bid蛋
白经caspase-8水解形成活性分子tBid, tBid向线

粒体转位, 一方面通过激活促凋亡蛋白Bak发生

寡聚化, 另一方面与Bax相互作用使其构象改变

而插入线粒体膜, 通过在线粒体外膜形成跨膜

通道, 或开启线粒体通透性转换孔(permeability 
transition pore, PTP)引起线粒体跨膜电位下降和

细胞色素C释放, 进一步激活下游caspase级联反

MCD
     2 d                       10 d                        3 wk                         8 wk
+            -             +             -             +              -             +             -

Bad(28 kDa)

MCD
     2 d                       10 d                        3 wk                         8 wk
+            -             +             -             +              -             +             -

Bax(23 kDa)

MCD
     2 d                       10 d                        3 wk                         8 wk
+            -             +             -             +              -             +             -

tBid(15 kDa)

Bid(25 kDa)

β-actin(42 kDa)

MCD
     2 d                       10 d                        3 wk                         8 wk
+            -             +             -             +              -             +             -

图  2  肝组织Bad、Bax和Bid蛋白表达情况. MCD+: 对照组; MCD-: 实验组.

←

←

←

←

←

图  1  各组小鼠肝脏组织学改变
(HE200×). A: 对照组; B: 实验组
10 d; C: 实验组8 wk, 绿箭头示脂

肪变肝细胞, 黄箭头示肝细胞坏

死及炎性细胞浸润.

←
←

A B C ■创新盘点
本 文 所 采 用 的
N A S H动物模型
具有复制率高、
模型建立迅速、
具备人类N A S H
病理特征, 是目前
国际公认的最理
想的N A S H动物
模型, 可于较短时
间内形成以大泡
性为主的脂肪肝
模型, 并随造模时
间延长可进展为
脂肪性肝炎、肝
纤维化和肝硬化
等系列病变.
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应导致细胞凋亡[11-12].
本实验结果显示, MCD饮食喂养小鼠10 d-8 

wk, 肝组织Bad和Bax蛋白表达持续增强, Bid
蛋白裂解活化, 并随之出现中、重度肝脂肪变, 
点、灶状肝细胞坏死和炎症细胞浸润或伴有肝

纤维化, 表明Bad、Bax和Bid蛋白的表达上调或

活化与肝组织损伤及其进展有关. 上述改变的

可能机制为MCD饮食导致肝细胞脂肪变, 沉积

的脂质产生过氧化物诱发氧化应激, 产生大量

活性氧(reactive oxygen specimens, ROS), ROS
的产生可激活Fas-L/Fas系统, 进一步导致Fas
致死区结构蛋白募集下游的caspase家族成员, 
引起caspase-8活化[3,13-14]; 氧化应激和活性氧的

产生亦可增加TNF-α的释放, TNF-α与其受体

TNF-R1相互作用亦引起caspase-8活化, 后者水

解胞质中的Bid形成活性分子tBid, tBid进入线粒

体, 激活Bak及Bax蛋白引起线粒体跨膜电位下

降及细胞色素C释放, 进一步激活下游caspase级
联反应, 使凋亡信号扩大. 此外, TNF-α的释放可

阻止Bad蛋白的磷酸化, 促进其与Bcl-2、Bcl-xL

蛋白结合而减弱二者与Bax结合的抗凋亡作用, 
增强Bax对线粒体的损伤, 加速细胞凋亡[13,15]. 凋

亡的肝细胞可导致炎症细胞的聚集、枯否细胞

吞噬凋亡小体而活化, 释放大量细胞因子, 进一

步可激活肝星状细胞导致纤维组织增生. 
研究结果表明, MCD饮食可导致肝细胞脂

肪变和氧化应激, 诱发细胞凋亡调节蛋白Bad、
Bax和Bid表达上调, 引起线粒体损伤和细胞色

素C释放而激活下游caspase级联信号转导通路, 
促进肝细胞凋亡, 并导致肝脏炎症和纤维化. 因
此, 进一步探讨有效的抗氧化剂和基因调节治

疗可能有助于阻止NASH发生及进展. 
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Abstract
AIM: To compare the esophageal motility 
between patients with normal pH endoscope-
positive gastroesophageal reflux disease 
(GERD) and abnormal pH endoscope-positive 
GERD.

METHODS: There were 49 patients with endo-
scope-positive gastroesophageal reflux disease 
(GERD). Patients were distinguished into nor-
mal and abnormal pH groups, according to the 
DeMeester Score. Thirty-seven patients were 
in the abnormal pH group (27 male, 10 female, 
mean age 56 ± 15 yr), and the remainder were in 
the normal pH group (eight male, four female, 
mean age 51 ± 11 yr). Eight patients in the ab-
normal group suffered from hiatus hernia at the 
same time.

RESULTS: No significant difference between 
the two groups in age and sex rate. The mean 
lower esophageal sphincter pressure (LESP) and 

the mean peristalsis amplitude in the middle-
down esophagus body and anal lateral esopha-
gus body in the normal pH group were higher 
than those in the abnormal group (P = 0.036, P 
= 0.048, P = 0.017). When we analyzed patients 
with hiatus hernia, the mean peristalsis ampli-
tude of the anal lateral esophagus was higher in 
the normal pH group than that in the abnormal 
group (P = 0.035).

CONCLUSION: The mean LESP and peristalsis 
amplitude of middle-down esophagus body and 
anal lateral esophagus body in the normal pH 
group were higher than those in the abnormal 
group. Even when patients with hiatus hernia 
were not included, the results were close to the 
whole analysis. This shows why some patients 
with reflux esophagitis appear normal by esoph-
ageal pH monitoring. Stronger clearance ability 
of esophagus and barrier in the normal pH mon-
itoring group may contribute to the phenomena.

Key Words: Esophageal pH monitoring; Gastro-
esophageal reflux; Esophageal Motility; Lower es-
ophageal sphincter

Feng GJ, Zhao LL, Liu YL. Comparison of esophageal 
motility between patients with endoscope-positive 
gastroesophageal reflux disease with normal pH and 
those with abnormal pH. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(1): 86-89

摘要
目的: 比较p H监测正常与异常内镜阳型胃
食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)患者在食管动力学上的异同. 

方法: 经内镜确诊反流性食管炎(reflux eso-
phagitis, RE)或Barrett's食管患者共49例,  依据
动态pH监测DeMeester积分分为pH监测异常
组和pH监测正常组. 正常组12例, 异常组37例, 
异常组有8名患者伴有裂孔疝, 比较两组患者
食管动力的不同. 

结果: 两组比较pH监测正常组下食管括约肌

®

■背景资料
G E R D是常见疾
病, 通过内镜检查
可以分为内镜阳
性G E R D和内镜
阴性GERD, 前者
包括RE和Barrett's 
食管 ,  后者即为
NERD, 很多研究
对RE和NERD的
动力学特点进行
了比较. 
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静息压力(Lower esophageal sphincter Pressure, 
LESP)(P  = 0.036), 食管体部中下点(P  = 0.048)
及肛侧收缩幅度(P = 0.017)高于pH监测异常
组. 剔除食管裂孔疝患者后, 食管体部肛侧的
收缩幅度仍有明显差异(P  = 0.035).

结论: 监测正常组LESP以及食管体部中下点
及肛侧收缩幅度高于监测异常组, 正常组由于
其清除功能及屏障功能强于异常组导致反流
甚难达到通常pH电极位置, 或达到后很快被
清除.

关键词: 食管pH监测; 胃食管反流; 食管动力; 下食

管括约肌

冯桂建, 赵丽莉, 刘玉兰. pH值监测正常与异常的内镜阳性GERD

患者的食管动力学比较. 世界华人消化杂志  2008; 16(1): 86-89

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/86.asp

0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)为常见病, 在西方近有50%的人1年中

可以出现某种反流症状, 在我国29.8%的人1年
中具有反流症状[1]. 根据内镜结果, GERD一般

分为三种类型, 即非糜烂性反流病(non-erosive 
reflux disease, NERD)、反流性食管炎(reflux 
esophagitis, RE)和Barrett's食管[2-3]. NERD虽存在

胃食管反流, 但常规内镜无黏膜破损表现, 诊断

主要依靠食管pH值动态监测[4], RE及Barrett's食
管为内镜阳性GERD, 诊断依靠普通内镜, 但在

RE患者中约有25%[5]的患者pH值监测正常. 多
数研究对RE和NERD进行了比较, 但很少有人

根据pH监测结果的不同对内镜阳性GERD进行

分类和动力学比较.

1  材料和方法

1.1 材料 北京大学人民医院消化科2005-02/ 
2007-02因反酸烧心等症状就诊, 经胃镜检查确

诊为RE或Barrett's食管, 同意进行食管测压及动

态24 h pH监测并符合入选标准的患者49例, 男
35例, 女14例, 平均年龄55±14岁, 测压注水灌注

泵, Mui Scientific Mississauga和Ontario由Canada
公司生产, 6通道(E6-1-1-5-5-5)测压导管由MMS
公司生产. 外置参考电极的重复应用pH锑电极

由Synectics Medical公司生产, digitrapper MK Ⅲ
型记录仪及计算机组成由CTD Synectics Medical
公司生产, 定标液(pH = 4.0和pH = 7.0), Mettler-
Toledo和Urdorf由Switzerland公司生产.

1.2 方法 
1.2.1 分组: 由Polygram for Windows release 2.04
计算患者DeMeester积分, 积分≥14.72入pH监测

异常组, 积分<14.72者入pH监测正常组. pH监测

正常患者共12例(男8例, 女4例, 平均年龄51±11
岁),  pH监测异常患者37例(男27例, 女10例, 平
均年龄56±15岁). 各组疾病组成情况见表1(反
流性食管炎分级参照洛杉矶标准进行分级).
1.2.2 测压及pH检测: 进行测压及pH监测前至少

3 d未服用动力药物及抑酸药物, 食管pH监测时

间不得少于22 h.
1.2.3 食管测压: 使用牵拉法确定下食管括约

肌的位置. 测定下食管括约肌静息压力(lower 
esophageal sphincter Pressure, LESP)嘱患者吞咽

测定松弛率; 向外牵拉测压导管, 以下食管括约

肌上缘上3 cm作为食管体部肛侧, 依次相隔5 cm
作为食管体部中下段(8 cm)、中上段(13 cm)、
口侧(18 cm), 嘱患者作10次吞咽动作, 计算食管

体部收缩幅度以及波峰传导速度和收缩波传导

速度. 测定结果分析采用UPS2020分析软件.
1.2.4 pH监测: pH电极置于LES上缘上方5 cm, 进
行动态pH监测. 患者记录进食、平卧时间以及

反流症状时间.
统计学处理 应用SPSS for Windows 13.0完

成. 根据数据的不同分别采用独立t检验、卡方

检验以及非参数检验. P <0.05表示差异具有显

著性.

2  结果

两组患者年龄(P  = 0.307)及性别构成比(P  = 
0.674)无显著性差异. 监测正常组及异常组平均

体质量指数分别为24.21±3.47 kg/m2和23.75±
3.36 kg/m2, 差异无显著性(P  = 0.691). 两组患者

在RE及Barrett's食管的疾病构成比差异无显著

性(P  = 0.676). 食管裂孔疝患者均出现在pH监测

异常组, 但差异不具有显著性(P = 0.078).

表  1  pH监测正常与异常食管内镜表现

     
 食管内镜表现	 pH监测正常组	 pH监测异常组

反流性食管炎

    A级	                           7	                           14

    B级	                           3	                           10

    C级	                           1	                             6

    D级	                           0	                             3

Barrett's食管	           1	                             4

合并裂孔疝	           0	                             8

■相关报道
国外有学者曾经
发现RE患者可以
出现pH监测阴性, 
但缺乏相关的系
统研究.
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2.1 包含食管裂孔疝的两组比较 两组比较除

LES松弛率及峰-峰传导速度、波-波传导速度正

常组低于异常组外, LESP和食管体部蠕动幅度

均正常组高于异常组, 但仅有LESP(P  = 0.036)及
食管体部中下段(P  = 0.048)和肛侧收缩幅度(P  = 
0.017)的差异有统计学意义(表2).
2.2 剔出食管裂孔疝的两组比较 在剔出食管裂

孔疝的患者后, pH监测正常组患者无变化. pH监

测异常组患者29例(男22例, 女7例, 平均年龄54
±14岁), 两组患者年龄(P  = 0.296)及性别构成比

(P  = 0.545)无显著性差异. 监测异常组平均体质

量指数23.57±3.19 kg/cm2, 和监测正常组无显

著性差异(P  = 0.564). 两组患者在RE及Barrett's
食管的疾病构成比无显著性差异(P  = 0.818). 两
组除LES松弛率及峰-峰传导速度, 波-波传导

速度正常组低于异常组外, 其余各项均为正常

组高于异常组, 但食管体部肛侧收缩幅度(P  = 
0.035)的差异有统计学意义(表2).

3  讨论

GERD发病机制[6]较多, 其中RE的发病机制主要

为屏障功能下降, NERD和RE相比, 大多LESP正
常, 食管动力障碍多微不足道[7], 酸暴露时间并

不占主要地位[5], 主要发病机制可能为内脏的高

敏感性[8]. 也有报道NERD和RE患者动力方面并

无差异[9], 甚至对RE和GERD的比较进入到超微

结构[10], 但是对内镜下符合RE或Barrett's食管表

现, 而pH监测正常的GERD的研究并不多见. 
本研究中共有RE患者44例, 其中11例患者

pH监测正常, 与文献报道[5]的RE25%患者pH监

测正常相符合. 
LES和膈角被认为是食管下端的内括约肌

和外括约肌, 为食管的抗酸屏障, LESP的高低

为食管屏障功能高低的表现之一, 有研究证实, 
内镜阳性GERD的平均LESP要高于内镜阴性

GERD. 在本研究中pH监测正常组LESP高于pH

监测异常组, 说明监测正常组患者屏障功能强

于监测阳性组的患者. 
食管体部的蠕动是食管清除功能的表现, 特

别是食管体部远端蠕动幅度和食管清除功能具

有一定关系, 较低的蠕动幅度预示食管体部清

除功能的不足, 我国人群中食管体部动力障碍

为GERD的发病的主要因素[11], 也是RE患者复发

的原因[12]. 本研究中pH监测正常组患者食管体

部中下段及肛侧的蠕动幅度高于异常组, 在体

部其他部位蠕动幅度相同的情况下, 食管体部

清除功能强于pH监测异常组. 食管的体部的清

除功能除和蠕动幅度有关外, 还和食管体部收

缩传导方式有关, 如传导性蠕动、同步性蠕动

和脱落性蠕动等相关, 这些可以通过患者收缩

波的传导速度进行表示, 无论是峰-峰传导速度

抑或波-波传导速度, 本研究中没有发现pH监测

正常组和异常组的差异. 
较强的屏障功能以及清除功能导致反流甚

难达到通常pH电极位置, 或达到后由于很快被

清除, 而不能被系统计算为一次反流事件. 这可

能是RE或Barrett's食管pH监测正常的可能原因. 
pH监测电极位置下调[13]、缩短反流时间的定义

或者延长监测时间[14]可能会有帮助. 
食管裂孔疝存在时, 膈脚的屏障功能遭到破

坏, 提高了患者的酸暴露时间, 和患者的症状相

关[15-16]. 8例食管裂孔疝患者均在pH监测异常组, 
说明pH监测异常组食管屏障功能及食管体部清

除功能低于pH监测正常组, 可能与食管裂孔疝

的存在有关, 但剔除食管裂孔疝患者后, 再次分

析, pH监测正常组的患者其食管体部肛侧的收

缩幅度仍高于监测异常组, 说明裂孔疝的存在

虽然对pH监测结果可能存在影响, 但绝不是唯

一的因素. 两组患者裂孔疝的构成比不具有显

著性差异, 可能与研究的例数较少有关.
pH监测正常内镜阳性GERD患者其食管体

部的清除功能及抗反流的屏障功能高与pH监测

表  2  pH监测正常与异常内镜阳性GERD食管动力比较(mean±SD)

     
内镜阳性                LESP          LESR	                    食管体部蠕动幅度与传导速度(cm/s)

GERD 	            (mmHg)        (%)             肛侧        中下段     中上段       口侧       峰-峰速度      波-波速度

pH监测正常       12±4      80±11      60±28    56±27    38±17    37±24    2.97±0.63    4.05±2.01

pH监测异常1        9±4      84±12      40±27    41±30    34±25    32±16    3.35±8.62    4.06±4.76

pH监测异常2      10±4      81±12      41±26    44±32    36±27    34±16    4.19±8.84    4.73±5.02

1: 包括食管裂孔疝在内的全部pH监测异常者; 2: 不包含食管裂孔疝的pH监测异常者.

■创新盘点
本文通过对pH监
测结果不同的内
镜阳性G E R D的
食管动力学比较, 
揭示了食管远端
清除功能以及抗
反流屏障功能的
不同可能对pH监
测结果造成影响.

■应用要点
本文发现内镜阳
性G E R D由于食
管动力的不同, 可
能导致pH监测结
果的差异, 有利于
对pH监测结果的
解释, 更加符合患
者临床所见.
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异常组. 这可能是部分内镜阳性GERD患者pH监

测正常的原因.    
随着科学技术的进步及阻抗技术的应用, 

对各种反流的监测均逐步实现, 联合阻抗及pH
监测可发现更多的反流[17]. 此外, 限于条件未能

进行TLESRs的监测来进行比较是本研究的一个

不足, 不过, 我国人群中GERD的发病的TLESRs
的检出同正常健康对照并无区别[9]. 这些缺点有

待进一步的研究弥补.
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Abstract
AIM: To study endoscopic therapy of acute gastro-
esophageal variceal bleeding in 200 patients.

METHODS: We used ligation, sclerosis and em-
bolism under endoscopy to control acute gastro-
esophageal varices bleeding in 200 patients. 

RESULTS: Four patients died during endoscpic 
therpy. The hemostasis success rate was 98%. 
Thirty-two patients died within 2 wk. The total 
death rate was 16%.

CONCLUSION: The ligation used for esopha-
geal variceal bleeding is better. Embolism was 
the first choice to treat gastro-esophageal vari-
ceal bleeding. 

Key Words: Gastro-esophageal varices; Acute 
bleeding; Endoscopic therapy

Li P, Cheng J, Mao Y, Hu JL, Yu J. Endoscopic therapy 
of 200 patients with acute gastro-esophageal variceal 
bleeding. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2008; 16(1): 90-93

摘要
目的: 探讨急诊内镜治疗食管贲门胃底静脉

曲张活动出血的疗效. 

方法: 内镜下套扎、硬化和栓塞等治疗手段
治疗200例食管贲门胃底静脉曲张活动出血. 

结果: 200例食管贲门胃底静脉曲张活动出血
患者, 经急诊内镜治疗仅4例术中死亡, 止血成
功率98%. 术后2 wk内因为各种原因死亡32例, 
病死率16%. 

结论: 食管静脉破裂出血, 贲门静脉曲张破裂
出血, 套扎效果好. 胃底静脉曲张出血应首选
注射人体组织胶栓塞. 

关键词: 食管贲门胃底静脉曲张; 出血; 内镜治疗
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0  引言

从人类有门脉高压性疾病(肝炎后和酒精性等)
以来, 许多患者因为食管贲门胃底静脉曲张出

血而死亡. 随着西方现代医学的发展, 诞生了降

门脉压力药物(垂体后叶素和生长抑素等)[1-4]、

断流与分流手术[5]、胃管状静脉栓塞术[6-7]、经

颈静脉肝静脉门静脉支架(TIPS)[8-10]和三腔二囊

压迫[11]等医疗手段, 食管贲门胃底静脉曲张出血

患者得到了较好的治疗. 但是, 还是有一部分患

者因为各种原因治疗效果不佳, 而且因为不知

道出血的具体部位, 误诊误治就不可避免. 虽然

在70年前发明了纤维内镜, 但是在无内镜下治

疗食管贲门胃底静脉曲张出血时, 急诊内镜检

查无法实施. 近20年随着内镜下套扎、硬化和

栓塞等治疗手段的成熟[12-14], 食管贲门胃底静脉

曲张出血急诊内镜医疗干预成为可行. 但是, 中
国绝大部分医院仍然在患者出血停止后48 h后
或更长时间后才进行内镜干预, 许多患者仍然

出血不止而死去. 北京地坛医院10年前食管贲

门胃底静脉曲张出血患者病死率超过30%, 在应

用急诊内镜干预和成熟的肝胆外科后, 食管贲

®

■背景资料
食管胃底静脉曲
张出血, 是肝硬化
患者高死亡原因. 
30年前, 使用内镜
下硬化治疗, 鱼肝
油酸钠或无水酒
精 ,  取得一定效
果. 但由于食管溃
疡, 穿孔等严重并
发症, 使其无法广
泛推广. 随着高清
晰的电子内镜诞
生, 内镜下治疗食
管胃底静脉曲张
开始在中国和世
界盛行, 但是, 能
开展食管胃底静
脉曲张活动出血
内镜治疗的医院
还很少. 
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门胃底静脉曲张出血患者病死率降致5%以内. 
10年内共内镜检查出5000余例不同程度食管贲

门胃底静脉曲张患者, 进行内镜治疗的患者超

过1000例, 现将其中食管贲门胃底静脉曲张活

动出血急诊内镜治疗的200例(1997-10/2007-02)
疗效分析如下: 

1  材料和方法

1 . 1  材料 2 0 0例患者均来自北京地坛医院

1997-10/2007-02门诊及住院患者, 男167例, 女
33例. 平均年龄46岁. CHILD分级A级30例, B级
78例, C级92例. 血小板计数(PLT)<3×109/L 27
例, <3×109/L-10×109/L 152例, >10×109/L 21
例, 凝血酶原活动度(PTA)<20% 19例, 20%-40% 
160例, >41% 21例. 食管上段, 中段, 下段出血部

位分别为4例, 28例, 59例, 贲门, 胃底前壁和后

壁出血分别为42例, 38例, 29例. 其中, 82%为乙

型肝炎肝硬化患者, 12%为酒精性肝硬化患者, 
6%为其他原因性肝硬化患者. 16例患者经气管

插管在手术室治疗, 9例患者处于昏迷状态, 其
余患者在清醒状态下治疗. 所用内镜为Olympus 
XQ10, Olympus Q240标准胃镜(活检通道2.8 
cm)、2T胃镜和斜视镜, 注射针为23-25G一次

性硬化针, 6-7-10连发套扎器, 纤维蛋白封闭剂, 
50 mL/L鱼肝油酸钠、1 mL/L乙氧硬化醇、950 
mL/L酒精、德国人体组织胶、法国碘化油、国

产人体组织胶. 
1.2 方法 内镜检查时, 胃内积血较多, 可先用2T
胃镜, 便于清理积血, 保持视野. 摇高患者床头

侧将患者处于半坐位或坐位暴露食管内视野, 
一旦发现食管静脉破口, 果断进行套扎、硬化

或栓塞治疗. 套扎治疗是对破口或破口起始端

血管进行吸引, 将血管及其所在食管黏膜吸引

到容积为1 cm3的透明帽内, 用天然橡胶圈结扎

透明帽内组织. 硬化是对破口或破口起始端血

管, 进行血管内注射(950 mL/L酒精2-4 mL或50 
mL/L鱼肝油酸钠4-8 mL或由10 mL/L乙氧硬化

醇5-10 mL). 栓塞是对破口或破口起始端血管进

行血管内注射人体组织胶止血(德国人体组织胶

0.5 mL+法国碘化油0.4 mL或国产人体组织胶

1-2 mL). 部分治疗后静脉有少许渗血, 表面纤维

蛋白封闭剂或无水酒精喷洒. 部分患者是用2种
方法联合治疗才止血的, 以后者定为有效治疗

方法. 术后禁食24 h, 再进流食1-2 d, 再进半流食

10 d, 复查内镜. 
统计学处理 分析采用SPSS12统计分析软件

进行统计学处理. 

2  结果

200例食管贲门胃底静脉曲张活动出血患者, 如
表1所示的一般情况, 从出血部位来看, 以食管

静脉为主, 几乎占50%, 食管静脉出血又以食管

下段为主, 为食管中段的2倍, 之间存在统计学

差异(P <0.05), 食管上段少见. 胃底静脉曲张破

裂出血, 占30%左右, 以胃前壁为主. 此200例食

管胃底静脉曲张出血患者, 经急诊内镜治疗仅

3例术中失血性休克死亡和1例误吸后窒息死

亡, 止血成功率98%. 根据有效止血方法, 总结不

同部位止血方法差别(表1). 术后2 wk内在出血

率为5%, 因各种原因死亡32例(表2), 病死率为

16%. 患者术中出血量最多为4000 mL, 手术最

长时间为79 min. 患者术前最低血色素为2.6 g/L. 
具体情况如图1.

3  讨论

从200例食管贲门胃底静脉曲张活动出血部位

来看, 以食管静脉出血以食管下段为主, 食管

上段少见. 胃底静脉曲张破裂出血, 占30%左

右, 以胃前壁为主. 那么, 在没有太多治疗手段

的医院, 进行三腔二囊压迫, 理论上止血有效率

70%-80%. 
食管静脉破裂出血, 套扎治疗占86%, 硬化

和栓塞共占14%. 首选套扎治疗原因是其方便, 
准确, 可有效减小术中出血量. 选择硬化和栓塞

治疗的原因, 是因为患者既往食管静脉曲张曾

硬化治疗, 食管壁僵硬, 不能套扎治疗, 或者患

者有门脉血栓或癌栓, 硬化和栓塞治疗术后不

易出血. 但是, 在门脉血栓或癌栓的情况下, 若
只有套扎有效, 那么仅仅处理出血血管, 通常套

扎3-4点. 术后2 wk内因再出血而失血性休克的

患者, 均为术前不明确有门脉血栓或癌栓, 或者

肝脏巨大占位存在的患者. 因此, 临床上考虑为

食管胃底静脉曲张出血的患者, 在进行内镜治

疗前, 一定要超声或CT检查, 明确门静脉通畅与

否和有无肝脏巨大占位存在, 避免患者术后大

出血死亡. 
贲门静脉曲张破裂出血, 套扎效果非常好, 

人体组织胶栓塞效果也很好. 套扎治疗时, 破口

在吸引时会增大, 要把握好套扎时机. 即使出现

套扎失败, 仍要迅速对出血部位再次套扎. 
胃底静脉曲张破裂出血, 内科治疗和三腔

二囊压迫效果不佳, 患者死亡风险很大. 尤其是

■应用要点
本文总结内镜技
术治疗食管胃底
静脉曲张活动性
出血, 有助于临床
医生进一步治疗
该种疾病. 
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胃腔内存在大量血凝块时, 内镜视野有限, 需要

内镜医师技术十分熟练. 在该67例胃底出血患

者中, 以前壁居多, 表明胃底静脉曲张首先从胃

底前壁发生. 如果静脉曲张的直径大于8 mm, 套
扎治疗术后再出血风险很大. 如果进行了套扎

治疗, 应在术后24-48 h内进行介入或外科手术

治疗. 胃底静脉曲张出血首先注射人体组织胶

栓塞, 组织胶量原则是宁多勿少, 一般单点1.0 
mL. 有时同一血管分3点注射, 才能取得止血效

果. 组织胶最大风险是堵内镜钳道和遮挡视野, 
一定要备2条内镜进行操作. 斜视镜用于胃底注

射有一定优势, 但是出针后, 视野有一点被阻挡. 
如果出血的血管隆起不明显, 注射组织胶不易

准确注射于血管内, 难以止血. 术中1例失血性

休克死亡的患者为该原因. 
术中失血性休克死亡的另1例患者, 是因为

食管下段有憩室, 三腔二囊治疗失败, 内镜进入

食管内没有视野, 无法进行内镜止血, 导致迅速

休克死亡. 另外2例术中失血性休克死亡的患者, 

考虑为心跳骤停. 抢救此类患者时输血输液的

速度很重要, 静脉曲张出血速度在100 mL/min, 
补液速度应与之相当. 

在早期急诊内镜治疗的患者误吸率较高, 术
中窒息死亡1例, 术后造成严重肺部感染而死亡

4例. 后期经气管插管麻醉后进行内镜操作, 不
仅减少了误吸, 而且内镜操作时患者胃肠蠕动

明显减弱, 增加了手术成功率, 减少手术时间. 
由于大量失血, 部分患者术后内科治疗输血不

够, 导致肝肾功能衰竭死亡的患者占8.5%. 其他

死于肺部或腹腔严重感染的患者也占3%. 术后

2 wk内在出血率为5%, 其中一半失血性休克死

亡, 表明术后要积极采取进一步预防出血的措

施. 比如, TIPS和胃冠状静脉栓塞也是止血的好

方法, 而且内镜治疗后再做介入治疗, 其疗效甚

至可超过断流手术的效果. 
食管胃底静脉曲张内镜治疗术中, 每一分

钟患者均有100-120 mL的失血可能, 所以争取时

间非常关键, 最好有2-3名熟练的护士. 止血成功

图  1  食管贲门胃底静脉曲张出血内镜/图片. A: 食管静脉出血; B: 套扎后食管静脉止血; C: 贲门静脉出血; D: 贲门静脉停
止出血; E: 胃底静脉出血; F: 胃底静脉内注射1.0 mL组织胶; G: 胃底静脉注射点表面950 mL/L酒精2 mL凝固; H: 胃底静脉停

止出血.

C D

G HF

BA

E

表  2  急诊内镜治疗食管贲门胃底静脉曲张出血患者
的病死原因(n )

      
	                    术中死亡               术后2 wk内死亡

失血休克                           3                               5

误吸                                   1                               4

肝衰竭                               0                               8

肾衰竭                               0                               9

肺部感染                           0                               4

其他                                   0                               2

表  1  食管贲门胃底静脉曲张活动出血患者各出血部位
不同的止血方法(n )

     
出血部位         n          套扎    栓塞    硬化    止血成功率(%)

食管上段         4         2          1         1              100

食管中段       28       22          3         3              100

食管下段       59       55          3         1              98.3

贲门               42       42          0         0              100

胃底前壁       38         3         33         2              100

胃底后壁       29         3         24         2              96.6

■同行评价
本文资料来源可
信 ,  图片真实清
晰, 数据可靠, 值
得临床医生推广.  



www.wjgnet.com

李坪, 等. 急诊内镜治疗食管贲门胃底静脉曲张活动出血200例                                                		                93

后, 适当清理胃内积血, 为术后判断有无再出血

做好基础. 
内镜下治疗食管贲门胃底静脉曲张活动出

血, 风险大, 但是通过内镜医师的努力, 更多患者

可康复. 
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Abstract
AIM: To investigate changes in microsatellite 
instability (MSI) in gastric cancer and pre-
cancerous lesions.

METHODS: DNA was extracted by the method 
of saturated sodium chloride. MSI was detected 
by PCR-SSCP denaturing PAGE and silver stain-
ing, microsatellite stability (MSS), low-frequency 
MSI (MSI-L) and high-frequency MSI (MSI-H) 
were evaluated via the international MSI work-
shop-recommended standard.

RESULTS: According to the international MSI 
workshop recommended standard, the total pos-
itive rate of MSI was 13.3% in atrophic gastritis, 
16.7% in intestinal metaplasia, 23.3% in atypical 
hyperplasia, 30% in early stage gastric cancer, 

and 40% in advanced stage gastric cancer. There 
were differences between three kinds of precan-
cerous lesions and gastric cancer (χ2 was 4.364, 
2.522 and 3.089, respectively, P < 0.05). There 
was no difference between early and advanced 
stage gastric cancer (χ2 was 0.071). The positive 
rate of MSI in well-differentiated adenocarcino-
ma was higher than that in poorly differentiated 
adenocarcinoma (χ2 was 4.022, P < 0.05).

CONCLUSION: MSI is an early molecular 
marker in the pathogenesis of gastric cancer. The 
malignant degree of MSI positive gastric cancer 
may be low.

Key Words: Gastric cancer; Microstaellite instability; 
Method of staturated sodium chloride

Li YL, Zhou LP, Wang YC, Fu BY. Changes in micro-
satellite instability in gastric cancer and precancerous 
lesions. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(1): 94-97

摘要
目的: 探讨胃癌及癌前病变中微卫星不稳定
(MSI)的变化. 

方法: 饱和氯化钠法提取组织D N A, P C R-
SSCP变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测MSI, 根
据规定标准来判定microsatellite stable(MSS), 
low frequency MSI(MSI-L)和high-frequency 
MSI(MSI-H), 计算总MSI率. 

结果: M S I在萎缩性胃炎 ,  肠上皮化生 ,  不
典型增生 ,  早期胃癌和进展期胃癌中检出
率分别为13.3%、16.7%、23.3%、30%和
40%, 三种癌前期病变和早期胃癌之间有显
著差异(c 2值分别为4.364、2.522、3.089, 
P <0.05), 早期胃癌与进展期胃癌没有显著差
异(c2值为0.071 P >0.05), 高分化腺癌中MSI
的阳性率明显高于低分化腺癌(c2值为4.022, 
P <0.05).

结论: MSI是胃癌发生中的早期分子标志, 其
阳性的胃癌恶性程度相对较低.

关键词: 胃癌; 微卫星不稳定; 饱和氯化钠法

®

■背景资料
MSI是肿瘤常见
的遗传学改变之
一, 在肿瘤的形成
中起重要作用, 目
前研究表明, MSI
与肿瘤的早期诊
断, 浸润, 分期, 转
移, 病理类型和预
后等有关. 
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0  引言

胃癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一, 居
我国消化道恶性肿瘤之首 ,  其发病率男性为

39.2-62.0/10万, 女性为19.1-24.8/10万, 死亡率为

17.3/10万, 因此研究其发病机制, 提供有效的早

期诊断和治疗策略具有重大意义. 在胃癌的发

生中, 从正常胃黏膜上皮转化成癌是一个多步

骤的过程, 他涉及到多种癌基因、抑癌基因、

端粒及端粒酶、细胞黏附因子和DNA错配修复

基因等的异常和积累, 其中错配修复基因功能

的失活会导致微卫星小体(MS)重复序列的不稳

定, 即微卫星不稳定(MSI). 本研究旨在探讨胃癌

及癌前期病变中微卫星不稳定性的变化.

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国医科大学2006-2007年胃镜中

心活检标本, 萎缩性胃炎、肠上皮化生、不典

型增生及对应的正常胃黏膜各30例, 年龄范围

38-72(平均年龄58)岁, 男女比例2.21∶1(62/28). 
收集同期肿瘤外科术后大体标本, 早期胃癌及进

展期胃癌各30例, 所有患者术前均未进行化疗或

放疗, 年龄范围36-68(平均年龄54)岁, 男女比例

2.33∶1(63/27). 上述标本均经OCT包埋固定, 立
即置于液氮罐中, 并置于-70℃冰箱中永久保存.
1.2 方法 
1.2.1 饱和氯化钠法提取组织DNA: 取标本组织

10 g捣碎, 加入100 mL/L的SDS 50 mL, 20 g/L蛋
白酶K 5 mL, TE液(pH8.0)定容至500 mL, 37℃水

浴过夜后, 加入1/3体积饱和氯化钠, 4℃静置10 
min, 10 000 g离心10 min, 抽取上清液, 加入等体

积氯仿混匀抽提, 10 000 g离心10 min, 取上清液, 
加入100 mL醋酸钠(3 mol, pH5.6), 70 mL异丙醇

沉淀, 弃上清, 保留沉淀出的DNA, 用700 mL/L
乙醇洗脱两次, 37℃烤箱中干燥10 min根据沉淀

的量, 加入TE液100-200 mL溶解, 置于-20℃冰箱

中保存备用.
1.2.2 PCR-SSCP方法检测MSI: 我们选择BAT26, 
D2S123, D5S346, D17S799和D18S34作为微卫

星标志点, 上述引物由北京奥科公司合成, 引物

序列见表1. 反应体积为20 mL, 含引物2 mmol, 
10×buffer 2 mL(含Mg2+ 1.5 mmol/L), dNTP 200 
mmol/L, Taq DNA聚合酶2单位, 基因组DNA 

100 ng. 反应条件为: 95℃预变性5 min, 94℃ 30 
s, 56℃ 40 s, 72℃ 30 s, 进行32个循环, 72℃延

伸10 min. PCR产物按1∶5与变性缓冲液混合

(950 mL/L甲酰胺、20 mmol/L EDTA, 2.5 g/L溴
酚兰), 97℃变性10 min后立即置于冰水中, 160 
g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳4 h(丙烯酰胺∶甲叉丙

烯酰胺 29∶1, 含7 mol/L尿素), 电泳后的凝胶

置于100 mL/L乙醇中内固定10 min以上, 0.018 
mmol/L HNO3处理20 min, 水洗3次, 每次1 min, 
12 mmol/L AgNO3染色2次, 每次10 min, 水洗2次, 
每次1 min, 2.83 mmol/L Na2CO3, 0.06 g/L甲醛显

影液显影10 min, 100 mL/L乙酸固定10 min以上, 
水洗3次, 每次5 min, 玻璃纸封胶, 固定, 干燥.
统计学处理 应用SPSS软件对实验数据进行

统计学分析, P <0.05为有显著差异.

2  结果

与正常组织相比, 胃癌及癌前期病变组织有额

外的DNA等位片段或出现等位片段泳动, 即可

判断为MSI. 其中1个位点发生MSI为MSI-L, 2个
或2个以上位点发生MSI为MSI-H, 没有MSI发生

为MSS. 胃癌及癌前期病变中MSI的检出结果见

表2, 若将5个位点综合分析, 其MSI阳性率见表3.

3  讨论

MS是一种散布于人类全基因组中的简单串联

的核苷酸重复序列, 多存在于非编码区内, 通常

为1-6个碱基对的15-30个重复单位. 微卫星小体

有1, 2, 3和4个重复核苷酸序列等多种形式, 常
见的有(A)n和(CA)n重复. MS约占真核基因组的

5%, 人类基因组大约有50 000-100 000个CA/GT
重复序列, 发生突变的频率为10-3-10-5.

MSI是肿瘤常见的遗传改变之一, 在肿瘤的

形成中起重要作用, 是肿瘤形成的一个机制. 从
基因水平看, MS做为基因变异和重排的来源, 可
能在肿瘤-基因调控中起重要作用[1-3]. 目前研究

结果表明, MSI与肿瘤的早期诊断、浸润、分

期、转移、病理类型和预后等有关. MSI阳性表

达见于肺癌, 乳腺癌, 胃癌, 结肠癌, 泌尿系统肿

瘤, 白血病, 子宫内膜癌, 卵巢癌和胶质瘤等多

种肿瘤中[4-7]. 由于应用PCR-SSCP技术检测MSI
的方法简单, 结果可靠, MSI目前已经成为基因

领域预测肿瘤发生, 早期诊断, 判定分期及预后

的有效手段. 但由于不同研究选择标志物的数

量及位点的不同, MSI-H和MSI-L判定标准的不

同, 使得研究结果有很大的差异. 目前国际MSI

■创新盘点
本文应用 P C R -
SSCP方法 ,  选用
同样的微卫星标
志物, 同样的判定
标准, 探讨胃黏膜
癌变过程中MSI
的动态变化, 结果
表明MSI是胃癌
发生中的早期分
子标志, 其阳性的
胃癌恶性程度相
对较低.
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工作站推荐一组检测微卫星标志物至少应为5
个, 其中有≥2个标志物发生MSI时为MSI-H, 1
个标志物发生MSI时为MSI-L, 没有MSI发生为

MSS[8]. 随着对不同肿瘤标志物选择及判定标准

的统一, MSI与肿瘤发生的关系也将进一步明

确. 目前研究表明, MSI阳性与MSI阴性的肿瘤

可能存在不同的机制, 其中胃癌发生MSI变异频

率是最高的, 高于其他任何一种散发性癌, 具体

原因不清[9]. 关于MSI与胃癌的关系国内外研究

的较多, 结果也很不一致. Vauhkonen et al [10]研究

认为MSI阳性的胃癌具有低浸润、预后好的特

点, 并且在肠型胃癌的阳性率高于弥漫型胃癌. 
Hasuo et al [11]研究发现早期胃癌行内镜下切除术

后, MSI的检测可作为评判肿瘤复发的标志. 关
于MSI与癌前病变的关系, 国内外相关研究较少. 
Hamamoto et al [12]通过9个微卫星位点的研究, 结
果表明, 胃癌组织中MSI阳性率为46.7%, 癌旁

肠化组织MSI阳性率为26.7%. Roa et al [13]研究

表明在慢性胃炎无癌变的肠化组织中MSI的表

达率为59%, 我们根据国际MSI工作站的推荐选

择5个MSI标志物, 根据上述的标准进行判定, 其
结果表明, 萎缩性胃炎MSI总的阳性率为13.3%,
其中10%为MSI-L; 肠上皮化生中MSI阳性率为

16.7%, 13.3%为MSI-L; 不典型增生组MSI总的

检出率为23.3%, 其中13.3%为MSI-L; 在胃癌患

者中, MSI总的阳性率为40%, 10%为MSI-L, 30%
为MSI-H. 上述研究结果表明: MSI在萎缩性胃

炎及肠上皮化生等癌前期病变阶段就开始出现, 
并且其在癌前期病变的表达阳性率与胃癌比有

显著差异(P <0.05), 说明MSI是胃癌发生的早期

事件之一. 关于MSI与胃癌分化的关系, 文献报

道不尽一致, Tajima et al [14]研究发现MSI的表达

与HGM, MUC6相一致, 在高分化腺癌中的阳性

率显著高于低分化腺癌. Mizoshita et al [15]发现

低分化腺癌MSI发生率高于高分化腺癌, MSI与
胃癌的浸润转移关系密切. 本研究结果表明, 高
分化腺癌中MSI的阳性率明显高于低分化腺癌

(P <0.05), 提示MSI阳性胃癌恶性程度可能相对

较低. 
本研究结果提示MSI是胃癌发生过程中常

见的改变, 因此检测MSI有可能成为胃癌早期诊

断以及判断预后的有效手段.
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判断预后.



www.wjgnet.com

李异玲, 等. 胃癌及癌前病变中微卫星不稳定性的变化                                                			                 97

tumors. Cancer Biomark 2006; 2: 69-86
2	 Cervantes A, Rodriguez Braun E, Perez Fidalgo A, 

Chirivella Gonzalez I. Molecular biology of gastric 
cancer. Clin Transl Oncol 2007; 9: 208-215 

3	 Sinicrope FA, Rego RL, Halling KC, Foster N, 
Sargent DJ, La Plant B, French AJ, Laurie JA, 
Goldberg RM, Thibodeau SN, Witzig TE. Prognostic 
impact of microsatellite instability and DNA ploidy 
in human colon carcinoma patients. Gastroenterology 
2006; 131: 729-737

4	 Tamura G. Alterations of tumor suppressor and 
tumor-related genes in the development and 
progression of gastric cancer. World J Gastroenterol 
2006; 12: 192-198  

5	 Rosen DG, Cai KQ, Luthra R, Liu J . Immu-
nohistochemical staining of hMLH1 and hMSH2 
reflects microsatellite instability status in ovarian 
carcinoma. Mod Pathol 2006; 19: 1414-1420

6	 Sawhney MS, Farrar WD, Gudiseva S, Nelson DB, 
Lederle FA, Rector TS, Bond JH. Microsatellite 
instability in interval colon cancers. Gastroenterology 
2006; 131: 1700-1705

7	 Pizzi C, Di Maio M, Daniele S, Mastranzo P, 
Spagnoletti I, Limite G, Pettinato G, Monticelli 
A, Cocozza S, Contegiacomo A. Triplet repeat 
instability correlates with dinucleotide instability in 
primary breast cancer. Oncol Rep 2007; 17: 193-199

8	 Ashktorab H, Smoot DT, Farzanmehr H, Fidelia-
Lambert M, Momen B, Hylind L, Iacosozio-
Dononue C, Carethers JM, Goel A, Boland CR, 
Giardiello FM. Clinicopathological features and 
microsatellite instability (MSI) in colorectal cancers 
from African Americans. Int J Cancer 2005; 116: 
914-919

9	 Bacani J, Zwingerman R, Di Nicola N, Spencer S, 

Wegrynowski T, Mitchell K, Hay K, Redston M, 
Holowaty E, Huntsman D, Pollett A, Riddell R, 
Gallinger S. Tumor microsatellite instability in early 
onset gastric cancer. J Mol Diagn 2005; 7: 465-477 

10	 Vauhkonen M, Vauhkonen H, S ipponen P . 
Pathology and molecular biology of gastric cancer. 
Best Pract Res Clin Gastroenterol 2006; 20: 651-674

11	 Hasuo T, Semba S, Li D, Omori Y, Shirasaka 
D, Aoyama N, Yokozaki H. Assessment of 
microsatellite instability status for the prediction of 
metachronous recurrence after initial endoscopic 
submucosal dissection for early gastric cancer. Br J 
Cancer 2007; 96: 89-94

12	 Hamamoto T, Yokozaki H, Semba S, Yasui W, 
Yunotani S , Miyazaki K, Tahara E. Altered 
microsatellites in incomplete-type intestinal 
metaplasia adjacent to primary gastric cancers. J 
Clin Pathol 1997; 50: 841-846

13	 Roa JC, Villaseca MA, Roa I, Araya JC. Genetic 
changes in chronic gastritis: study of microsatellite 
instability and loss of heterozygosity. Rev Med Chil 
2003; 131: 1365-1374

14	 Tajima Y, Yamazaki K, Makino R, Nishino N, Aoki S, 
Kato M, Morohara K, Kaetsu T, Kusano M. Gastric 
and intestinal phenotypic marker expression in 
early differentiated-type tumors of the stomach: 
c l inicopathologic s ignif icance and genet ic 
background. Clin Cancer Res 2006; 12: 6469-6479

15	 Mizoshita T, Tsukamoto T, Cao X, Otsuka T, Ito S, 
Takahashi E, Nakamura S, Nakamura T, Yamamura 
Y, Tatematsu M. Microsatellite instability is linked 
to loss of hMLH1 expression in advanced gastric 
cancers: lack of a relationship with the histological 
type and phenotype. Gastric Cancer 2005; 8: 164-172

           编辑  李军亮  电编  何基才  

■同行评价
本文应用方法先
进, 科学性强, 结
论明确, 对临床工
作具有一定参考
价值.
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Abstract
AIM: To discuss the clinical value of radio-
frequency ablation (RFA) combined with 
cimetidine and Weifuchun for mature verrucosa 
gastritis without Helicobacter pylori infection.

METHODS: A total of 112 patients with mature 
verrucosa gastritis without H pylori infection 
were randomly divided into a treatment and a 
control group. The treatment group received 
RFA followed by cimetidine (800 mg, quaque 
nocte) for 30 d and Weifuchun (four pieces, three 
times daily, ante cibum) for 90 d. The control 
group were only administered the same drugs 
without RFA. All patients were checked by gas-
troscopy immediately and 1 year after treatment, 
to observe the recovery, total effectiveness and 
relapse rate.

RESULTS: The recovery and total effectiveness 
of the treatment group were significantly higher 
than those of the control group (77.8% vs 45.5%, 

P < 0.01; 98.1% vs 83.7%, P < 0.05). The relapse 
rate after 1 year in the treatment group was sig-
nificantly lower than that in the control group 
(2.4% vs 48.0%, P < 0.01). There was a significant 
difference between the two groups.

CONCLUSION: RFA combined with cimeti-
dine and Weifuchun is safe and effective for the 
treatment of mature verrucosa gastritis without  
H pylori infection.

Key Words: Mature verrucosa gastritis; Radiofre-
quency ablation; Cimetidine; Weifuchun

Wang ZH, Shi ZW, Yao L. Radio-frequency ablation 
combined with drug therapy for mature verrucosa 
gastritis without Helicobacter pylori infection: an analysis 
of 56 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(1): 
98-100

摘要
目的: 探讨内镜下射频消融联合西咪替丁和
胃复春治疗幽门螺杆菌(H pylori )阴性的成熟
型疣状胃炎的临床应用价值. 

方法: 对符合标准确诊为H pylori阴性的成熟
型疣状胃炎患者112例随机分为治疗组和对照
组, 治疗组先采取胃镜下射频消融治疗, 将隆
起病变灼平, 然后服用西咪替丁800 mg/次, 1
次/d, 晚上睡前服, 连服30 d, 胃复春4片, 3次/d, 
饭前服, 连服90 d, 对照组不予射频消融治疗, 
用药同治疗组, 两组均于疗程结束及随访1年
后分别复查胃镜以观察治愈率, 总有效率和复
发率. 

结果: 治疗组的治愈率, 总有效率明显高于
对照组(77.8% vs  45.5%, P <0.01; 98.1% vs  
83.7%, P <0.05); 治疗组的1年复发率明显低
于对照组(2.4% vs  48.0%, P <0.01), 两组间有
显著性差异.

结论: 内镜下射频消融联合西咪替丁和胃复
春治疗H pylori阴性的成熟型疣状胃炎是一种
有效, 安全的方法.

®

■背景资料
疣状胃炎病因尚
未明确 .  研究认
为 ,  疣状胃炎有
较高的基因P21ras

和CEA的表达水
平 ,  是一种具有
一定转化趋势的
胃黏膜慢性增生
性病变, 与胃癌有
相关性. 在临床实
践中, 研究者发现
成熟型疣状胃炎
治愈难 ,  尤其是 
H pylori阴性的成
熟型疣状胃炎用
抑制胃酸分泌和
胃黏膜保护剂只
能缓解患者的临
床症状, 难以治愈
胃黏膜隆起病变,  
故希望能探索一
种 内 镜 下 热 疗
联合药物治疗的
方法从组织病理
学层面彻底治愈 
H pylori阴性的成
熟型疣状胃炎. 
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0  引言

疣状胃炎又称痘疹样胃炎, 1990年悉尼会议又

将其定义为隆起糜烂性胃炎, 临床上依据其内

镜下表现和病变, 经过药物治疗是否易于消失

分为未成熟型(消失型)和成熟型(持续型)[1]. 对
成熟型疣状胃炎药物治疗疗效差, 尤其幽门螺

杆菌(H pylor i )阴性的病例药物治疗只能改善

临床症状 ,  难以消除胃黏膜疣痘状隆起病变 . 
2004-06/2007-06我们采取内镜下射频联合药物

治疗H pylori阴性的成熟型疣状胃炎, 现将治疗

和随访结果报告如下．

1  材料和方法

1.1 材料 选取2004-06/2007-06来本院就诊的住院

和门诊H pylori阴性的成熟型疣状胃炎患者112
例, 年龄26-70(平均52±9)岁, 男67例, 女45例, 病
变限于胃窦者96例, 胃窦和胃体下部均有病变者

16例, 疣痘状隆起4-20个不等, 平均6.5个, 单纯

胃黏膜急慢性炎性病变者64例, 有轻、中度不典

型增生和局灶性肠化或萎缩者32例, 无不典型增

生而有灶性黏膜肠化和/或腺体萎缩16例, 采用

OLYMPUS V70型电子胃镜, 绵阳立德射频治疗

仪和柱状射频头导管, 西咪替丁片(泰胃美)为中

美天津史克制药有限公司产品, 胃复春片为杭州

胡庆余堂药业有限公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 病例入选标准和分组: 年龄18-70岁, 1 wk
内经电子胃镜检查(见胃窦和/或胃体有多发直

径5-10 mm, 高2-3 mm圆形黏膜隆起, 隆起中央

凹陷糜烂)、组织病理学检查、快速尿素酶法

和血清H pylori抗体(CagA、Hsp60和UreC)检测

确诊为H pylori阴性的成熟型疣状胃炎, 且30 d
内未使用过抗生素、铋剂和抑酸药的患者入

选. 对治疗药物有过敏史、合并有胃或十二指

肠溃疡、病理组织学检查疑有早胃癌或患有其

他恶性肿瘤、正在服用非甾体抗炎药及皮质类

固醇药物、任何一项检查有H pylori感染和有明

显肝、肾、心功能不全的患者排除. 将入选的

112例患者随机分为治疗组(射频消融+西咪替

丁、胃复春)和对照组(西咪替丁+胃复春), 每
组56人.
1.2.2 射频消融: 胃镜进入胃腔后发现病灶, 经活

检钳道插入射频导管, 选择射频功率25 W、脚

踏控制, 柱状射频头端对准疣痘状隆起病灶顶

部持续点灼1-3 s, 至隆起变平发白或疣痘爆开发

白为止.
1.2.3 药物治疗方法: 西咪替丁, 800 mg/次, 1 
次/d, 睡前30 min po , 连服30 d; 胃复春片, 4片/次, 
3次/d, 饭前30 min po , 连服90 d.
1.2.4 疗效判断标准: 两组均于疗程结束后复查

胃镜判断疗效. 疣痘样黏膜隆起消失, 无不典型

增生和肠化、萎缩为治愈; 疣痘样黏膜隆起消

失2/3以上, 不典型增生和/或肠化萎缩减轻为显

效; 疣痘样黏膜隆起减少1/2以上, 不典型增生

和/或肠化萎缩无变化为有效; 疣痘样黏膜隆起

消失<1/2, 不典型增生和/或肠化萎缩无变化为

无效.
1.2.5 随访: 对治愈和治疗前有不典型增生伴肠

化或萎缩的病例1年后复查胃镜, 以观察远期疗

效和病理组织变化.
统计学处理  对资料进行方差分析、t 检

验、卡方检验分析, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

治疗组失访2例, 治愈77.8%(42/54), 显效12.9% 
(7/54), 有效9.3%(4/54), 无效1.9%(1/54), 治愈

显效为90.7%(49/54), 总有效率达98.1%(53/54). 
对照组失访1例, 治愈45.5%(25/55), 显效20.0% 
(11/55), 有效18.2%(10/55), 无效16.4%(9/55), 治
愈显效65.5%(36/55)总有效率为83.7%(47/55)两
组治愈病例随访1年, 治疗组有1例复发, 1年复

发率2.4%(1/42); 对照组有12例复发, 1年复发率

48.0%(12/25); 对有不典型增生病理改变的32例
患者随访至今, 未发现有不典型增生加重和癌

变. 统计分析显示: 两组治愈率(P <0.01)、治愈

显效率(P <0.01)、总有效率(P <0.05)和1年复发

率(P <0.01)有显著性差异, 治疗组明显优于对

照组.

3  讨论

疣状胃炎是日本学者K a w a i在1974年经细致

的病理组织学研究而命名的一种具有特殊病

变类型的胃炎, 并根据病灶是否易于消退将疣

状胃炎分为未成熟型和成熟型, 这种分型被各

国学者一直认可并应用. 疣状胃炎的病因尚未

■创新盘点
本文与其他相关
文章的不同点在
于 :  (1)所选的病
例特定为H pylori
阴性的成熟型疣
状胃炎患者 .  (2)
采取内镜下射频
治疗+中西药联合
治疗, 不仅应用抑
酸作用适中、每
日服用一次的西
咪替丁修复损伤
的胃黏膜, 还选用
胃复春改善临床
症状、逆转胃黏
膜不典型增生和
肠化. (3)治疗后1
年随访, 并继续观
察随访有不典型
增生和肠化者.
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完全清楚, 研究认为可能与H pylori感染[2]、胃

酸增高 [3]、变态反应 [4]、免疫因素 [5]和胃液中

表皮生长因子表达降低[6]等有关. 我们也观察

到H pylori阳性的未成熟型疣状胃炎经过根除 
H pylori后临床症状和胃黏膜病变均可消失, 但
成熟型疣状胃炎H pylori根除后临床症状改善而

胃黏膜疣痘状隆起仍然存在, 表明H pylori感染

只是疣状胃炎的病因之一.
疣状胃炎的治疗除药物治疗外 ,  国内已

有采取内镜下微波 [7]、氩离子凝固 [8]、高频

电[9]、热极[10]和射频消融[11]治疗的报道, 且多为 
H pylori阳性病例．针对H pylori阴性的成熟型

疣状胃炎的治疗观察未见报道. 我们选用内镜

下射频消融联合西咪替丁和中成药胃复春治疗

H pylori阴性的成熟型疣状胃炎是基于: (1)内镜

下射频消融治疗与微波、高频电和氩离子凝固

治疗相比有不粘连组织、穿透组织均匀、不产

生烟雾镜下视野清晰、导线不发热不损伤内镜

和仪器成本低的优点, 尤其是选用柱状射频头

导管和脚踏控制, 能准确的控制治疗面积和灼

凝至胃黏膜下肌层达到最佳的治疗深度. (2)西
咪替丁是组胺H2-受体阻滞剂, 抑制胃酸分泌适

中, 不会反馈性引起高胃泌素血症, 能有效地修

复损伤的胃黏膜. (3)胃复春片由香茶菜、枳壳

等中药组成, 具有健脾益气、活血化淤等作用, 
能改善患者的临床症状, 并有一定的逆转胃黏

膜肠化、萎缩和不典型增生的作用[12]. 疗效观察

结果也表明: 治疗组的治愈率、总有效率和一

年复发率明显优于对照组, 射频消融治疗后无

局部渗血和穿孔等并发症.
治疗组和对照组的治愈病例随访1年, 分别

有1例和12例复发, 其中治疗组的1例和对照组3
例经检查有H pylori感染的证据, 经根除H pylori
治疗后再随访病灶消失. 但对照组其他9例复发

原因不明, 有待进一步观察分析.
朱明华 e t a l [13]报道显示疣状胃炎的组织

病理检查肠化和不典型增生发生率为13.3%和

29.4%, 我院112例病例中不典型增生发生率达

28.6%, 与该报道一致. 陈淑萍[14]研究发现疣状

胃炎伴肠化组胃液中CEA和b2-MG浓度明显高

于无肠化组, 认为与疣状胃炎癌前疾病有一定

关系. 姚忆蓉 et al [15]对疣状胃炎患者73例进行5
年随访, 发现4例癌变, 占5.48%, 癌变时间为1-3
年, 平均21 mo, 均为原病灶的黏膜内癌, 病理检

查显示由不典型增生向癌逐渐过渡. 本研究两

组共48例有胃黏膜轻、中度不典型增生和/或灶

性肠化、萎缩, 随访12-36 mo, 未发现有癌变, 仍
需长期随访.

总之, 疣状胃炎是一种有特殊病理组织类

型的慢性胃黏膜疾病, 其病因尚不明确, 且有一

定的癌变率, 需要积极治疗和长期随访. 我们的

临床研究结果表明, 内镜下射频消融联合西咪

替丁和胃复春治疗H pylori阴性的成熟型疣状胃

炎, 疗效确切、安全、治疗成本低, 值得临床推

广应用.
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Abstract
AIM: To discuss the possibility and necessity of 
mental intervention for chronic hepatitis B (CHB) 
patients by a meta-analysis. 

METHODS: We evaluated by meta-analysis 
the efficacy of mental intervention combined 
with routine medical treatment vs. routine 
medical treatment alone in hepatitis B pa-
tients. Weighted mean differences (WMD) 
were applied to evaluate the SCL-90 (anxiety 
score) and SCL-90 (depression score), self-rat-
ing anxiety scale (SAS) and self-rating depres-
sion scale (SDS) between the intervention and 
control groups. 

RESULTS: Above-mentioned index effective in-
dex and 95% confidence interval (95% CI) were –
0.52 (95% CI: –0.56, –0.47), –0.79 (95% CI: –0.83, –

0.75), –1.08 (95% CI: –1.45. –0.71) and –0.79 (95% 
CI: –0.83, –0.75), respectively. 

CONCLUSION: Our meta-analysis shows men-
tal intervention is more effective than monother-
apy, and patient compliance was good. 

Key Words: Chronic hepatitis B; Mental interven-
tion; Meta-analysis

Zhang Y, Zhou JJ, Wang YM. Effects of psychotherapy on 
depression and anxiety of patients with chronic hepatitis 
B: a meta-analysis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(1): 101-104

摘要
目的: 从循证医学角度探讨慢性乙型肝炎患
者心理干预的可能性及必要性. 

方法:  应用M e t a分析的方法比较心理干预
组和非干预分组在S C L - 9 0 (焦虑评分 )、
SCL-90(抑郁评分)、Zung焦虑自评量表(SAS)
评分及Zung抑郁自评量表(SDS)评分方面的
差异, 以加权平均数(WMD)为效应量进行合
并分析. 

结果: 上述研究指标纳入研究文献合并效应
量及95%可信限(95%CI)分别为-0.52(95% CI: 
-0.56, -0.47)、-0.79(95% CI: -0.83, -0.75)、
-1.08(95% CI: -1.45, -0.71)和-0.79(95% CI: 
-0.83, -0.75).  

结论: 心理干预可以显著改善慢性乙型肝炎
患者焦虑抑郁情绪, 增加治疗的依从性. 

关键词: 慢性乙型肝炎; 心理干预; Meta分析

张耀, 周吉军, 王宇明. 心理干预对国内慢性乙型肝炎患者焦

虑抑郁情绪影响的荟萃分析.  世界华人消化杂志  2008; 16(1): 

101-104
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0  引言

当前, 医学的发展已经由单一的“生物医学模
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■背景资料
随着生物医学模
式的转变, 心理因
素在感染性疾病
的预后中可能起
着重要作用, 而目
前有关慢性乙型
肝炎心理干预的
文章较少, 且各研
究之间的结论并
不一致.



式”向“生物-心理-社会模式”转变, 心理因素

对疾病的影响越来越受到众多学者的关注. 乙
型病毒性肝炎作为正在我国广泛流行的传染性

疾病, 影响其预后的因素复杂, 除了与病原体和

机体免疫状态有关外, 心理社会因素也可能起

重要作用. 国内研究慢性乙型肝炎患者(chronic 
hepatitis B, CHB)心理干预的文章较少, 且各研

究之间的结论存在较大的差异. 为了减少研究

偏倚, 我们在全面检索文献的基础上对上述文

献进行定量综合分析, 旨在从心理学的角度为

该病的临床决策分析提供客观证据. 

1  材料和方法

1.1 材料 以“viral hepatitis B”、“hepatitis B 
virus”、“HBV”和“mental intervention”
为检索词, 检索1990-01/2007-07在Medline、
Elesiver、PubMed、BIOSIS Previews和HMIC
等数据库公开发表的文献, 检索语种为英语; 以
“乙型病毒性肝炎”、“乙型肝炎”、“心理

干预”为检索词, 检索1989-01/2007-07在CNKI
全文数据库、万方数据库、中文科技期刊数据

库和中文生物医学文献数据库等公开发表的文

献, 检索语种为汉语. 并辅以文献追述的方法, 
对相关的参考文献也纳入研究范围.
1.2 方法 
1.2.1 文献纳入与剔除标准: 文献纳入标准: (1)国
内外公开发表的文献且均为全文; (2)研究类型

为随机对照试验(RCT)或临床对照试验(CCT); 
(3)关于慢性乙型肝炎心理状态或心理干预的研

究; (4)干预措施为内科常规治疗的基础上加上

心理支持治疗和认知干预, 对照组为常规内科

治疗; (5)有国际公认的一项或多项评价心理健

康的指标, 并以mean±SD的形式表达; (6)干预

组与对照组在年龄、性别和病情等方面具有均

衡可比性, 且干预前两组在所观察的指标上无

显著差异; (7)对多篇文献报道同一样本人群的

情况, 选择最为详细报道的文献作为研究对象; 
(8)纳入病例均符合我国2000年《病毒性肝炎防

治方案》诊断标准. 文献剔除标准: (1)研究样本

数<20例; (2)伴随患有恶性肿瘤、严重免疫系统

疾病、血液系统疾病或明显精神病史的患者; 
(3)统计学数据在分析时无法转化或应用. 
1.2.2 疗效判定指标: 研究以两组间症状自评量

表(SCL-90)焦虑与抑郁评分、Zung焦虑自评量

表(SAS)评分和Zung抑郁自评量表(SDS)评分作

为心理干预疗效的评价指标. 
1.2.3 质量控制: 统一培训两名研究者进行文献

102                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年1月8日      第16卷      第1期

检索, 检索结果进行对比, 以防止漏查文献. 按
Jadad制定的量表对纳入文献进行质量评分, 1-2
分为低质量文献, 3-5分为高质量文献. 
统计学处理 采用STATA 9.0软件的Meta分

析模块进行分析. 纳入指标均为计量资料, 采用

加权平均数(weighted mean difference, WMD)及
其95%可信区间(95% CI)作为系统评价的指标. 
异质性分析采用齐性检验, 当P >0.05时视为研究

间无统计学异质性, 当异质性检验结果提示各

项研究之间具有同质性时, 采用固定效应模型

(Mantel-Haenszel)进行Meta分析, 反之则采用随

机效应模型(Dersimonian-Laird). 采用倒漏斗图

检验文献是否有发表偏倚, 当倒漏斗图显示不

对称则提示存在发表偏倚.

2  结果

2.1 纳入文献描述及基本特征 共检索到有关乙

型病毒性肝炎心理干预的文献91篇. 经逐一仔细

阅读全文并按照纳入和剔除标准, 其中79篇文献

予以排除, 经核对后纳入研究的文献共计12篇. 
所有纳入文献均以内科常规治疗结合心理支持

治疗和单纯常规内科治疗进行分组, 干预时间超

过4 wk. 两组在年龄和性别等混杂因素上具有均

衡可比性. 英文数据库未检索到中国人发表的相

关文献, 所纳入的文献均为中文全文文献(表1). 
2.2 SCL-90评价心理干预的效果 以SCL-90作
为评价指标, 两组共计纳入病例1024人, 其中干

预组556例, 对照组468例. 由于SCL-90包含的

项目太多, 且绝大多数文献未列出SCL-90的总

分值, 因此研究只比较SCL-90中最为敏感的两

项(焦虑和抑郁). SCL-90焦虑项目比较显示, 各
项研究之间的异质性检验Q  = 115.79, P  = 0.00; 
SCL-90抑郁项目比较显示, 各项研究之间的异

质性检验Q  = 159.86, P  = 0.00. 上述异质性检验

结果认为各研究之间具有异质性, 采用随机效

应模型进行分析. Meta分析结果显示(图1A-B): 
SCL-90焦虑项目合并WMD为-0.52(95% CI: 
-0.56, -0.47), 差异具有统计学意义(Z  = 2.43, P  = 
0.015); SCL-90抑郁项目合并WMD为-0.79(95% 
CI: -0.83, -0.75), 差异具有统计学意义(Z  = 2.78, 
P  = 0.005). 结果提示心理干预可显著改善慢性

乙型肝炎患者的SCL-90的焦虑和抑郁两项指标.
2.3 SAS和SDS评价心理干预的效果: 以SAS和
SDS作为评价指标, 两组共计纳入病例421人, 
其中干预组211例, 对照组210例. SAS项目比较

显示, 各项研究之间的异质性检验Q  = 7.53, P  = 
0.076; SDS项目比较显示, 各项研究之间的异质

www.wjgnet.com

■研发前沿
循证医学的核心
内 容 是 寻 找 证
据、分析证据和
运用证据, 以做出
科学合理的临床
决策. 荟萃分析是
为临床上提供决
策依据的主要分
析方法, 其结果为
临床上判别某种
治疗方法的有效
性提供最可靠的
证据. 本文应用此
方法分析心理干
预在改善慢性乙
型肝炎患者焦虑
抑郁情绪中的作
用.
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性检验Q = 5.02, P  = 0.171. 上述异质性检验结果

认为各研究之间具有同质性, 采用固定效应模型

进行分析. Meta分析结果显示(图2A-B): SAS项目

合并WMD为-1.08(95% CI: -1.45, -0.71), 差异具

有统计学意义(Z  = 9.32, P  = 0.00); SDS项目合并

WMD为-0.76(95% CI: -0.95, -0.65), 差异具有统

计学意义(Z  = 5.75, P  = 0.00). 结果提示心理干预

可显著改善慢性乙型肝炎患者SAS和SDS水平.
2.4 文献发表偏倚及敏感性分析 为考察纳入文

献的发表偏倚, 采用倒漏斗图进行分析, 纳入的

研究点以真值为中心呈对称分布, 提示纳入文

献的发表偏倚较小. 为考察研究结果的可靠性, 
对研究结果进行敏感性分析, 分别采用随机效

应模型和固定效应模型进行分析, 前后两次结

果无明显差异; 对明显偏离真值的研究点予以

剔除后再次进行Meta分析, 结果与上述结论一

致, 提示Meta分析的结果可信.

3  讨论

目前, 我国是世界上乙型病毒性肝炎高度流行

■创新盘点
为了减少各研究
之间的偏倚, 本文
在全面检索文献
的基础上对文献
进行定量综合分
析, 旨在从心理学
的角度为该病的
临床决策分析提
供客观依据.

表  1  纳入文献基本特征

     
文献来源	                方法      干预组/对照组样本量(n )	                干预方法与时间	                  评价指标	          Jadad评分

张姝娜[1]2005         CCT	          38/38	     互动交流、集体讲座 历时1 mo   SCL-90	                2

沈翠珍[2]2004         RCT	          30/30	     互动交流、认知干预 历时1 mo   SCL-90, SAS, SDS         4

宋仕玲[3]2005         RCT	          26/26	     情感关怀、认知干预 历时1 mo   SCL-90	                3

周小茜[4]1999         RCT	          54/52	     知识讲座、家庭关怀 历时3 mo   SCL-90	                2

李桂香[5]2005         RCT	          28/26	     知识讲座、互动交流 历时6 mo   SCL-90	                3

张洪美[6]2005         RCT	          74/70	     互动交流、知识讲座 历时3 mo   SCL-90	                2

张学海[7]2003         RCT	          60/60	     资料发放、知识讲座 历时1 mo   SCL-90	                3

施巧珍[8]2005         RCT	        197/166	     互动交流、情感关怀 历时1 mo   SCL-90	                4

马明芳[9]2005         CCT	          49/51	     资料发放、知识讲座 历时3 mo   SCL-90	                2

周荣[10]2005            RCT	        100/100	     互动交流、集体讲座 历时2 mo   SAS、SDS	                3

李秀荣[11]2002        RCT	          31/30	     互动交流、认知干预 历时1 mo   SAS、SDS	                3

何艳[12]2005            CCT	          50/50	     互动交流、情感关怀 历时1 mo   SAS、SDS	                2

2005
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2005

1999

2005
2005
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2005

2005

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Overall

张姝娜

沈翠珍

宋仕玲

周小茜

李桂香

张洪美

张学海

施巧珍

马明芳

Study
Mean difference

(95% Cl)            % Weight

-0.35(-0.53, -0.17)       6.4
-0.30(-0.56, -0.04)       3.1
-0.03(-0.21, 0.15)        6.3
 0.10(-0.07, 0.27)         7.1
-0.15(-0.30, -0.00)       9.4
-0.34(-0.50, -0.18)       8.1
-0.47(-0.67, -0.27)       5.1
-0.83(-0.90, -0.76)     46.9
-0.47(-0.63, -0.31)       7.7
-0.52(-0.56, -0.47)   100.0

-.89688                    0                     .896883

                     Mean difference            
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2005
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2005
2005
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2005
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沈翠珍

宋仕玲

周小茜

李桂香

张洪美

张学海

施巧珍

马明芳

Study
Mean difference

(95% Cl)            % Weight

-0.44(-0.62, -0.26)       5.0
-0.32(-0.63, -0.01)       1.7
-0.04(-0.31, 0.23)        2.2
-0.25(-0.43, 0.07)        5.1
-0.37(-0.52, -0.22)       7.2
-0.55(-0.73, -0.37)       5.1
-0.70(-0.92, -0.48)       3.4
-1.00(-1.05, -0.95)     65.0
-0.37(-0.55, -0.19)       5.2
-0.79(-0.83, -0.75)   100.0

-1.0508                    0                     1.05088

                     Mean difference          

←
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图  1  心理干预对患者SCL-90的影响. A: 焦虑; B: 抑郁.
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2005

2004

1

2

3

4

Overall

周荣

李秀荣

何艳

沈翠珍

StudyA mean difference

(95% Cl)            % Weight

-0.77(-1.06, -0.49)       32.1

-1.35(-1.91, -0.79)       21.0

-0.84(-1.25, -0.43)       26.8

-1.61(-2.19, -1.02)       20.1

-1.08(-1.45, -0.71)       100.0

-2.1903                    0                    2.19031

           Standardised mean difference            

2005

2002

2005

2004

1

2

3

4

Overall

周荣

李秀荣

何艳

沈翠珍

StudyB mean difference

(95% Cl)            % Weight

-0.54(-0.83, -0.26)       49.4

-0.80(-1.33, -0.28)       14.4

-1.09(-1.51, -0.67)       22.3

-0.93(-1.47, -0.40)       13.8

-0.76(-0.95, -0.56)       100.0

-1.5072                    0                    1.50723

           Standardised mean difference            

图  2  心理干预对患者SAS和SDS评分的影响. A: SAS评分; B: SDS评分.
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■应用要点
荟萃分析的结果
为临床上慢性乙
型肝炎患者的治
疗提供一种新思
路, 提示在注重对
患者进行药物治
疗的同时, 加强心
理干预是非常重
要的. 

地区, 病毒携带者高达1.2亿人. 目前针对慢性病

毒性肝炎的研究大多集中在病毒学、免疫学、

药物学等方面, 而极少关注CHB患者的主观因

素对病情进展的影响. 由于该病存在治愈难、

疗程较长、治疗费用较高、易发生肝硬化甚

至癌变等原因, 致使该类型患者精神压力较大. 
Beutels et al [13]的研究显示, CHB患者容易发生

身心疾病, 促使病情恶化. Kraus et al [14]的研究认

为, 心理干预能减轻患者的心理负担, 有利于病

情的恢复; 国内学者的研究同样表明, CHB患者

存在焦虑、抑郁、恐惧等负面情绪. 但上述研

究之间存在方法学质量不统一、评价指标不一

致、基线资料有差异等缺点. 因此, 通过系统评

价的方法对文献进行汇总将更为客观真实地反

映已经存在的研究结果. 
Meta分析结果表明, 通过情感关怀、互动

交流、集体讲座及认知干预等方式, 干预组的

SCL-90焦虑和抑郁评分低于对照组, 差异具有

统计学意义(Z  = 2.43, P  = 0.015; Z  = 2.78, P  = 
0.005); 干预组SAS和SDS评分也低于对照组, 差
异具有统计学意义(Z  = 9.32, P  = 0.00; Z  = 5.75, 
P  = 0.00). 上述结果提示, 通过心理干预, 可以改

善患者的心理健康水平, 提高治疗的依从性. 由
于部分阴性结果可能未进行报道, 这在一定程

度上限制了资料的全面性. 研究解决的方法是

通过计算机检索结合文献追述的方法, 尽可能

的扩大文献来源, 但仍有可能有部分文献未检

索到. 为进一步考察Meta分析结果的真实性和

可靠性, 研究对两组间年龄、性别、样本量等

混杂因素进行了均衡性检验, 结果提示两组间

均衡可比. 通过运用随机效应模型和固定效应

模型对纳入文献进行敏感性分析, 结果表明两

种分析结论一致, 进一步加强了原结论的可信

度; 漏斗图分析结果提示文献的发表偏倚较小. 
但同时也应当看到, 国内文献的Jadad评分普遍

较低, 加之Meta分析本身的局限性存在, 上述结

论还需要纳入更多的大样本多中心的临床试验

加以证实.
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Abstract
AIM: To study immune activity of dendritic cells 
(DCs) in colon cancer after modification by joint 
antigen. 

METHODS: DCs were isolated and purified 
from peripheral blood mononuclear cells from 
patients with colon cancer, by combination of 
granulocyte/macrophage colony stimulating 
factor and interleukin-4. In time–efficiency ex-
periments, DCs were modified by tumor antigen 
and analyzed by flow cytometry. DCs of the best 
group and T lymphocytes were incubated for 
different times. The results were determined by 
MTT test the T lymphocyte incubated for dif-
ferent time with the DC destruct tumor cell. In 
dose–efficiency experiments, DCs were modified 
by tumor antigen and different concentrations 
of staph-lococcus aureus enterotoxin B (SEB) 
for the best time gained from the above step, 
and analyzed by flow cytometry. DCs of the 
best group and T lymphocytes were incubated 
in different proportions for the best time. It will 
be test by MTT test the T lymphocyte incubated 
with the DC in different proportions destructs 
tumor cell. 

RESULTS: In time-efficiency first step experi-
ments, DCs modified by the antigen expressed 
especial molecule of DC more, DC of 36 h group 
expresses them most. In time-efficiency second 
step experiments, the cell-killing rate was high-
est in the 36 h group, and differed significantly 
from the other groups (35.92 ± 0.71 vs 14.85±1.24, 
35.92 ± 0.71 vs 9.68 ± 1.25, 35.92±0.71 vs 17.97 ± 
1.01, 35.92±0.71 vs 20.32±0.92, P < 0.05). In dose
–efficiency first step experiments, DCs modified 
by the joint antigen expressed special molecule 
of DC more, DC of joint antigen (SEB: 100 mg/L) 
group expressed them the most at seventh day; 
the T lymphocyte incubated with the DC modi-
fied with joint antigen in the proportion de-
structs more tumor cell than the T lymphocyte 
incubated with the DC modified with tumor 
antigen in the same proportion (P < 0.05). the 
T lymphocyte incubated with the DC modified 
with joint antigen in the proportion of 1∶100 de-
structs the most tumor cell (47.70 ± 2.84 vs 28.99 
± 6.95, 47.70 ± 2.84 vs 40.02±3.65, 47.70±2.84 vs 
34.55 ± 3.21, P < 0.01). 

CONCLUSION: The best time was 36 h when 
DC obtains tumor antigen and is modified or 
presents tumor antigen in vitro, when SEB and 
tumor antigen are made to modify DC the best 
concentration of SEB is 100 ug/L, The best ratio 
of DCs and T lymphocytes was 1∶100. 

Key Words: Dendritic cells; T lymphocyte; Staphy-
lococcus aureus  enterotoxin B; Colon carcinoma
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摘要
目的: 研究结肠癌患者外周血树突状细胞
(dendritic cell, DC)体外联合抗原诱导后的免
疫活性. 

方法:  从结肠癌患者外周血中分离并培养
DC, 时效实验中分时段以肿瘤抗原修饰DC, 
取最佳组与T淋巴细胞共孵不同时间, 用MTT
检验其对肿瘤细胞的杀伤率; 量效实验中将
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■背景资料
DC是体内功能最
强的专职抗原递
呈细胞, 也是唯一
能激活初始型T细
胞的APC, 处于免
疫反应的中心地
位. SEB是金黄色
葡萄球菌产生的
系列肠毒素之一,
其至少表现出3种
生物学特性: 致热
原性、超抗原性
和增加外毒素的
致死能力. SEB抗
肿瘤作用目前认
为 :  主要通过依
赖超抗原的细胞
介导的细胞毒作
用、激活T淋巴细
胞并促使释放大
量细胞因子的直
接和间接杀伤作
用, 产生强大的杀
伤或抑制肿瘤细
胞效应. 但其对宿
主有较大的系统
毒性作用, 而不能
直接体内治疗肿
瘤 .  DC通过摄取
上述抗原并递呈
给T细胞, 从而激
发高效而特异的
免疫反应, 主动杀
伤肿瘤. 



肿瘤抗原和不同浓度金黄色葡萄球菌肠毒素
B(staph-lococcus aureus enterotoxin B, SEB)在
上一步得出的最佳时间内修饰DC, 取最佳组
按不同比例(DC∶T淋巴细胞)来共孵上一步
得出的最佳共孵时间, 用MTT检验其对肿瘤
细胞的杀伤率. 

结果: 时效实验组抗原修饰36 h组DC特有分
子表达最高, 对结肠腺癌细胞的杀伤率也最
高, 与其他组比较有差异(35.92±0.71 vs  14.85
±1.24, 35.92±0.71 vs  9.68±1.25, 35.92±
0.71 vs  17.97±1.01, 35.92±0.71 vs  20.32±
0.92, P <0.05). 量效实验组联合抗原修饰第7天
(SEB: 100 mg/L)DC表达DC特有分子最高, 在
联合修饰组内, 以1∶100组的杀伤率最高, 与
其他组比较有显著差异(47.70±2.84 vs  28.99
±6.95, 47.70±2.84 vs  40.02±3.65, 47.70±
2.84 vs  34.55±3.21, P <0.01). 

结论: 体外DC抗原修饰和递呈的最佳时间都
是36 h, 联合应用超抗原SEB的最佳值100 ug/
L, DC与T淋巴细胞的最佳共孵比例是1∶100.

关键词: 树突状细胞; T淋巴细胞; 金黄色葡萄球菌

肠毒素B; 结肠癌
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0  引言

树突状细胞(dendritic cell, DC)在诱导宿主对肿

瘤的高效而特异的细胞免疫反应中起关键作 
用[1]. 由于肿瘤细胞分泌的免疫抑制因子, 常导

致DC不能或递呈抗原能力低下[2]. 我们以结肠

癌患者的DC在体外经GM-CSF及IL-4共诱导, 
并经该患者结肠腺癌原代培养细胞制备的肿瘤

抗原和金黄色葡萄球菌肠毒素B(staph-lococcus 
aureus enterotoxin B, SEB)激活后, 诱导同源的T
淋巴细胞, 研究其免疫活性.

1  材料和方法

1.1 材料 经病理确诊的Dukes C期结肠腺癌患

者1例, 男性, 49岁, 粒/巨噬细胞集落刺激因子

(GM-CSF)和白介素-4(IL-4)(Peprotech公司), 尼
龙毛柱(北京天来生物医学科技有限公司), 淋巴

细胞分离液(密度1077g/L, Sigma公司).
1.2 方法 
1.2.1 培养肿瘤细胞[3-4]: 手术切取结肠腺癌患

者原发病灶经组织块原代培养获得肿瘤细胞,

106                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年1月8日      第16卷      第1期

流式细胞仪鉴定其为一倍体癌细胞, 免疫组化

CEA检验阳性, 该癌细胞贴壁生长, 以100 mL/L 
FCS+PRMI1640于pH7.2-7.4, 37℃、50 mL/L 
CO2饱和湿度条件的细胞培养箱中培养, 2.5 g/L
胰蛋白酶消化传代培养. 
1.2.2 制备肿瘤抗原[3-4]: 6×105个对数生长期癌

细胞用PBS液洗2遍, PBS液调致1 mL, 放入-80℃
冰箱内, 10 min后迅速放入37℃水浴中, 待其完

全融化后, 再次放入-80℃冰箱内, 反复4次, 将冻

融物4000 r/min离心, 30 min, 取上清液通过0.22 
µm微孔滤膜过滤, 除去细胞碎片, PBS调致6×
108肿瘤细胞/L, 收集滤液作为肿瘤抗原(紫外分

光光度法测定, 以Lowry-Kalchar公式计算其蛋

白浓度为0.4 g/L), -40℃保存备用. 
1.2.3 分离和培养T淋巴细胞[3-4]: 患者外周血加

淋巴细胞分层液(密度1077 g/L)分离获单个核

细胞(peripheral blood mononuclear cell, PBMC), 
RPMI1640调细胞数为5×109 /L, 置37℃、50 
mL/L CO2、饱和湿度条件的细胞培养箱培养2 
h. 收集非黏附性细胞, 以聚丙稀Petri培养皿培养

选择性地除去巨噬细胞; 尼龙毛柱过滤除去B细
胞, 获T淋巴细胞. RPMI1640调细胞数为1×109 

/L移入培养瓶中, 37℃、50 mL/L CO2、饱和湿

度条件细胞培养箱培养, 每2 d更换半量新鲜淋

巴细胞培养液(RPMI1640+100 mL/L FCS). 
1.2.4 D C细胞的体外诱导培养 [3-4]: 上述留有

黏附细胞的培养瓶中,每瓶加5 mL DC培养液

(RPMI1640+100 mL/L血清, 含100 mg/L GM-
CSF和10 mg/L IL-4)诱导DC. 37℃、50 mL/L 
CO2、饱和湿度条件的细胞培养箱培养, 每2 d更
换半量新鲜DC培养液, 培养至第5天收获细胞. 
1.2.5 DC体外抗原修饰与递呈的时效关系实验: 上
述收获的DC培养第5天, 调细胞浓度为1×108/L, 
加入相应用癌细胞制备的肿瘤抗原(按肿瘤细胞

数与DC数比例为3∶1), 37℃, 50 mL/L CO2, 饱
和湿度条件下分别培养24 h, 36 h, 48 h, 以制备

肿瘤抗原修饰的DC. 用流式细胞仪鉴定及分析

DC, 选用最佳组(36 h组)与T淋巴细胞共同培养. 
在24孔板上按DC∶T淋巴细胞为1∶100的比例, 
每孔加入肿瘤抗原修饰后的DC 1×104和T淋巴

细胞1×106, 每个时段各6孔. 37℃, 50 mL/L CO2, 
饱和湿度条件下分别共同培养12 h, 24 h, 36 h, 
48 h, 激发T淋巴细胞活性. 以DC激活的T淋巴

细胞为效应细胞, 设为时效实验组(DC+T淋巴

细胞组); 以单独T淋巴细胞为效应细胞,设为时

效对照组(T淋巴细胞组); 以癌细胞为靶细胞, 设

www.wjgnet.com

■研发前沿
如何有效诱导DC
成熟并发挥其特
异抗肿瘤作用是
当前研究的热点. 
DC疫苗未来在临
床上应用尚需考
虑以下问题: 如何
恰当选择DC致敏
抗原及DC来源、
疫 苗 的 应 用 方
式、途径、剂量
及辅助治疗、疫
苗的毒性、副作
用及远期疗效、
免疫应答的持续
时间.
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单独靶细胞为时效阴性对照组. 每组6孔. 采用

MTT法检测, 以效靶比10∶1(T淋巴细胞每孔1
×105个, 癌细胞每孔1×104个)将T淋巴细胞和

靶细胞(浓度为1×108/L), 加入DC+T淋巴细胞组

以及T淋巴细胞组中. 培养20 h, 每孔加入MTT(5 
g/L)10 µL,混匀, 37℃继续孵育4 h, 加入DMSO 
100 µL, 振荡10 min, 30 min内酶联免疫检测仪

测各组560 nm处A值并记录数值, 结果以6孔均

数表示. 计算效应细胞对肿瘤的杀伤率, 肿瘤细

胞杀伤率(%) = (对照组A值-实验组A )/对照组A
值×100%. 
1.2.6 DC体外联合抗原修饰与递呈的量效关系实

验: 上述收获的DC培养第5天调细胞浓度为1×
108/L, 量效抗原修饰实验组1加入结肠癌细胞制

备的冻融抗原(肿瘤细胞数与DC数比例为3∶1), 
量效抗原修饰实验组2-5加入冻融抗原(肿瘤细胞

数与DC数比例为3∶1)和SEB, 并使SEB终浓度为

25 mg/L、50 mg/L、100 mg/L、200 mg/L, 每组6
孔, 37℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度条件下培养36 h
制备抗原修饰的DC. 各取修饰后DC 4×105个, 进
行流式细胞仪分析. 取最佳联合修饰组DC(SEB: 
100 mg/L)进行下一步实验. 两块24孔板上按 
DC∶T淋巴细胞分别为1∶1, 1∶10, 1∶100, 1∶
1000的比例, 一块24孔板加入肿瘤抗原、SEB共
同修饰的DC和T淋巴细胞, 一块24孔板加入肿瘤

抗原修饰的DC和T淋巴细胞, 37℃, 50 mL/L CO2, 
饱和湿度条件下分别培养36 h, 以激发T淋巴细

胞活性. 分别以肿瘤抗原修饰的DC激发T淋巴细

胞、联合抗原修饰的DC激发T淋巴细胞为效应

细胞, 设为量效抗原递呈实验组A、量效抗原递

呈实验组B, 以结肠癌细胞为靶细胞, 设单独靶细

胞为抗原递呈阴性对照组, 每组6孔. 采用MTT法
检测, 方法同1.2.5, 得肿瘤细胞杀伤率(%). 
统计学处理 所有变量均以mean±SD表示, t

检验分析两变量间差异性.

2  结果

2.1 DC体外抗原修饰与递呈的时效关系 应用

rhGM-CSF和rhIL-4联合诱导单个核细胞分化的

DC, 用结肠癌细胞冻融抗原修饰DC使其成熟, 
结果见表1. 时效实验组按照肿瘤细胞杀伤率计

算公式分别计算出时效实验组对肿瘤细胞的杀

伤率, 结果见表2.
2.2 DC体外联合抗原修饰与递呈的量效关系 应
用rhGM-CSF和rhIL-4联合诱导单个核细胞分化

的DC,分别以肿瘤抗原、不同浓度的SEB联合

修饰和单用肿瘤抗原修饰, 第5天和第7天分别

加PE标记CD11c, FITC标记CD80, PE/CY5标记

HLA-DR免疫荧光染色后进行流式细胞仪分析, 
检测结果见表3. 按照肿瘤细胞杀伤率计算公式

分别计算出量效抗原递呈实验组对肿瘤细胞的

杀伤率, 结果见表4.

3  讨论

D C是体内功能最强的专职抗原递呈细胞, 也
是唯一能激活初始型T细胞(na i ve T ceⅡ)的
APC, 处于免疫反应的中心地位. DC表面不仅

形成MHC-Ⅱ肽复合物作为克隆型T细胞表面

受体的配体, 成熟DC还高表达共刺激分子B7-
1(CD80)、B7-2(CD86)CD40、CD50(ICAM-3)及
CD54(ICAM-1)等起关键作用的辅助信号, 可诱

导T淋巴细胞增殖并分泌IL-12等细胞因子产生

Th1型免疫应答而发挥抗肿瘤作用. 但肿瘤患者

体内DC存在功能上的缺陷. 如何有效诱导DC成
熟并发挥其特异抗肿瘤作用是当前研究的热点. 

我们采用外周静脉血通过密度梯度离心的

表  1  时效实验抗原修饰后流式细胞仪表型分析结果(%)

     
DC流式分析结果              CD11c           CD80            HLA-DR

修饰前                             0.31           0.17              0.83

24 h组                             1.45           1.01              3.76

36 h组                           15.01           3.20            25.91

48 h组                             0.94           0.39            11.18

表  3  量效实验组抗原修饰第5天和第7天流式细胞仪表
型分析结果(%)

     
DC流式分析结果                                   CD11C  CD80  HLA-DR

第5天                                                 0.21   0.10    0.59

第7天结肠癌抗原修饰后                    0.31   0.17    0.83

第7天联合抗原修饰后SEB   25 mg/L   0.38   0.26    0.99

                                          50 mg/L   0.95   0.39   11.18

                                        100 mg/L 15.01   3.20   25.91

                                        200 mg/L   1.46   1.63     2.11

表  2  时效实验组对结肠腺癌细胞的杀伤率(%)(mean±
SD, n  = 6)

     
分组	                                                                 杀伤率

时效实验组          DC+ T淋巴细胞12 h         14.85±1.24

                            DC+ T淋巴细胞24 h           9.68±1.25

                            DC+ T淋巴细胞36 h         35.92±0.71

                            DC+ T淋巴细胞48 h         17.97±1.01

时效对照组	                                     20.32±0.92

■应用要点
本次实验从体外
DC抗原修饰和递
呈的时间及剂量
或比例等方面的
研究得出了相应
的最佳值, 为下一
步实验提供可靠
依据 ,  为临床DC
瘤苗的应用进行
了一次有益的探
索. 联合抗原修饰
和进一步提高结
肠癌DC疫苗效率
将给其临床应用
带来新的希望.
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方法获得PBMC, 经rhGM-CSF和rhIL-4联合刺激

诱导分化为DC, 经FCM分析表明, 细胞在培养

过程中表达DC特有的CD11c、CD80和HLA-DR
分子, 并在肿瘤抗原修饰后进一步上调, 与文献

报道的结果一致[5], 即我们获得了本实验需要的

DC. 在本实验中不同修饰和共孵时段表现出不

同的杀瘤效果, 其中均以36 h为最佳. 表明DC体
外抗原修饰与递呈有一定的时间关系, 这与DC
特殊的功能有关, DC将摄入细胞内的肿瘤抗原

消化降解为抗原肽片段, 与细胞内MHC分子结

合成抗原肽-MHC分子复合物并表达在细胞表

面, 完成这一抗原修饰过程需要一定时间. 修饰

后的DC在与T淋巴细胞接触过程中将其抗原信

息传递给T淋巴细胞, 完成这一抗原递呈过程也

需要的一段时间. 以及与体外DC的成熟和寿命

有一定关系. DC随其成熟而功能增强, 随其衰老

功能减弱. 我们得出其体外DC肿瘤抗原修饰和

递呈的最佳时间都是36 h.
本实验中, 超抗原SEB/肿瘤抗原联合修饰

的DC比仅用肿瘤抗原修饰的DC表达CD11c等
特有分子的百分比要高, 随SEB量的增大而增

加, 在100 mg/L达到最大值, 再增加反而下降. 
100 mg/L SEB+肿瘤抗原联合修饰的DC与T淋
巴细胞共孵后的杀伤肿瘤细胞效应强于单用

肿瘤抗原修饰的DC与T淋巴细胞共孵后的杀伤

肿瘤细胞效应(P <0.05). SEB是金黄色葡萄球菌

产生的系列肠毒素之一, 其通过依赖超抗原的

细胞介导的细胞毒作用 (superantigen dependent 
cell mediated cytotoxicyty, SDCC)、激活T淋巴

细胞并促使释放大量细胞因子的直接和间接

杀伤作用,产生强大的杀伤或抑制肿瘤细胞效 
应[6-7]. DC将其以内源性抗原的形式与MHCⅠ分

子结合, 形成MHCⅠ肽复合物, 再进入高尔基复

合体经糖化、修饰, 最后通过分泌小泡的方式表

达在细胞表面, 与CD8+ T淋巴细胞相互作用. 但
其对宿主有较大的系统毒性作用, 随着其浓度增

大对细胞的毒性增加, 降低DC的功能, 最佳SEB
值是100 mg/L. 另外,  DC与T淋巴细胞以不同比

例(1∶1, 1∶10, 1∶100, 1∶1000)共孵后其杀伤

肿瘤细胞效应在DC与T淋巴细胞以1∶100最高, 
说明负载SEB/肿瘤抗原的DC已成功摄取了相应

抗原, 加工后经MHC类分子呈递给T淋巴细胞, 同
时通过共刺激分子、黏附分子等将T淋巴细胞激

活, DC与T淋巴细胞以此比例共同孵育, T淋巴细

胞发挥最大限度活性,特异性杀伤该肿瘤细胞的

能力增强, 显示了修饰后的DC递呈抗原能力的量

效关系. DC与T淋巴细胞最佳共孵比例是1∶100. 
总之, 本次实验得出了体外DC抗原修饰和

递呈的最佳时间都是36 h, 联合应用超抗原SEB
的最佳值100 mg/L, DC与T淋巴细胞的最佳共孵

比例是1∶100. 为下一步实验提供可靠依据, 为
临床DC瘤苗的应用进行了一次有益的探索. 联
合抗原修饰和进一步提高结肠癌DC疫苗效率将

给其临床应用带来新的希望.
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表  4  抗原递呈实验组对结肠腺癌细胞的杀伤率(mean±SD, n  = 6)

     
                                                                                 T淋巴细胞+结肠癌细胞抗原递呈
DC∶T淋巴细胞

                         联合抗原修饰的DC                   结肠癌细胞冻融抗原修饰的DC 

1∶1                                           28.99±6.95                                   19.34±5.17a           

1∶10                                         40.02±3.65                                   20.83±2.73a       

1∶100                                       47.70±2.84b                                  33.66±2.10ab 

1∶1000                                     34.55±3.21                                    12.15±4.02a  

aP<0.05 vs 联合抗原修饰的DC; bP<0.01 vs 其他组. 

■名词解释
依赖超抗原的细
胞介导的细胞毒
作用: 超抗原所激
活的T细胞(CTL)
能对表达MHCⅡ
类分子的靶细胞
产生细胞毒作用, 
是超抗原和抗体
结合后, 由于带有
了表面标记, 而引
发具有细胞毒性
作用的细胞的攻
击 ,  进而清除抗
原, 这种作用叫依
赖超抗原的细胞
介导的细胞毒作
用.

■同行评价
本文研究方法设
计合理 ,  结果可
信, 具有一定的参
考价值.
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的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不
明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 1 
N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高
4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一

律采用法定计量单位表示, 例如, 血液中的总蛋

白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总

脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 葡萄糖、钾、尿

素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固

醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、

肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生

素A、维生素E、维生素B1、维生素B2、维生

素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、

汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸用nmol/L; 胰
岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12

用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 
例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 
d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性

国际单位IU = 16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 百分

比%, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成

1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ改成mg, 长度m改

成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例如

每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个组

合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不能

写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章

内应统一. 单位符号没有单、复数的区分, 例如, 
2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg
不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15克, 15 g; 10%福尔

马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/L酒精; 5% 
CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L肾上

腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏

膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 
mmol/ L或100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离
心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药
物剂量若按体质量计算, 一律以“/kg”表示.
2.5 统计学符号 (1)t检验用小写t ; (2)F检验用英

文大写F ; (3)卡方检验用希文小写c2; (4)样本的

相关系数用英文小写r ; (5)自由度用希文小写u ; 
(6)样本数用英文小写n ; (7)概率用英文斜体大

写P . 在统计学处理中在文字叙述时平均数±标

准差表示为mean±SD, 平均数±标准误为mean
±SE. 统计学显著性用aP <0.05, bP <0.01(P >0.05
不注). 如同一表中另有一套P 值 ,  则 cP <0.05, 
dP <0.01; 第三套为eP <0.05, fP <0.01等.
2.6 数字用法 遵照国家标准GB/T 15835-1995
出版物上数字用法的规定, 作为汉语词素者采

用汉字数字 ,  如二氧化碳、十二指肠、三倍

分写, 如weixibao nizhuanwan(胃细胞逆转丸), 
guizhitang(桂枝汤). 通常应小写. 
2.3 外文字符 注意大小写正斜体与上下角标. 
静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注

射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃

ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写

成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效率)÷
60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成

HP, T 1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不
写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如
生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber 
Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符

号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代

位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , 
d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 
邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右
旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正

丁酯), N -methylacetanilide(N-甲基乙酰苯胺), 
o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-
甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 
l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基

水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; 
Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如
m(质量), V(体积), F (力), p (压力), W(功), v (速度), 
Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活

性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放
射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, 
mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), 
b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高
度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 
CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 
基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
2.4 计量单位 采用国际单位制并遵照有关国家

标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分

子量”应改为物质的相对分子质量. 如 30 kD
改为M r 30 000或30kDa(M大写斜体, r小写正体, 
下角标); “原子量”应改为相对原子质量, 即
A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用

原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位在

＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24
岁, 56.4±0.5 d.3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 
ng/L, 131.6±0.4 mmol/L, t  = 28.4±0.2℃. BP
用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×

109/L, WBC构成比用0.00表示, Hb用g/L. M r明确

1-2
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体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学

数字采用阿拉伯数字, 如1000-1500 kg, 3.5±
0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪

器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 
前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean
±SD应考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来
定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百

多g, 平均数波动在百位数, 故应写成3.6±0.4 
kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其
SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也

应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是

无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则
进, 如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包
括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完

成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要小数点, 则
应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用

全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书
写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985
年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20
分50秒起至1985年6月25日10时30分止, 写作

1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 
从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 写作

1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时
半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来

定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 
000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前

后的阿拉伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距

离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不

移行!
2.7 标点符号 遵照国家标准GB/T 15834-1995标
点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用

黑圆点; 数字间的起止号采用“-”字线, 并列的

汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉

伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母拼写词间

改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号

分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿

号、分号、括号及书名号的后一半, 通常不用

于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及

书名号的前一半, 不宜用于一行之末. 标点符号

通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破
折号应占两格; 英文连字符只占一个英文字符

的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横

线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示

用大写, 波纹线表示用黑体. 

3  稿件格式
3.1 题名 简明确切地反映论文的特定内容, 鲜

明而有特色, 阿拉伯数字不宜开头, 不用副题名, 
一般20个字左右, 最好不超过26个字. 避免用

“的研究”或“的观察”等非特定词.
3.2 作者 论文署名作者不宜过多, 一般不超过8
人, 主要应限于参加研究工作并能解答文章有关

问题、能对文稿内容负责者, 对研究工作有贡献

的其他人可放入致谢中. 作者署名的次序按贡献

大小排列, 多作者时姓名间用逗号, 如是单名, 则
在姓与名之间空1格(正文和参考文献中不空格). 
世界华人消化杂志要求所有署名人写清楚自己

对文章的贡献. 第一方面是直接参与, 包括: (1)酝
酿和设计实验; (2)采集数据; (3)分析/解释数据. 
第二方面是文章撰写, 包括: (1)起草文章; (2)对
文章的知识性内容作批评性审阅. 第三方面是工

作支持, 包括: (1)统计分析; (2)获取研究经费; (3)
行政、技术或材料支持; (4)指导; (5)支持性贡献. 
每个人必须在第一至第三方面至少具备一条, 才
能成为文章的署名作者. 世界华人消化杂志不设

置共同第一作者和共同通信作者.
3.3 单位 作者后写单位的全称空1格后再写省市

及邮政编码. 格式如: 张旭晨, 梅立新, 承德医学

院病理教研室  河北省承德市 067000
3.4 第一作者简介 格式如: 张旭晨, 男, 1966-02-26
生, 河北省定县人, 汉族. 1994年北京中医药大学

硕士, 讲师. 主要从事消化系统疾病的病理研究.
3.5 作者贡献分布 格式如: 陈湘川与庞丽娟对此

文所作贡献两均等; 此课题由陈湘川, 庞丽娟, 陈
玲, 杨兰, 张金芳, 齐妍及李洪安设计; 研究过程

由陈玲, 杨兰, 张金芳, 蒋金芳, 杨磊, 李锋及曹秀

峰操作完成; 研究所用新试剂及分析工具由曹秀

峰提供; 数据分析由陈湘川, 杨兰及 庞丽娟完成; 
本论文写作由陈湘川, 庞丽娟及李洪安完成.
3.6 同行评议者 为了确保刊出文章的质量, 本刊

即将开始实行接受稿件的同行评议公开策略, 将
同行评议者姓名, 职称, 机构的名称与文章一同

在脚注出版. 格式如: 房静远教授, 上海交通大学

医学院附属医院仁济医院, 上海市消化疾病研究

所; 韩新巍教授, 郑州大学第一附属医院放射科; 
匡安仁教授, 四川大学华西医院核医学科.
3.7 基金资助项目 格式如: 国家自然科学基金资

助项目, No. 30224801 
3.8 通讯作者 格式如: 通讯作者: 马连生, 030001, 
山西省太原市双塔西街77号, 太原消化病研治

中心. wcjd@wjgnet.com
电话: 0351-4078656    传真: 0351-4086337
收稿日期:     接受日期: 
3.9 英文摘要
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题名 文章的题名应言简意赅, 方便检索, 英文题

名以不超过10个实词为宜, 应与中文题名一致.
作者 署名一般不超过8人. 作者姓名汉语拼音拼

写法规定为: 先名, 后姓; 首字母大写, 双名之间

用半字线“-”分开, 多作者时姓名间加逗号. 格式

如: “潘伯荣”的汉语拼写法为“Bo-Rong Pan”.
单位  先写作者 ,  后写单位的全称及省市邮

政编码. 例如: Xu-Chen Zhang, Li-Xin Mei, 
Department of Pathology, Chengde Medical 
College, Chengde 067000, Hebei Province, China
基金资助项目 格式如: Supported by National 
Natural Science Foundation of China, No.30224801
通讯作者 格式如: Correspondence to: Dr. Lian-
Sheng Ma, Taiyuan Research and Treatment Center 
for Digestive Diseases, 77 Shuangta Xijie, Taiyuan 
030001, Shanxi Province, China. wcjd@wjgnet.com
收稿及修回日期  格式如: Received:  Revised:
摘要 包括目的、方法、结果、结论, 书写要求

与中文摘要一致. 
3.8 中文摘要 必须在300字左右, 内容应包括目

的(应阐明研究的背景和设想、目的), 方法(必
须包括材料或对象. 应描述课题的基本设计, 双
盲、单盲还是开放性, 使用什么方法, 如何进行

分组和对照, 数据的精确程度. 研究对象选择条

件与标准是否遵循随机化、齐同化的原则, 对
照组匹配的特征. 如研究对象是患者, 应阐明其

临床表现, 诊断标准. 如何筛选分组, 有多少例

进行过随访, 有多少例因出现不良反应而中途

停止研究), 结果(应列出主要结果, 包括主要数

据, 有什么新发现, 说明其价值和局限, 叙述要

真实、准确、具体, 所列数据经用何种统计学

方法处理; 应给出结果的置信区间和统计学显

著性检验的确切值; 概率写P , 后应写出相应显

著性检验值), 结论(全文总结, 准确无误的观点

及价值).
3.9 正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 
材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序
号一律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空

1格接正文. 正文内序号连排用(1), (2), (3). 以下

逐条陈述.
0 引言 应包括该研究的目的和该研究与其他相

关研究的关系.
1 材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的

研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详细描

述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关

文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进

之处即可.

2 结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 
在结果中应避免讨论.
3 讨论 要简明, 应集中对所得的结果做出解释

而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾.
图表 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并
有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文

即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 
表内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一

律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的

地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其

容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现

的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白

图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图
1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; 
C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、

○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP<0.05, bP<0.01(P >0.05不注). 如同

一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套
为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具
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