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Abstract
Recent reports demonstrate that mouse somatic 
cells can be directly reprogrammed into plu-
ripotent embryonic stem (ES) cell-like cells by 
in vitro introduction of four transcription fac-
tors, Oct4, Sox2, c-Myc and Klf4. These cells are 
designated as induced pluripotent stem (iPS) 
cells. Similarly, the transfection with these four 
transcription factors or a cocktail of Oct4, Sox2, 
Nanog and LIN28 has been shown to be suf-
ficient to reprogram human somatic cells to iPS 
cells that are indistinguishable from human ES 
cells. Since reactivation of the c-Myc transgene 
has been reported to increase tumorigenicity 
in the chimeras and progeny mice, a modified 
protocol with only three factors (Oct4, Sox2 and 
Klf4) has been recently used to make mouse and 
human iPS cells from adult dermal fibroblasts. 
Based upon the data from recent publications, 

human iPS cell lines should be useful in the es-
tablishment of new disease models and in drug 
development, and might require further inves-
tigation about the feasibility in transplantation 
medicine. 

Key Words: Gene transfection; Somatic cell repro-
gramming; Stem cell; Transcription factor
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摘要
研究证实采用体外导入Oct4、Sox2、c-Myc
和Klf4等4个转录因子可将小鼠体细胞直接重
构成为ES细胞样的多潜能细胞, 这类细胞被
命名为诱导性多潜能干细胞(iPS细胞). 同样, 
转染上述因子或Oct4、Sox2、Nanog、LIN28
等4个因子也能够使人类体细胞重构为iPS细
胞, 后者与人类ES细胞的基本特征相似. 据报
道, 由于转染基因c-Myc的重新激活可使嵌合
体和子代小鼠的肿瘤发生增加, 故近期建立了
一种仅使用3个因子(Oct4、Sox2和Klf4)的改
良方案, 也可将成年小鼠和成人皮肤成纤维细
胞诱导转化为iPS细胞. 近期文献资料表明, 人
类iPS细胞系对于制备疾病的新模型和药物研
究有帮助, 但其用于移植治疗的应用前景则需
要进一步加以考证. 

关键词: 基因转染; 体细胞重构; 干细胞; 转录因子
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0  引言

干细胞(stem cells)是人体及其各种组织细胞的

初始来源, 其最显著的生物学特征是既有自我

更新和不断增殖的能力, 又有多向分化的潜能. 
干细胞根据不同的来源分为成体干细胞(somatic 
stem cells)和胚胎干细胞(embryonic stem cells, 
ES细胞). 成体干细胞包括骨髓间充质干细胞、

胰腺干细胞、神经干细胞等成体组织中存在的

www.wjgnet.com

®

■背景资料
干细胞分为成体
干细胞和胚胎干
(ES)细胞, ES细胞
是从囊胚内细胞
团中分离得到的
一种二倍体细胞, 
具有发育和分化
成为机体内几乎
所有组织细胞类
型的潜能 .  但ES
细胞的研究一直
存在激烈的伦理
学争论, 为避开伦
理学争论, 国外学
者通过体细胞体
外基因转染技术
建立诱导性多潜
能干(iPS)细胞系.

■同行评议者
唐晓鹏, 教授, 中
南大学肝病研究
所/中南大学湘雅
二医院感染科; 朴
云峰, 教授, 吉林
大学第一临床医
院消化科



干细胞, 理论上在特定条件下可分化为特定的

组织器官, 是修复和再生的基础. ES细胞是从着

床前的早期胚胎(囊胚)内细胞团中分离得到的

一种二倍体细胞, 理论上具有发育和分化成为

机体内几乎所有组织细胞类型的潜能. 治疗性

克隆是开展ES细胞研究的终极目标, 但有关ES
细胞和治疗性克隆的研究一直存在激烈的伦理

学争论[1-2]. 近1年来, 为避开伦理学争论, 国外学

者通过体细胞体外基因转染技术建立诱导性多

潜能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPS细
胞)系. 本文简要介绍iPS细胞的研究概况和应用

前景. 

1  胚胎干细胞研究的应用前景及面临的困难

1981年, ES细胞的分离和培养首先在小鼠中获

得成功, 是至今研究最广泛、最成熟的干细胞

体系. 随后, 牛、羊等大动物的ES细胞分离和培

养也相继获得成功. 1995年, 美国威斯康辛大学

Thomson et al从恒河猴囊胚中分离并建立了第

一个灵长类的ES细胞系. 1998年, 该研究小组从

体外受精形成的囊胚中首次分离并建立了人类

ES(hES)细胞系[3], 由此推动了干细胞研究热潮

的兴起. hES细胞具有以下特征; (1)体外扩增培

养条件下具有强大的增殖能力, 并且保持稳定

的正常二倍体染色体核型和带型; (2)具有较高

的端粒酶活性和碱性磷酸酶表达; (3)具有转录

因子Oct4的表达; (4)具有阶段特异性胚胎抗原

-3(stage-specific embryonic antigen-3, SSEA-3)、
SSEA-4等特异性表面抗原的表达; (5)具有分化

的多潜能性, 将hES细胞注射到小鼠皮下可形成

畸胎瘤, 其中含3个胚层的组织细胞. 上述特征

可用于hES细胞建系的鉴定[3-4]. 
治疗性克隆是指采用体细胞核转移(somatic 

cell nuclear transfer, SCNT)技术将患者体细胞核

与供体去核卵母细胞重构形成克隆囊胚, 分离

带有患者基因型的hES细胞, 进而在体外诱导分

化为特定的自体组织细胞用于疾病治疗. 治疗

性克隆是开展hES细胞建系和诱导定向分化研

究的根本意义所在. 2004年, 韩国首尔大学黄禹

锡 et al报道利用SCNT技术获得人类克隆囊胚来

源的hES细胞系[5], 通过该技术方案可制备患者

特异性的ES细胞[6], 但这些研究结果后来被证实

为学术造假. 2007-11-22, 美国科学家Mitalipov
领导的研究团队报道采用纺锤体显像系统直视

下的改良SCNT技术建立猕猴ES细胞系[7], 这是

在灵长类动物中通过克隆技术成功建立ES细胞
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系的首次报道, 说明SCNT的关键技术难题在非

人灵长类中已经被破解. 2008-2-21, French et al [8]

报道采用传统的抽吸或挤压去核方法的SCNT
技术, 将青年女性的去核卵母细胞与成人男性

成纤维细胞的细胞核进行融合, 从而建立了人

类克隆胚胎, 其中发育成为囊胚的比率为23%. 
然而, 在所建立的5个克隆囊胚中, 只有1个囊胚

被证实同时具有供体细胞核的基因组DNA和卵

母细胞的线粒体DNA, 另外2个囊胚仅被证实具

有供体细胞核的基因组DNA. 此外, 该研究小组

目前尚未建立相应的hES细胞系. 提示SCNT技
术距离临床应用还有一些关键技术环节需要得

到破解. 
截止2007-12底, 全世界已在美国国立卫生

研究院(NIH)注册的hES细胞系共有78个. hES细
胞研究的应用前景主要是移植治疗, 在组织工

程学领域中以hES细胞作为种子细胞, 可为临床

上细胞、组织或器官的移植治疗提供大量的材

料. 通过控制hES细胞分化培养环境、转染能够

促进ES细胞定向分化的关键分子基因等体外诱

导分化策略, 可获得特异性的组织细胞类型. 这
类细胞用于移植治疗, 将给糖尿病、帕金森氏

病、脊髓损伤、白血病、心肌损伤、肾衰竭、

肝硬化等疾病的治疗带来新的希望. 此外, 利用

基因打靶技术使外源性DNA与ES细胞中的相应

区域基因进行重组, 或靶向破坏ES细胞等位基

因造成基因纯合子失效的方法[9-10], 可能用于治

疗某些遗传性疾病. hES细胞还可用于研究人类

胚胎发育、疾病的发生机制、药物筛选与药物

研发等. 
一直以来, hES细胞研究面临着许多难题和

争议, 主要包括以下几个方面: (1)供体卵母细胞

的来源困难, hES细胞建系效率低. 在一项美国

学者的研究中, 来自12名供卵者的162个卵母细

胞有110个(68%)体外受精成功, 其中101个受精

卵有50个(50%)发育至扩张的囊胚阶段, 40个囊

胚采用免疫手术处理形成18个内细胞团, 最终

仅建立了3个hES细胞系[11]. 此外, SCNT技术的

不成熟必将需要进一步耗费更多的人类卵母细

胞, 故而其来源难以得到保证. (2)免疫排斥反应, 
除非采用SCNT技术, 否则患者对hES细胞分化

而来的各种细胞和组织仍然存在免疫排斥反应. 
(3)hES细胞具有成瘤性, 移植到受体的体内后有

发展为肿瘤的可能性, 即使采用SCNT技术、给

移植细胞设置自杀基因等应对措施, 也不一定

能够很好地解决这个问题[12-14]. (4)体外保持hES

www.wjgnet.com

■相关报道
Hanna et al近期已
经进行了iPS细胞
应用基础研究的
首次尝试, 利用人
类镰状细胞性贫
血的小鼠动物模
型, 取其尾尖部皮
肤的成纤维细胞, 
通过导入Oct4、
S o x 2 、 K l f 4 及
c-Myc基因, 获得
自体iPS细胞.
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细胞全能性的条件非常复杂, hES细胞在体外发

育分化成为完整的器官目前也难以做到. (5)伦
理学争论, 与上述困难相比, 伦理问题是hES细
胞研究面临的最大障碍, 由于hES细胞研究必须

摧毁人类早期胚胎, 并且治疗性克隆研究存在

导向生殖性克隆的潜在风险, 这些已经触及了

人类伦理观念甚至宗教和法律问题, 从而引起

社会各界激烈的争议, 以至于美国总统布什曾

两度否决了有关放宽美国联邦政府资助ES细胞

研究的提案. 

2  诱导性多潜能干细胞的研究进展

为避开hES细胞和治疗性克隆研究的伦理学争

论, 需要找到一种替代途径, 以便将人类的体细

胞直接转化为多潜能干细胞, 为患者提供“个

性化”的自体干细胞. 2003年, Gurdon研究小组

发现, 将已完全分化的小鼠胸腺细胞或成人外

周血淋巴细胞的细胞核注入爪蟾卵母细胞后, 
哺乳动物细胞核的分化标志物丧失, 而哺乳动

物干细胞中最具特征性的标志物Oct4则呈高表

达, 提示哺乳动物细胞核可直接被两栖动物卵

母细胞核泡所重构从而表达Oct4[15], 这项研究

开启了诱导人类体细胞转变成干细胞的新思路. 
2006年, 日本京都大学Yamanaka研究小组采用

体外基因转染技术, 从24个因子中筛选出Oct4, 
Sox2, c-Myc, Klf4等4个转录因子, 通过逆转录病

毒将上述4个转录因子导入胚胎小鼠成纤维细

胞或成年小鼠尾部皮肤成纤维细胞, 在小鼠ES
细胞的培养条件下获得了Fbx15+的多潜能干细

胞系, 该细胞系在细胞形态、生长特性、表面

标志物、形成畸胎瘤等方面与小鼠ES细胞非常

相似, 而在基因表达谱、DNA甲基化方式及形

成嵌合体动物方面却不同于小鼠ES细胞, 故将

其命名为iPS细胞[16]. 
2007-07, Ya m a n a k a研究小组进一步用

Nanog代替Fbx15进行筛选, 得到了Nanog+的iPS
细胞系, 该i P S细胞不仅在细胞形态、生长特

性、标志物表达、移植到小鼠皮下可形成包含

3个胚层组织细胞结构的畸胎瘤等方面与小鼠

ES细胞非常相似, 而且在DNA甲基化方式、基

因表达谱、染色质状态、形成嵌合体动物等方

面也与小鼠ES细胞几乎完全相似. 此外, 研究还

发现重新激活原癌基因c-Myc是嵌合体动物出现

肿瘤形成的原因; 而转染的上述4个基因在iPS细
胞中并没有表达, 表明这些基因只在诱导过程中

起作用, iPS细胞保持多潜能性状态的原因是内

源性转录因子Nanog基因的表达[17]. 同时独立发

表的另一篇来自美国科学家的研究论文同样证

实了上述4个转录因子足以使小鼠成纤维细胞在

体外诱导重构成为类似小鼠ES细胞的iPS细胞[18]. 
新近, Yamanaka研究小组报道了小鼠肝细胞和胃

上皮细胞同样也可被重构成为iPS细胞, 遗传学

细胞谱系示踪分析显示, iPS细胞源自谱系定型

的体细胞的直接重构, 而未发现逆转录病毒整合

到特定的基因位点与细胞核重构相关[19]. 
2007-11, Yamanaka研究小组利用相同的技

术, 将上述同样的4个转录因子导入到人类皮肤

成纤维细胞中, 也成功获得了iPS细胞. 原代人

类成纤维细胞样滑膜细胞和源自新生儿成纤维

细胞的细胞系同样也可被重构成为iPS细胞. 这
类iPS细胞在细胞形态、增殖能力、表面抗原标

志、基因表达谱、多潜能干细胞特异性基因的

表观遗传学状态、端粒酶活性等方面与hES细胞

相似, 并且在体外培养时和在小鼠体内畸胎瘤形

成中均可分化为3个胚层的不同细胞类型[20]. 与
此同时, 威斯康辛大学Thomson研究小组也报道

了成功诱导胎儿成纤维细胞转化为具有hES细
胞基本特征的人类iPS细胞, 所不同的是他们使

用慢病毒作为载体, 并在14个候选基因中选择

了Oct4、Sox2、Nanog、Lin28等4个基因进行

转导[21]. Park et al [22]利用来自胎儿、新生儿及成

人的皮肤或肺部的原代成纤维细胞, 其中包括

来自1名健康男性皮肤活检得到的成纤维细胞, 
采用Yamanaka研究小组的策略也获得了相同的

结果. 他们还发现Oct4和Sox2在诱导重构为iPS
细胞过程中是必需的, 正是这两个转录因子维

持了人类iPS细胞的多潜能性, 而Klf4和c-Myc的
作用是改变染色质的结构, 从而有利于Oct4和
Sox2的结合, 以提高诱导的效率. 此外, 这项研

究的重要意义在于将取自皮肤活检的成纤维细

胞诱导为iPS细胞. 上述研究表明, 从活检人类皮

肤组织中提取体细胞后进行诱导以制备患者特

异性的干细胞是可行的, 因而有望克服细胞移

植治疗中存在的免疫排斥反应. 
鉴于导入c-Myc基因可使嵌合体小鼠的肿

瘤发生率高达20%, 可能会阻碍其未来的临床

应用[17]. 因此, Yamanaka研究小组新近报道, 小
鼠和人类皮肤成纤维细胞转染c-Myc以外的其

余3个基因, 在调整培养条件后也可得到iPS细
胞. 去除c-Myc基因尽管可使未来临床应用的安

全性显著提高, 但形成iPS细胞的效率却明显降

低. 虽然嵌合体小鼠在100 d内没有肿瘤发生, 但
逆转录病毒的再激活仍有导致肿瘤发生的潜在

■应用要点
人类iPS细胞系可
为患者提供“个
性化”的自体干
细胞, 为许多退行
性或损伤性疾病
的治疗学发展带
来巨大的希望, 对
于制备疾病的新
模型和药物研发
也有帮助, 但其用
于移植治疗则需
要进一步加以考
证.
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风险[23]. 同样, 慢病毒转染技术可能也存在类似

的风险. 

3  诱导性多潜能干细胞的应用前景

Hanna et al [24]近期已经进行了iPS细胞应用基础

研究的首次尝试, 利用人类镰状细胞性贫血的

小鼠动物模型, 取其尾尖部皮肤的成纤维细胞, 
通过导入Oct4、Sox2、Klf4及c-Myc基因, 获得

自体iPS细胞; 进一步采用基因特异性打靶技术

对人类镰状血红蛋白等位基因进行纠正后, 将
体外培养的自体iPS细胞诱导为造血干细胞, 移
植后可治疗动物模型的镰状细胞性贫血. 此外, 
人类iPS细胞目前可能用于制备疾病的新模型以

研究发病机制, 还可能用于药物研发中以鉴定

药物治疗反应[21]. 
iPS细胞研究成果在干细胞研究领域中无

疑是具有里程碑意义的突破, 多种体细胞经过

体外的培养和诱导均可转变成为具有多向分化

潜能的干细胞, 并且证明了几种已知的转录因

子可以使已分化的体细胞逆转为未分化的状

态, 从而阐明了细胞的巨大可塑性. 由于iPS细胞

研究不再使用人类早期胚胎, 故卵母细胞来源

的难题得到了合理的解决, 伦理学的争论将随

之平息, 自体iPS细胞来源的细胞移植给患者自

身也将使免疫排斥反应的难题迎刃而解. 尽管

如此, iPS细胞在应用于临床之前, 还面临许多

问题; (1)逆转录病毒和慢病毒载体导致肿瘤发

生的潜在风险需要加以克服; (2)需进行深入的

研究, 比较iPS细胞和hES细胞在细胞生物学特

性、定向分化机制等方面是否具有显著的差异; 
(3)需建立一种新的方法以避免基因转染带来的

潜在风险, 如通过某些药物或因子激活体细胞

中业已存在的上述转录因子的方式以替换外源

性基因转染的方式, 或者用某些因子的短暂性

表达代替永久性导入[25]; (4)提高制备iPS细胞的

效率. 
需指出的是, iPS细胞研究的突破并不意味

着ES细胞研究的衰亡, 因为iPS细胞所使用的转

录因子正是来源于ES细胞长期研究的积淀, 并
且治疗性克隆在近期也取得某些非常重要的进

展. 尽管iPS细胞研究的突破为许多退行性或损

伤性疾病的治疗学发展带来巨大的希望, 但其

真正的临床应用前景尚需进一步观察和考证. 
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幽门螺杆菌与胃上皮细胞不同作用时间点蛋白质组的差
异分析

宋衍燕, 赵 飞, 肖 迪, 马广源, 孟凡亮, 何丽华, 张建中

宋衍燕, 赵飞, 肖迪, 马广源, 孟凡亮, 何丽华, 张建中, 中国
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Abstract
AIM: To analyze the differential expression of 
proteome in human gastric adenocarcinoma 
epithelial AGS cells co-cultured with H pylori.

METHODS: The samples of AGS cells co-
cultured with H pylori 26695 strain at three 
time-points (0.5, 2 and 4 h) were collected and 
separated by 2-dimensional polyacrylamide gel 
electrophoresis (2-DE) technique and computer-
assisted image analysis was used to analyze the 
differential proteomic expression. The signifi-
cantly differentially expressed proteins were rec-

ognized and identified with the 4700 proteomics 
discovery system.

RESULTS: There were 66 protein spots that 
were significantly differentially expressed at dif-
ferent time-points, 34 (corresponding to 16 kinds 
of proteins) of which were identified with ma-
trix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight/time-of-flight (MALDI-TOF-TOF). At 
2-h time-point, 8 kinds of proteins were up-reg-
ulated obviously, of which 2 originated from the 
cells and 6 from H pylori. At the 4-h time-point, 
4 kinds of cell-originated proteins were down-
regulated, and 4 kinds of new proteins were 
observed. Succinate dehydrogenase iron-sulfur 
subunit, HpaA, HSP 60 and peroxiredoxin were 
up-regulated at the early stage of co-infection. 
However, at the late stage of co-infection, two 
cell-originated proteins (cyclophilin A, nascent-
polypeptide-associated complex alpha poly-
peptide) and two H pylori-originated proteins 
(urease, non-heme iron protein) were found to 
express. 

CONCLUSION: During the interaction between 
AGS cells and H pylori, the expression of pro-
teins is associated with adhesion change in the 
early stage, followed by a favorable alteration in 
the survival and proliferation of H pylori as well 
as immunologic escape and pathological ero-
sion.
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摘要
目的: 分析幽门螺杆菌(H py lo r i )与人胃腺
癌上皮细胞(human gastric adenocarcinoma 
epithelial, AGS)的相互作用蛋白质组学差异. 

方法: 采用双向凝胶电泳分离H pylori  26695

®

■背景资料
人胃腺癌上皮细
胞 (A G S)是目前
最为常用的研究 
H p y l o r i 和胃癌
相关的细胞模型, 
本 实 验 拟 应 用H 
pylori国际标准菌
株26695和AGS细
胞共同孵育, 在不
同时间点取样, 以
期发现二者相互
作用时对蛋白表
达影响的时序性
变化, 为更好的理
解H pylori感染和
致病机制提供有
意义的线索.

■同行评议者
李玉明, 教授, 江
苏省南通市第一
人民医院消化内
科
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株与AGS细胞相互作用0.5、2、4 h时间点的
细胞和黏附菌的全蛋白样品, 考马斯亮兰染
色, ImageMster 2D图像分析软件比较分析, 识
别差异蛋白, 将差异蛋白点进行胶内酶解, 经
基质辅助电离解析飞行时间质谱(M A L D I-
TOF-TOF/MS)获得肽质量指纹图谱(PMF), 通
过搜寻蛋白质数据库完成对差异蛋白的鉴定. 

结果: 对0.5、2、4 h时间点图谱差异蛋白点
分析共发现主要差异蛋白点66个, 对其中34
个(共对应16种蛋白)最终完成准确鉴定, 2 h后
8种蛋白开始上调, 其中2种是细胞来源, 6种 
H pylori来源; 4 h时4种细胞来源蛋白下调, 并
有4种新的蛋白开始被观察到. 在共感染的早
期, 细胞的琥珀酸脱氢酶、H pylori 的抗氧化
酶类、黏附素以及HSP 60表达上调. 感染晚
期主要是细胞来源的亲环素A、新生多肽相
关复合物α多肽开始表达, H pylori来源的尿素
酶、非血红素铁蛋白等蛋白明显出现在黏附
菌成分中.

结论: H pylori 与AGS细胞相互作用过程中, 
细菌和细胞蛋白表达均存在明显时序性变化, 
早期相互作用则主要表现为以与黏附等有关
的蛋白表达变化, 后期向有利细菌存活和增殖
的方向发展, 并呈现出与免疫逃逸和病理损伤
相关的变化.
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )是一种可在人胃黏膜定植, 
并与慢性活动性胃炎、萎缩性胃炎、胃溃疡、

十二指肠溃疡、胃癌和胃黏膜相关淋巴组织

淋巴瘤[1-2]等疾病发生相关的革兰氏阴性菌, 是
WHO确认的唯一与癌症发生密切相关的细菌, 
研究较多, 但结果千差万别[3-6], 具体的H pylori的
致癌机制仍不清楚. 人胃腺癌上皮细胞(human 
gastric adenocarcinoma epithelial, AGS)是目前最为

常用的研究H pylori和胃癌相关的细胞模型, 本实

验拟应用H pylori国际标准菌株26695和AGS细胞

共同孵育, 在不同时间点取样, 以期发现二者相互

作用时对蛋白表达影响的时序性变化, 为更好的

理解H pylori感染和致病机制提供有意义的线索.

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori 26695菌株, 全基因组测序国际

标准菌株, 美国华盛顿大学医学院分子生物学系

惠赠, 中国疾病预防控制中心传染病预防控制所

传染病诊断室保存. AGS细胞(ATCCCRL1739), 
北京大学公共卫生学院惠赠. Bradford试剂盒购

自Biorad公司.
1.2 方法 
1.2.1 蛋白样品制备: AGS细胞于100 mL/L FBS 
1640培养基, 50 mL/L CO2气体培养环境, 37℃
培养48 h; H pylori 26695接种于含50 mL/L绵羊

全血哥伦比亚琼脂平板上, 置50 mL/L O2, 100 
mL/L CO2, 850 mL/L N2的微需氧气体环境中

37℃培养72 h后刮取菌苔用PBS洗3次, 5000 g离
心10 min, 去上清, 充分悬浮细菌, 测定A 600值, 按
照A 600 = 2.2×108, 细胞每培养瓶计数2×106, 细
胞与细菌的比例按照1∶300, 二者分别相互作

用0.5, 2, 4 h, 弃去细胞培养液体, 预冷的PBS洗
3次, 细胞刮刮取细胞培养皿底部的细胞, PBS
液10 mL, 4000 r/min, 4℃离心10 min, 计3次. 每
皿细胞平均加入1.5 mL的裂解液, 冰浴30 kHz
超声, 超声2 s间隔2 s直至完全溶解; 加入蛋白

酶、核酸酶抑制剂, 10 μL/mL; 室温1 h, 12 000 
r/min, 4℃离心30 min, 取上清[7]. 蛋白定量方法

按Bradford[8]方法进行.
1.2.2 2-DE: 等电聚焦[9-10](IEF)使用24 cm pH3-
pH10非线性干胶条(GE Healthcare), 设置聚焦

仪(Amersham Biosciences产品)程序: 20℃表面

温度, 电流强度50 μA/胶条, 30 V, 6 h; 60 V, 6 
h; 100 V, 30 min; 300 V, 1 h; 600 V, 1 h; 1000 V, 
1 h; 8000 V, 10 h; 聚焦至VhT 90 000左右. 等
电聚焦结束后, 将干胶条分别在130 mmol/L的
DTT(Amersham Biosciences产品)和135 mmol/L
的碘乙酰氨(Amersham Biosciences产品)中振荡

平衡15 min后转至125 g/L聚丙烯酰胺凝胶, 使
用垂直电泳仪(Ettan DALTtwelve System, GE 
Healthcare, Uppsala, Sweden)跑二向电泳, 25℃, 
自动泵, 2.5 W/胶, 30 min,  18 W/胶, 4.5 h. 考马

斯亮兰染色[11], 扫描仪采集图像, ImageMaster 
2D Platinum 5.0分析软件分析图像, 以增加或降

低1.5倍以上做为标准, 确定差异蛋白点. 用自动

切点仪(SpotPicker, Amersham Biosciences产品)
切下各差异点, 胶粒用300 mL/L乙腈的0.1 mol/L 
NH4HCO3脱色, 采用胰酶(Sigma产品)进行胶上

蛋白酶解.
1.2.3 质谱鉴定: ABI4700时间飞行质谱仪进行

■研发前沿
H pylori 与人胃腺
癌上皮细胞相互
作用是研究的经
典思路, 但具体致
病机制目前尚不
清楚.
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■相关报道
李波清 e t al 对胃
癌和非胃癌来源
的菌株进行蛋白
质 学 分 析 ,  发 现
H S P60存在丙氨
酸和苏氨酸的变
异, 推测这一结构
域可能是区分胃
癌与非胃癌菌株
的分子特征之一.

质谱分析[12], Nd: YAG激光器, 335 nm, 200 Hz激
光激发, 应用GSP Explorer Workstation软件搜索

NCBInr数据库.

2  结果

2.1 2-DE图谱及差异蛋白图谱 H pylori与AGS细
胞共孵育0.5 h 2-DE图谱中识别蛋白点691个, 2 
h蛋白点693个, 4 h蛋白点710个(图1). 蛋白图谱

展示AGS细胞和黏附在细胞上的H pylori菌体全

蛋白, 应用ImageMaster 2D Platinum 5.0分析软

件分析以volume≥1.5倍以上作为差异点, 将2 h
和4 h图谱分别与0.5 h图谱分析, 共发现差异蛋

白点66个, 差异点的情况如图2所示.  
2.2 2-DE图谱差异点的质谱鉴定结果 差异点切

下, 酶解后经过MALDI-TOF/TOF-MS鉴定, 鉴
定出34个蛋白, 鉴定蛋白的等电点和分子量基

本与理论值相符, 质谱鉴定结果如表1所示. 共
有16种, 其中8种蛋白自2 h开始上调, H pylori来
源的6种, 分别是热休克蛋白(heat shock protein, 
HSP)60、硫氧还蛋白、烷基过氧化物还原酶、

神经氨酰乳糖结合原纤维血凝素(neuraminyl-
lactose-binding hemagglutinin homolog, NLBH, 
HpaA)、巯基过氧化氢还原酶、γ-谷氨酰转肽

酶, 细胞来源的2种, 分别是琥珀酸脱氢酶、泛

醌-细胞色素C还原酶; 4种蛋白下调, 全部是细

胞来源, 包括ATP合成酶、肌动蛋白、过氧化物

酶6(peroxiredoxin 6, PDX6), 未命名蛋白; 有4种
蛋白在4 h蛋白图谱提示开始表达: 细胞来源的

亲环素A(cyclophilinA, CyPA)、新生多肽相关复

合物α多肽(nascent-polypeptide-associated com-
plex alpha polypeptide, NAC)以及H pylori来源的

尿素酶、非血红素铁蛋白.

3  讨论

胃癌的发生发展是多阶段、很多因素参与这个

过程, H pylori慢性感染与此密切相关, 具体机制

尚未清楚. 本实验结果显示0.5、2、4 h三个时间

点H pylori与AGS相互作用的动态变化主要是三

羧酸循环代谢相关、抗氧化相关酶类、黏附素

以及致病机制相关蛋白变化. 
感染早期细菌来源的琥珀酸脱氢酶、 

H pylori来源的抗氧化相关酶类、黏附素以及

HSP60开始表达上调. 琥珀酸脱氢酶是三羧酸循

环代谢相关酶类, 此酶升高表示细胞代谢在早

期旺盛, 但随二者相互作用时间延长, H pylori
逐渐占据优势, H pylori的抗氧化作用相关酶类

图  2  差异点在图谱上的位置. A: 

0.5 h 2-DE图谱; B: 4 h 2-DE图谱.
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图  1  H pylori 与AGS相互作用0.5、2、4 h 2-DE图谱. A: 0.5 h; B: 2 h; C: 4 h.
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表达逐渐增强上调, 如硫氧还蛋白和烷基过氧

化氢还原酶硫氧蛋白泛醌-细胞色素C还原酶等. 
这可能是两个方面的作用结果, 一是H pylori与
AGS共孵育时在有氧环境中, 而H pylori培养的

环境是微需氧的环境, 为适应环境生存H pylori
的代谢改变; 也可能是AGS作为弱抗原提呈细

胞感染细菌后引发杀菌机制, 产生依氧杀菌机

制, 从而引发氧化酶和其他酶类的活化, 产生多

种具有效杀伤活性的活性氧中介物和活性氮中

介物, 后者是否参与变化尚需验证. 黏附素HpaA
感染2 h开始上调, 并逐渐增强. HpaA是H pylori
的主要黏附素之一, 能够与AGS细胞特异性受

体结合, 使二者紧密黏附. 实验结果提示H pylori
和AGS相互作用2 h开始受体配体方式的紧密黏

附逐渐加强. 近来研究表明HSP在多种肿瘤细胞

表达增强, 与肿瘤的增殖、侵袭力、转移性及

■创新盘点
本研究观察细胞
变化的在同时观
察了细菌蛋白质
组学的连续性时
间点的变化.

表  1  2-DE图谱差异点的质谱鉴定结果

     
Spot No.		  Accession No.			   Protein				      PI/MW(Da)

0.5 h-143	 gi5644643	 chaperonin GroEL (H pylori )				    5.55/58 227.5

0.5 h-200	 gi114644226	 mitochondrial ATP synthase, H+ transporting F1 		  4.95/48 083

				    complex beta subunit (Homo sapiens )

0.5 h-290	 gi164451511	 actin						      5.3/41 796.9

0.5 h-284	 gi157111829	 actin						      5.29/41 615.8

0.5 h-193	 gi90077396	 unnamed protein product				    8.46/29 151.2

0.5 h-478	 gi15644820	 succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit 		  5.34/27 633.4

				    (H pylori  26695)

0.5 h-513	 gi55775699	 V protein [Simian parainfluenza virus 5]	  		  7.55/23 920

0.5 h-517	 gi114565485	 peroxiredoxin 6 isoform 1 (Pantroglodytes )		  5.69/23 205.2

0.5 h-547	 gi54036561	 cytochrome b-c1 complex subunit Rieske		  8.78/29 746.5

0.5 h-579	 gi11139093	 GrpE-like protein cochaperone (Homo sapiens )		  8.29/24 132.9

0.5 h-578	 gi15646170	 alkyl hydroperoxide reductase	(H pylori  26695)		  5.88/22 221.4

0.5 h-689	 gi15611830	 thioredoxin (H pylori  J99)				    5.16/11 847.1

4 h-205		  gi89574029	 mitochondrial ATP synthase, H+ transporting F1		  5.8/57 919.4

				    complex beta subunit (Homo sapiens )

4 h-289		  gi1703127	 actin, cytoplasmic type 8				    5.31/41 820.8

4 h-287		  gi1703123	 actin, cytoplasmic type 5				    5.3/ 41 822.8

4 h-399		  gi149029725	 nascent-polypeptide-associated complex alpha		  4.87/15 006.8

4 h-400		  gi149029725	 nascent-polypeptide-associated complex alpha		  4.87/15 006.8

4 h-515		  gi55775699	 V protein [Simian parainfluenza virus 5]			   7.55/23 920

4 h-466		  gi15645574	 hypothetical protein HP0958 (H pylori  26695)		  8.73/29 673.6

4 h-724		  gi54301401	 alkyl hydroperoxide reducatase (H pylori )			  5.88/22 222.4

4 h-600		  gi15646170	 alkyl hydroperoxide reductase	(H pylori  26695)		  5.88/22 221.4

4 h-652		  gi18482498	 non-heme ferritin protein (H pylori )			   5.51/19 242.6

4 h-711		  gi15611830	 thioredoxin (H pylori  J99)				    5.16/11 847.1

4 h-599		  gi15646170	 alkyl hydroperoxide reductase	(H pylori  26695)		  5.88/22 221.4

4 h-604 		  gi15646170	 alkylhydroperoxide reductase (H pylori  26695)		  5.88/22 221.4

4 h-559		  gi54036561	 cytochrome b-c1 complex subunit Rieske		  8.78/29 746.5

4 h-535		  gi15645038	 putative neuraminyllactose-binding hemagglutinin		 5.19/53 905.2

				    homolog (hpaA) (H pylori  26695)	

4 h-520 		  gi15644703	 bifunctional urease subunit gamma/beta (H pylori  26695)	 8.46/26 522.9

4 h-617 		  gi54301431	 alkyl hydroperoxide reducatase (H pylori )			  6.08/22 221.5

4 h-666		  gi13937981	 peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) (Homo sapiens ) 	 7.68/17 999.9

4 h-656 		  gi15645018	 adhesin-thiol peroxidase (H pylori  26695)		  7.68/18 280.8

4 h-634 		  gi15645732	 amma-glutamyltranspeptidase (H pylori  26695)		  9.27/61 112.9

2 h-6041 	 gi15646170	 alkyl hydroperoxide reductase (H pylori  26695)		  5.88/22 221.4

2 h-760 		  gi15611830	 thioredoxin (H pylori  J99)				    5.16/11 847.1

0.5 h-143表示共孵育0.5 h的2-DE蛋白点id值143号的蛋白点, 其他用同样的原则命名.
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凋亡等生物学行为以及与肿瘤免疫、肿瘤耐药

性等有关[13-14]. HSP60在浅表性胃炎不同分型的

肠化胃黏膜组织、胃癌组织中的表达阳性率呈

逐渐增高趋势[15]. 李波清 et al对胃癌和非胃癌来

源的菌株进行蛋白质学分析, 发现HSP60存在丙

氨酸和苏氨酸的变异, 推测这一结构域可能是

区分胃癌与非胃癌菌株的分子特征之一(资料待

发表). 本研究中HSP60自2 h开始上调, 表明此蛋

白在感染早期就开始发挥作用. 
共培养4 h出现4种差异蛋白, 其中H pylori

来源的非血红素铁蛋白是一大类含铁但不含血

红素的蛋白, 核苷酸还原酶和脂加氧酶均属于

此类蛋白, 前者活性增高可引起DNA的合成增

加, 后者在生物膜磷脂氧化性降解起到关键的

作用, 这类蛋白的表达提示感染后期细菌的增

生旺盛以及对细胞膜的破坏性增强. H pylori尿
素酶A/B亚单位在晚期开始表达, 与H pylori适
应酸性环境代谢相关, 也和H pylori致病相关. 
细胞来源的CyPA是一种在生物界广泛存在、

高度保守的蛋白质, 具有肽基脯氨酰顺/反异构

酶活性, 参与蛋白质折叠、装配与运输; 在细胞

内能与环孢酶素A结合, 参与免疫抑制; 还可介

导胆固醇转运, 能发挥前炎性因子的功能, 并在

信号转导中具有重要作用, 而且是一种氧化应

激诱导分泌的生长因子[16-23]. 实验提示CyPA在 
H pylori致病过程中可能起到很重要的作用, 如
炎症刺激以及免疫逃逸, 参与H pylori的持续性

感染. 而NAC是与种系发育进化相关的高度保

守的蛋白, 与核糖体结合参与转录调节, 生物学

功能多样; 有研究发现其参与很多生物学过程

并和肝炎、脑恶性肿瘤等多种临床疾病相关, 
可参与信号转导[24]、抑制凋亡[25]过程, 过度表达

可以扰乱细胞分化[26]等. 在H pylori的感染晚期

出现此蛋白的表达上调, 提示其在致病机制中

发挥相应的作用. 
66个差异蛋白点共鉴定出34个, 未鉴定出蛋

白主要是由于目前国际上的数据库(肽库)的积

累尚不充分, 这部分尚需今后通过蛋白测序来

确认. 
不同时间点的蛋白图谱为我们提供了一个

动态变化的H pylori与AGS相互作用过程序贯性

特点. 相互作用过程, 细菌最终占据优势, 整个

蛋白图谱出现明显下调的蛋白都是细胞来源的, 
细胞上调的2种蛋白主要与病理变化相关, 均
在4 h蛋白图谱中开始表达, 提示这个时间点是 
H pylori致病机制启动的关键. 本研究结果为进

一步研究H pylori的致病机制提供很重要的线索.
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Abstract
AIM: To investigate the immunologic mechanism 
underlying the antifibrotic action of Mushu 
capsule in rats with hepatic fibrosis. 

METHODS: A hepatic fibrosis model was in-
duced by subcutaneous injection of carbon 
tetrachloride (CCl4). Wister rats were randomly 
divided into 4 groups: normal control group, 
model group, Mushu capsule (MC) group and 
Biejia Ruangan tablet (BRT) group. MC group 
and BRT group were subdivided into prevention 
group and treatment group. Liver sections were 
stained with HE and Masson respectively for 
pathological examination. Serum interleukin-2, 
-6, -8 (IL-2, 6, 8) and tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) levels were determined by radioimmu-
noassay. The levels of CD4 and CD8 cells were 

measured by flow cytometry. 

RESULTS: IL-2 and IL-6 levels were not obvi-
ously different between MC group and BRT 
group, but IL-8 level in MC groups was mark-
edly lower than that in BRT groups (preventing 
group: 0.4 ± 0.2 mg/L vs 0.6 ± 0.1 mg/L; treat-
ment group: 0.5 ± 0.2 mg/L vs 0.6 ± 0.2 mg/L, 
both P < 0.05). MC was superior to BRT in pre-
venting serum TNF-α elevation (1.1 ± 0.3 mg/L 
vs 1.4 ± 0.3 mg/L, P < 0.05). The decreased serum 
CD4 and CD4/CD8 levels were markedly raised 
in MC preventing groups and treatment group 
(CD4: 36.4% ± 7.5%, 34.6% ± 5.0% vs 28.0% ± 5.1%; 
CD4/CD8: 1.9% ± 0.4%, 1.8% ± 0.3% vs 1.5% ± 
0.2%, all P < 0.01) in comparison with those in 
model group. The decreased serum CD4 level 
was markedly raised in BRT preventing group 
(33.4% ± 4.9% vs 28.0% ± 5.1%, P < 0.05), while 
there was no difference in BRT treatment group. 
BRT up-regulated the levels of serum CD8 and 
CD4/CD8 cells without significant differences. 
The levels of CD4, CD8 and CD4/CD8 cells had 
no notable difference between MC group and 
BRT group. 

CONCLUSION: Mushu capsule can regulate 
the humoral immunity in rats with liver fibrosis 
by elevating serum IL-2 and decreasing serum 
IL-6, IL-8 and TNF-α. Simultaneously, it can up-
regulate the levels of CD4 and CD4/CD8.

Key Words: Mushu capsule; Liver fibrosis; Inter-
leukin; Tumor necrosis factor-α; CD4; CD8; Flow 
cytometry; Radioimmunoassay

Gao P, Cheng LF, Liu C, Shao ZY. Immunologic 
mechanism in antifibrotic action of Mushu capsule in rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(12): 1266-1272

摘要
目的: 探讨木疏胶囊抗大鼠肝纤维化的免疫
作用机制. 

方法: 400 g/L CCl4诱导大鼠肝纤维化模型. 
Wister大鼠随机分为正常对照组, 模型对照组, 
木疏胶囊预防组和治疗组, 鳖甲软肝片预防组

®

■背景资料
肝纤维化是慢性
肝病向肝硬化发
展的必经之路, 已
有研究表明肝纤
维化有可能发生
逆转. 木疏胶囊能
明显改善肝纤维
化大鼠的肝功能,
预防治疗可降低
血清纤维化相关
酶, 显著改善肝组
织病理学损害, 有
效地干预大鼠肝
纤维化.

■同行评议者
党双锁 ,  副教授 , 
西安交通大学第
二医院感染科
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和治疗组. HE染色和Masson染色观察肝右叶
相同部位组织病理改变. 放免法测定血清细胞
因子IL-2、IL-6、IL-8及TNF-α, 流式细胞术
检测血淋巴细胞CD4、CD8表达. 

结果: 木疏胶囊与鳖甲软肝片各组两两比较, 
对IL-2和IL-6作用均无显著性差异; 对IL-8的
降低作用木疏胶囊优于鳖甲软肝片(预防组: 
0.4±0.2 μg/L vs  0.6±0.1 μg/L; 治疗组: 0.5±
0.2 μg/L vs  0.6±0.2 μg/L; 均P <0.05); 对TNF-α
的降低作用为木疏胶囊预防组优于鳖甲软肝
片(1.1±0.3 μg/L vs  1.4±0.3 μg/L, P <0.05), 而
治疗组无显著差异. 与模型对照组比较, 木疏
胶囊预防组和治疗组使CD4和CD4/CD8均显
著升高(CD4: 36.4%±7.5%, 34.6%±5.0% vs  
28.0%±5.1%; CD4/CD8: 1.9%±0.4%, 1.8%
±0.3% vs  1.5%±0.2%; 均P <0.01), 鳖甲软肝
片预防组使CD4显著升高(33.4%±4.9% vs  
28.0%±5.1%, P <0.05), 治疗组无显著性差异, 
鳖甲软肝片使CD8和CD4/CD8升高, 但均无
显著性差异; 木疏胶囊和鳖甲软肝片对CD4、
CD8、CD4/CD8的作用无显著性差异. 

结论:  木疏胶囊可升高肝纤维化大鼠血清
I L-2, 降低I L-6、I L-8和TN F-α水平, 升高
CD4、CD4/CD8.

关键词: 木疏胶囊; 肝纤维化; 白细胞介素; 肿瘤坏

死因子-α; CD4; CD8; 流式细胞术; 放射免疫法
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0  引言

肝纤维化是慢性肝病向肝硬化发展的必经之路, 
已有研究表明肝纤维化有可能发生逆转. 由于

肝纤维化的发生发展与免疫状态有关, 我们从

体液免疫和细胞免疫的角度研究木疏胶囊对实

验性肝纤维化大鼠免疫功能的调节作用, 进一

步探讨其抗纤维化机制.

1  材料和方法

1.1 材料 同系Wister大鼠60只, 雌雄各半, 体质

量200±20 g, 清洁级, 中国人民解放军总医院

动物实验中心提供. 木疏胶囊为当归、黄芪、

鳖甲、大枣、黑豆等, 由北京宝树堂科技药业

有限公司精制而成胶囊. 鳖甲软肝片为鳖甲、

三七、赤芍、冬虫夏草、连翘等 ,  中国人民

解放军302医院研制, 内蒙古福瑞制药厂生产. 

CCl4分析纯北京化学试剂公司. IL-2、IL-6、
IL-8、TNF-α放射免疫测定试剂盒由中国人民

解放军总医院东亚放免所提供. FITC标记的大

鼠CD4 mAb, PE标记的大鼠CD8 mAb由北京

鼎国生物技术发展中心提供. N-695B型智能

放免γ测量仪(北京海核所日环光电仪器有限

公司). FACS Calibur流式细胞仪(美国Becton 
Dickson公司).
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 根据人与大鼠药物剂量换

算[1]本课题组前期实验研究成果[2]选用木疏胶

囊每日3.125 g/k g, 鳖甲软肝片0.625 g/k g作
为实验. 将CCl4分析纯40 mL溶于橄榄油60 mL
中, 常温保存备用. 造模各组于实验第1天sc 400 
mL/L CCl4 5 mL/kg, 以后每4天3 mL/kg, 连续8 
wk. 各组均用普通饲料喂养, 自由饮水. Wister
大鼠40只, 雌雄各半, 随机分为正常对照组(n  = 
10), 模型对照组(n  = 10), 木疏胶囊预防组(n  = 
10), 鳖甲软肝片预防组(n  = 10). 造模同时正常

对照组及模型对照组蒸馏水5 mL/d, 分2次ig, 木
疏胶囊预防组木疏胶囊3.125 g/kg溶于蒸馏水

5 mL后, 每日分2次ig, 鳖甲软肝片预防组鳖甲

软肝片0.625 g/kg溶于蒸馏水5 mL后, 每日分2
次ig, 治疗4 wk. 另Wister大鼠40只, 雌雄各半, 
随机分为正常对照组(n  = 10), 模型对照组(n  = 
10), 木疏胶囊治疗组(n  = 10), 鳖甲软肝片治疗

组(n  = 10). 造模结束后正常对照组及模型对照

组蒸馏水5 mL/d, 分2次ig, 木疏胶囊治疗组木疏

胶囊3.125 g/kg溶于蒸馏水5 mL后, 每日分2次
ig, 鳖甲软肝片治疗组鳖甲软肝片0.625 g/kg溶
于蒸馏水5 mL后, 每日分2次ig, 治疗4 wk. 
1.2.2 血清细胞因子的测定: 心脏取血2 mL迅速

注入肝素抗凝管(消毒配置好的商品化4 mL玻璃

管), 即刻用于CD4、CD8检测[4], 其余3000 r/min, 
25℃离心15 min, 留取血清用于IL-2、IL-6、
IL-8及TNF-α等指标检测. 另用流式细胞术检测

大鼠血T淋巴细胞亚群的影响.   
1.2.3 肝组织学观察: 取肝右叶相同部位组织固

定于中性甲醛溶液中, 乙醇梯度脱水, 二甲苯透

明、浸蜡包埋, 4-7 μm厚度连续切片用于HE, 
Masson染色行组织学观察和肝脏纤维组织定量

测定. Masson染色, 片选取四周及中央5个区域, 
取胶原纤维含量最多的视野, 用病理图像分析

系统测定胶原面积百分比(胶原纤维面积/肝组

织面积×100%), 取平均数作为判定肝纤维化程

■研发前沿
已有研究利用检
测肝组织内的细
胞因子如TGF-β1 
mRNA与Ⅰ型前
胶原mRNA的水
平, 来判断肝纤维
化的程度, 也有用
IFN-γ及其他的抗
肝纤维化药物治
疗肝纤维化, 测定
细胞因子判断药
物疗效, 均获得满
意效果. 细胞因子
的研究, 对肝纤维
化的防治具有广
阔的前景和重要
意义. 
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度的客观指标. HE染色片, 由资深病理医师阅

片, 按文献[5]方法进行肝纤维化分级.  
统计学处理 数据采用SPSS13.0统计软件包

进行分析, 结果以mean±SD表示. 数值变量资料

多组间比较采用方差分析, LSD法进行组间两两

比较. P <0.05为具有显著性差异.

2  结果

2.1 一般状况 实验结束时, 正常对照组大鼠均

存活良好. CCl4 sc 4 wk动物出现乏力、嗜睡、

皮毛皱而不洁、进食减少、尿黄, 个别大鼠趾

甲易出血, 鼻有出血. 造模结束时模型对照组大

鼠皮毛松弛、杂乱、粗糙无光泽, 活动及食欲

少、营养状况欠佳; 木疏胶囊及鳖甲软肝片预

防组及治疗组大鼠皮毛松弛、无光泽, 营养状

况一般. 实验结束时模型对照组大鼠死亡1只, 
鳖甲软肝片预防组死亡1只, 木疏胶囊预防组大

鼠死亡2只, 鳖甲软肝片治疗组死亡1只, 木疏胶

囊治疗组大鼠无死亡. 
2.2 肝组织病理 肝组织病理切片HE和Masson
染色观察, 正常对照组大鼠肝小叶结构完整, 肝
索排列整齐, 汇管区无纤维化; 模型对照组造模

后, 大鼠肝细胞浊肿, 肝小叶失去正常结构, 汇
管区胶原沉积, 可见胶原纤维自中央静脉及汇

管区向周围延伸, 形成较粗的纤维间隔, 有的已

经有假小叶形成; 木疏胶囊预防组及鳖甲软肝

片预防组肝小叶结构基本正常, 肝细胞无明显

变性、坏死, 肝索排列相对整齐, 仅汇管区少量

胶原沉积, 无明显纤维间隔形成; 木疏胶囊治疗

组、鳖甲软肝片治疗组部分肝小叶结构排列仍

紊乱, 肝细胞轻度脂肪变性, 汇管区有较多胶原

纤维沉积(图1-2, 表1). 
2.3 血清细胞因子 木疏胶囊对肝纤维化大鼠血

清IL-2影响的结果为: 模型对照组与正常对照组

比较, 下降有显著性差异; 各用药组与模型对照

组比较, 升高均有显著性差异; 木疏胶囊预防组

和治疗组分别与鳖甲软肝片预防组和治疗组进

行两两比较, 对IL-2的升高作用均无显著性差异. 
木疏胶囊对肝纤维化大鼠血清IL-6影响的结果

为: 模型对照组与正常对照组比较, 升高有显著

性差异; 各用药组与模型对照组比较, 下降均有

显著性差异; 木疏胶囊各组与鳖甲软肝片各组进

行两两比较, 对IL-6的降低作用相当, 均无显著

性差异. 木疏胶囊对肝纤维化大鼠血清IL-8影响

的结果为: 模型对照组与正常对照组比较, 升高

有显著性差异; 各用药组与模型对照组比较, 下

降均有显著性差异; 与鳖甲软肝片预防组和治

疗组进行两两比较, 木疏胶囊预防组和治疗组对

IL-8的升高作用均优于鳖甲软肝片, 均有显著性

差异. 木疏胶囊对肝纤维化大鼠血清TNF-α影响

的结果为: 模型对照组与正常对照组比较, 升高

有显著性差异, 各用药组与模型对照组比较, 下
降均有显著性差异, 与鳖甲软肝片预防组和治疗

组进行两两比较, 木疏胶囊预防组对TNF-α的升

高作用优于鳖甲软肝片预防组和治疗组, 而木

疏胶囊治疗组与鳖甲软肝片预防组和治疗组对

TNF-α的降低作用相当, 无统计学意义(表2).  
2.4 T淋巴细胞亚群 模型对照组与空白对照组比

较, 下降有显著性差异, 各用药组与模型对照组

比较, 鳖甲软肝片治疗组升高没有显著性差异, 
其余各组升高均有显著性差异, 木疏胶囊预防

组和治疗组分别与鳖甲软肝片预防组和治疗组

进行两两比较, 显示木疏胶囊与鳖甲软肝片使

CD4升高的作用相当, 无显著性差异. 木疏胶囊

对肝纤维化大鼠血清CD8影响的结果为: 模型对

照组与空白对照组比较, 下降无显著性差异, 各
用药组与模型对照组比较及木疏胶囊预防组和

治疗组与鳖甲软肝片预防组和治疗组之间两两

比较, 对CD8的升高作用均无显著性差异. 木疏

胶囊对肝纤维化大鼠血清CD4/CD8影响的结果

为: 模型对照组与空白对照组比较, 降低有显著

性差异, 鳖甲软肝片治疗组与空白对照组比较, 
降低也有显著性差异, 各用药组与模型对照组

比较, 木疏胶囊预防组和治疗组CD4/CD8升高

均有显著性差异, 与鳖甲软肝片预防组和治疗

组进行两两比较, 木疏胶囊预防组和治疗组与

鳖甲软肝片对CD4/CD8的升高作用相当, 无显

著性差异(表3). 

3  讨论

木疏胶囊在益气养血的同时 ,  根据辨证论治 , 

■相关报道
本课题组前期研
究证实, 木苏丸治
疗有促进蛋白合
成, 改善肝功能作
用. 干预治疗可以
改善大鼠肝纤维
化程度, 具有延缓
及逆转实验性肝
纤维化形成的作
用. 

表  1  大鼠肝纤维化程度及胶原面积比较 (mean±SD)

     
分组                        n

          肝纤维化分级         
胶原面积(%)

                                     -    +    ++    +++    ++++

正常对照	             10   0   0    0       0        0          0.9±0.6b

模型对照	               9   0   1    2       4        1        19.5±4.0

鳖甲软肝片预防     9   2   3    2       0        0        10.8±4.0a

木疏胶囊预防         8   1   2    4       1        0        10.2±5.1a

鳖甲软肝片治疗     9   1   3    3       2        0        15.0±5.0

木疏胶囊治疗       10   1   2    3       3        0        14.6±5.0 

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型对照.
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注重活血化瘀, 兼顾扶正、补虚、利湿等, 前
期实验已证实能有效干预大鼠肝纤维化及其

部分机制. 肝脏是产生细胞因子主要场所之一, 
细胞因子又影响着肝脏受化学及感染等损伤

的修复过程, IL-2、IL-6、IL-8和TNF-α是一

组由单核巨噬细胞、内皮细胞产生的细胞因

子, 具有激活诱导T或B细胞分化, 增强NK细胞

杀伤靶细胞, 促进吞噬等功能, 广泛参与生物

调节和免疫应答过程, 是机体炎症反应和一系

列病理生理过程的重要介质. IL-2具有激活免

疫效应细胞和产生协同效应因子的作用, 能有

效的清除肿瘤细胞和病毒细菌感染细胞, 其产

表  2  木疏胶囊对肝纤维化大鼠血清细胞因子的影响 (mean±SD, μg/L)

     
分组                           n                IL-2	               IL-6	        IL-8	             TNF-α

空白对照                10         4.9±2.7b          103.0±33.3b          0.5±0.1b         1.2±0.2b

模型对照	                 9         2.2±1.4           151.9±29.8	   0.8±0.1          1.9±0.3

鳖甲软肝片预防	 9         4.1±1.7a          121.7±24.2a	   0.6±0.1a         1.4±0.3b

木疏胶囊预防	 8         4.4±1.7a          111.9±28.4b	   0.4±0.2bce       1.1±0.3bce

鳖甲软肝片治疗	 9         4.1±1.9a          120.0±28.9a	   0.6±0.2a         1.4±0.3b

木疏胶囊治疗         10         4.2±1.7a          112.6±17.9b	   0.5±0.2bce       1.2±0.3b

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型对照; cP<0.05 vs  鳖甲软肝片预防治疗; eP<0.05, fP<0.01 vs  鳖甲软肝片

治疗.

■创新盘点
本研究从体液免
疫和细胞免疫的
角度研究木疏胶
囊对实验性肝纤
维化大鼠免疫功
能的调节作用, 进
一步探讨其抗纤
维化机制. 
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图  1  肝纤维化大鼠肝组织病理学改变(HE×100). A: 正常对照组; B: 模型对照组; C: 木疏胶囊预防组; D: 木疏胶囊治疗组; 

E: 鳖甲软肝片预防组; F: 鳖甲软肝片治疗组. 
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■应用要点
木疏胶囊可使肝
纤维化大鼠血清
IL-2升高, IL-6、
IL-8、TNF-α水
平降低, 对肝纤维
化大鼠体液免疫
功能有一定的调
节作用.

生和表达异常与临床疾病有密切关系, 所以通过

外周血IL-2测定, 可以反映疾病变化[6]. 木疏胶囊

及鳖甲软肝片预防组和治疗组均可使血清IL-2
水平升高, 提示其抗肝纤维化作用可能与此有

关. IL-6与肝脏疾病的关系密切. 又称肝细胞

刺激因子(hepatocyte stimulating factor, HSF), 

肝细胞表面有其高亲和力受体. Hanada et al [7]

研究发现正常大鼠FSC能表达IL-6 mRNA和

分泌有生物活性的IL-6, 并通过自分泌机制促

进其自身转化为肌纤维母细胞. Migita et al [8]

对77例HCVAb+的肝硬化患者进行血清IL-6水
平的测定, 发现其明显高于对照组(P <0.05), 提
示IL-6刺激和维持肝纤维化. 这些证据均提示, 
IL-6作为一种炎性细胞因子, 介导肝脏炎症反

应, 从而刺激肝纤维化的发生, 这一点是肯定

的. 本研究中肝纤维化大鼠血清IL-6水平明显

升高也说明IL-6与肝纤维化密切相关, 木疏胶

囊预防组和治疗组大鼠血清I L-6水平均明显

下降, 与模型组比较有统计学意义(P <0.01), 我
们认为木疏胶囊可能通过降低血清I L-6水平, 
减轻IL-6对肝脏炎症反应的介导, 对储脂细胞

的激活, 降低IL-6刺激和维持肝纤维化的作用, 
从而发挥抗肝纤维化作用, 但木疏胶囊与鳖甲
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图  2  肝纤维化大鼠肝组织病理学改变(Masson×100). A: 正常对照组; B: 模型对照组; C: 木疏胶囊预防组; D: 木疏胶囊治

疗组; E: 鳖甲软肝片预防组; F: 鳖甲软肝片治疗组. 

表  3  木疏胶囊对肝纤维化大鼠T淋巴细胞亚群的影响
结果 (mean±SD, %)

     
分组                           n           CD4            CD8       CD4/CD8

空白对照组               10    44.1±5.2b    22.2±3.5   2.0±0.5b

模型对照组	 9    28.0±5.1    19.0±2.1    1.5±0.2

鳖甲软肝片预防组	 9    33.4±4.9a   19.7±5.9    1.8±0.4

木疏胶囊预防组	 8    36.4±7.5    19.4±3.0    1.9±0.4a

鳖甲软肝片治疗组      9    31.6±4.1    20.0±2.6    1.6±0.3

木疏胶囊治疗组        10   34.6±5.0a    19.2±2.2    1.8±0.3a

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型对照.
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■同行评价
本研究方法先进
可行 ,  结果可信 , 
尤其在免疫调节
方面研究肝纤维
化发生发展有一
定的参考意义. 

软肝片作用相当. 
英国学者Swiatkowska-Stodulska et al [9]

对酒精性肝病患者的血清及肝组织检测发现

IL-8在两者中水平皆增高. 研究还发现, 肝炎

后肝硬变患者的血浆IL-8水平亦升高, 且与肝

细胞恶性变相关[10]. 本研究中肝纤维化大鼠血

清IL-8水平明显升高, 与文献报道一致. IL-8在
肝硬化过程中, 可能通过细胞因子的瀑布效应, 
促进胶原、纤维连接素等的合成, 形成肝纤维

化及肝硬化[11]. 本研究中木疏胶囊治疗后肝纤

维化大鼠血清IL-8水平明显下降, 我们认为木

疏胶囊抗肝纤维化作用机制可能与I L-8有关, 
通过降低IL-8水平, 减轻肝脏炎症反应, 减少

肝细胞损害, 阻断肝纤维化过程中细胞因子的

瀑布效应, 从而延缓肝纤维化的进展. 且木疏

胶囊降低IL-8的作用优于鳖甲软肝片. 
TNF-α异常分泌可作为机体炎症, 损伤及

休克的重要介质, 在体内细胞因子网络中发挥

重要调节作用, 他的增加可引起IL-1、IL-2、
IL-6、IL-8、IFN等多种细胞因子的水平变化, 
使细胞因子网络失衡而导致机体发生病理生

理变化. Wang e t a l [12]对肝纤维化的形成进行

了动态研究, 发现纤维化早期肝组织内首先出

现TNF-α mRNA水平上升, 随后出现Ⅰ型胶原

mRNA水平增高, 到肝纤维化晚期, 后者继续升

高, 前者则出现下降, 木疏胶囊预防组和治疗组

均可降低肝纤维化大鼠血清TNF-α水平, 提示木

疏胶囊可能通过降低肝纤维化大鼠TNF-α水平, 
而减小TNF-α对肝脏的毒性, 减轻肝细胞损伤, 
减少其在肝脏炎症反应和肝纤维化中的作用, 
认为木疏胶囊抗肝纤维化的机制可能与此有关, 
且木疏胶囊预防组与鳖甲软肝片预防组和治疗

组比较有显著性差异(P <0.05), 效果优于鳖甲软

肝片, 而木疏胶囊治疗组与鳖甲软肝片预防组

和治疗组比较, 仅有轻度降低, 差异均无统计学

意义, 认为木疏胶囊治疗组降低TNF-α的作用与

鳖甲软肝片相当, 可能与TNF-α在肝纤维化发生

早期升高显著, 而晚期时已呈下降趋势, 治疗效

果表现不及早期时表现明显. 
外周的T细胞大部分是免疫成熟的CD4+ T

细胞和CD8+ T细胞, 不同亚群的T淋巴细胞具

有各自的潜在功能 ,  他们在外周血中的数量

和比例的变化能够反映机体的病理生理状况. 
CD4+细胞的数量和功能下降, 直接导致细胞免

疫功能低下. CD8+细胞毒性T细胞对清除感染

的肝细胞, 清除病毒感染有重要作用, 其产生依

赖 CD4+淋巴细胞的存在. Urbani et al [13]对急性

自限性HBV感染患者与HBV持续感染患者外

周血CD4+ T细胞及CD8+ T细胞反应进行比较

分析, 结果显示, CD4+ T细胞功能下降及CD8+ 
T细胞反应下调与HBV感染持续有关. 肖光明  
et al [14]研究显示慢性肝炎、肝炎肝硬变、慢性

重型肝炎外周血CD4+、CD8+细胞绝对计数和

CD4+/CD+比值均低于正常对照组和急性肝炎

患者, 肝硬变患者细胞免疫功能的明显下降, 是
临床上肝硬变易发展为肝癌和易并发感染的

重要因素之一. 本研究中肝纤维化大鼠外周血

中CD4+ T细胞明显下降, CD8无明显下降, 但P
值为0.052, 接近具有显著性差异的临界值0.05, 
可能由于样本量小所致, 提示应扩大样本量进

行进一步研究, CD4/CD8同时下降, 与文献报

道基本一致 ,  也反映了肝纤维化大鼠细胞免

疫功能下降, 木疏胶囊预防组和治疗组CD4、
CD4/CD8均升高, 有统计学意义(P <0.05), 故认

为木疏胶囊对肝纤维化大鼠的细胞免疫功能紊

乱可能有一定的调节作用, 并因此而发挥抗肝

纤维化作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of saikosaponin-d 
(SSd) on the expressions of cycloxygenase-2 
(COX-2), vascular endothelial cell growth 
factor (VEGF) and CD34 during hepatocellular 
carcinogenesis induced by diethylinitrosamine 
(DEN).

METHODS: Ninety male SD rats were ran-
domly divided into 5 groups: control group (n 
= 10), model group (n = 20) and three treatment 
groups (n = 20 in each group). Except for the 

control group, the other groups were adminis-
tered (ig) with 2 g/L DEN at a dose of 10 mg/kg 
body weight (5 times/wk for 16 wk). At the 
same time, the rats in the treatment groups were 
injected intraperitoneally with SSd at different 
doses (1.0, 1.5 and 2.0 mg/kg) once per day for 
16 wk. The rats were anesthetized and killed at 
6, 12, and 16 wk. Hematoxylin and eosin (HE) 
staining was used to examine the changes of liv-
er pathology and the expression of COX-2, VEGF 
and CD34 in liver tissues were dynamically mon-
itored by SABC immunohistochemistry.

RESULTS: During 6, 12, and 16 wk of experi-
ment, typical pathological changes such hepa-
tocyte injury, hyperplasia, cirrhosis, and carci-
nogenesis appeared in the rats of model group. 
Both the volume and the number of tumors 
were significantly reduced in 3 SSd treatment 
groups. Under microscope, the cancer cells in 
the rats of model group showed polymorphic 
and abnormal shape. In contrast, the cancer cells 
in the rats of SSd treatment groups were well 
differentiated. Immunohistochemistry demon-
strated that the expression of COX-2 and VEGF 
and the value of microvessel density (MVD) in 
the model group were low in the early stage of 
carcinogenesis, but they were all remarkably in-
creased in the stage of carcinoma. Whereas, the 
expression of COX-2 and VEGF and MVD value 
were all reduced in every stage of carcinogenesis 
after SSd treatment, especially in the stage of 
carcinoma after high-dose SSd treatment. There 
was a highly positive correlation between COX-2 
and VEGF expression (r = 0.815, P < 0.01), VEGF 
expression and MVD value (r = 0.862, P < 0.01) 
and between COX-2 expression and MVD value 
(r = 0.726, P < 0.01).

CONCLUSION: SSd has inhibitory effect on 
the angiogenesis during DEN-induced hepato-
carcinogenesis in rats, which may be related to 
the down-regulation of COX-2 expression and 
VEGF activity.

Key Words: Saikosaponin-d; Cycloxygenase-2; Vas-
cular endothelial growth factor; Hepatocarcinoma; 
Angiogenesis; Microvessel density; Immunohisto-
chemistry
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■背景资料
肝癌术后复发与
转移率极高, 血管
形成丰富为其特
点, 目前尚缺乏有
效的治疗方法. 实
验模型提示诱导
血管生成的能力
在肿瘤发生的早
期即表现出来, 是
肿瘤的一种固有
的 生 物 属 性 ,  肿
瘤新生血管生成
与恶性肿瘤的发
生、发展和转移
关系密切. 

■同行评议者
黄志勇 ,  副教授 , 
华中科技大学同
济医院普外科
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Dang SS, Jia XL. Inhibitory effect of saikosaponin-d on the 
angiogenesis of experimental hepatocarcinoma in rats. 
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摘要
目的: 观察柴胡皂甙D(s a i k o s a p o n i n-d, 
S S d ) 对 大 鼠 肝 脏 癌 变 过 程 中 环 氧 化 酶
-2(cycloxygenase-2, COX-2)、血管内皮细胞
生长因子(vascular endothelial cell growth factor, 
VEGF)及CD34表达的调节作用, 并探讨其与
SSd抗肝肿瘤作用的关系. 

方法: 清洁级雄性SD大鼠90只, 随机分为5组: 
模型组(n  = 20), 对照组(n  = 10)与SSd大、中、

小剂量治疗组(各组n = 20). 对照组给予(ig)等量
生理盐水, 其余各组大鼠均给予(ig)2 g/L二乙基
亚硝胺(DEN, 10 mg/kg), 每周5次, 同时各治疗
组每天腹腔注射不同浓度SSd(2.0, 1.5, 1.0 mg/
kg), 至16 wk停药. 分别于第6、12、16周处死大
鼠, HE染色观察实验大鼠各期肝组织病理学结
构的改变, 免疫组化检测大鼠肝脏癌变过程中
COX-2、VEGF及CD34的表达.  

结果: 实验第6、12、16周, 单纯造模组大鼠呈
现典型的肝细胞损伤、增生硬化和肝癌形成
的病理变化. SSd各治疗组大鼠癌结节数及灶
的大小均小于模型组. 镜下单纯造模组癌细胞
呈多形性, 异形性明显; 相反, SSd各干预组癌细
胞分化程度高, 异形性较低. 免疫组化结果显示
COX-2、VEGF及CD34均在诱癌早期表达较少, 
肝癌期表达明显增强. SSd干预后, 肝癌形成期
COX-2、VEGF及CD34表达的抑制作用最明显, 
与单纯造模组相比差异显著(P<0.05或P<0.01); 
COX-2与VEGF(r  = 0.815, P <0.01), VEGF与
MVD(r = 0.862, P<0.01)以及COX-2与MVD(r = 
0.726, P<0.01)的表达均明显正相关.  

结论: SSd对实验性大鼠肝癌形成具有一定的
抑制作用, 其作用机制可能与SSd下调肝肿瘤
中COX-2的表达, 抑制VEGF的活性有关.

关键词: 柴胡皂甙D; 环氧化酶-2; 血管内皮生长因

子; 肝肿瘤; 血管生成; 微血管密度; 免疫组化
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0  引言

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)术后复

发和转移率极高, 血管形成丰富为其特点, 因此
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抑制血管形成在抗肝肿瘤的研究中意义重大. 环
氧化酶-2(cycloxygenase-2, COX-2)是一种诱导酶, 
有诱导肿瘤血管生成的特性, 与肝癌的发生、发

展、浸润、转移及血管形成有密切关系[1-4]. 柴胡

皂甙D(saikosaponin-d, SSd)是从传统中药柴胡

中提取的有效单体成分, 具有明显抑制肝肿瘤

细胞生长、促凋亡及抑制肿瘤细胞分泌COX-2
蛋白的作用[5-7]. 因此, 本研究通过动态检测SSd
对大鼠肝脏癌变过程中COX-2、血管内皮细胞

生长因子(vascular endothelial cell growth factor, 
VEGF)及CD34表达的调节作用, 初步探讨SSd抑
制血管形成与其抗肝癌作用的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 二乙基亚硝胺, 纯度>0.99 kg/L(Sigma
公司), 柴胡皂甙D(SSd, 江西本草天工科技有

限责任公司), 二甲基亚砜(DMSO, Sigma公司), 
VEGF、COX-2、CD34均为兔抗鼠多克隆抗体, 
VEGF购自北京中山生物公司, COX-2、CD34、
SABC试剂盒及DAB显色剂均购自武汉博士德

生物公司, 图像信号采集分析系统(QWin550CW, 
Le ica), 架盘药物天平(北京医用天平厂), 电热

三用水箱(北京市医疗设备厂), 台式高速离心机

(上海安亭科学仪器厂), 自动石蜡包埋机(Leitz, 
Germany), 组织切片机(RM2135, Leica), 隔水式

电热恒温干燥箱(上海医疗器械厂).
1.2 方法 90只♂清洁级SD大鼠, 平均体质量

248.18±12.32 g, 由西安交通大学医学院动物实

验中心提供. 将大鼠随机分为5组: 正常对照组

10只, 肝癌模型组及SSd大、中、小剂量治疗组

每组各20只. SSd溶液的配制: 称取SSd 40、30、
20 mg, 分别溶于DMSO 3 mL中, 静止10 min, 然
后用生理盐水稀释至100 mL, 避光保存; 2 mg/L 
DEN溶液的配制: 500 mL生理盐水加1 mL DEN, 
振荡混匀, 避光保存.
1.2.1 造模: 模型组与治疗组均给予2 mg/L DEN 
ig, 按体质量10 mg/kg给药, 每只1.5-2.0 mL/d, 5
次/wk, 至16 wk停药, 对照组给予等量生理盐水

ig; 造模同时, 治疗组大鼠分别给以不同浓度SSd 
ip(按0.50 mL/100 g)干预, 1 次/d, 共16 wk. 每天

观察动物的精神状态、饮食状况及背毛等一般

情况的变化, 1 次/wk称体质量, 记录1次进水量

和进食量. 灌胃给药严格遵循操作规则及剂量

要求, 减少由操作不当引起的动物死亡. 分别于

第6、12、16周麻醉后处死动物. 
1.2.2 免疫组化: SABC法检测大鼠肝脏癌变过程

中COX-2、VEGF及CD34的表达. 参考SABC试

www.wjgnet.com

■研发前沿
探讨血管生成的
机制及寻找血管
生成抑制剂已经
成为当前肿瘤防
治研究的热点.
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剂盒说明书, 三种因子临用前按1∶50比例稀释, 
检测时均用PBS液代替一抗作阴性对照.
1.2.3 判断标准: COX-2染色阳性以细胞质内出

现棕黄色颗粒状染色为标准, 参照文献[8]并加

以改进后采用半定量积分法, 即对每张切片的

阳性细胞(基本不着色、着色淡、着色适中、着

色强)及阳性细胞率(≤5%, 6%-30%, 31%-70%, 
≥71%)分别计分为0, 1, 2, 3然后根据两项评分

之和判断结果: 0-2分为阴性(-), 3-4分为阳性(+), 
≥5分为强阳性(++). VEGF阳性判定标准参照

有关文献[9]. 以细胞质内出现棕黄色颗粒状染

色为阳性标准, 高倍镜下(×400)对每张切片随

机选取5个视野, 每个视野计数200个细胞, 共计

1000个, 计算阳性细胞的百分数. MVD的测定参

照Weidner et al [10]的方法: (1)CD34阳性以血管

内皮细胞胞质内出现棕黄色颗粒状染色为标准; 
(2)微血管计数以被染成棕黄色的单个内皮细

胞或内皮细胞簇作为1个血管计数. 只要结构不

相连, 其分支结构也计作一个血管计数(肌层较

厚以及管腔面积大于8个红细胞直径的不计数). 
(3)先在低倍(×40)下观察切片, 选择微血管分布

最高密度区; 然后在高倍(×200)计数5个视野的

微血管数, 取其平均值为该例的MVD值, 分辨不

清或染色模糊的细胞不计入计数结果.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件包进

行统计分析, 根据资料的性质和数据类型分别

用t检验、方差分析及卡方检验, 相关性检验用

Spearman等级相关分析, 显著性水平α≤0.05.

2  结果

实验开始时, 各组大鼠进食、饮水好, 喜活动, 
背毛柔顺、有光泽. 模型组在第4周死亡1只, 经
病理确诊死亡原因为肝细胞的中毒坏死、肺部

感染, 死前背毛倒竖、无光泽, 精神萎靡, 活动

减少, 体质量明显下降. 治疗组无1例死亡; 8-10 
wk模型组及中、小剂量治疗组各死亡2只, 经病

理确诊均有肝硬化形成, 死前除精神差, 活动减

少外, 其他无异常表现; 14-16 wk模型组死亡3
只, 治疗组各死亡1只(表1), 经病理确诊为肝癌, 
死前精神萎靡, 进食较差, 活动减少, 背毛倒竖, 
但体质量无明显变化, 其中2例解剖发现腹腔大

量出血, 1例可见大量腹水形成伴肝癌肺部转移, 
1例可见肠胀气并与肝脏粘连未见转移; 实验结

束时, 除SSd大剂量治疗组有两例未见肝癌形成

外, 其他各治疗组及模型组均可见明显的肝癌

形成. 提示SSd能够减轻造模大鼠早期的中毒症

状, 降低大鼠死亡率, 抑制肝癌的形成与发展.
2.1 大鼠肝脏癌变过程中的病理变化 正常对照

组大鼠肝脏表面光滑, 色淡红, 边缘锐利, 质地

软. 随着诱癌过程的进行, 实验经历肝炎、肝硬

化阶段进而形成肝癌. 实验结束时, 单纯造模组

大鼠肝脏表面粗糙, 可见多个大小不一的灰白

色癌结节, 最大者1.5 cm×1.0 cm×0.8 cm, 切面

呈结节状, 可见出血和坏死, 癌周肝脏常伴有结

节或肝硬化改变; 相反, SSd各治疗组癌结节数

及灶的大小均小于对照组, 其中SSd大剂量治疗

组有两例未见肝癌形成(图1A-C). 镜下观: 对照

组大鼠肝小叶结构完整, 肝细胞索排列整齐, 细
胞核清晰. 单纯造模组正常肝小叶结构被破坏, 
大体观白色结节处为肝癌细胞, 瘤细胞呈多形

性, 异形性明显, 胞核增大, 胞质少, 嗜碱性. 根
据Edmondson分级法[11]多数属于Ⅲ级; 相反, SSd
各干预组镜下癌细胞分化程度高, 异型性低, 分
级多为Ⅰ-Ⅱ级(图1D-F), 提示SSd能够抑制肝癌

的形成与发展.
2.2 大鼠肝脏癌变过程中COX-2与VEGF的表达 
诱癌早、中期, 单纯造模组中可见COX-2蛋白

的微弱表达, 相应SSd各治疗组中COX-2蛋白的

表达较单纯造模组有所下降, 但无统计学差异; 
诱癌晚期单纯造模组中COX-2蛋白的表达明鲜

增强(图2A1), 与早、中期单纯造模组COX-2蛋
白的表达相比差异显著(P <0.001, 表2), 相应SSd
各治疗组中COX-2蛋白的表达均较单纯造模组

明显下降, 以SSd大、中剂量组效果最明显(图2 
B1), 与单纯造模组相比(P <0.01), 但SSd大、中

剂量间无显著性差异(P >0.05), 在正常肝脏中未

见COX-2蛋白的表达(图2C1). VEGF在正常肝

脏中及诱癌早期阶段表达均较少, 分别为(3.9±
1.5, 12.8±3.2, 图2A2), 随着诱癌过程的进行, 表
达增强, 晚期肝癌组织中VEGF呈弥漫性表达(图
2B2), 单纯造模组中、晚期VEGF的表达分别为

(31.9±4.2, 72.8±10.6), 较正常肝脏及诱癌早期

阶段表达均明显增强(P <0.001, 图3A); SSd大、

中、小剂量干预组中, 诱癌早期VEGF表达分别

为(10.3±2.2, 11.2±3.1, 10.6±2.6), 和单纯造模

■相关报道
Nagatsuka et al 报
道在植入人结肠
癌细胞株的小鼠
中, COX-2抑制剂
可阻抑VEGF的产
生, 影响肿瘤组织
血管形成 .  Lara-
Pezzi et al 报道在
裸鼠肝转移模型
上, COX-2抑制剂
可抑制结肠癌细
胞株产生MMP-2, 
减弱肿瘤的侵袭
力. 

表  1  实验性大鼠死亡率

     
                空白        单纯	                SSd	

               对照组   造模组   大剂量组   中剂量组  小剂量组

n 	  10          20            20             20             20

死亡n(%)	0(0)     6(30.0)      1(5.0)        3(15.0)     3(15.0)
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组相比无统计学差异. 相反, 诱癌中、晚期各干

预组VEGF的表达分别为(16.1±2.1, 17.4±3.9, 
24.6±5.2; 27.2±11.5, 30.5±9.7, 48.9±12.3), 均
较单纯造模组明显下降(P <0.05, P <0.01).
2.3 大鼠肝脏癌变过程中MVD的变化 CD34在
正常大鼠肝脏及诱癌早期肝组织中表达量极低, 
MVD分别为(4.8±1.1, 5.4±1.6), 组间无差异

性. 在诱癌中期表达增加, 诱癌晚期表达最明显, 
MVD分别为(10.7±2.1, 28.4±4.5)(图2A3、B3, 

图3B); SSd干预后, 对早期CD34在大鼠肝组织

中的表达几乎无影响, 和单纯造模组相比无统

计学差异. 诱癌中、晚期, SSd大、中、小剂量

组MVD分别为(7.2±3.0, 8.4±1.5, 9.6±2.2; 12.8
±4.9, 14.9±3.7, 17.8±5.4)均较单纯造模组有

不同程度减少, 其中SSd大剂量组抑制血管生成

作用最明显(P <0.05, P <0.01. 图2C3, 图3B).
2.4 COX-2、VEGF表达与大鼠肝癌MVD的相

关性分析 相关分析显示, 在大鼠肝脏癌变过程

■创新盘点
本文通过动态检
测大鼠肝脏癌变
过程中COX-2与
VEGF的变化, 结
果 发 现 S S d 对 诱
癌晚期即肝癌期
的血管形成抑制
作用明显, 而对诱
癌早、中期即肝
炎、肝硬化期的
血管形成未见明
显的抑制作用.

图  1  大鼠肝脏癌变过程中的病理变化. A: 正常组; B: 第16周模型组; C: 第16周SSd大剂量组; D: 正常组(HE×40); E: 第16周

模型组(HE×100); F: 第16周SSd大剂量组(HE×100).
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表  2  SSd对大鼠肝脏癌变过程中COX-2表达的抑制作用 (n )

     
分组

			    诱癌早、中期			   诱癌晚期

		  n 	 -	 +	 ++	   n 	 -	 +	 ++

模型组		  8	 3	 3	  2	 12	 1	 5	  6

SSd大剂量组          10	 5	 4	  1	 10	 4	 5	  1

SSd中剂量组   	 8	 4	 2	  2	 12	 3	 5	  4

SSd小剂量组	 8	 3	 4	  1	 12	 3	 4	  5
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中, COX-2与VEGF(r  = 0.815, P <0.01), VEGF与
MVD(r  = 0.862, P <0.01)以及COX-2与MVD(r  = 
0.726, P <0.01)的表达均明显正相关(图4).

3  讨论

DEN具有很强的化学毒性, 所含的亚硝胺基因

具有中毒剂和诱癌剂的双重效应[12], 并且其诱

发的肿瘤多为肝细胞癌, 和人肝细胞癌比较相

似. 我们每周5次给予SD大鼠2 mg/L DEN, 按体

质量10 mg/kg给药, 由于我们精确控制给药剂

量, 减少了实验早期DEN对大鼠的毒性, 实验早

期仅死亡1只大鼠, 降低了早期实验大鼠的死亡

率. 实验经历肝炎、肝硬化阶段进而形成肝癌, 

很好的模拟了人肝癌的发生、发展过程. 诱癌16 
wk后, 病理结果证实大鼠肝癌形成, 所诱发出的

肝癌多数是结节型肝癌, 而人肝癌也是以结节

型最为常见[13]. 因此, 通过间断小剂量DEN ig诱
发肝肿瘤是一种经典的建立大鼠肝癌的模型. 

造模同时, 我们给予SSd干预治疗, 发现SSd
各治疗组大鼠饮食、精神、活动等一般情况变

差, 均比单纯造模组出现的晚且程度较轻; 实验

结束时共死亡大鼠13只, 其中模型组6只, SSd
大剂量治疗组1只, 中、小剂量组各3只; 模型

组, SSd大、中、小剂量组死亡率分别为30%、

5%、15%、15%; 肉眼下SSd各治疗组癌结节

数及灶的大小均小于对照组, 其中SSd大剂量

■应用要点
本研究表明柴胡
皂 甙 D 可 能 通 过
抑制肿瘤血管生
成的效应, 达到靶
向抗肝肿瘤治疗
的目的, 有望成为
一种新的毒副作
用小的天然抗肝
肿瘤药物投入临
床应用, 具有良好
的应用前景. 
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B2
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图  2  大鼠肝脏癌变过程中COX-2, VEGF和CD34的表达. A1、B1、C1: 分别为诱癌晚期模型组、SSd大剂量治疗组及正常肝

脏COX-2蛋白的表达(SABC法×400); A2、B2、C2: 分别为正常肝脏组织、诱癌晚期模型组及诱癌晚期SSd大剂量治疗组

中VEGF蛋白的表达(SABC法×400); A3、B3、C3: 分别为正常肝脏组织、诱癌晚期模型组及诱癌晚期SSd大剂量治疗组中

CD34的表达(SABC法×200).
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图  3  SSd对大鼠肝脏癌变过
程中VEGF和MVD表达的影响. A: 

VEGF; B: MVD; aP<0.05, bP<0.01 

vs  对照组. 
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治疗组有两例未见肝癌形成. 镜下可见单纯造

模组正常肝小叶结构破坏 ,  瘤细胞呈多形性 , 
异形性明显, 胞核增大, 胞质少, 嗜碱性. 根据

Edmondson分级法[11]多数属于Ⅲ级; 相反, SSd各
干预组镜下癌细胞分化程度高, 异型性较低, 分
级多为Ⅰ-Ⅱ级, 提示SSd具有抵抗DEN对大鼠

的毒性作用, 抑制肝癌的形成与发展. 
环氧化酶(cyclooxygenase, COX), 又称

前列腺素内过氧化物合成酶(prostagland in H 
synthase, PGHS), 是合成前列腺素(prostaglandin, 
PG)的一个关键限速酶. 目前发现, 哺乳动物中

至少存在两种COX的异构酶: COX-1和COX-2. 
COX-1属于结构型基因, 在正常组织和细胞中稳

定表达, 促进PG的产生, 参与机体多种生理功能

的完成; 而COX-2是一种诱导型表达蛋白, 主要

表达于核膜, 被认为是“快速反应基因”一般

只在各种诱导因子如炎症因子、内毒素、肿瘤

诱导剂等的诱导下迅速合成, 从而参与炎症、

肿瘤等多种病理生理的发生、发展过程. 近年

来研究表明, COX-2有诱导肿瘤血管生成的特

性, 在许多癌前病变及恶性肿瘤中均表达增强, 
被认为与肝癌的发生、发展、浸润、转移及血

管形成有密切关系[1-4]. 肿瘤血管生成是肿瘤生

长和转移的形态学基础, 他不仅为肿瘤提供充

足的营养, 而且为转移的肿瘤细胞提供了通道. 
VEGF为分子质量为36-45 kDa的二聚体糖蛋白, 
是目前己知最强烈的血管发生蛋白, 当与其受

体(flt-1和KDR/flt-1)特异性结合后通过诱导血

管内皮细胞增殖、增强血管通透性, 促进包括

肝癌在内的多种肿瘤新生血管的形成及癌细胞

的侵袭和转移[14]. 
我们在建立大鼠肝癌模型基础上, 全程检

测其癌变过程中COX-2与VEGF的动态变化. 
结果显示, 正常肝脏组织中未见或者仅有少量

COX-2与VEGF的阳性表达, 随着诱癌过程的进

行, 肝脏中逐渐出现COX-2与VEGF的阳性表达, 
并且表达逐渐增加, 肝癌形成时表达最明显, 提
示COX-2与VEGF参与了大鼠肝癌的发生与发

展过程; 另外, 在诱癌各期, 我们还全程检测了

CD34标记的MVD值变化, 研究认为CD34标记

的微血管是真正的新生肿瘤血管[15-16], 我们发

现CD34在正常大鼠及诱癌早、中期肝组织表

达量极低, 而在诱癌晚期即肝癌期表达明显增

加(P <0.01); 同时我们发现, MVD值与COX-2及
VEGF的表达明显正相关, 在COX-2表达阴性以

及VEGF低表达时, CD34在肝组织中几乎不表

达. 相反, 在COX-2表达阳性时, 且在VEGF高表

达时MVD值明显增加(P <0.01); 说明COX-2和
VEGF与肝癌的肿瘤血管生成有关, 与肝癌的恶

性生物行为密切相关, 但两个分子在时间和空

间上如何协同作用的机制还不清楚. 
目前认为 ,  C O X-2的高表达使其催化花

生四烯酸生成的前列腺素E2(PGE2)显著增多, 
PGE2通过与细胞表面的PGE2受体或通过核受

体过氧化物酶体增殖物激活受体δ(peroxisome 
proliferator-activated receptor δ, PPARδ)直接进

入核内, 诱导多种血管生长因子尤其是VEGF的
表达, 促进了肿瘤血管生成. 同时, COX-2基因

通过核受体(PPARδ)可直接作用于VEGF基因, 
诱导VEGF mRNA和蛋白表达水平的上调[17-18], 
V E G F升高又可上调C O X-2蛋白的表达和活 
性[19]. 从而使COX-2与VEGF之间形成一种正反

■名词解释
柴胡皂甙D(SSd): 
是从传统中药柴
胡中提取的有效
单 体 成 分 ,  具 有
糖皮质激素(GC)
样甾环结构, 能够
抑制花生四烯酸
等代谢产物的生
成,具有显著的抗
炎、抗肿瘤作用. 
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图  4  肝肿瘤组织中VEGF、 COX-2与MVD三者之间的关系. 
A: VEGF与COX-2, r  = 0.815, P<0.01; B: MVD与VEGF, r  = 

0.862, P<0.01; C: MVD与COX-2, r  = 0.726, P<0.01. 1-3: 

分别代表COX-2(-)、(+)、(++). 
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馈调节, 共同促进了肿瘤血管的形成. 近年来, 
自从Williams et al [20]初步证实COX-2选择性抑制

剂可明显抑制野生型纤维母细胞VEGF的合成, 
从而有效抑制血管形成以来, 越来越多的证据

表明, 包括肝癌在内的多种恶性肿瘤中COX-2的
高表达常伴有VEGF的高表达[21-22], COX-2可以

使肿瘤中VEGF的表达上调[23-24], 抑制COX-2则
可抑制VEGF的表达[25]. 由此推测VEGF可能是

COX-2参与肿瘤血管生成的中介物质. HCC是人

类最常见的一种血管性恶性肿瘤, 丰富而又扭

曲的血管是其重要的特征, 结扎血管或栓塞血

管可有效地治疗部分肝癌. 因此, 抑制COX-2的
活性, 下调VEGF的表达, 从而减少血管形成在

肝肿瘤的治疗中具有重要的现实意义. 
本研究发现, 经SSd干预后, 诱癌早、中、

晚各期COX-2、VEGF以及CD34的表达均较单

纯造模组有所下降, 但以诱癌晚期即肝癌形成

期SSd的抑制效果最明显, 与单纯造模组相比差

异显著(P <0.01); 相应SSd对诱癌早、中期, 即肝

细胞的变性坏死期与肝硬化期, COX-2、VEGF
及CD34表达的抑制作用较弱, 其中, 诱癌早期

SSd各治疗组中COX-2、VEGF与CD34的表达

和单纯造模组相比无统计学差异(P >0.05); 因此, 
SSd对DEN诱导大鼠肝癌模型各期的血管形成

均有抑制作用, 但对诱癌晚期即肝癌期的血管

形成抑制作用最明显.
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Abstract
AIM: To identify the interaction between 
hepatopoietin 205 (HPO205) and cytochrome C 
(Cytc).

METHODS: The coding genes of HPO205 and 
Cytc, amplified by polymerase chain reaction, 
were cloned into pDBLeu and pPC86 vector re-
spectively. The interaction was confirmed by co-
transformation with the recombinant plasmids 
into MaV203 of yeast two-hybrid system (Y2H), 
and verified by GST-Pull down assay simultane-
ously.

RESULTS: The coding genes of HPO205 and 
Cytc were successfully cloned into relevant vec-
tors, and the obtained vectors were named as 
pDBLeu-GRER, pDBLeu-CYCS, pPC86-GFER 
and pPC86-CYCS. After Y2H identification, we 
found that co-transformation of pDBLeu-GFER 
pPC86-CYCS activated reporter genes Ura and 
His, but co-transformation of pDBLeu-CYCS 
and pPC86-GFER activated no reporter genes. 
GST-Pull down assay showed that HPO205 was 
deposited by GST-CYCS, but not by GST, verify-
ing the interaction between HPO205 and Cytc.

CONCLUSION: The interact ion between 
HPO205 and Cytc suggests that HPO205 partici-
pates in the biology processes of electron trans-
fer or (and) apoptosis via Cytc. 

Key Words: Hepatopoietin 205; Cytochrome C; 
Protein-protein interaction; Yeast two hybrid; GST-
Pull down

Chu ZL, Wang J, Yang YS, Tang LJ, Chen H, Yang 
XM, Wang SY. Identification of interaction between 
hepatopoietin 205 and cytochrome C. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(12): 1281-1286

摘要
目的: 应用酵母双杂交(yeast two hybrid, Y2H)
和G S T-P u l l d o w n技术鉴定肝细胞生成素
205(hepatopoietin 205, HPO205)与细胞色素
C(cytochrome c, Cytc)间的相互作用.

方法: 采用PCR技术扩增HPO205和Cytc编
码基因, 分别将其构建Y2H质粒pDBLeu和
pPC86的重组载体. 应用Y2H技术将二者的重
组质粒共转染酵母MaV203进行鉴定, 同时用
GST-Pull down方法对其验证. 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
人源肝细胞生成
素(HPO/ALR)是
一种能特异性刺
激肝脏再生的细
胞因子, 存在于细
胞核中; HPO205
是其编码基因另
一转录本的产物, 
存在于胞质和线
粒体膜间隙(IMS)
中 .  目 前 ,  关 于
HPO的功能研究
较多, 但对定位在
IMS的HPO205的
功能还知之甚少. 

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心



结果: 成功克隆HPO205和Cytc编码基因至Y2H
载体和相应表达载体, 包括pDBLeu-GRER、

pDBLeu-CYCS、pPC86-GRER、pPC86-CYCS. 
经过Y2H鉴定发现, pDBLeu-GRER +pPC86-
CYCS共转后能激活Ura和His两个报告基因, 而
pDBLeu-CYCS+pPC86-GRER共转则不能激活
任何一个报告基因. GST-Pull down实验显示, 
GST-CYCS能将HPO205沉淀下来，而GST空
蛋白不能沉淀HPO205, 证实HPO205与Cytc存
在相互作用.

结论: HPO205可能通过Cytc参与电子传递或
/和细胞凋亡过程.

关键词: 肝细胞生成素205; 细胞色素C; 蛋白质相

互作用; 酵母双杂交; GST-Pull down技术
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0  引言

人源肝细胞生成素(hepatopoietin, HPO/ALR)是
一种能特异性刺激肝脏再生的细胞因子, 他含

有125个氨基酸(15 kDa), 并具有巯基氧化酶活

性, 参与MAPK以及转录因子AP-1通路的激活, 
存在于细胞核中[1-3]; HPO205是HPO/ALR编码基

因另一转录本的编码蛋白, 在其N端比HPO多80
个氨基酸(23 kDa), 存在于胞质和线粒体膜间隙

(intermembrane space of mitochondria, IMS)中[3-5]. 
HPO属于Erv1p/Alrp蛋白家族, 该家族成员广泛

存在于从酵母到人的各种低等和高等真核生物

以及一些双链DNA病毒中[6]. 前期研究表明, 人
HPO的酵母同源分子Erv1p参与线粒体膜间隙蛋

白的转运[7-8], 定位于IMS中的人Alrp在胞质中铁

硫蛋白的生物发生过程中起重要作用[5]; 正常条

件下Cytc也定位于IMS参与呼吸链电子传递以

及细胞凋亡, 而在以二硫苏糖醇(DTT)作为还原

底物时, Cytc接受来自于人HPO/ALR电子的能

力是氧分子的100倍[9], 推测Cytc可能是HPO电

子的接收者. 因此, HPO205和Cytc可能存在相互

作用.
目前关于HPO/ALR的功能研究较多, 但对

定位在IMS的HPO205的功能还知之甚少, 为了

证实HPO205和Cytc的相互作用、探讨HPO205
在IMS中的其他功能, 本研究利用Y2H和GST-
Pull down技术对HPO205和Cytc间相互作用进行

鉴定, 试图为揭示HPO205的新功能提供线索.
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1  材料和方法

1.1 材料 ProQues t TM酵母双杂交系统、成人

肝cDNA文库购于美国Invitrogen公司; Yeast 
Nitrogen Base(YNB)、Bacto-yeast extract、
Bacto-Peptone购于美国BD公司; 各种氨基酸购

于北京百灵克生物科技公司; 3AT、PMSF、
PEG3350、LiAc、玻璃珠购自美国Sigma公司; 
IPTG、X-gal、PCR及酶切产物纯化试剂盒、细

菌质粒小量提取试剂盒购于美国Promega公司; 
Taq酶、dNTP、DNA分子量标记、DNA限制性

内切酶购于大连宝生物工程(TaKaRa)有限公司. 
T4 DNA连接酶、预染蛋白Marker购于纽英伦生

物技术(北京)有限公司; DMEM粉末、胰酶购自

Gibco公司, 胎牛血清购自四季青公司; 其他所

有试剂为国产分析纯以上产品; GST标签抗体、

c-Myc标签抗体, HRP-羊抗小鼠IgG、蛋白A/G
偶联琼脂糖珠及谷胱甘肽琼脂糖珠购自北京

中杉金桥公司; JM109和BL21感受态、pCMV-
Myc(MCS经改构)真核表达载体, pGEX-4T-2原
核表达载体、HEK293细胞为实验室保存.
1.2 方法 
1.2.1 酵母双杂交载体的构建: 利用PCR扩增

的方法从成人肝cDNA文库中获得HPO205和
Cytc编码基因的DNA序列, 通过相应限制性内

切酶酶切后, 与同样酶切后的含DNA结合结构

域(DNA binding domain, DB)的pDBLeu空载体

和含转录激活结构域(activation domain, AD)的
pPC86空载体连接, 连接产物转化E.coli. JM109
感受态 ,  相应抗性筛选(p D B L e u: 卡那抗性;  
pPC86: 氨苄抗性)并挑取阳性菌落提取质粒进

行PCR和酶切鉴定, 送北京奥科公司测序. 
1.2.2 融合蛋白自激活检测、3AT浓度的确定: 
参考ProQuestTM酵母双杂交系统操作手册操作

进行细菌质粒的酵母菌MaV203转化, 分别共

转下列质粒组合: 用于自激活检测-pDBLeu-
G F E R +p P C86、p D B L e u-C Y C S +p P C86、
pDBLeu+pPC86-GFER 、pDBLeu+pPC86-
C Y C S ,  用于相互作用鉴定 - p D B L e u -
GFER +pPC86-CYCS和pDBLeu-CYCS +pPC86-
GFER (每种质粒均加入约200 ng)分别涂布于

SC-Leu-Trp营养缺陷平板上, 30℃培养48-72 h
后将平板上所生长酵母挑取4个单克隆/转化, 对
照菌A-E各2个接种划线到SC-Leu-Trp平板(用于

自激活检测和相互作用筛选的酵母克隆分开划

线). 将自激活检测的SC-Leu-Trp平板30℃培养

24 h后用绒布复制到一系列3AT浓度梯度(10、

www.wjgnet.com

■相关报道
近些年有报道细
胞色素C(Cytc)是
人HPO酵母同源
分子Erv1p的电子
受体, 并且以DTT
作为还原底物时, 
Cytc接受来自于
人HPO/ALR电子
的能力远高于氧
分子.
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25、50、75、100 mmol/L)的SC-Leu-Trp-His营
养缺陷平板上并同时用绒布清除, 30℃培养24 h
后再清除1次, 30℃继续培养24-48 h观察结果, 
抑制转化子细胞生长(基础His表达)的最低的

3AT浓度就是鉴定相互作用阳性克隆所需加入

的3AT浓度. 
1.2.3 Y2H鉴定相互作用: 将1.2.2中转化平板上

生长的酵母菌落均划线SC-Leu-Trp平板上(4
个单克隆/转化和对照菌A-E各2个), 30℃培养

24 h后, 用绒布分别复制到SC-Leu-Trp-Ura-His 
+3AT(3AT浓度即为1.2.2所确定的浓度)及覆盖

有灭菌Whatman滤纸的YPAD平板上, 进行His、
Ura、LacZ 3个报告基因的鉴定.
1.2.4 真核表达载体pCMV-Myc-GFER (GFER : 
HPO205编码基因)的构建及表达: 将构建成功的

pPC86-GFER和pCMV-Myc空载体用EcoRⅠ、

SpeⅠ双酶切, 回收后连接, 转化JM109感受态

并经PCR鉴定后获得pCMV-Myc-GFER阳性克

隆.接种HEK293细胞, 待生长至80%-90%融合

时, 利用Invitrogen公司的LipofectamineTM 2000
将pCMV-Myc-GFER转染293细胞, 24 h后裂解细

胞提取蛋白, 离心收集上清并加入SDS-PAGE样
品缓冲液, 煮沸后进行Western blot, 以抗Myc抗
体(1∶2000稀释)为一抗,羊抗小鼠IgG(1∶2000
稀释)为二抗检测表达.
1.2.5 原核表达载体pGEX-4T-2-CYCS (CYCS : 
C y t c编码基因)的构建及表达: 将构建成功的

pDBLeu-CYCS和GST表达空载体pGEX-4T-2用
Sal  I、NotⅠ双酶切, 回收后连接, 转化JM109感
受态并经PCR鉴定后获得pGEX-4T-2-CYCS阳

性克隆. 摇菌提取pGEX-4T-2-CYCS质粒转化

BL21感受态, 以30℃、120 r/min、0.5 mmol/L 
IPTG诱导4 h后离心收集菌体, 以1×PBS重悬后

超声破菌, 10 000 g离心10 min分离上清和沉淀, 
分别取适量上清和沉淀重悬液(1×PBS重悬)加
SDS-PAGE样品缓冲液沸水煮5-10 min, 冰上冷

却后离心收集进行SDS-PAGE电泳后, 考染, 脱
色, 观察蛋白在上清和沉淀中的表达情况. 并依

此条件, 各用200 mL LB大量诱导表达. 
1.2.6 GST-Pull down验证相互作用: 将诱导表达

的GST空蛋白和融合蛋白用谷胱甘肽-琼脂糖珠

纯化(具体操作参考谷胱甘肽琼脂糖珠使用说明

书). 同时以1.2.4的方法将pCMV-Myc-GFER转

染293细胞, 24 h后裂解细胞提取蛋白; 离心收集

上清加入到含有纯化GST空蛋白的谷胱甘肽琼

脂糖珠的离心管中(预清除), 4℃旋转混合7 h以

上, 4℃, 13 000 r/min离心2 min, 再次收集上清取

45 μL做蛋白表达对照, 其余平均转移至含有纯

化pGEX-4T-2-CYCS融合蛋白和GST空蛋白的

谷光甘肽琼脂糖珠的EP管中, 混合8 h或过夜后

离心弃上清并用裂解液洗4次, 离心弃上清沉淀

加入50 μL的SDS-PAGE样品缓冲液重悬, 煮沸

后离心收集上清液, 进行Western blot, 分别以抗

Myc抗体(1∶2000稀释)、抗GST抗体(1∶1000
稀释)为一抗, 羊抗小鼠IgG(1∶2000稀释)为二

抗进行检测.

2  结果

2.1 诱饵和猎物载体的构建 通过http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/网站查找出HPO205和Cytc基因编

码序列, 针对基因的全长设计引物, 从成人肝

cDNA文库中成功扩增出相应的编码基因, 经酶

切、连接、转化、鉴定后送测序, 结果表明pD-
BLeu-GRER、pDBLeu-CYCS、pPC86-GFER、

pPC86-CYCS载体构建正确, 这样成功构建出

HPO205和Cytc酵母双杂交载体(表1, 图1). 
2.2 融合蛋白自激活检测及3AT浓度的确定 根据

加入不同浓度3AT的SC-Leu-Trp-His营养缺陷平

板上的菌落生长情况, 可以观察到所有自激活

的质粒组合(见1.2.2)共转酵母MaV203后的转化

子在3AT浓度为25、50、75、100 mmol/L的平

板均不能生长, 表明所构建的诱饵和猎物均无

自激活作用, 可用于酵母双杂交系统进行相互

作用筛选. 因此采用25 mmol/L的3AT浓度作为

鉴定相互作用阳性克隆的浓度.
2 . 3  Y 2 H 鉴 定 相 互 作 用  将 p D B L e u -
GFER +pPC86-CYCS、pDBLeu-CYCS +pPC86-
GFER共转MaV203后生长的酵母划线4个转化

至新的SC-Leu-Trp平板, 进行His、Ura、LacZ
表型分析. 发现pDBLeu-GFER +pPC86-CYCS共
转后能激活Ura和His两个报告基因, 而pDBLeu-
CYCS +pPC86-GFER共转则不能激活任何一个

2000 bp

1000 bp

500 bp

250 bp

1       2      3      4 图  1  HPO205和Cytc
蛋白编码基因PCR扩增
示意图. 1:DNA marker 

2 kDa; 2: CYCS (318 

bp); 3-4:GRER (618 

bp).

■创新盘点
本研究应用酵母
双 杂 交 和 G S T-
Pull down技术, 首
次证实HPO205与
Cytc存在相互作
用.
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报告基因(图2).
2.4 真核表达载体pCMV-Myc-GFER的构建及表

达 亚克隆成功构建pCMV-Myc-GFER后, 将其

质粒瞬时转染HEK293细胞, 24 h后裂解细胞提

取蛋白进行Western blot检测, 发现pCMV-Myc-
GFER在293细胞中正常表达.
2.5 原核表达载体pGEX-4T-2-CYCS 的构建及表

达 亚克隆成功构建pGEX-4T-2-CYCS后, 以0.5 
mmol/L IPTG诱导后超声破菌, 离心分离上清和

沉淀, 取上清和沉淀重悬液进行SDS-PAGE电泳

后, 考染, 脱色. 发现GST空载体以及pGEX-4T-
2-CYCS (GST-CYCS )在上清中均有表达(图3).
2.6 GST-Pull down验证相互作用 谷胱甘肽琼脂

糖珠纯化GST融合蛋白和GST空蛋白后与转染

了pCMV-Myc-GFER的HEK293细胞裂解液(预清

除后)混合孵育, 离心、洗涤后加入SDS-PAGE样
品缓冲液进行Western blot. 实验结果表明: GST-
CYCS能将HPO205沉淀下来, 而GST空蛋白不能

沉淀HPO205, 进一步证明了酵母双杂交筛鉴定

HPO205与Cytc相互作用的可靠性(图4).

3  讨论

蛋白质-蛋白质相互作用是一切生命活动的基

础, 作为研究蛋白质相互作用的技术平台, 近年

来酵母双杂交(Y2H)技术已经成功用于各种模

式生物以及人类大规模相互作用组的研究[10-13], 
但该技术自身的局限性造成结果存在假阳性和

假阴性. 为了减少假阳性, 本研究采用可信度高

的ProQuestTM酵母双杂交系统(低拷贝载体、3

图  2  酵母双杂交筛选相互作用表型鉴定. A: 母板(B、C和母板的酵母克隆位置对应)图中白色线段即为画线生长的酵母

单克隆, 指示的a-e为对照菌, 从a-e相互作用由阴性逐渐增强到强阳性; B: LacZ表型, 阳性菌落应显蓝, 白色表示阴性, 和

a-e对照菌对比判断阳性和强弱; C: Ura和His表型, 生长菌落为阳性菌落(pDBLeu-GFER +pPC86-CYCS , 图中pDBLeu-

CYCS+pPC86-GFER阴性结果未显示出来), 和a-e对照菌对比判断阳性和强弱.

A B C

e    d    c     b    a a    b    c     d   e e    d    c    b    a

1       2       3       4      5       6       7       8

37 kDa
26 kDa

图  3  SDS-PAGE电泳后考染检测GST空蛋白以及GST-融合
蛋白表达情况. 1: 预染蛋白marker; 2: GST-CYCS(37 kDa)全

菌; 3: GST-CYCS上清; 4: GST-CYCS沉淀; 5: 未经IPTG诱

导菌对照; 6: GST空蛋白(26 kDa)全菌; 7: GST空蛋白上清; 8: 

GST空蛋白沉淀.
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表  1   Y2H诱饵和猎物载体构建情况

     
蛋白名称	 编码基因(NCBI_AC )	 靶向载体	       酶切位点	                      引物序列1	

HPO205	       GFER	                 pDBLeu           Stu I              5'-gaaggcct tgatggcggcgcccggcgag-3'

	 (NM_005262)		          Spe I             5'-ggactagtctagtcacaggagccatc-3

		                   pPC86	         EcoRI           5'-gggaattcagatggcggcgcccggcgag-3'

			                           Spe I	            5'-ggactagtctagtcacaggagccatc-3

Cytc	       CYCS	                pDBLeu	         Sal I	             5'-acgcgtcgaccatgggtgatgttgagaaaggcaag-3'

	 (NM_018947)	 和pPC86	         Not I	             5'-ataagaatgcggccgc ttactcattagtagcttttttgag-3'

1 斜体加下划线部分为相应酶切位点.

■应用要点
本文为研究HPO205
在IMS中的功能以
及可能机制提供
了线索.
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个独立的报告基因及严格对照)并应用GST-Pull 
down对相互作用进行验证, HPO205和Cytc间
相互作用经Y2H和GST-Pull down鉴定均为阳

性, 表明该对相互作用结果比较可靠; 而且本研

究在应用Y2H技术时采取诱饵和猎物互换形式

(即DB-HPO205对AD-Cytc和AD-HPO205对DB-
Cytc)鉴定以减少假阴性, 发现Y2H阳性结果是

通过HPO205和Cytc特定载体的融合获得的, 而
反向鉴定时为阴性结果, 这可能由于不同载体

造成融合蛋白的折叠形式差异所致[14].
Erv1p/Alrp蛋白家族成员广泛存在于从酵

母到人的各种低等和高等真核生物以及一些

双链DNA病毒中, HPO和HPO205是该家族人

Alrp蛋白成员[6]. 人ALR与酵母Erv1p分子在

结构和功能上具有一定的同源性[6], 他们C-末
端都具有保守的C X X C模序、都具有巯基氧

化酶功能[1,15]. Erv1p以二聚体形式定位于IMS
中, 参与胞质中铁硫蛋白的生物发生[5]. 在酵母

IMS中Erv1p和Mia40分子共同形成二硫键的接

力系统, 通过氧化折叠机制参与IMS中小Tims
蛋白的转运, 电子也由小Tims前体蛋白经Mia40
分子传递给Erv1p[8,16-18]. 最近研究发现, 通过电

子传递Erv1p将二硫键的接力系统和呼吸链联

系起来[19-20], 该途径中Cytc和Cytc过氧化物酶

(cytochrome c peroxidase, Ccp1)发挥Erv1p依赖

性的电子受体作用: Erv1p通过和Cytc形成复合

物直接将电子传递给细胞色素, 或将电子传递

给分子氧、通过Ccp1将产生的过氧化氢还原

为水[21]; 前期应用酵母双杂交技术以人HPO为

诱饵筛选肝脏cDNA文库, 也曾经得到呼吸链上

的多种相互作用蛋白, 如NADH脱氢酶等[22], 而
且, 以DTT作为还原底物时, Cytc接受来自于人

HPO/ALR电子的能力远高于氧分子[9], 因此, 人
的HPO205和Cytc间的相互作用提示HPO205可
能作为电子传递载体发挥电子传递功能从而影

响能量代谢. 

此外, 对哺乳动物Alrp的研究发现, Alrp能促

进肝源性细胞线粒体基因的表达, 提高细胞内细

胞色素含量, 增强线粒体氧化磷酸化能力[23]. 巯
基氧化酶在维持线粒体膜结构完整性和功能上

具有重要作用: 他可以催化底物蛋白形成新的

二硫键改变蛋白构象, 从而影响膜的功能[24]; 另
一方面巯基氧化酶可以调节线粒体的氧化还原

电势[25]. 而线粒体维持恰当的膜电位是进行氧

化磷酸化的前提. 线粒体途径凋亡的早期事件

涉及线粒体膜通透性增加引起的膜电位丧失和

Cytc从IMS中释放. 前期研究表明HPO和凋亡

相关蛋白BNIPL间存在相互作用[26].本研究发

现HPO205和Cytc存在相互作用, 提示在IMS中
HPO205作为巯基氧化酶[1]可能通过调控Cytc的
释放影响细胞凋亡.

总之, 本研究应用Y2H和GST-Pull down技
术鉴定出HPO205和Cytc间的相互作用, 提示

HPO205可能通过Cytc发挥电子传递功能或/和
影响细胞凋亡, 但这些假设只是基于相互作用

的初步设想, 对于HPO205发挥功能的精确机制

则需要更进一步研究.
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Abstract
AIM: To explore the therapeutic effects of a new 
selective cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor 
PC407 on rat ulcerative colitis induced by 
2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) and 
its possible mechanism. 

METHODS: A rat colitis model was induced 
by TNBS and ethonal enema. The rats were 
randomly divided into 5 groups: normal group, 
model control group, celecoxib group (18 mg/
kg) and PC407 groups (9, 18mg/kg). Celecoxib 

and PC407 were administered intragastrically 
once per day for 6 days and the loose stool were 
recorded. All the rats were anesthetized to sepa-
rate colon, thymus gland and spleen on the 7th 
day. The body weights of experimental rats be-
fore anesthesia were documented and the mac-
roscopic and histological changes of the colon 
were observed. The effects in treatment groups 
were evaluated by loose stool rate, colon index, 
ulcer ratio, thymus index and spleen index. 
The protein products of COX-2, tumor necrosis 
factor-α (TNF-α) in mucosa were analyzed by 
immunohistochemistry. 

RESULTS: In comparison with that in model 
control group, the body weight was increased 
significantly in 18 mg/kg-PC407 group (258.9 
g vs 223.6 g, P < 0.05), but the loose stool rate 
was decreased markedly (30% vs 80 %, P < 0.01); 
moreover, 18 mg/kg PC407 significantly ame-
liorated the lesions and pathological changes in 
colon caused by TNBS, improved the indexes 
such as colon index (5.03 ± 1.26 mg/g vs 7.60 ± 
2.07 mg/g, P < 0.01), ulcer ratio (24.69% ± 2.83% 
vs 36.13% ± 9.64%, P < 0.01), thymus index (1.96 
± 0.48 mg/g vs 1.08 ± 0.32 mg/g, P < 0.01) and 
spleen index (2.85 ± 0.33 mg/g vs 3.87 ± 0.96 mg/g, 
P < 0.01), and down-regulated the colonic muco-
sal expression of COX-2 (30.6% ± 7.0% vs 67.4% ± 
1.2%, P < 0.01) and TNF-α (19.5% ± 3.0% vs 52% ± 
4.7%, P < 0.01). PC407 at a dose of 9 mg/kg also 
could improve the above indexes, but the effects 
were less than PC407 at 18 mg/kg.

CONCLUSION: PC407 has significant therapeu-
tic effects on TNBS-induced colitis in rats, and 
the mechanism may relate to its regulation on 
COX-2 and TNF-α expression. 

Key Words: Ulcerative colitis; 2,4,6-trinitrobenzene 
sulfonic acid; Selective COX-2 inhibitor; Immuno-
histochemistry; Cyclooxygenase; Tumor necrosis 
factor-alpha
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■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)是一种慢性
特发性炎症反应. 
作为UC的首选治
疗药物, 氨基水杨
酸类药物因其对
环氧合酶 (COX)
的非选择性抑制
而产生不良反应, 
新型非甾体抗炎
药(NSAID)的应
用正在探索之中.

■同行评议者
杜群 ,  副研究员 , 
广州中医药大学
脾胃研究所药理
室; 陈治水, 主任
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院中医科
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摘要
目的: 观察新型选择性环氧合酶-2抑制剂PC407
对2,4,6-三硝基苯磺酸(2,4,6-trinitrobenzene 
sulfonic acid, TNBS)诱导的大鼠溃疡性结肠炎
的疗效并探讨其机制. 

方法: 应用TNBS/乙醇灌肠复制大鼠溃疡性
结肠炎模型. 实验设正常对照组、模型对照
组、塞来昔布阳性对照组(18 mg/kg)和PC407
治疗组(9, 18 mg/kg), ig 给药, 每天1次, 共6 d, 
观察稀便出现情况. 实验第7天, 麻醉大鼠, 分
离大鼠结肠、脾脏、胸腺, 观察各组实验动
物体质量变化及结肠组织病理学改变, 选用稀
便率、结肠指数、溃疡比、胸腺指数和脾脏
指数作为衡量治疗效果的指标. 采用免疫组
织化学方法检测结肠黏膜环氧合酶-2(COX-2)
和肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor-alpha, 
TNF-α)的变化.  
 
结果: 与模型组相比, 18 mg/kg PC407治疗可
明显阻止结肠炎大鼠的体质量下降(258.9 g 
vs  223.6 g, P <0.05), 降低稀便发生率(30% vs  
80 %, P <0.01), 改善大鼠结肠组织损伤及病理
学改变, 包括降低结肠指数(5.03±1.26 mg/g 
vs  7.60±2.07 mg/g, P <0.01)及溃疡比(24.69%
±2.83% vs  36.13%±9.64%, P <0.01); 同时, 
PC407治疗可对抗结肠炎症引起的胸腺萎缩
(1.96±0.48 mg/g vs  1.08±0.32 mg/g, P <0.01)
和脾脏肿大(2.85±0.33 mg/g vs  3.87±0.96 
mg/g, P <0.01), 显著降低结肠炎大鼠结肠黏膜
COX-2和TNF-α的阳性表达率(30.6%±7.0% 
vs  67.4%±1.2%, 19.5%±3.0% vs  52%±4.7%, 
P <0.01). 9 mg/kg PC407也可以改善以上指数, 
只是作用没有18 mg/kg明显. 

结论: PC407对TNBS/乙醇诱导的大鼠溃疡性
结肠炎治疗作用良好, 其机制可能通过下调
COX-2及TNF-α的表达, 从而缓解结肠炎症. 

关键词: 选择性环氧合酶-2抑制剂; 溃疡性结肠炎; 

2,4,6-三硝基苯磺酸; 免疫组织化学; 环氧合酶; 肿

瘤坏死因子α
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种主
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要累及结肠和直肠的慢性特发性炎症反应, 属
于炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
的一种 [1].  诸多研究证实U C以自身免疫系统

和内环境因素相互作用的严重失调为主要表

现[2-3]. 目前, UC的药物治疗首选氨基水杨酸类

药物, 对新型非甾体抗炎药(non-steroidal anti-
inflammatory drugs, NSAID)的应用正在探索之

中. 此类药物通过抑制环氧合酶(cyclooxygenase, 
COX)来减少前列腺素的合成, 缓解肠道炎症反

应[4]. 然而氨基水杨酸类药物对COX-1和COX-2
没有选择性, 因抑制COX-1依赖途径产生的前列

腺素, 而引发上消化道不良反应(如肠缩窄、穿

孔和出血等), 这已成为限制其使用的主要危险

因素[5]. 选择性COX-2抑制剂(如塞来昔布、罗

非昔布等)通过选择性地抑制炎症期间高表达的

COX-2缓解炎症反应, 已引起越来越多的关注. 
将选择性COX-2抑制剂引入UC的治疗不仅可以

缓解疼痛和炎症反应, 同时亦降低药物引起的

消化道不良反应, 但是不同化学类型的COX-2
抑制剂对于结肠炎治疗显示的作用不同, 不同

抑制强度的选择性COX-2抑制剂的安全性尚待

进一步研究[6-7]. 本实验室首次合成以1, 5-二芳

基吡唑为母环的选择性COX-2抑制剂, 实验表明

4-[5-萘基-3-(三氟甲基)-1-氢-吡唑-1-基]苯磺酰

胺, 即PC407, 其IC50.COX-1/IC50.COX-2为14.4, 是塞来

昔布的2倍[8-9]. 本实验用PC407 ig治疗TNBS/乙
醇诱导的大鼠溃疡性结肠炎, 观察其治疗作用, 
初步探讨其药理作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 二级SD大鼠购自中国人民解放军第四

军医大学实验动物中心;  PC407由本实验室自行

合成, 白色晶体, 分子质量为418, HPLC测定纯度

为97.5%[10]; 塞来昔布和TNBS购于Sigma公司; 兔
抗大鼠COX-2多克隆抗体购于Abcom公司; 兔抗

大鼠TNF-α亲和纯化抗体、即用型SABC免疫组

化试剂盒和DAB显色试剂盒购于博士德生物工

程有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 模型复制及动物分组: 二级♂SD大鼠50只
(230-250 g), 随机分为5组, 每组10只, 即正常对

照组、模型对照组、塞来昔布阳性对照组(18 
mg/kg)和PC407治疗组(9, 18 mg/kg); PC407的
给药剂量由塞来昔布推荐人用量(100-200 mg/d)
折算. 各组大鼠造模前禁食24 h, 正常饮水, 造模

时(除正常对照组)乙醚麻醉大鼠, 用TNBS和400 
mL/L乙醇灌肠, 复制实验性结肠炎模型[11], 造模
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■研发前沿
UC被世界卫生组
织列为现代难治
病之一, 其病因探
寻和治疗药物发
掘一直是研究热
点.
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6 h后, 分别ig给予生理盐水、塞来昔布和PC407, 
每天1次, 持续6 d.  
1.2.2 大体与组织学观察记录: 实验前后分别称

量各组实验大鼠的体质量, 每天观察稀便情况. 
给药第7天, 称质量后乙醚麻醉大鼠至死; 打开

腹腔从肛门向上截取8 cm结肠, 在冰浴中沿肠系

膜缘剪开肠腔, 漂洗内容物, 结肠称质量后, 在
冰浴中用透明薄膜画出溃疡面积, 以8 cm结肠质

量(mg)比麻醉致死前大鼠体质量(g)为结肠指数, 
以8 cm结肠溃疡面积占8 cm结肠总面积的比率

为溃疡比(%)进行统计; 肉眼观察结肠外观及肠

黏膜的改变,  40 g/L甲醛固定结肠病变部位, 石
蜡包埋, 切片, HE染色. 同时取大鼠脾脏、胸腺

称量质量, 以大鼠脾脏或胸腺质量(mg)比麻醉致

死前大鼠体质量(g)为脾脏或胸腺指数进行统计.  
1.2.3 免疫组织化学染色: 运用SABC法进行免

疫组化染色. 收集各组石蜡切片常规脱蜡至水, 
浸于3 mL/L H2O2液中30 min, 去除内源性过氧

化物酶; 再置于组织抗原修复液中, 微波加热至

沸腾2次, 静置至室温后滴加5% BSA封闭液20 
min, 分别滴加兔抗大鼠COX-2、TNF-α一抗(均
按1∶200稀释), 4℃过夜; 再滴加生物素化的羊

抗兔IgG室温孵育20 min, 加SABC复合物室温孵

育20 min, 最后用DAB法微镜下观察显色, 时间

控制在30 s-2 min, 以上各步骤之间用0.01 mol/L 
PBS(pH7.4)充分漂洗. 切片经苏木素复染, 盐酸

酒精分化后梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 中性树

胶封片. 以PBS代替一抗作为阴性对照. COX-2
以细胞质染色为主, 细胞膜可有少量染色, 阳
性判断标准为该位置出现黄色或棕黄色颗粒. 
TNF-α阳性表达为细胞质内呈现棕黄色颗粒. 采
用计算机图像系统分析摄片, 光镜(×400)下每

张切片各取5个视野, 分别计数各视野组织阳性

细胞率(阳性细胞/视野内细胞总数×100%), 结
果以mean±SD表示. 

统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS10.0统计软处理, 两组间比较采用t检验. 

2  结果

2.1 PC407对结肠炎大鼠一般状态的影响 模型对

照组大鼠第1天即出现不成形稀便, 大便次数增

多, 第2-3天伴有黏液, 症状持续至给药结束; 塞
来昔布阳性对照组(18 mg/kg)大鼠第1天即出现

不成形稀便, 第5-6天绝大部分大鼠稀便症状消

失; PC407治疗组(9, 18 mg/kg)大鼠第1天即出现

不成形稀便, 第2-3天稀便症状逐渐消失, 第4-5
天完全消失, 此现象显示PC407和塞来昔布能降

低结肠炎大鼠稀便发生率(表1). 实验前各组大

鼠体质量无显著性差异, TNBS/乙醇诱导大鼠溃

疡性结肠炎后, 模型对照组大鼠的体质量较正

常对照组明显下降(P <0.01, 图1); 而PC407治疗

组(18 mg/kg)可明显阻止结肠炎大鼠的体质量下

降(P <0.05, 图1) . 
2.2 PC407对大鼠结肠炎的治疗作用 模型对照

组大鼠肠壁增厚、皱褶消失并出现大面积坏死, 
肠黏膜广泛充血、水肿并多处可见明显的溃疡

灶; 塞来昔布阳性对照组(18 mg/kg)肠壁轻度增

厚、皱褶部分消失并出现小面积坏死, 多处可

表  1  PC407对溃疡性结肠炎大鼠的治疗作用 (n  = 10, mean±SD)

     
分组	          剂量(mg/kg)     稀便率(%)	     结肠指数(mg/g)	      溃疡比(%)            脾脏指数(mg/g)           胸腺指数(mg/g)

正常组		                       0	        4.95±0.53	      0	                   3.45±1.12	    2.07±0.68

模型组		                      80a	        7.60±2.07b	    36.13±9.64b	   3.87±0.96a	    1.08±0.32b

塞来昔布治疗组	 18	    60c                5.38±3.11d         28.15±5.98c            3.74±1.18                1.87±1.11d

PC407治疗组	   9	    50c	        5.26±1.08d 	    30.78±7.26c	   3.52±1.25c               1.63±0.87d

                                 18	    30d	        5.03±1.26d	    24.69±2.83d	   2.85±0.33d	    1.96±0.48d

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

300

250

200

150

100

50

0
正常组    模型组        9            9          18

塞来昔布
(mg/kg)

PC407
(mg/kg)

b
a

体
质

量
(g

)

图  1  PC407对溃疡性结肠炎大鼠体质量的影响(n  = 10, 
mean±SD). aP<0.05 vs  模型组; bP<0.01 vs  正常组.
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见肠黏膜充血、水肿, 溃疡面积较模型组有所

缩小(P <0.05); PC407治疗组(18 mg/kg)大鼠结肠

病变明显减轻, 肠壁无明显增厚, 皱褶正常, 肠
黏膜无明显充血, 仅局部可见水肿和极小面积

坏死, 溃疡面积较模型对照组和塞来昔布阳性

对照组有显著性缩小(P <0.01); PC407治疗组(9 
mg/kg)与塞来昔布阳性对照组(18 mg/kg)对大鼠

TNBS/乙醇造成的结肠组织大体损伤恢复程度

较为一致, 未在图中显示; 正常对照组肠黏膜未

见病变(表1, 图2). 与模型组相比, 塞来昔布阳性

对照组(18 mg/kg)和PC407治疗组(9, 18 mg/kg)
均可对抗实验性溃疡性结肠炎引起胸腺萎缩

(P <0.01, 表1), 但仅PC407治疗组(9, 18 mg/kg)
可对抗溃疡性结肠炎引起的脾脏肿大 ,  且18 
mg/kg PC407治疗组效果更为显著(P <0.01, 表1). 

2.3 组织学改变 结肠病变组织HE染色结果显

示, 模型对照组大鼠黏膜上皮细胞广泛缺失, 腺
体大多不完整, 杯状细胞严重变形, 黏膜及黏膜

下层炎性细胞广泛浸润, 呈典型炎症改变; 塞来

昔布阳性对照组(18 mg/kg)大鼠结肠黏膜部分

缺失, 腺体部分不完整, 杯状细胞中度变形, 黏
膜及黏膜下层有炎性细胞浸润; PC407治疗组治

疗组(18 mg/kg)大鼠结肠黏膜缺失少见, 极小部

分腺体不完整, 杯状细胞形态大多恢复正常, 黏
膜及黏膜下层炎症细胞浸润程度较轻, 整体炎

症程度较模型对照组和塞来昔布阳性对照组(18 
mg/kg)明显减轻(图3); PC407治疗组(9 mg/kg)与
塞来昔布阳性对照组(18 mg/kg)HE染色结果评

价程度较为一致, 故未在图中显示. 
2.4 溃疡性结肠炎大鼠肠黏膜COX-2和TNF-α的

图  2  PC407治疗溃疡性结肠炎大鼠的结肠大体照片. A: 正常组; B: 模型组; C: 塞来昔布治疗组(18 mg/kg); Ｄ: PC407治疗

组(18 mg/kg).
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图  3  PC407治疗溃疡性结肠炎大鼠的结肠病理组织(HE染色×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 塞来昔布治疗组(18 mg/kg); 

Ｄ: PC407治疗组(18 mg/kg).
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表达 与正常对照组比较, 模型对照组大鼠肠黏

膜COX-2、TNF-α的阳性表达率均升高(P <0.01, 
表2, 图4), 差异具有统计学意义; 与模型对照

组比较, 塞来昔布阳性对照组(18 mg/kg)可降

低大鼠肠黏膜C O X-2、T N F-α的阳性表达率

(P <0.05, 表2, 图4); PC407治疗组(9 mg/kg)降低

大鼠肠黏膜COX-2阳性表达率(P <0.05), 但与塞

来昔布阳性对照组(18 mg/kg)相当; PC407治疗

组(9, 18mg/kg)对大鼠肠黏膜TNF-α的阳性表达

率降低效果更为明显(P <0.05; P <0.01, 表2, 图4). 
PC407治疗组(9 mg/kg)与塞来昔布阳性对照组

(18 mg/kg)阳性表达率比较无显著性差异, 故未

在图中显示. 

3  讨论

U C被世界卫生组织列为现代难治病之一, 其
病因探寻和治疗药物发掘一直是研究热点. 遗
传、环境、饮食、心理等多种因素都可以引发

图  4  溃疡性结肠炎大鼠肠黏膜COX-2和TNF-α的表达(SABC×200). A, B, C, D依次为COX-2正常组, 模型组, 塞来昔布

治疗组(18 mg/kg)和PC407治疗组(18 mg/kg); A1, B1, C1, D1依次为TNF-α正常组, 模型组, 塞来昔布治疗组(18 mg/kg)和

PC407治疗组(18 mg/kg).
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UC, 这些因素可能触发一个连续的慢性免疫过

程, 中性粒细胞、巨噬细胞、T和B淋巴细胞等

参与了此过程, 这些效应细胞释放的抗体、细

胞因子(如TNF-α, IL-1等)和炎症介质(如前列

腺素, 白三烯等)引起组织破坏和炎性病变[12-13]. 
COX是花生四烯酸转化为前列腺素代谢过程中

的关键酶, 越来越多的证据显示, COX-2与UC
的发病密切相关. COX-2为诱生型酶, 在静息状

态下不表达, 有研究表明, 炎症结肠黏膜上皮细

胞及结肠固有层单核炎性细胞大量表达COX-2, 
并且在炎症活动期结肠固有层和肌间神经丛中

COX-2 mRNA表达水平明显高于非活动期[14-15]. 
目前, UC的临床治疗药物主要有三类, 即非

甾体抗炎类药物(5-氨基水杨酸, 柳氮磺胺吡啶

等)、肾上腺皮质激素类药物(泼尼松龙, 地塞米

松等)和免疫抑制剂(6-巯基嘌呤, 氨甲喋呤等), 
他们各自引发的不良反应都限制其作为长期有

效治愈UC的首选药物, 其中, 应用最为广泛的氨

基水杨酸类药物就是因其对COX的非选择性抑

制而产生了严重的上、下消化道不良反应. 因此, 
基于近年来对UC发病机制的进一步研究[16]和现

有UC治疗药物的安全性评估[17], 选择性COX-2抑
制剂开始应用于UC的治疗. 我们合成了一系列1, 
5-二芳基吡唑类选择性COX-2抑制剂并对其抗

炎活性进行筛选, 得到对COX-2选择性优于塞来

昔布而不良反应极低的PC407[8-9], 并首次用于实

验性UC的治疗. 
关于已上市的吡唑类选择性C O X - 2抑

制剂治疗实验性U C的报道一致性不高 [18], 如
Cuzzocrea et al [19]的研究结果显示塞来昔布可以

通过降低COX-2下游炎性介质的水平减轻UC
大鼠的黏膜损伤和炎症程度; 而Reuter et al [20]用

3种不同抑制程度的选择性COX-2抑制剂(包括

塞来昔布)进行为期1 wk的大鼠UC的治疗, 结果

3种药物均不同程度加重了炎症相关的结肠黏

膜损伤. 诸多上述类型的报道[21-22]引起人们对

选择性COX-2抑制剂治疗UC安全性的质疑. 造
成这种不一致性的原因有二点: 一是后续研究

发现过度抑制前列腺素合成会削弱其保护结肠

黏膜的作用[23-25], 二是不同研究中选择性COX-2
抑制剂的IC50.COX-1/IC50.COX-2和给药剂量大不相

同. 因此, 我们参考文献及塞来昔布治疗人用量

(100-200 mg/d)进行折算以确定PC407的给药剂

量. 实验结果表明, PC407(18 mg/kg)对TNBS/乙
醇诱导的UC疗效显著, PC407(9 mg/kg)与塞来

昔布(18 mg/kg)治疗效果相当, 提示其对COX-2
的选择性抑制是有效治疗UC的基础, 且在治疗

剂量范围未引起UC大鼠结肠黏膜损伤加重的不

良反应. 
细胞因子失衡是UC产生肠道非特异性炎

症的关键环节 [26],  诸多细胞因子可同时或相

继、直接或间接作用于靶细胞, 形成细胞因子

网络, 在UC的组织破坏及炎症反应中起着重要

作用, 其中与UC关系密切的促炎细胞因子主要

有TNF-α[27-28]. 研究表明, 炎症状态时巨噬细胞

COX-2表达呈强阳性, 抑制COX-2表达可以调节

巨噬细胞吞噬功能, 同时影响巨噬细胞对TNF-α
等细胞因子的有害刺激的应答反应[29-30]. 我们的

研究显示PC407(9, 18 mg/kg)能显著降低大鼠UC
模型促炎细胞因子TNF-α的含量, 表明其能抑制

促炎细胞因子的分泌, 调节免疫反应, 从而控制

肠道炎症反应, 这可能是其治疗UC的机制之一. 
我们将进一步研究PC407治疗UC的作用机制, 解
释其对COX-2作用网络调控的可能方式. 
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Abstract
AIM: To investigated whether exogenous stem 
cell factor (SCF) can improve the diabetes-
associated depletion of interstitial cells of Cajal 
(ICC) in mice with diabetes mellitus (DM).  

METHODS: DM mice were intraperitoneally 
injected with streptozocin (STZ) to induce an 
experimental model. Male C57/BL6 mice were 
randomly divided into control group, DM group 
and DM + SCF group. The mice in DM + SCF 
group were given exogenous SCF (0.2 µg/kg per 
day, ip) for 6 wk, and the mice in control group 
and DM group were given the same amount of 
phosphate buffer (pH = 7.4). All the mice were 
sacrificed after 6 wk. ICC changes in the distal 
colon were assessed by immunohistochemistry, 
transmission electron microscopy and Western 

blot, and SCF expression in the distal colon was 
analyzed by Western blot. 

RESULTS: The expression of SCF in the distal 
colon was significantly reduced in DM group as 
compared with that in the control group (178.97 
± 13.51 vs 200.25 ± 16.48, P < 0.05), accompanied 
with the depletion (72 ± 10 vs 102 ± 12, P < 0.05) 
and microscopic lesions of ICC in the distal co-
lon. The expression of SCF in the distal colon 
was increased in DM + SCF group (210.14 ± 11.8, 
P < 0.05), along with the dramatic improvement 
of ICC quantity (87 ± 10, P < 0.05) and ultrastruc-
ture in the distal colon as compared with those 
in DM group.  

CONCLUSION: Exogenous SCF may improve 
the DM-associated depletion of colon ICC. 

Key Words: Diabetes mellitus; Stem cell factor; 
Interstitial cells of Cajal; Colon; Western blot; Im-
munohistochemistry

Xu LM, Lin L, Tang YR, Zhang HJ, Li XL. Effect of stem 
cell factor on colon interstitial cells of Cajal in murine 
with diabetes mellitus. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(12): 1294-1298

摘要
目的: 探讨外源性干细胞因子(stem cell factor, 
SCF)能否改善糖尿病(diabetes mellitus, DM)小
鼠结肠Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal, 
ICC)的异常病变.  

方法: DM小鼠一次性ip链脲佐菌素(STZ, 150 
mg/kg)造模, 将♂C57/BL6小鼠分为正常对照
组(control组)、糖尿病组(DM组)、糖尿病+外
源性SCF组(DM+SCF组); DM+SCF组ip SCF 
0.2 µg/(kg·d), control组和DM组每天ip等量的
磷酸盐缓冲液(pH = 7.4), 干预6 wk后处死所
有小鼠, 以Western blot检测远端结肠组织中
SCF的表达情况, 以免疫组化、透射电镜和
Western blot观察远端结肠ICC的变化. 

结果: DM小鼠远端结肠组织中SCF水平明
显降低(178.97±13.51 v s  200.25±16.48, 

®

■背景资料
糖尿病胃肠动力
障碍的发病机制
目前仍不清楚, 临
床上缺乏有效的
治疗手段. 随着对
Cajal间质细胞功
能的研究日益增
多, 人们对该疾病
的认识不断深入, 
Cajal间质细胞有
望成为治疗该病
新的突破口.

■同行评议者
关玉盘, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化科
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P <0.05), 且伴结肠组织中ICC数量减少(72±
10 vs  102±12, P <0.05)、超微结构严重破坏. 
D M鼠给予外源性S C F干预后, 结肠组织中
SCF表达(210.14±11.8)上调(P <0.05), 且ICC
的数量(87±10, P <0.05)和超微结构显著改善.  

结论: 外源性SCF对糖尿病相关的结肠ICC异
常病变有一定改善或逆转作用. 

关键词: 糖尿病; 干细胞因子; Cajal间质细胞; 结肠; 

免疫印迹; 免疫组化
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0  引言

糖尿病(diabetes mellitus, DM)患者中, 胃肠动力障

碍的发病率为25%-76%[1-2], 结肠动力障碍是DM
常见并发症之一, 临床上可有便秘与腹泻等症状, 
其中便秘在1型DM患者中发病率很高[3], 也是2
型DM最常见的胃肠道症状[4], 严重影响患者的

生活质量与血糖控制. Cajal间质细胞(interstitial 
cells of Cajal, ICC)是胃肠道起搏细胞, 且介导

神经递质的产生和作用[5-6], 其数量和结构改变

可能是DM结肠动力障碍重要原因[7-9]. ICC特异

性表达的酪氨酸激酶受体c-Kit, 其配体干细胞

因子[10](stem cell factor, SCF)已被证实对ICC具
有重要调控作用[11-12]. 本研究将初步探讨外源性

SCF对DM小鼠结肠ICC的作用或影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 4-6 wk♂C57/BL6小鼠(上海斯莱克公

司), 链脲佐菌素(streptozocin, STZ, Sigma, USA), 
SCF抗体(R&D, UK), c-Kit抗体(Santa Cruz, 
USA), 二抗(Santa Cruz, USA), philips EM-400透
射电镜等. 
1.2 方法 
1.2.1 建立DM小鼠模型、分组及干预: DM小

鼠予一次性ip STZ(150 mg/kg)造模[13-14], 72 h后
及1 wk后尾静脉采血, 两次血糖均≥12 mmol/L
者为DM小鼠模型建立, 不符合条件者予以剔

除. 所有实验小鼠分为正常对照组(control组, n  
= 6)、糖尿病组(DM组, n  = 6)和糖尿病+外源性

SCF干预组(DM+SCF组, n  = 6). 干预(共6 wk): 
DM+SCF组给予SCF ip[0.2 µg/(kg·d)], control组
和DM组每天ip等量的磷酸盐缓冲液(pH = 7.4), 

6 wk结束后, 停止干预3 d后处死各组小鼠. 取小

鼠距肛门1 cm左右的远端结肠组织约2 cm. 
1.2.2 结肠组织SCF及c-Kit的表达(Western blot
法): 取约0.5 g远端结肠研磨提取蛋白, BCA法测

定蛋白浓度. 按50 µg蛋白/泳道加样, 恒流40 mA
电泳, 恒压100 V转膜2 h, 50 mL/L牛奶封闭1.5 h. 
检测SCF时, 加入SCF一抗(1∶500), 37℃孵育1 
h, 4℃过夜, 加入二抗(1∶2000), 37℃孵育2 h, 曝
光、显影. 检测c-Kit时, 一抗浓度为1∶200, 二
抗浓度为1∶1500, 其余条件同前. 
1.2.3 结肠组织c-Kit的表达(免疫组化, SP法): 取
远端结肠约0.5 cm, 常规固定、包埋、切片, 脱
蜡至水、抗原修复. 加c-Kit一抗(1∶100)50 μL, 
37℃孵育1 h后4℃过夜, 加生物素标记的二抗及

链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶各50 μL, 室温孵

育各15 min, DAB显色, 复染、脱水、封片. 结果

判断: 显微镜下胞质出现棕黄色片状或颗粒状

物为阳性. 
1.2.4 ICC超微结构观察(电镜): 取远端结肠约

0.5 cm, 放入戊二醛固定, 经前固定、后固定、

块染、脱水、浸渍后包埋、聚合, 半薄切片定

位观察, 确定组织分层后, LKB-Ⅱ超薄切片机切

片, 染色后透射电镜观察. 
统计学处理 所有数据录入SPSS10.0软件包

分析, 以mean±SD表示, 采用方差分析和成组t
检验, P <0.05为有统计学差异.

2  结果

2.1 远端结肠组织中SCF和c-Kit蛋白表达(West-
ern blot) 干预6 wk后, DM组远端结肠中SCF和
c-Kit蛋白分别较正常对照组显著降低(178.97±
13.51 vs  200.25±16.48, 146.24±16.64 vs  196.73
±8.48, P <0.05), DM+SCF组较DM组显著增加

(210.14±11.8 vs  178.97±13.51, 169.36±15.8 
vs  146.24±16.64, P <0.05). DM+SCF组与正常对

照组中SCF蛋白表达无统计学差异(P >0.05), 而
c-Kit蛋白有统计学差异 (P <0.05, 图1-2).
2.2 远端结肠组织中c-Kit表达(免疫组化) 干预6 
wk后, DM组远端结肠c-Kit阳性细胞数较正常对

照组明显减少(72±10 vs  102±12/5个高倍镜视

野, P <0.05), DM+SCF组较DM组显著增加(87±
10 vs  72±10/5个高倍镜视野, P <0.05), 但尚未达

到正常对照组水平(87±10 vs  102±12/5个高倍

镜视野, P <0.05, 图3). 
2.3 电镜结果 正常对照组小鼠远端结肠中ICC
核膜完整, 胞质内富含细胞器, 如内质网、线粒

■研发前沿
近来, 干细胞因子
在Cajal间质细胞
以及胃肠动力障
碍中的病理生理
机制成为研究热
点.

■创新盘点
本研究首次在体
内实验应用外源
性干细胞因子对
结肠Cajal间质细
胞进行干预, 结果
验证了干预的有
效性及其对糖尿
病小鼠Cajal间质
细胞产生的显著
影响. 
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体等, 细胞器结构清晰, 发育良好; ICC与周围的

ICC、神经纤维以及平滑肌细胞间形成紧密连

接. DM组小鼠远端结肠ICC出现基膜溶解, 细
胞器破坏、数量减少, 内质网扩张, 线粒体肿胀

甚至空泡样变性; ICC与周围细胞之间的紧密连

接也被破坏. DM+SCF组结肠ICC的结构病变较

DM组有所改善(图4). 

3  讨论

DM结肠动力障碍的病理生理特点是: 结肠张力

和收缩力低下、蠕动减慢、排空延迟[15], 其机制

尚不完全清楚, 肠道ICC病变是重要原因之一[7], 
临床缺乏有效的治疗手段. ICC是分布在胃肠神

经末梢与平滑肌细胞之间的一类特殊细胞群, 
他不仅是胃肠道起搏细胞, 产生并传导慢波, 还
参与神经信号的传递, 控制胃肠平滑肌运动[6,16]. 
研究证实ICC网络病变可导致胃肠起搏功能紊

乱及电兴奋传导障碍, 胃肠平滑肌发生多种电

节律紊乱(如慢波不规则或消失、收缩减弱或不

能产生有效的推进性收缩), 临床上出现多种胃

肠动力障碍症状; ICC的特异性标志是表达酪氨酸

激酶受体c-Kit(CD117), 其胞外部分为SCF受体区, 
胞内部分为酪氨酸激酶区, 很多研究已证明, 胃
肠道ICC数量及结构的异常与多种胃肠疾病有关, 
包括DM胃肠动力障碍、假性肠梗阻、先天性巨

结肠、慢传输型便秘、食管失弛缓等[17-21]. 目前, 
引起DM相关的ICC异常改变的病理生理学机制

尚不清楚, 认为可能与胰岛素信号减弱、SCF减
少或高糖等因素有关. 本实验结果发现DM 6 wk
的小鼠远端结肠中ICC数量明显减少、ICC超微

结构严重破坏, 与文献报道一致[9]. 
SCF是一种重要的多功能生长因子, 是c-Kit

受体的天然配体, SCF与Kit结合组成Kit-SCF信
号系统, 活化了酪氨酸激酶, 导致一系列磷酸化

过程. Kit-SCF信号系统参与了机体所有Kit阳性

细胞的发育、分化、增殖等过程[22-23], 同样也与

ICC的增殖、分化和表型维持密切相关[11,24]. 小
鼠SCF由10号染色体的steel(Sl)位点编码, 该编

码序列缺失的成年(出生后20 d)Sl/Sld小鼠SCF
合成严重受损, 胃肠道ICC难以识别[25]. Ward通
过抑制3-磷脂酰醇激酶(PI3-K), 观察对新生及成

年(出生后30 d)BALB/c小鼠空肠ICC的影响, 发
现抑制PI3-K途径后新生小鼠和成年小鼠空肠

ICC均减少, 认为PI3-K途径是SCF-Kit信号途径

可能的作用环节[26]. 本实验中, DM小鼠远端结

肠组织中SCF表达明显下调, 同时结肠ICC数量

减少、超微结构被破坏; 而DM小鼠予以外源性

SCF干预后, 结肠组织中SCF水平上调, 同时ICC
数量及超微结构得到明显改善, 虽然未完全恢

复到正常水平, 但该结果提示外源性SCF可以改

善或逆转DM相关的结肠ICC病变; 异常的ICC未
能完全恢复, 是否与干预时间、给药途径、剂

量和/或信号通路等有关, 尚待验证. 
SCF以两种形式存在, 即可溶型干细胞因

子(soluble stem cell factor, s-SCF)(分子质量约24 
kDa)和膜结合型干细胞因子(membrane-bound 
stem cell factor, m-SCF)(分子质量约27 kDa), 两
者都有生物学活性. Rich et al [27]对BALB/c小鼠

空肠ICC体外实验研究发现m-SCF对ICC有更

大作用; 本实验采用的外源性SCF为重组小鼠

SCF(分子质量约18 kDa), 对DM小鼠干预6 wk
后, 测得结肠组织中SCF分子质量约30 kDa, 提
示m-SCF表达增高, 同时使DM相关的结肠ICC
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图  2  Western blot灰度扫描值. A: SCF; B: c-Kit. aP<0.05 vs  

正常组; cP<0.05 vs  DM组.

■应用要点
本研究结果可能
为临床治疗糖尿
病结肠功能障碍
提供新的理论依
据.

1                   2                 3
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图  1  Western blot检测远端结肠SCF和c-Kit蛋白表达. A: 

SCF; B: c-Kit. 1: 正常组; 2: DM组; 3: DM+SCF组.
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病变得以改善, 提示外源性SCF可能为临床治疗

DM胃肠动力障碍提供新的理论依据. 
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图  4  电镜结果. A: 正常组; B: DM组; C: DM+SCF组.
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Abstract
AIM: To explore the association of mucins 
(MUC1, MUC2 and MUC5AC) expression in 
serum with gastric cancer. 

METHODS: Mucin protein chip was made using 
monoclonal and multiclonal antibodies and then 
applied to measure the levels of serum MUC1, 
MUC2 and MUC5AC in 30 gastric cancer pa-
tients and 30 healthy adults using the method of 
immunofluorescence (carcinoembryonic antigen 
as an indicator). 

RESULTS: The levels of serum mucins and 
CEA in gastric cancer patients were significantly 
higher than those in the healthy controls. The 
positive expression of MUC1 was related with 
the TNM staging for gastric cancer (P = 0.0047), 

but the positive rates of MUC2 and MUC5AC 
expression had no relationship with the TNM 
staging (P = 0.136, P = 0.201). The positive rates 
of mucins expression were increased with the 
descending of cancer differentiation degree. 
Single mucin or either two mucins were sensi-
tive and specific in the diagnosis of gastric can-
cer. For single mucin detection, MUC1 was the 
most sensitive and specific, with a sensibility of 
81.5% and a specificity of 75.8%, respectively. 
Mucins in combination (at least 2 positive) had 
a sensibility of 96.0% and a specificity of 82.9%, 
respectively. 

CONCLUSION: Serum mucins detection has 
higher sensibility and specificity in the diagnosis 
of gastric cancer, which may provide a new ap-
proach to early diagnose and prognose gastric 
cancer. 

Key Words: Mucin; Protein chip; Gastric cancer

Huang XH, Xu YX, Li R, Liu HY, Zhang ML. Relationship 
between serum expression of MUC1, MUC2 and 
MUC5AC and gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(12): 1299-1303

摘要
目的: 探讨胃癌血清中M U C1、M U C2及
MUC5AC与胃癌的关系. 

方法: 利用黏蛋白MUC1、MUC2及MUC5AC
的单抗及多抗, 制备黏蛋白芯片, 用免疫荧光
原理进行检测, 并用CEA作为指示指标, 对30
例胃癌患者及30例健康人进行黏蛋白血清水
平的检测.  

结果: 胃癌组与对照组相比, 3种黏蛋白血清
水平均增高, 两组间差异显著. MUC1的阳性
表达与胃癌TNM分期相关(P  = 0.0047), MUC2
和MUC5AC的阳性表达与TNM分期无关(P  = 
0.136, P  = 0.201). 3种黏蛋白的表达均随胃癌
分化程度降低而阳性表达增高的趋势. 各单一
黏蛋白以及黏蛋白两两之间联合用于胃癌诊
断的敏感性及特异性均较高, 其中单一黏蛋
白中, MUC1的的敏感性和特异性最好, 分别
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■背景资料
胃癌是我国主要
恶性肿瘤之一, 每
年死亡约16万人, 
占恶性肿瘤死亡
的23.03%. 从20世
纪初开始, 人们不
断研究新的诊断
手段, 希望达到早
期性、普查性、

无创性的诊断目
的, 但是单一肿瘤
标志物, 因其特异
性差和较高的漏
诊率, 决定了他只
能作为辅助诊断
和术后复发的指
标. 应用蛋白芯片
技术, 进行多种黏
蛋白表达谱的联
合研究, 用于胃癌
的诊断指标, 具有
较高的研究和临
床应用价值. 

■同行评议者
熊斌, 教授, 武汉
大学中南医院肿
瘤科  



达到81.5%、75.8%, 联合诊断(3种黏蛋白中
至少2种阳性)的敏感性和特异性达到96.0%、

82.9%. 

结论:  检测血清黏蛋白M U C1、M U C2及
MUC5AC水平, 可以提高胃癌诊断的敏感性
及特异性, 为早期诊断提供新的思路, 并对判
断分期及预后提供帮助. 

关键词: 黏蛋白; 胃癌; 蛋白芯片

黄晓辉, 徐迎新, 李荣, 刘洪一, 张敏丽. 血清MUC1、MUC2

及MUC5AC表达与胃癌的关系.  世界华人消化杂志  2008; 

16(12): 1299-1303
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0  引言

黏蛋白是黏液凝胶的主要成分, 是一组高度糖

基化的不同糖蛋白的总称, 主要起细胞保护、

黏性维持、细胞识别等作用[1], 在肿瘤的进程中

扮演着重要的角色[2]. 我们应用蛋白芯片技术,
对胃癌患者及正常人的血清标本进行黏蛋白

MUC1、MUC2、MUC5AC表达的研究, 以揭示

黏蛋白MUC在胃癌患者血清中的表达规律及可

能预示的临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究实验组的血清标本30例均收

集2006-01/2006-10我院经手术、病理证实的

胃癌患者, 男21例, 女9例, 年龄在35-68(中位

年龄54)岁; 病理分期: Ⅰ期: 5例, Ⅱ期: 5例, Ⅲ
期: 7例, Ⅳ期: 13例; 病理分期采用美国癌症

联合委员会(AJCC)TNM分期方法. 对照组30
例血清标本均取自住院非肿瘤患者或正常献

血者, 实验组及对照组的血液标本均于晨起空

腹时采取, 自然凝固后, 3000 r/min离心, 取上

清, -70℃冻存备用. MUC1、MUC2的单抗及多

抗和MUC5AC的多抗均购自美国Santa Cruz公
司, CEA的单抗、多抗和MUC5AC的单抗均购

自美国的Neo2marker公司, 芯片片基(环氧基化

玻璃片)购自美国CEL Associates公司, 辣根过

氧化酶(HRP)标记的二抗及免疫荧光底物购自

美国的Amersham公司. 肿瘤标志物定标液(含
CEA 400 μg/L, Ca153 267 kU/L)由本院生化科

惠赠. 洗涤液: 0.1 mol/L磷酸盐, 缓冲液(PBS): 
0.1% Tween220, pH7.4, 封闭液: 0.1 mol/L PBS, 
pH7.4, 2% BSA. 免疫荧光分析仪为军事医学科

学院二所提供应用. 
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1.2 方法 
1.2.1 芯片设计及制备: 将环氧基化玻璃片分隔

成10个正方形的凹槽, 将捕获抗体(多抗)以200 
mg/L的浓度, 点于片基上, 每点0.25 μL, 其中每

个方格内分别点MUC1、MUC2、MUC5AC及
CEA的多克隆抗体, 湿盒中室温、轻振1 h, 用封

闭液室温封闭1 h, 备用.  
1.2.2 免疫反应: 将芯片用洗涤液洗涤2 min×3
次后, 将待检样品加入芯片上(每孔20 mL), 湿
盒中室温、轻振1 h, 洗涤液洗涤5 min×3次
后, 加入黏蛋白的单抗(包括MUC1、MUC2、
MUC5AC及CEA的单抗, 各浓度均为2 mg/L), 湿
盒中室温、轻振1 h, 洗涤液洗涤5 min×3次, 加
入HRP标记的二抗(浓度为1 mg/L), 湿盒中室

温、轻振1 h, 洗涤液洗涤5 min×3次.  
1.2.3 检测和标准曲线的绘制: 加入免疫荧光底

物, 通过荧光分析仪检测, 使用GenePixPro4.0分
析软件进行分析. 采用CEA的浓度荧光强度曲线

作为标准曲线间接地用于黏蛋白的浓度荧光强

度曲线(图1). 由于每份肿瘤定标液中各抗原的荧

光强度相同, 也就是400 mg/L的CEA与267 kU/L
的CA153有相同的荧光强度, 而CA153和MUC1
是同一黏蛋白的不同片段[3], 因此测出标本中

MUC1的荧光强度, 就可以对应地计算出标本中

MUC1的浓度. 同样方法计算出各血清标本的

MUC2及MUC5AC的浓度. 对每种黏蛋白的血清

浓度进行统计分析, 找到临界值, 也就是检测敏

感度+特异度为最大时所对应的血清值(因本实

验的设计基于普查性应用, 因此可以适当增加敏

感度), 并分别计算出各自的阳性例数, 以及每两

种黏蛋白中, 至少有一种黏蛋白阳性的例数和三

种黏蛋白中, 至少有两种黏蛋白阳性例数. 
统计学处理 数据采用SPSS10.0, t检验及χ2

检验. 

2  结果

2.1 胃癌组及对照组各种黏蛋白及CEA浓度 胃
癌患者血清中黏蛋白M U C1、M U C2、M U-
C5AC和CEA的浓度分别为5.85±2.57 kU/L、
4.46±2.47 kU/L、5.07±3.24 kU/L、8.52±3.36 
µg/L; 对照组血清中黏蛋白MUC1、MUC2、
MUC5AC和CEA的浓度分别为3.65±1.82 kU/L, 
2.73±1.63 kU/L、3.16±1.57 kU/L、5.36±2.58 
µg/L; 经t检验两组之间差异有统计学意义.
2.2 3种黏蛋白(MUC1、MUC2、MUC5AC)在胃

癌不同分期中的阳性分布及与胃癌不同分化程
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■研发前沿
应用蛋白芯片技
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癌 患 者 和 健 康
志 愿 者 血 清 中
MUC1、MUC2、
MUC5ACA的含
量, 探讨其用于针
对胃癌筛查和特
异性诊断指标的
可行性成为研究
热点和重点. 
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度的关系 经统计学分析(χ2检验), MUC1与胃癌

分期相关, 中晚期胃癌中阳性率高(P  = 0.0047), 
MUC2、MUC5AC与胃癌分期无明显相关(P = 
0.136, P = 0.201). 3种黏蛋白(MUC1、MUC2、
MUC5AC)在患者血清中的表达与胃癌不同分

化程度相关(P = 0.017, P = 0.036, P = 0.022), 均
有随分化程度降低而阳性表达增高的趋势(表1).
2 .3  胃癌组及对照组三种黏蛋白 (M U C1、
MUC2、MUC5AC)、CEA的阳性表达分布及

各黏蛋白、CEA在胃癌诊断中的特异度及敏感

度 胃癌组中各种黏蛋白的阳性率分别为MUC1 
73.3%、MUC2 73.3%、MUC5AC 66.6%, 各
单一黏蛋白以及黏蛋白两两之间(每两种黏蛋

白中, 至少有一种黏蛋白阳性)和联合诊(3种黏

蛋白中 ,  至少有两种黏蛋白阳性)用于胃癌诊

断的敏感性及特异性均较高, 其中单一黏蛋白

中, MUC1的的敏感性和特异性最好, 分别达到

81.5%、75.8%, 联合诊断的敏感性和特异性更

是达到96.0%、82.9%(表2).

3  讨论

自1990年以来, 黏蛋白基因不断地被发现, 关于

其核心蛋白特性的研究近来亦倍受关注. 当机

体发生病理改变时, 黏蛋白也随着病理变化而

变化, 这种改变在肿瘤发生的早期和癌前病变

中就可以表现出来. 研究这些黏蛋白的改变有

可能在肿瘤的筛查和早期诊断及判断预后中发

挥重要作用. 
MUC1[4]是一种Ⅰ型跨膜蛋白, 高度糖基化

(糖基化大于50%), 正常情况下主要表达于多种

组织、器官中的上皮细胞近管腺腔面, 呈顶端

表达, 极性分布, MUC1在肿瘤组织中多出现异

常表达. MUC1基因在胃癌中的阳性表达率约为

82.6%[4-5]. 有研究表明MUC1的阳性表达与胃癌

病理类型相关[6], 而与分化程度及Lauren氏分型

无关[7]. 多数研究认为MUC1的阳性表达率与胃

癌TNM分期相关[8-9], MUC1的高表达多提示预

后不良. 陈锡美 et al [10]应用RT-PCR方法对胃癌

患者血清进行半定量检测, 结果胃癌患者外周

血中MUC1阳性率44.6%; 其中具有淋巴结转移

的阳性率73%, 其阳性率与TNM分期及淋巴结

转移率正相关. 本实验通过蛋白芯片技术定量

检测胃癌患者及正常对照组血清MUC1水平, 结
果显示两者之间差异显著, 胃癌组阳性率达到

73%, 且MUC1的阳性表达与TNM分期相关, 中
晚期胃癌MUC1阳性率较早期胃癌升高, 这与多

数研究结果相似. 本实验还发现MUC1的表达与

分化程度相关(P <0.01), 分化程度差的肿瘤高表

达. 这些结果表明血清MUC1高含量可能预示该

患者预后不佳. 以血清MUC1作为肿瘤标志物用

于胃癌诊断, 灵敏度为81.5%, 特异度为75.8%, 
对于胃癌诊断有一定的临床应用价值. 

MUC2基因是1989年由美国学者Aubert et al [11]

从人小肠cDNA文库中克隆到的一种黏蛋白核心

肽基因, 编码一种分泌型黏液基因蛋白, 正常胃黏

膜无MUC2表达. 王立顺 et al [12]研究证实MUC2
的表达与胃癌病理类型明显相关, 在腺癌及肠

型恶性程度较低的组织中呈强阳性表达, 在黏

液癌及弥漫性恶性程度较高的癌组织中呈弱表

达. 且MUC2表达与胃癌分化程度负相关, 即中

高分化强表达, 低分化弱表达, 但与TNM分期

表  2  各黏蛋白, CEA以及两两之间和联合在胃癌诊断的
特异度及敏感度

     
                               	    敏感度(%)      特异度(%)            P

MUC1		        81.5             75.8             0.000

MUC2		        78.6             75.0             0.000

MUC5AC		       74.1             69.7             0.001

CEA		        71.4             68.8             0.002

MUC1+MUC2	       73.0             87.0             0.000

MUC1+MUC5AC	       70.3             82.6             0.000

MUC2+MUC5AC	       67.6             78.3             0.001

联合		        96.0             82.9             0.000

■相关报道
国内外对MUC1、
MUC2、MUC5AC
在胃癌组织中表
达的规律及意义
研 究 比 较 集 中 , 
但定量检测血清
中各种黏蛋白浓
度用于恶性肿瘤
诊断的研究尚不
多 见 ,  刘 洪 一 对
定量检测血清中
各种黏蛋白浓度
用于胰腺癌的诊
断 进 行 了 研 究 , 
认 为 3 种 黏 蛋 白
(MUC1、MUC2、
MUC5AC)联合检
测可以提高胰腺
癌诊断的敏感性
及特异性. 

图  1  CEA的浓度-荧光强度曲线.
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表  1  各种黏蛋白在胃癌分期和分化程度的表达

     
	                       MUC1  	  MUC2      MUC5AC	

总计
                                       +     -      +      -        +       -

Ⅰ 	                    1     4	  2     3	   3      2	     5

Ⅱ	                    4     1	  3     2	   2      3	     5

Ⅲ	                    5     2      6     1	   4      3	     7

Ⅳ	                  12     1    11     2	 11      2	   13

高分化与中分化          7     3      6     4	   5      5	   10

低分化与未分化        17     3    15     5	 16      4	   20

胃癌
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无明显关系[13]. MUC2的高阳性表达率与胃癌

好的预后相关, 这可能是由于MUC2中富含半

胱氨酸区域, 在控制细胞增生中起作用并导致

M U C2阳性表达患者具有低度恶性潜在性 [14]. 
但血清MUC2水平与胃癌关系尚不清楚, 本研究

结果显示胃癌组与正常对照组血清MUC2水平

之间差异显著, 胃癌组血清MUC2水平高于对照

组(P <0.01), MUC2水平与胃癌分期无明显关系

(P >0.05), 这与文献报道相似, 但本实验结果却

发现MUC2表达在低未分化时高表达, 提示不良

预后, 并未表现出高表达时预后好, 可能与样本

数量较少有关. 本研究显示血清MUC2用于胃癌

诊断时, 灵敏度为78.6%, 特异度为75.0%, 在诊

断中具有重要参考价值. 
MUC5AC是一种分泌型黏蛋白, 最早由法

国学者Crepin从人支气管cDNA文库克隆成功[11], 
后又在人胃cDNA文库克隆到该基因. 他在正常

胃黏膜浅表1/3范围内广泛表达, 在不典型增生

及胃癌组织中表达率下降[15-16], 在胃癌演进过程

中下调表达, 说明黏蛋白表达的大量丧失与胃

癌发生相关. 冯美燕 et al [17]报道在胃癌的癌前

病变及癌症发生早期MUC5AC的异常表达就已

经发生, 可以考虑应用其抗体或与其他因子联

合检测用于胃癌的早期诊断. Machado et al [18]研

究发现, 胃癌组织中MUC5AC的表达与肿瘤的

组织学类型、TNM分期无关, 而与Lauren分型

有关[19]. 黄文斌 et al [20]报道MUC5AC在早期胃

癌的阳性率要明显高于进展期胃癌(P <0.01). 我
们的研究结果显示胃癌组血清MUC5AC含量高

于正常对照组(P <0.05), 但与胃癌TNM分期无关

(P >0.05), 早晚期胃癌之间MUC5AC的阳性率无

明显差异, 但随分化程度降低MUC5AC的表达

有增高趋势, 表明MUC5AC的高表达预示着胃

癌的分化程度较好, 可能有较好预后. 
目前已经有多种肿瘤标志物在临床诊断

中得到广泛应用, 比如常用的对腺癌较为特异

性的标志物为CA19-9、CA15-3、CA-125、
CA72-4等. CEA在胃癌患者血清中的灵敏度为 
13%-35.7%, CA72-4的敏感性为31.3%-45.1%, 
CA19-9的敏感性为31.5%-68%[21-23]. 但是同一种

肿瘤可能产生多种肿瘤标志物, 单一指标检测

似乎始终存在特异性不强、阳性率较低等不足, 
合理地选择多种肿瘤标志物进行联合检测可以

提高诊断的准确性. 在我们的实验中, 单一黏蛋

白标志物在胃癌诊断中虽有不错的灵敏度及特

异度, 但考虑到同一胃癌患者血清中不同黏蛋

白表达的差异性, 联合检测多种黏蛋白的血清

水平用于联合诊断中可望提高诊断的灵敏度及

特异度, 有望在胃癌的筛查及早期诊断中发挥

重要作用. 
蛋白质芯片技术的应用使得对数以千计的

蛋白质进行高通量、平行分析成为可能. 我们

应用蛋白芯片技术, 成功对MUC1、MUC2、
MUC5AC 3种黏蛋白在胃癌中的表达谱进行了

研究, 取得了一定结果, 为进一步阐明有关问

题, 应继续研究更多的黏蛋白在血清中的表达

谱, 这样可以适当提高各黏蛋白的诊断标准, 以
降低误诊率, 同时通过联合诊断降低漏诊率. 另
外, 应监测黏蛋白在手术前后和放、化疗中的

动态变化, 以探讨其作为检测指标在判定手术

及放、化疗效果中的意义. 从临床应用的角度

来说, 由于蛋白芯片技术尚处于发展的初级阶

段, 仍有很多环节需要突破性进展, 在检测技术

方面还需要进一步完善. 
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Biol 1998; 19: 464-469
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CA72-4 compared with CEA and CA19-9 in patients 
with gastric cancer. Dis Markers 2000; 16: 105-110
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■同行评价
本文引言包括了
该研究的目的和
其他相关研究的
关 系 ,  科 学 结 论
较明确, 实验证据
充足, 讨论条理分
明, 参考文献恰当
充分. 文章有一定
的科学性、创新
性和可读性, 较好
地反映了我国或
国际胃肠病学临
床和基础研究的
水平.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of eukaryotic 
initiation factor 4E (eIF4E), vascular endothelial 
growth factor (VEGF) and Cyclin D1 in gastric 
cancerous tissues and their correlations with the 
clinical pathology. 

METHODS: Immunohistochemistry was used to 
detect the expression of eIF4E, VEGF and Cyclin 
D1 in 91 specimens of gastric cancer and 30 spec-
imens of normal gastric tissues. The correspond-
ing clinical data were analyzed retrospectively. 

RESULTS: In comparison with those in normal 
gastric mucosa, the expression of eIF4E, VEGF 
and Cyclin D1 were significantly increased (95.6%, 
68.1%, 84.6% vs 0.0%, all P < 0.01), which were 
significantly correlated with the depth of inva-
sion, lymph node metastasis and clinical stages 
(P < 0.05), but not with the age, sex of patients 
and tumor differentiation. There was a positive 

correlation between eIF4E and VEGF expression 
(r = 0.407, P < 0.05) as well as between eIF4E and 
Cyclin D1 expression (r = 0.780, P < 0.01). 

CONCLUSION: The expression of eIF4E, VEGF 
and Cyclin D1 are closely correlated with the in-
vasion and metastasis of gastric carcinoma, and 
moreover, eIF4E expression is positively corre-
lated with VEGF and Cyclin D1 expression. 

Key Words: Gastric carcinoma; Eukaryotic initiation 
factor 4E; Vascular endothelial growth factor; Cyc-
lin D1; Immunohistochemistry 

Fang XM, Hu JJ. Expression of eukaryotic initiation factor 
4E, vascular endothelial growth factor and Cyclin D1 in 
gastric carcinoma and their significances. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(12): 1304-1308

摘要
目的: 研究胃癌组织中真核细胞起始因子
4E(eukaryotic initiation factor 4E, eIF4E), 血
管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)和细胞周期素D1(Cyclin D1)蛋
白的表达水平及其与临床病理的关系.

方法: 胃癌组织91例和正常胃黏膜组织30例
采用免疫组织化学方法检测eIF4E, VEGF和
Cyclin D1的表达, 分析其表达差异, 并结合其
临床病理资料进行综合分析. 

结果: 与正常胃组织相比, e IF4E, VEGF和
C y c l i n D1蛋白在胃癌组织中均呈高表达
(95.6%, 68.1%, 84.6% vs  0.0%, 均P <0.01). 
eIF4E, VEGF和Cyclin D1的阳性表达率与患
者的年龄、性别以及肿瘤分化程度均无明显
相关性, 但随着肿瘤浸润深度加深、淋巴转移
产生、临床分期提高而升高(P <0.05). eIF4E与
VEGF, eIF4E与Cyclin D1的表达呈正相关(r  = 
0.407, P <0.05; r  = 0.780, P <0.01). 

结论: eIF4E, VEGF和Cyclin D1的表达与胃癌
的侵袭、转移密切相关, eIF4E表达与VEGF
以及Cyclin D1显著相关.

关键词: 胃癌; 真核细胞起始因子4E; 血管内皮生

®

■背景资料
目前我国胃癌死
亡率在所有恶性
肿瘤中位居首位. 
近年来, 不少学者
对胃癌的防治进
行了研究, 并取得
一些进展, 但由于
对其发病机制尚
未阐明, 因而胃癌
的发病率与死亡
率并未得到根本
改善. 因此, 深入
研究胃癌的发生
机制, 尤其是寻找
和发现与胃癌发
生密切相关的新
基因变异, 对提高
胃癌的防治水平
具有重要意义.

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院消化科
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0  引言

胃癌是危害人类健康的常见恶性肿瘤. 我国属胃

癌高发国家, 目前我国胃癌死亡率在所有恶性肿

瘤中居第1位[1]. 胃癌的发生发展尽管存在着基

因变异的复杂性和多样性, 但现有的研究认为, 
任何形式的基因变异均在蛋白质水平上发挥功

能[2-3], 因此, 真核细胞(蛋白翻译)起始因子与肿

瘤的关系日益受到重视, 其中尤以真核细胞起始

因子4E(eukaryotic initiation factor 4E, eIF4E)与肿

瘤的关系最为密切[4-8]. 有资料显示, eIF4E能使一

些肿瘤恶性相关基因的表达量发生变化, 是肿瘤

恶性表型产生的决定子; 通过调节一些特异的恶

性相关分子的翻译表达量, 促使细胞跃过正常生

长限制而发生癌变[9-10]. 我们对胃癌组织中eIF4E, 
血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF), 细胞周期素D1(Cyclin D1)的表达

进行研究, 并结合临床病理情况进行分析, 以探

讨其在胃癌发生发展过程中的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 2002-10/2004-10我院经手术切除并经

病理学证实的胃癌组织标本91例, 术前均未接

受化放疗. 男61例, 女30例, 年龄37-79(平均51.2)
岁; 肿瘤高分化31例, 中分化18例, 低分化39例, 
未分化3例; 侵犯浆膜者58例, 未侵犯浆膜者33
例; 有淋巴结转移53例, 无淋巴结转移38例; TNM
分期: Ⅰ期14例, Ⅱ期22例, Ⅲ期45例, Ⅳ期10例. 
另选择同期经胃镜及病理组织学检查正常的胃

黏膜标本30例作为研究对照. 男20例, 10例, 年
龄35-74(平均48.4)岁. 鼠抗人eIF4E mAb, 鼠抗人

VEGF mAb, 鼠抗人Cyclin D1 mAb均购自美国

Santa Cruz公司. 免疫组化二步法试剂盒购自美

国Antibody Diagnostic公司. DAB显色试剂盒购

自北京中山生物技术有限公司.
1.2 方法 采用免疫组织化学二步法检测上述抗

体对应抗原, 所有实验操作均按说明书操作规

范进行, 实验中同时采用PBS代替一抗作为阴

性对照, 以已知阳性反应的组织切片作为阳性

对照. e IF4E阳性细胞为细胞质出现棕黄色颗

粒, VEGF阳性细胞亦为细胞质出现棕黄色颗粒, 
Cyclin D1阳性细胞为细胞核出现棕黄色颗粒. 

显微镜下随机选取5个高倍镜视野(>500个细胞), 
分别计数阳性细胞数和总细胞数, 以阳性细胞

数≥10%为阳性表达[11-12].
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件包进

行统计学分析. 各指标之间相关因素的差异性

比较采用χ2检验, 各指标间的相关性研究采用

Spearman相关分析, 检验水准为P <0.05.

2  结果

2.1 胃癌eIF4E, VEGF, Cyclin D1表达 胃癌组

eIF4E, VEGF, Cycl in D1阳性表达率分别为

95.6%(87/91), 68.1%(62/91)和84.6%(77/91), 均
明显高于正常胃黏膜组织(均未见eIF4E, VEGF
或Cyclin D1阳性表达; χ2 = 102.072, P <0.01; χ2 = 
41.921, P <0.01; χ2 = 69.813, P <0.01, 图1-3).
2.2 eIF4E, VEGF, Cyclin D1表达与胃癌临床病理

因素的关系 eIF4E, VEGF, Cyclin D1的阳性表达率

与患者的年龄、性别以及肿瘤分化程度均无明显

相关性(P>0.05). 而与肿瘤的浸润深度、淋巴转移

及临床分期有关(P<0.05). 即: eIF4E, VEGF, Cyclin 
D1的阳性表达率随着肿瘤浸润深度加深、淋巴

转移产生、临床分期提高而升高 (P<0.05, 表1).
2.3 胃癌组织eIF4E, VEGF, Cyclin D1表达的相

关性 胃癌组织eIF4E与VEGF的表达呈正相关(r  
= 0.407, P <0.05). eIF4E与Cyclin D1的表达亦呈

正相关(r = 0.780, P <0.01). 而VEGF与Cyclin D1
的表达无明显相关(r = 0.143, P >0.05, 表2).

3  讨论

1996年Jones et al [13]使用人小鼠体细胞杂交体分

■相关报道
有资料显示, eIF4E
能使一些肿瘤恶
性相关基因的表
达量发生变化, 是
肿瘤恶性表型产
生的决定子, 其通
过调节一些特异
的恶性相关分子
的翻译表达量, 促
使细胞跃过正常
生长限制而发生
癌变.

■研发前沿
真核细胞(蛋白翻
译)起始因子与肿
瘤的关系日益受
到重视, 其中尤以
真核细胞起始因
子4E(eIF4E)与肿
瘤的关系最为密
切.

表  1  eIF4E, VEGF, Cyclin D1阳性表达与胃癌临床病理因素
之间的关系 n (%)

     
临床病理	            n 	      eIF4E              VEGF            Cyclin D1

肿瘤分化				  

    高中	          49     46(93.9)      30(61.2)       41(83.7)

    低未	          42     41(97.6)	      32(76.2)       36(85.7)

浸润深度				  

    未及浆膜       33     29(87.9)	     15(45.5)       24(72.7)

    浆膜及以外    58     58(100.0)a   47(81.0)a      53(91.4)a

淋巴结转移				  

    无	          38     34(89.5)	      18(47.4)       28(73.7)

    有	          53	   53(100.0)a   44(83.0)a      49(92.5)a

TNM分期				 

    Ⅰ+ Ⅱ	          36	   32(88.9)       16(44.4)       26(72.2)

    Ⅲ+ Ⅳ	          55	   55(100.0)a    46(83.6)a      51(92.7)a

aP<0.05.
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析技术将人eIF4E基因定位于染色体4q21-q25. 
eIF4E基因编码25 kDa的多肽eIF4E可特异性地

与真核细胞mRNA的5'末端帽结构结合, 参与

mRNA的翻译, 在帽依赖的翻译起始阶段起限制

调控作用[14-15]. eIF4E的作用一般认为是通过增

强某些生长因子或重要的细胞生长调节因子的

翻译而发挥的[16-17]. 在恶性肿瘤形成过程中, 细
胞的增殖需要大量的蛋白合成, eIF4E的表达增

高是一个必然的事件[18-19]. eIF4E的过度表达不

仅能促进细胞的增殖反应, 而且更能促进细胞

的恶性转化[20-22]. Kerekatte et al [23]首先在人乳腺

癌中发现eIF4E的过度表达, 且不存在于乳房良

性组织. Li et al [24]进一步发现, 在乳腺癌Ⅰ-Ⅲ期

患者中, 当肿块标本中eIF4E的含量超过正常对

照7倍时, 肿瘤复发率、癌症致死率在统计学上

有显著意义. 乳腺癌eIF4E的过度表达与肿瘤的

复发、肿瘤的死亡有关, 可作为独立的预后因

子. 我们发现, 胃癌中有95.6%的标本有eIF4E的

图  1  eIF4E在组织中的表达(EnVision×200). A: 正常胃黏膜; B: 胃癌组织.

A B

图  2  VEGF在组织中的表达(EnVision×200). A: 正常胃黏膜; B:胃癌组织.

A B

图  3  Cyclin D1在组织中的表达(EnVision×200). A: 正常胃黏膜; B:胃癌组织.

A B

■应用要点
本研究为通过抑
制 或 降 低 e I F 4 E
表达水平来降低
V E G F 和 C y c l i n 
D1表达 ,  从而抑
制胃癌细胞增殖
提供了一定的依
据.

表  2  胃癌组织中eIF4E与VEGF, Cyclin D1表达的相关性

     
	                          VEGF	                       Cyclin D1

                                  阳性          阴性          阳性           阴性

阳 性	 87	 61a	 26	 77b	 10

阴 性	   4	   1	   3	   0	   4

aP<0.05, bP<0.01.

eIF4E           n 	
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阳性表达, 而正常胃组织中无1例阳性表达, 两
者相比差异有显著性(P <0.01), 且eIF4E阳性表

达率与肿瘤浸润深度、淋巴结转移以及TNM分

期有关(P <0.05). 提示eIF4E基因表达上调与胃

癌的形成密切相关, 并随着本病恶化程度的增

加而持续增加, 其表达水平对评价胃癌的恶性

程度有一定价值.
VEGF是一种非常重要的血管形成因子, 他

在肿瘤新生血管形成以及肿瘤的生长、浸润及

转移中起重要作用[25-26]. Cyclin D1是一种重要的

细胞周期调控蛋白, 当Cyclin D1表达失控时, 则
将引起细胞增殖失调, 进而导致肿瘤形成及发

展[27-28]. 从本研究结果来看, 胃癌中VEGF, Cyclin 
D1阳性表达率分别为68.1%和84.6%, 而正常胃

组织中均未见阳性表达, 同时随着胃癌浸润深

度的增加、有淋巴结转移以及TNM分期愈晚

者Cyclin D1表达水平明显升高, 表明Cyclin D1
可能参与促进胃黏膜细胞恶性转化, 其过度表

达预示肿瘤有较高的侵袭性、容易发生转移和

不良预后. 目前认为, 在正常的eIF4E极低水平

情况下, 肩负有“看家”功能的大多数拥有短5'
非翻译区(UTR)的Strong mRNA, 他们在翻译时

与含有长5'-UTR的Weak mRNA竞争中处于优

势, 所以细胞功能得以维持; 然而, 在eIF4E过度

表达情况下, 这些正常情况下不被翻译的含长

5'-UTR mRNA的基因产物上调. 这些基因产物

中包括一些原癌基因及一些重要的细胞生长调

节因子, 如c-Myc, Cyclin D1, VEGF, bFGF等[29-30]. 
上述所提到的基因产物对细胞恶性转化和分裂

有重要影响. 本研究通过检测eIF4E与VEGF及
Cyclin D1在胃癌中表达, 分析他们之间的相关

性, 结果表明, eIF4E分别与VEGF及Cyclin D1呈
非常显著正相关, 提示胃癌中eIF4E高表达可能

导致VEGF以及Cyclin D1表达水平增高. 这不仅

有助于深入认识eIF4E致癌的分子机制, 而且有

鉴于此, 可通过抑制或降低eIF4E表达水平来降

低VEGF和Cyclin D1表达, 从而抑制胃癌细胞增

殖, 这将是很好的抗肿瘤策略, 可能具有良好的

应用前景.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of IQ 
motif containing GTPase activating protein 
2 ( IQGAP2) and i ts correlat ion with the 

clinicopathological parameters in hepatocellular 
carcinoma (HCC), and to reveal the potential 
mechanisms of IQGAP2 underlying human 
hepatocarcinogenesis.

METHODS: Western blot, immunofluorescence 
staining and immunohistochemical staining 
(IHC) were used to detect the expression and 
subcellular localization of IQGAP2 in 7 liver 
cancer and normal liver cell lines, as well as in 
51 HCC tissue specimens. Meanwhile, the corre-
sponding clinical data were analyzed retrospec-
tively. 

RESULTS: Only two liver cancer cell lines, 
HepG2 and Hep3B, expressed IQGAP2 at the 
protein level. In addition, immunofluorescence 
results revealed that IQGAP2 was localized in 
cytoplasm and nuclei. Apparent nucleolus and 
karyotheca staining was observed in HepG2 
cells. Furthermore, histological validation of 
clinical samples showed that IQGAP2 expres-
sion was significantly down-regulated in tumor 
tissues (56.9%, 29/51). Meanwhile, the expres-
sion of IQGAP2 was associated with tumor 
size, AJCC staging and alpha-fetoprotein (AFP) 
expression level (P = 0.020; P = 0.017; P = 0.002). 
The immunohistochemical staining results from 
38 HCC specimens showed that IQGAP2 was 
mainly localized at cytoplasm in the tumor and 
adjacent normal liver cells. In addition, partial 
cells had cell membrane and nuclear localiza-
tion. However, definite association was not 
observed between IQGAP2 levels and tumor 
size, histological degree, AJCC staging or AFP 
expression status. 

CONCLUSION: IQGAP2 expression is down-
regulated in tumor tissues of HCC cases, and 
IQGAP2 may be a potential marker and tumor 
suppressor gene involved in HCC. These novel 
findings may provide a basis for the determina-
tion of mechanism(s) underlying human hepato-
carcinogenesis. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; IQ motif 
containing GTPase activating protein 2; Alpha-
fetoprotein; Tumorigenesis; Immunofluorescence; 
Immunohistochemistry; Western blot
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■背景资料
肝 细 胞 肝 癌
(HCC)的恶性程
度高、预后不良, 
5 年 生 存 率 不 足
10%. 虽然甲胎蛋
白 ( A F P ) 是 目 前
公认的HCC标志
物 ,  但 至 少 2 0 %
的患者血清AFP
水 平 并 不 高 ,  因
此, 发现新的HCC
相关肿瘤标志分
子, 与AFP联用提
高HCC诊断准确
率以及深入理解
HCC的分子癌变
机制十分必要. 

■同行评议者
刘成海 ,  研究员 , 
上海中医药大学
附属曙光医院(东
部)肝病研究所



Sun YL, Liu F, Lu HZ, Lv N, Zhou LP, Cai JQ, Liu 
SM, Zhao XH. Expression of IQGAP2 and its clinical 
significance in hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(12): 1309-1316

摘要
目的: 认识肝细胞肝癌中含IQ模体的GTP酶活
化蛋白2(IQ motif containing GTPase activating 
protein 2, IQGAP2)的亚细胞定位和表达, 及其
在肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
中的作用. 

方法: 分别通过Western blot、免疫荧光和免
疫组织化学染色分析IQGAP2在7种人肝癌细
胞与正常肝细胞系中的表达、定位, 及其在
HCC组织样本中的表达与分布.  

结果: I Q G A P2在B e l-7402、B e l-7404、
SMMC-7721、SK-HEP-1、HLE和HL-7702
等肝癌和正常成人肝细胞系中不表达, 仅在
HepG2和Hep3B等2种甲胎蛋白(AFP)表达阳
性的人肝癌细胞系中表达. IQGAP2主要分布
于细胞质, 此外, 在HepG2细胞中还具有明显
的核膜和核仁定位. IQGAP2在HCC组织中表
达降低(56.9%, 29/51). 其中, 19例配对HCC组
织的IQGAP2表达与肿瘤大小, AJCC分期和
血清AFP水平相关(P  = 0.020, P  = 0.017, P  = 
0.002); 38例配对组织IQGAP2在肿瘤和癌旁
正常肝组织中主要定位于胞质, 部分细胞伴有
胞核和胞膜定位. 但是, IQGAP2的表达与肿
瘤大小、分化程度、AJCC分期以及血清AFP
表达水平无相关性.  

结论: IQGAP2蛋白可能参与细胞黏附、信号
转导等过程, 在肝癌的发生发展中发挥重要作
用, 是一种潜在的抑癌基因. 

关键词: 肝细胞肝癌; 含IQ模体的GTP酶活化蛋白

2; 甲胎蛋白; 癌变机制; 免疫荧光; 免疫组化; 免疫
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0  引言

肝癌是一种严重危害人类健康的恶性肿瘤 , 
2000年全世界新发病例约564 000人, 位居所有

恶性肿瘤第5位. 由于其恶性程度高、预后不

良, 5年生存率不足10%. 中国是肝癌的高发区, 
集中了全世界约54%的新发病例, 其中肝细胞
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肝癌(hepatocellular carcinomas, HCC)占原发性

肝癌的90%以上[1-2]. 据1991-2000年169 871人
口的死因抽样调查显示, HCC死亡率排在全部

恶性肿瘤的第2位, 年死亡率为54.7/100 000(男
81.2, 女29.0)[3]. 由于他具有很多生物学和化学

性致癌因素, 因此他的分子癌变进展通路并不

像结肠癌、胰腺癌、乳腺癌、肺癌等肿瘤那样

明确. 甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, AFP)是目前公

认的HCC血清标志, 约60%-70%的HCC患者伴

随血清AFP水平升高. 但是, 大约20%的慢性肝

炎、20%-60%的肝炎肝硬化和某些胚胎性肿瘤

时血清AFP水平也会升高[4-5]. 更重要的是, 大约

20%-30%的HCC患者血清AFP水平不高, 而使

AFP在辅助HCC诊断中的作用受限. 因此, 发现

新的HCC相关肿瘤标志分子, 与AFP联用提高

HCC诊断准确率以及揭示肝癌的分子癌变机制

十分必要. 
本实验室在前期工作中, 利用细胞培养的

稳定同位素标记技术(stable isotope labeling with 
amino acid in cell culture, SILAC)结合高精度

nanoLTQ-FT-MS/MS, 分析了肝癌细胞系HepG2
和SK-HEP-1与正常成人肝细胞系HL-7702之间

的差异蛋白表达谱, 发现含IQ模体的GTP酶活

化蛋白2(IQ motif containing GTPase activating 
protein 2, IQGAP2)在肝癌细胞中表达水平明显

改变. IQGAP2是Ras GTPase超家族成员, 分子质

量约180 ku, 是一种肝脏特异表达蛋白, 近年发

现IQGAP2还可以在活化血小板的丝状伪足和

胃腺细胞canalicular membranes处表达[6-8]. 目前, 
尚无IQGAP2在人类肝癌组织中表达情况的相

关报道. 本研究通过观察IQGAP2在多个肝癌细

胞系和51例临床标本中的表达状况, 初步探讨

了IQGAP2在HCC发生发展中的潜在作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取中国医学科学院肿瘤医院腹部外

科2003-10/2006-11接受手术治疗的HCC新鲜组

织标本19例和石蜡包埋标本(两者有6例重合病

例)38例. 新鲜组织标本中包括18例男性和1例
女性(均为HBV阳性), 年龄范围32-69(平均年龄

52, 中位年龄50)岁. 其中AFP阳性(≥20 μg/L)12
例, AFP正常或表达阴性(<20 μg/L)7例. 组织

学Edmondson分级为Ⅰ-Ⅱ级3例、Ⅱ级10例、

Ⅱ-Ⅲ级4例和Ⅲ级2例. 石蜡包埋样本38例, 含
34例男性和4例女性, 除1例以外, 均为HBV感

染阳性, 2例为HBV和HCV双重感染. 患者年

龄30-71(平均年龄52, 中位年龄51)岁. 其中, 血

www.wjgnet.com

■研发前沿
含 I Q 模 体 的
GTP酶活化蛋白
2(IQGAP2)是近
几年新发现的Ras 
GTPase超家族成
员, 目前发现其参
与细胞黏附、吞
噬和信号转导过
程. 基因敲除小鼠
的研究结果认为
他是一种新的抑
癌基因. 
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清AFP阳性18例、AFP正常20例. Edmondson
分级Ⅰ级2例、Ⅰ-Ⅱ级4例、Ⅱ级21例、Ⅱ-
Ⅲ级6例和Ⅲ级4例、不明1例. 所有病例取材

得到知情同意, 术前未行放化疗. 人肝癌细胞

系HepG2、Hep3B和SK-HEP-1购自美国细胞

中心(american type culture collection, ATCC, 
Rockville, MD). 培养于100 mL/L胎牛血清、1 
mmol/L丙酮酸钠和2 mmol/L-谷氨酰氨的MEM
培养基中. Bel-7402、Bel-7404、SMMC-7721
和正常成人肝细胞系HL-7702购自中国科学院

上海生物化学和细胞生物学研究所细胞库, 培
养于含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养基

中. HLE细胞购自日本科学研究资源库(Human 
Science Research Resources Bank, Osaka, Japan), 
培养于含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基中. 
以上细胞均在37℃、50 mL/L CO2条件下培养. 
MEM、RPMI 1640和DMEM培养基购自美国

GIBCO/BRL公司; 胎牛血清购自PAA公司; 丙酮

酸钠、L-谷氨酰氨、1 g/L(w/v)的poly-L-lysine
原液, DAPI和蛋白酶抑制剂AEBSF、Leupeptin, 
β-actin mAb购自Sigma-Aldrich公司, Aprotinin
购自Roche公司; Coomassie Plus Protein Assay蛋
白定量试剂盒购自Pierce公司; 预染Bench Mark
购自Invitrogen公司; 聚偏氟乙烯(PVDF)膜购自

Amersham Pharmacia Biotech公司; ECL试剂购

自Santa Cruz公司; 免疫组织化学S-P试剂盒购自

福州迈新公司; DAB试剂盒购自北京中杉生物

技术有限公司. IQGAP2 mAb购自Upstates公司. 
1.2 方法 新鲜组织标本一经分离, 迅速去除坏死

的组织以及血管、系膜等结缔组织, 分别切取

癌和远端切缘的正常肝组织, 放入预冷的生理

盐水内, 洗3-4次. 称质量, 分装, 放入液氮速冻后

转入-80℃冰箱保存. 用于免疫组化分析的标本

经40 g/L甲醛固定. 
1.2.1 蛋白提取和Western blot分析: 配对的肝

癌和癌旁正常肝组织样品, 各取100 mg, 砸碎

后于液氮中研磨成粉末状, 收集于Eppendorf管
后, 置于冰上. 加入蛋白裂解液(50 mmol/L Tris-
HCl(pH7.4), 150 mmol/L NaCl, 10 g/L NP-40, 10 
g/L SDS, 1 mmol/L AEBSF, 20 mg/L aprotinin, 
20 mg/L leupeptin, 1 mmol/L EDTA), 并用pellet 
motor(Sigma-Aldrich公司)匀浆, 冰上放置30 
min, 使蛋白充分溶解. 冰上超声后, 4℃, 12 000 
g , 离心15 min, 收集上清并分装, 保存于-80℃. 
蛋白浓度经由Coomassie Plus Protein Assay试剂

盒测定. 

培养的正常肝及肝癌细胞待长到80%-90%
融合时, 用4℃预冷的PBS洗3次后, 加入适量

蛋白裂解液, 用细胞刮子将细胞刮下, 收集于

Eppendorf管中, 蛋白获取方法同前述. 
蛋白上样量为15 μ g, 样品经100 g/L的

SDS-PAGE分离以后, 湿转法转印至PVDF膜上. 
50 g/L的脱脂牛奶室温封闭3 h后, 与鼠抗人

IQGAP2(1∶1000稀释)或β-ac t in(1∶5000稀
释)mAb室温反应3 h, 用含1 g/L Tween-20的
TBS(TBST)溶液洗膜, 3 min×5次, 与辣根过

氧化物酶标记的山羊抗小鼠IgG抗体(1∶3000), 
室温孵育1 h. 再次经TBST溶液洗膜, 3 min×
8次后, ECL化学发光检测. 结果经ChampGel 
3000(Sage Creation公司)灰度扫描后, 进行半定

量分析. 
1.2.2 间接免疫荧光分析: 首先用0.1 g/L的poly-
L-lysine处理灭菌盖玻片的细胞接触面30 min, 
而后弃去溶液, 将其置于6孔板中. 将3×105的

HepG2、Hep3B和SK-HEP-1细胞接种于6孔板

中, 37℃培养, 至细胞融合达60%-70%. 弃去培养

基, 用4℃预冷的PBS洗3次, 吸干液体, 用甲醇室

温固定30 min, PBS洗涤3 min×3次, 浸入30 mL/
L的H2O2中10 min, PBS洗涤3 min×3次, 0.06% 
Triton-X 100处理10 min后, PBS洗3 min×3次. 山
羊非免疫血清室温封闭10 min, 加入1∶50稀释

的IQGAP2单抗, 4℃孵育过夜. 采用PBS作为阴

性对照. PBS洗涤3 min×3次以后, 加入FITC标
记的二抗室温避光孵育30 min, PBS洗涤3 min×
3次, 1∶1000 DAPI染核, 500 mL/L甘油-PBS封
片, Nikon E400荧光显微镜观察并照相.  
1.2.3 免疫组织化学染色及其结果评分: IQGAP2
的免疫组织化学染色, 采用S-P法. 包含肝癌和癌

旁正常组织的组织切片经二甲苯脱蜡, 梯度乙

醇水化后, 浸入30 mL/L的H2O2中10 min, 以阻断

内源性过氧化物酶活性. 切片经PBS冲洗后, 将
其置入0.01 mol/L, pH6.0的柠檬酸缓冲液沸水浴

10 min, 以充分暴露抗原. 切片室温冷却30 min
后, PBS冲洗, 滴加山羊非免疫血清, 室温封闭

15 min, 然后滴加小鼠抗人IQGAP2 mAb(1∶50
稀释), 4℃孵育过夜. 阴性对照采用小鼠的非免

疫血清替代一抗. 切片经PBS冲洗后, 滴加生物

素标记的第二抗体, 室温孵育10 min, PBS冲洗, 
而后滴加辣根过氧化物酶标记的链亲和素抗体, 
室温孵育10 min, PBS冲洗. 切片组织经DAB溶
液显色约2-3 min后, PBS终止反应, 再经苏木素

复染、自来水冲洗返蓝. 经梯度乙醇脱水、二

■相关报道
在对非洲爪蟾胚
胎 的 研 究 中 发
现, IQGAP2对于
cadherin中介的细
胞-细胞黏接和早
期胚胎发育是必
须的. 最近, 在胃癌
和基因敲除小鼠
模型中的研究结
果表明, 他可能是
一种新的抑癌基
因. 
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甲苯透明后, 中性树脂封片. 
以细胞膜和细胞质出现均匀分布的棕黄色

颗粒为表达阳性, 并用以下标准评价表达程度. 
着色强度评分: 未着色(0分)、浅黄色(1分)、浅

棕色(2分)和深棕色(3分); 观察结果评分, 即阳性

细胞占病变细胞的百分比:<5%(0分); 5%-25%(1
分); 26%-50%(2分); 51%-75%(3分)和>75%(4
分). 染色强度评分和观察结果评分的乘积为表

达程度, ≥2分认为是表达阳性. 
统计学处理 数据采用SigmaSta t3.5软件

进行统计学处理. 计数资料根据适用情况选择

Student's t检验或Mann-Whitney秩和检验, 计量

资料采用Fisher's精确概率法或χ2检验, 以P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 I Q G A P2在肝癌和正常肝细胞系中的表

达 IQGAP2蛋白仅在HepG2和Hep3B肝癌细胞

中表达, 在SK-HEP-1、Bel-7402、Bel-7404、
S M M C - 7 7 2 1、H L E和正常成人肝细胞系

HL-7702中均不表达(图1A). 选择IQGAP2表达

与不表达的肝癌细胞系HepG2、Hep3B和SK-
HEP-1经免疫荧光分析IQGAP2在肝癌细胞中

的定位特征. 在HepG2细胞中, IQGAP2主要定

位于胞质和胞核, 伴有明显的核膜与核仁定位; 

Hep3B中IQGAP2定位于胞质, 胞核有少量定位, 
未见明显的核膜和核仁定位; SK-HEP-1细胞中

基本不表达IQGAP2(图1B). 
2.2 IQGAP2在配对肝癌组织中的表达与临床

病理分型的关系 Western blot结果显示, 在19
对肝癌配对样本中 ,  与癌旁正常肝组织相比 , 
I Q G A P2在12例肿瘤组织中表达降低, 在7例
肿瘤组织中表达升高(图2). 灰度扫描结果显

示, IQGAP2在癌旁正常组织中的表达灰度值

中位数为1.52, 在肿瘤组织中的中位值为0.98, 
经过Mann-Whitney秩和检验, 差异具有显著性

(P  = 0.044), 表明IQGAP2是一种在肝癌组织中

表达下调的蛋白质. Fisher's精确概率检验发现, 
IQGAP2的表达与性别、年龄、肿瘤分化程度

无关, 而与肿瘤大小、AJCC分期和血清AFP表
达水平具有明显相关性(P <0.05, 表1), 表明肿

瘤长径越大, 肿瘤分期越晚, AFP表达水平越高, 
IQGAP2越倾向于在肿瘤组织中表达降低. 
2.3 IQGAP2在肝癌组织中的免疫组织化学染色

与肝癌临床特征的关系 免疫组织化学染色结

果显示, IQGAP2在肝癌及其癌旁组织中主要定

位于细胞质, 部分细胞伴有胞核和胞膜定位. 呈
弥漫性颗粒状分布, 癌旁正常组织中肝细胞染

色强度明显高于肝癌细胞(图3). 在38例配对肝

癌组织样本中, IQGAP2在肝癌组织表达阳性

表  1  IQGAP2表达与肝癌临床特征之间的关系

      
                              Western blot分析                

P
          免疫组织化学染色       

     P
                    两者综合                       

 P
                                n           下调(%)                                 n            下调(%)                                 n             下调(%)

性别                                                               

    男                   18       61.1(11/18)       1.000       34        55.9(19/34)     1.000          47        57.4(27/47)         1.000

    女                     1     100.0(1/1)                             4        50.0(2/4)                              4        50.0(2/4)       

年龄                                                               

    ≥60                 5       40.0(2/5)           0.305       11        36.4(4/11)       0.167          16        37.5(6/16)           0.074

    <60                 14       71.4(10/14)                       27        63.0(17/27)                        35        65.7(23/35)       

肿瘤长径                                                               

   ≥5 cm            10       90.0(9/10)         0.020       17        52.9(9/17)       1.000          23        65.2(15/23)          0.395

   <5 cm                9       33.3(3/9)                           21        57.1(12/21)                        28        50.0(14/28)       

肿瘤分化                                                               

    中高分化         13       53.8(7/13)         0.333       27        51.9(14/27)     0.528          37        51.4(19/37)         0.339

    中低分化           6       83.3(5/6)                            10        60.0(6/10)                          13        69.2(9/13)       

    N/A                   0                                                   1      100.0(1/1)                              1      100.0(1/1)       

AJCC分期                                                               

    I-II                  12       41.7(5/12)         0.017       31        74.2(23/31)     1.000          39        59.0(26/39)         0.470

    III-Ⅳ                7     100.0(7/7)                             7        71.4(5/7)                            12        83.3(10/12)       

AFP表达                                                               

    ≥20 μg/L       12       91.7(11/12)       0.002       18        44.4(8/18)       0.328          27        59.3(16/27)         0.782

    <20 μg/L          7       14.3(1/7)                            20        65.0(13/20)                        24        54.2(13/24)   

分组  

■创新盘点
本研究结果显示, 
IQGAP2还可以定
位于胞核和胞膜. 
核内的 I Q G A P 2
可能参与基因的
表达调控, 胞膜和
胞质内的该蛋白
影响细胞间黏附
和信号转导过程. 
IQGAP2在HCC组
织中表达下调, 可
能在肝癌的发生
发展中发挥重要
作用.   
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率为34.2%(13/38), 在癌旁正常肝组织表达阳性

率为71.1%(27/38), 经χ2检验, 差异具有显著性

(P  = 0.003). 部分HCC样本(n  = 12)肿瘤组织和癌

旁正常组织IQGAP2均表达很弱, 无差异. 经过

Fisher's精确概率检验, IQGAP2在肝癌组织中的

表达与患者的年龄、性别、肿瘤大小、分化程

度、AJCC分期和血清AFP水平间均没有明显相

关性(P >0.05, 表1). 
2.4 IQGAP2的表达与HCC临床病理参数之间的

关系 综合Western blot和免疫组织化学染色的

结果, IQGAP2在肝癌组织中表达下调(56.9%, 

29/51), 但与患者年龄、肿瘤大小、分化程度和

血清AFP水平没有明显的相关性(表1). 

3  讨论

IQGAPs蛋白是真核细胞内一个相对保守的蛋白

家族, 从酵母、蠕虫到哺乳动物均有表达, 目前

在人类至少发现了3个家族成员, 即IQGAP1、
IQGAP2和IQGAP3. IQGAP1和IQGAP2由不

同的基因编码, 两者具有62%的序列同源性[6]. 
因为具有IQ和Ras GTPase激活蛋白相关(Ras 
GTPase-activating protein(GAP)-related domain, 

■应用要点
本研究为深入理
解HCC的癌变机
制, 发现新的肿瘤
标志分子及阐明
IQGAP2的功能提
供借鉴. 

180 kDa

43 kDa

IQGAP2

β-actin

HepG2      Hep3B     HL-7702   SK-HEP-1     Bel-7402   Bel-7404  SMMC-7721     HLE

A

10 μm

图  1  IQGAP2在肝癌和正常肝细胞系中的表达. A: Western blot检测IQGAP2在7个肝癌细胞系和正常肝细胞系HL-7702中的

表达. β-actin: 上样量对照. B: 免疫荧光分析结果, IQGAP2在肝癌细胞系HepG2、Hep3B和SK-HEP-1中的表达(×200). 左

上角小图为相应细胞的放大图像(×400).
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GRD)结构域, 这类蛋白被命名为IQGAPs. IQ结

构域由4个串联排列的IQ模体组成, 能与钙调蛋

白、肌球蛋白轻链和S100B结合. GRD结构域可

以和Rho GTPase、CDC42、Rac1结合[9]. 此外, 
IQGAP2的N端还有1个CH(calponin homology)
结构域, 其与F-actin结合蛋白结构域高度相似, 
可能具有actin结合活性[6]. CH结构域的下游还具

有1个WW, 能够结合多聚脯氨酸, 与SH3结构域

具有功能相似性. 
目前对IQGAP2同源蛋白IQGAP1的功能

研究认为该蛋白的主要功能为参与细胞骨架调

节作用. IQGAP1可直接结合actin, 另一方面, 他

和其他的蛋白分子, 如Ras GTPase, CDC42结
合, 间接调节细胞骨架组装[6,10]. IQGAP1可以和

E-cadherin和β-catenin相互作用, 减少cadherin分
子和细胞骨架系统间的相互作用, 削弱上皮细

胞间的黏附. 而CDC42和Rac1可以抑制IQGAP1
的这一效应[11-12]. 因此, IQGAP1有可能参与肿

瘤的侵袭、转移过程. 而且, IQGAP1是多条信

号转导通路的“脚手架”蛋白, 如与MEK1、
MEK2、ERK2和B-Raf等蛋白间发生相互作用, 
调节EGF刺激的MAPK/ERK信号转导[13-15]. 此
外, 他还可以结合VEGF2型受体, 参与组织ROS
依赖的VEGF信号转导[16]. 研究发现, IQGAP1在

■同行评价
本研究临床资料
重要 ,  方法可靠 , 
证据可信, 写作规
范, 是一篇优秀应
用基础论文.
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图  2  IQGAP2在肝癌组织中的表达. A: AFP+HCC; B: AFP-HCC. 19例肝癌样本(12例AFP+7例AFP-的HCC)的Western blot

分析, N: 癌旁正常组织; C: HCC肿瘤组织. 右图表示每一例样本中, IQGAP2在癌旁正常组织和肿瘤组织中的相对表达量

(IQGAP2与β-actin的灰度值之比). 
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A B

图  3  IQGAP2在肝癌组织中的免疫组化染色. A: 癌旁正常肝脏组织, IQGAP2表达强阳性, 呈现胞质内的颗粒状着色, 部分

细胞存在细胞膜定位(下方的部分细胞), 箭头所示的细胞具有细胞核定位; B: IQGAP2在HCC肿瘤组织表达为阴性(×200).
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多种肿瘤中过表达. IQGAP1基因敲除小鼠产生

胃腺体肥大和息肉[17]. 一些弥散型胃癌病例伴

有IQGAP1基因扩增和过表达现象[18]. IQGAP1
在结肠癌中表达上调 ,  特别是肿瘤侵袭前沿 , 
在高侵袭性的进展期肿瘤尤为明显[19]. Jadeski 
et al [20]报道, IQGAP1在乳腺癌细胞中高表达, 
尤其是高转移细胞系, 高表达的IQGAP1可以

促进乳腺癌细胞MCF-7的增生、侵袭和小鼠移

植瘤模型中肿瘤血管生成能力. Dong et al [21]发

现, 过表达IQGAP1及其肿瘤侵袭前沿的弥漫性

表达模式与卵巢腺癌患者不良预后相关. 
目前对IQGAP2的功能研究较少, 现有结

果显示IQGAP2可以抑制Cdc42和Rac1内源性

及RhoGAP活化的GTP水解率, 参与GTPase信
号转导. 而且, 作为一种磷酸化蛋白质, 他还

可能被[Ca2+]/PKC和cAMP信号调节[6]. 另外, 
IQGAP2可以中介体内溶酶体/吞噬体的结合过

程[22]. 在对非洲爪蟾胚胎的研究发现, IQGAP2
对于cadherin中介的细胞-细胞黏接和早期胚胎

发育是必须的[23]. Jin et al [24]报道, IQGAP2在9种
胃癌细胞系中的5个表达缺失, 而且47%的原发

性胃癌组织中存在IQGAP2基因的甲基化, 其与

IQGAP2蛋白的失表达高度相关, 敲除IQGAP2
增加胃癌细胞系的侵袭能力. IQGAP2基因敲除

小鼠表现为年龄依赖性的细胞凋亡和H C C发

生. 同时, HCC细胞表现为IQGAP1高表达, 膜
E-cadherin表达缺失, β-catenin的细胞质转位和

激活等. 这一结果表明, IQGAP2可能是一种潜

在的抑癌基因, 通过激活Wnt/β-catenin信号通路

而促进肝癌的发生发展[25]. 尚无IQGAP2在人类

肝细胞肝癌中表达情况的相关性报道. 
本研究显示, IQGAP2蛋白在两个AFP+的肝

癌细胞系中高表达, 在几个AFP正常或阴性的

肝细胞系不表达, 这一趋势与Brill et al报道的

mRNA水平检测结果基本一致[6]. 免疫荧光染色

结果显示, IQGAP2主要定位于细胞质, 伴随部

分细胞核染色以及在HepG2中还有明显的核膜

和核定位, Hep3B和部分肝组织具有细胞膜定

位信号. 已有研究认为, IQGAP2是一种胞质和

胞膜定位蛋白质, 尚无细胞核定位的报道. 通过

生物信息学预测软件PSORT Ⅱ分析(http://psort.
ims.u-tokyo.ac.jp/form2.html)发现, IQGAP2具
有DNA结合模体Leucine zipper pattern和Myb 
DNA-binding domain repeat signature 1, 是一种

潜在的核蛋白[26]. NucPred软件(http://sbcweb.
pdc.kth.se/cgi-bin/maccallr/nucpred/single.pl)分析

结果也同样提示, IQGAP2可能是一种高可信的

核蛋白[27]. 因而, 核内的IQGAP2可能参与基因

的表达调控, 定位于细胞膜的IQGAP2则可能具

有与IQGPA1相似的作用, 即影响上皮细胞间的

黏附过程, 而胞质内的该蛋白则可能参与多条

信号转导通路. 
本研究利用Western blot和免疫组织化学染

色分析了IQGAP2在肝细胞肝癌组织中的表达. 
发现与癌旁正常组织相比, IQGAP2在肝癌组织

中表达下调(56.9%, 29/51), 部分病例表达缺失. 
这一结果与IQGAP2在胃癌组织中的表达趋势

一致, 支持他可能是一种新的抑癌基因. Western 
blot结果还显示, 随着肿瘤长径的增加, AJCC分
期的增高, IQGAP2的正常表达明显降低. 并且, 
其表达与血清AFP水平明显负相关, AFP阳性

病例表现为更明显的表达下调. 已知, AFP除了

结合转运特性以外, 在胚胎期和成人肿瘤发生

过程中, 还具有生长分化和细胞凋亡调节作用, 
表明他可能是一种癌胚抗原[28-31]. 由于IQGAP2
是一种潜在的抑癌基因, 因此可能造成了其与

AFP的负相关关系. 但是, 免疫组织化学染色分

析没有获得相关性结果, 这可能与免疫组化染

色技术较Western blot敏感度低、组织芯片取材

范围有限、病例数相对较少有关. 此外, 我们发

现部分病例的肿瘤和癌旁正常组织IQGAP2表
达均为阴性, 导致其整体下调率不高, 这也可能

与上述原因有关. 研究结果提示IQGAP2参与正

常肝细胞的细胞间通讯、细胞内信号转导与表

达调控作用, 可能是一种新的抑癌基因, 对维持

肝细胞正常形态与功能具有重要的作用. 因此, 
IQGAP2表达降低可能与肝细胞肝癌的发生发

展相关, 其精确作用机制尚待阐明. 
总之, 本研究探讨了IQGAP2在肝细胞肝癌

中的表达和亚细胞定位特征, 发现IQGAP2在肝

细胞肝癌组织中表达水平降低与肿瘤长径和血

清AFP水平相关. IQGAP2可能在肝癌的发生发

展过程中发挥重要作用. 该研究为深入理解肝

细胞肝癌的癌变机制, 发现新的肿瘤标志分子

以及阐明IQGAP2的功能提供借鉴. 
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Abstract
Gastrointestinal dysmotility often occurs in 
patients with sever acute pancreatitis. This 
article reviews the effect of nerve, hormone, 
inflammatory factors and ischemia-reperfusion 
injury on gastrointestinal dysmotility. It elucidates 
that the gastrointestinal dysmotility is significanly 
relieved ater treatment of acute pancreatitis. 

Key Words: Severe acute pancreatitis; Gastrointes-
tinal dysmotility
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摘要
重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, 
SAP)常伴有胃肠动力障碍. 本文就神经、激
素、炎症因子、缺血再灌注损伤对胃肠动力
的影响的研究进展等方面进行综述, 阐明了改
善胃肠动力在SAP治疗中的意义. 

关键词: 重症急性胰腺炎; 胃肠动力
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
患者常伴有胃肠动力障碍, 早期可表现为胃潴

留、十二指肠运动迟缓和麻痹性肠梗阻等[1-2]. 
动物实验证实急性坏死性胰腺炎(acute necrosis 
pancreatitis, ANP)发生胃排空和肠转运明显减 
慢[3]. 但相关机制仍不清楚. 本文就SAP发生胃

肠动力障碍研究进展, 改善胃肠动力对治疗SAP
意义进行了探讨. 

1  SAP胃肠动力障碍机制研究进展

一般说来, 胃肠动力主要受神经和内分泌两方

面调节. 此外, 炎症状态下免疫系统激活, 释放

大量炎症介质参与了胃肠动力障碍的发生、发

展过程. 缺血、缺氧及缺血再灌注、氧自由基

的损伤也使胃肠运动障碍加剧. 
1.1 神经系统功能对胃肠运动的影响

1.1.1 肠神经系统: 肠神经系统(enteric nervous 
system, ENS)是控制与协调胃肠运动、血供、

分泌的独立神经系统, 贯穿整个胃肠道, 两个主

要的神经丛(黏膜下丛位于固有层中, 肌间神经

丛位于纵行肌及环行肌之间)包含约108个神经

元. 他有独立的感觉、运动(兴奋与抑制)及中间

神经元. 包括肾上腺、胆碱能、非肾上腺非胆

碱能(non-adrenergic and non-cholinergic, NANC) 
神经元. 反射功能独立于中枢神经之外, 也可以

通过传入、传出神经与(central nervous system, 
CNS)建立联系[4]. 

近年来较为引人注目的是肽能神经(属非肾

上腺非胆碱能)及一氧化氮(NO)的研究[5]. 特别

是NO, 作为一种抑制性NANC神经元的传递介

质, 在NO合成酶(nitric oxide synthase, NOS)介导

下形成的, 人体胃肠道组织中均有NOS的分布, 
在胃排空的肠壁机械感受器和化学感受器的反

馈调控中发挥重要作用[6]. NO能神经的紊乱可

能造成正常兴奋与抑制的失衡, 导致胃肠动力
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异常[7], 应用NOS抑制剂可清除压力诱导的胃容

受性舒张, 说明NO能诱导胃肠道舒张, 抑制胃的

运动[8]. 近来的研究还进一步论证了NO在消化

间期移行性复合运动(migrating motor complex, 
MMC)调控中也起到极其重要作用[9]. SAP时胰

腺组织周围大量消化酶、血管活性物质、坏死

组织及其崩解产物, 直接刺激肠系膜根部神经

及胃肠道组织, 引起水肿、麻痹. 胰腺炎相关腹

水(pancreatitis associated ascitic fluid, PAAF)注
射入健康大鼠24 h后, 小肠肌间神经丛和黏膜下

层NANC神经元中一氧化氮合酶(nNOS)表达增

加、活性增强进而产生大量NO, 引起胃肠电生

理紊乱, 抑制胃肠运动[10]. 但是NOS抑制剂并不

能完全逆转PAAF引起的胃肠动力抑制, 推测与

NANC能神经释放的另一种抑制神经递质血管

活性肠肽(vasoactive intestinal peptide, VIP)升高

有关[1]. 现已发现神经型的一氧化氮合酶(nNOS)
在神经末梢中与VIP共存肌间神经丛和黏膜下

神经丛[11-13], 有学者认为神经活动中神经末梢释

放的NO刺激VIP的释放, 表明VIP的释放有赖于

NO的形成[14-16]; Ljung et al认为VIP抑制肠动力

作用与NO无关[17]. 所以共染的意义目前尚不能

完全解释. 二者对消化道的抑制性调节是各自

独立的作用还是互为因果目前还存在分歧. 
1.1.2 迷走神经: 迷走神经是胃肠道主要外来

神经, 主要协调ENS功能. SAP时, 应急反应明

显, 表现为交感神经兴奋和迷走神经抑制, 导
致消化道功能的普遍抑制, 运动减弱, 分泌、吸

收减少. 近年来“神经-内分泌”抗炎通路成为

研究的热点, 其中迷走神经及其递质乙酰胆碱

(acetylcholine, Ach)具有重要的抗炎作用. 解除

迷走神经抑制, 使Ach的合成增多能减轻SAP机
体炎性反应[18-20]. Monroe et al [21]发现刺激中枢的

迷走神经能减轻胃容量, 加速胃排空. 
1.2 内分泌因素对胃肠运动的影响

1.2.1 胃肠肽对胃肠运动的调节: 胃肠肽大约

有30多种, 主要由肠神经系统、胃肠道内分泌

细胞自分泌和旁分泌产生, 主要在局部发挥作

用, 其中胃动素(motilin, MTL), 血管活性肠肽

(vasoactive intestinal peptide, VIP), 生长抑素

(somatostatin, SS), P物质(substance P, SP)是与胃

肠动力密切相关的胃肠激素[22-23]. 在SAP时, 血
液中MTL、SP浓度降低, VIP浓度升高. 这些激

素与胃肠道动力障碍有密切的关系[22]. MTL: 由
小肠上部的Mo细胞释放, 研究表明血浆MTL在
MMC不同时相呈周期性变化, 血浆MTL峰值出
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现在MMCⅢ相[24-26]. Jonsson et al报道胃动力障

碍者胃排空延迟, MMCⅢ期减少或缺失; 同时各

时相血中胃动素浓度均低于正常水平, 缺乏胃

动素分泌高峰[27]. 给清醒狗局部空肠动脉灌注

MTL, 可引起MMCⅢ相收缩, MTL抗血清可阻

断这一作用[28]; 胃壁和十二指肠壁的肌间神经

丛内有MTL阳性神经元和神经纤维存在[29]. 证
明MTL是MMC的启动因素. SS: 是一种典型的

脑肠肽, 主要分布于胃、十二指肠、结肠和胰

腺, 对多种生理功能具有抑制作用, 包括: 抑制

几乎所有生理性内、外分泌反应, 抑制胃MMC
和胃排空, 抑制肠道内容物转运. SS直接引起

胃平滑肌细胞的舒张作用很弱, 但可以明显抑

制五肽胃泌素对胃肌细胞的收缩作用, 这种抑

制作用不通过cAMP途径, 可被生长抑素抗血清

所阻断, 表明胃平滑肌细胞生长抑素受体的特

异性[30-31]. Tack et al发现十二指肠腔内的SS浓
度在MMCⅢ相达到高峰[32], 推测可能是SS通过

腔内释放来调节MMC. 以往多认为生长抑素类

似物-奥曲肽也可使胃肠动力减弱, 抑制胃肠蠕 
动[31,33-34]. 李立 et al临床观察却提示: 治疗剂量

奥曲肽对SAP患者胃排空无抑制作用, 对SAP
患者肠蠕动起促进作用. 其机制可能是: 刺激

十二指肠MMC的产生, 抑制了VIP的活性, NO
排出减少[35]. 而SS-14引起豚鼠的胃及小肠的环

行平滑肌收缩[36]. 以上研究表明SS对胃肠运动

的确切作用有待进一步研究. SP: 是兴奋性神经

递质之一, 可刺激平滑肌收缩, 特别是对空肠、

回肠和结肠的平滑肌. SP对胃肠道的纵肌和环

肌有双重的收缩效应: 直接的短时作用和紧接

着由胆碱能神经释放Ach引起的长时作用, 阿
托品可抑制注射SP引起胃体和胃窦收缩, 六甲

胺加速SP引起的胃窦收缩, 并接受迷走神经调 
控[37]. 脑室内注射SP能使动物胃肠运动由餐后

型变为消化间期型MMC[38-40]. Seerden et al研究

证明SP能促进SAP大鼠小肠平滑肌收缩[3]. VIP: 
主要胰腺、肠道NANC神经元释放, 为抑制性神

经递质之一, VIP可减慢胃排空, 参与结肠扩张

和疼痛刺激引起的胃的反射性舒张[41]. VIP浓度

在500 pmol/(Kg·min)以上可以明显抑制MMC[17]. 
而VIP抗体能阻断电刺激和迷走神经反射所引

起的胃肌条收缩. 
近10年新发现的胃肠激素, 如瘦素(leptin)、

饥饿激素(ghrelin)、甘丙素样肽(galanin-l ike 
peptide)、增食欲素(orexin). 他们的一个共同特

点是与摄食及胃肠运动有关, 其中瘦素对MMC
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■研发前沿
近年来, 炎症因子
与胃肠动力的关
系成为研究热点. 
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Ⅱ相有重要作用[42]. Chey et al报道在急性胰腺

炎AP的急性期血浆内皮素-1(endothelin; ET-1)升
高, 可能是肠道动力紊乱的机制之一[43]. 这些激

素与SAP肠动力障碍的关系需要进一步证实. 
1.2.2 胃肠肽受体对胃肠动力的影响: 胃肠肽作

用的靶位是胃肠平滑肌细胞表面的特异性受体. 
这些受体多属于G蛋白偶联受体族, 由一条多肽

链组成, 有7个跨膜区, 一个N端胞外区和一个C
端胞质区. 受体的重要特征就是高特异地识别

和结合胃肠肽, 通过不同信号途径进行转录和

翻译. 受体表达的多少及受体的亲和力大小对

胃肠肽发挥生理作用有重要影响. 炎症可以改

变使胃肠肽受体量的表达及受体亲和力, 势必

影响胃肠动力. 如SS-R(somatostatin recepter)各
亚型均和G蛋白偶联[44-46], SS-R3介导胃平滑肌

松弛[47], 而在肠平滑肌则介导收缩[44]. 胃肠平滑

肌细胞膜上既有兴奋型受体也有抑制型受体, 
同一细胞上还有同一受体多个亚型的共存现 
象[48]. 

最近研究证明, 激素作用除了与受体作用

外, 还通过神经途径起作用. 胃动素受体在人

十二指肠和结肠肠神经元的广泛表达就是有力

的证据[49]. 激素等体液信号首先作用于迷走神经

的MTL受体[29], 由迷走传入神经传送到下丘脑

进行翻译和整合, 然后发出指令, 通过迷走传出

神经实现对各种生理活动的调节作用. 
1.3 缺血、缺氧、缺血再灌注和氧自由基损伤 
SAP时胃肠道组织水肿、麻痹, 肠腔内压升高, 
肠壁微循环障碍, 组织缺血、缺氧. 胃肠平滑肌

能量生成不足, 蠕动减弱; 缺血再灌注后, 黄嘌

呤氧化酶氧化次黄嘌呤产生大量氧自由基, 进
一步损伤肠壁, 加重胃肠运动障碍[50]. SAP时系

统性炎症反应(systemic inflammatory reaction 
syndrome, SIRS)明显, 中性粒细胞被激活, 呼吸

爆发后产生大量的活性氧. 全身及肠道自由基, 
加重胃肠组织损伤的免疫功能下降, 使肠道细

菌容易突破受损的黏膜, 形成肠道菌群易位及

内毒素血症[51], 毒素及代谢产物对肠道的直接损

伤导致代谢障碍, 平滑肌收缩能力降低. 
1.4 炎症因子对胃肠动力的影响 近来发现炎症

因子对胃肠动力有重要的影响. 白介素-1β(IL-
1β)和肿瘤坏死因子α(TNF-α)可能是通过脂氧

化酶引起大鼠胃底松弛[52]. 第四脑室注射肿瘤

坏死因子受体-Fc(TNFR-Fc)能逆转脂多糖内毒

素(lipopolysaccharide, LPS)引起的胃肠动力障

碍, 证明TNF-α在胃肠动力障碍中起重要介导作

用[53]. Sarna et al通过人离体结肠进一步研究证

实LPS及炎症因子如TNF-α可激活平滑肌细胞

转录因子核因子NF-κB, 进而通过NF-κB亚单位

p50和p65促进ICAM-1的表达, 而抑制平滑肌细

胞膜L型Ca2+通道1C亚单位表达, 从而抑制平滑

肌收缩. 提示炎症参与了胃肠动力障碍过程. 急
性胰腺炎特别重症急性胰腺炎, 常常伴有严重

的炎症反应, 从局部炎症反应阶段发展到全身

播散的SIRS阶段时, 体内炎症细胞活化产生大

量炎症介质, 同时胰腺无菌坏死和感染也可激

活胰腺组织中的巨噬细胞, 合成和释放多种细

胞因子如TNF-α、IL-1β、IL-6和IL-8[56-59]等, 这
些细胞因子可能与SAP胃肠动力障碍有关. 

另外, 神经、内分泌、炎症因子的相互作

用: (1)促炎症介质与激素具有双向调节作用, 常
进行交叉对话, 正常情况下, 激素与前炎症介质

处于恰当的平衡中. 他们之间的平衡在炎症状

况下被打破, 导致激素水平异常, 激素与炎症因

子比率发生变化, 进而产生内分泌的抵抗, 势必

进一步改变激素水平. 同时激素变化也可以改

变炎症因子水平[60], 如Ghrelin能抑制IL-1的表达

而减轻炎症反应, SS能抑制实验性胰腺炎的炎

症反应, VIP能抑制巨噬产生IL-1β、TNF-α的表

达, 降低实验性胰腺炎胰酶水平、改善胰腺病

理损害[61]. 胃肠激素如SS-R、VIP-R、SP-R等

激素受体存在于肥大细胞、单核巨噬细胞等免

疫细胞中. SP能刺激巨噬细胞活性, 影响细胞因

子产生、吞噬功能的增强、溶酶体酶的合成等; 
还可触发肥大细胞蛋白酶释放和颗粒形成. SS
则抑制肥大细胞分泌. VIP能抑制多种细胞因子, 
如IL-2、IL-4、IL-5、IL-6和INF-γ等的合成与

分泌, 这些细胞因子主要是由CD4+的Th细胞产 
生 [62].  V I P可通过激活T细胞受体 ,  降低I L-2 
mRNA的转录及其稳定性, 使IL-2在mRNA和蛋

白质水平下调; 而IL-2的降低又可减少T细胞的

增殖, 继而影响T细胞的功能, 使IL-4的合成降

低. SP诱导单核细胞IL和TNF的释放, 刺激单核

细胞TNF-α的分泌[63]. (2)神经和免疫系统之间是

密切配合、相互协调的. 肠神经不仅支配肌肉、

上皮细胞, 也调控肥大细胞、浆细胞等免疫细

胞和神经内分泌细胞[64]. 同时神经和免疫系统相

互作用的分子基础是两系统共用的一些肽类激

素、细胞因子、递质及其受体. 这些共用的因子

起着双向的信息传递作用. 如降钙素基因相关肽

(calcitonin gene-related peptide, CGRP)可能是神

经-免疫系统相互调节的介导物质之一[65]. 迷走

■相关报道
Hermann et al 使
用TNFR-Fc第四
脑室注射能逆转
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et  al 通过离体研
究证实胃肠道炎
症可影响平滑肌
收缩功能.
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神经-胆碱能抗炎通路能调节炎症反应, 减少细

胞因子的表达[20]. 既然神经、胃肠肽、炎症因子

之间关系密切, 那么他们之间的相互作用就可

能影响胃肠动力. 但这方面的研究比较少, 还不

明确他们与胃肠动力之间的具体联系. 

2  改善胃肠动力对治疗SAP的意义

胃肠道各种功能与胃肠动力密切相关, 正常的

胃肠动力是维持其他功能的关键. 临床观察发

现胃肠功能恢复早的SAP患者, 病情很快得到控

制. 改善胃肠动力: 可以降低肠腔内压, 增加胃

肠道供血, 改善组织微循环, 减轻缺血、缺氧对

胃肠壁黏膜的机械性损伤, 同时减少了缺血再

灌注时产生的大量氧自由基的损伤; 可以抑制

菌群失调, 维持正常的肠道内微生态环境[66-67]; 
保持良好的血液、淋巴循环, 促进肠道IgA的合

成和S-IgA的释放, 黏膜免疫力增强; 通过上述机

制改善了胃肠道屏障功能, 防止了细菌及毒素

移位, 预防SAP合并的胰腺、胰周感染[68-70]. 因
此改善胃肠动力对SAP有积极的治疗意义[71].

3  结论

目前有关SAP发生胃肠动力障碍机制还不明确. 
由于在基础研究方面取得长足的进步, 胃肠动

力研究已从器官、组织水平进入到单个细胞和

遗传基因的分子阶段, 范围涉及神经系统、胃

肠肽类激素、受体及受体后转导、炎症因子如

TNF-α, IL-6, LPS, NO等分子对胃肠动力的调节, 
另外, 免疫组化、PCR、Western blot、基因克

隆、基因敲除和基因芯片等技术的开发和应用, 
也为胃肠动力性疾病的深入研究, 开辟了新的

途径[72]. 也为SAP胃肠动力障碍研究提供了丰富

的理论基础和科学的研究手段. 相信这方面的

研究会越来越深入, 并深入揭示SAP胃肠动力障

碍的本质. 
另外, 中医药在促进胃肠动力方面疗效确

切, 有很多促进胃肠动力的经典方剂如大承气

汤、柴芩承气汤、清胰汤等[73-74]. 清胰汤能提高

AP患者血清MTL水平, 改善胃肠动力, 清胰汤中

白芍、木香、延胡索和大黄对结肠平滑肌有直

接兴奋作用, 其中白芍最为显著[74]. 但具体机制

未能明确阐述, 加强这方面的研究有助于让中

医药走向世界, 同时提高对SAP的治疗效果.
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Abstract
Serve acute pancreatitis (SAP) is a common acute 
abdomen characterized by sudden occurrence, 
complications and a high mortality rate. The 
mortality rate of SAP treated in our hospital 
with combined traditional Chinese and Western 
medicine over the past 20 years has decreased 
to 10.77%, which is the lowest in our country. 
However, no breakthrough has been made in 
decreasing the death rate of SAP. Continuous 
blood purification is a series of treatment 
modality which can slowly and continuously 
remove water and solute from the body. It is one 
of the achievements made in blood purification 
over the past 20 years and the important advance 
made in emergency medicine in the past few 
years. Continuous blood purification is used 
not only in treatment of acute and chronic 
renal failure but also in treatment of non-renal 
diseases. This paper describes the pathogenesis 
of acute pancreatitis and the therapeutic effect of 
continuous blood purification and its mechanism. 

Key Words: Serve acute pancreatitis; Continuous 
blood purification
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摘要
重症急性胰腺炎(serve acute pancreatitis, SAP)
是常见的急腹症 ,  其发病急、并发症高、

病死率高. 我院中西医结合治疗SAP二十多
年, 死亡率降到10.77%, 居全国最低, 但近几
年死亡率没有突破性进展. 连续性血液净化
(continuous blood purification, CBP)是指所有
缓慢、连续清除体内水和溶质的一组治疗方
式. 这是近20年来血液净化领域的新成就之
一, 也是近年来急救医学的重要进展. 他不但
应用在急慢性肾功能衰竭患者的治疗中, 而且
已被广泛地应用于非肾脏疾患. 本文将总结急
性胰腺炎发病机制及连续性血液净化对该机
制的治疗作用和机制.

关键词: 重症急性胰腺炎; 连续性血液净化法

郭佳, 黄宗文. 持续血液净化疗法在重症急性胰腺炎中的作

用.  世界华人消化杂志  2008; 16(12): 1323-1326

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1323.asp

0  引言

重症急性胰腺炎(serve acute pancreatitis, SAP)
是常见的急腹症, 其发病急、并发症高、病死

率高. 我院中西医结合治疗SAP 20多年, 死亡

率降到10.77%, 居全国最低, 但近几年死亡率

没有突破性进展. 连续性血液净化(continuous 
blood purification, CBP)是指所有缓慢、连续清

除体内水和溶质的一组治疗方式. 自从1977年, 
Kramer提出了连续动静脉血液滤过(CAVH)概
念后. 1979年Bam-bauer-Bichoff又提出了采用

静脉-静脉血管通路(CVVH). 此后, 为提高对溶

质的清除率, 把血滤的对流原理与血透的弥散

原理相结合. Kunitomo、Geronemus和Schneider  
et al相继提出了连续动-静脉血液透析(CAVHD), 
连续动-静脉血液透析滤过(CAVHDF). 以后又

发展了连续静-静脉血液透析(CHHVD)、连续

静-静脉血液透析滤过(CVVHDF)、动-静脉缓

www.wjgnet.com

®
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也是近年来急救
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其不但应用在急
慢性肾功能衰竭
患者的治疗中, 而
且已被广泛地应
用于非肾脏疾患, 
特别是在一些危
重病领域的应用
越来越受到人们
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的一种有效手段. 
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慢连续超滤(AVSCUF)、静-静脉缓慢连续超滤

(VVSCUF)及连续高通量血液滤过(CHVHF), 这
些方式形成了系列的CBP治疗系统[1]. 这是近20
年来血液净化领域的新成就之一, 也是近年来

急救医学的重要进展. 他不但应用在急慢性肾

功能衰竭患者的治疗中, 而且已被广泛地应用

于非肾脏疾患, 特别是在一些危重病领域的应

用越来越受到人们的关注正逐渐成为抢救危重

患者的一种有效手段[2]. 目前不少研究报道[3,4]常

规治疗加CBP治疗重症急性胰腺炎, 那他治疗前

景在哪里呢?

1  急性胰腺炎发病机制

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是由胰酶激活

后引起胰腺组织自身消化所致的急性化学性炎

症. 实践及研究表明, AP的发病机制是一个复杂

的、多因素参与的病理生理过程, 至今尚未完全

阐明. 早期提出的“自身消化学说”[5]指无论是

胆源性的、胆汁逆流、胰管内高压或酒精性胰

腺炎等病因的, 都有嗜中性白细胞激活. 在胰液

排放受阻、胰腺缺血或大量饮酒等致病因素的

作用下, 胰蛋白酶大量激活, 还激活糜蛋白酶、

弹力蛋白酶、舒血管素和磷脂酶A2等, 造成胰

腺自身消化, 后者尤起关键性作用, 他可使胆汁

中的卵磷脂和脑磷脂变为具有细胞毒性的溶血

卵磷脂和脑磷脂, 导致胰腺组织破坏. 但传统的

“自身消化学说”已不能全面阐明急性胰腺炎

的发病机制及其复杂的进程. 近年的研究提出

了许多新学说[6], 以炎症介质学说尤为突出. 他
指出胰腺腺泡受损时活性胰酶释放和单核巨噬

细胞的激活, 刺激中性粒细胞产生大量炎症介

质, 这些炎症介质可以使胰腺血管通透性增高

和微循环障碍, 导致胰腺炎症、坏死, 发生肠道

屏障功能失调、内毒素血症, 内毒素再次激活

巨噬细胞、中性粒细胞释放大量炎症介质, 形
成恶性循环, 激发全身炎症反应综合征(systemic 
inflammatory response syndrome, SIRS)[7], 致使多

脏器衰竭(multiple organ failure, MOF). 参与AP发
生发展过程中的主要炎症介质有: 肿瘤坏死因子

(tumor necrosis factor, TNF)、白介素(inter leukin, 
IL)、氧自由基、血小板活化因子、前列腺素、

白细胞三烯、一氧化氮、血栓素等. 研究较多的

有TNF、IL、血小板活化因子、血栓素和一氧

化氮等. 其中TNF-α、IL-1是AP发展过程中最为

重要的细胞因子, 能作为始发因子诱导其他炎症

介质的产生, 这对认识该疾病的发展过程和指
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导临床治疗起着重要的作用.

2  CBP治疗重症急性胰腺炎的可能机制

2.1 清除细胞因子、内毒素和炎症介质 1990年
代初, 人们在动物实验研究中发现导致胰腺炎

加重和其他脏器受损的主要原因是过度炎症反

应, 而其本质是由炎症介质瀑布样反应引起复

杂的、相互关联的炎性介质体系. 而他的启动

是由胰腺组织内单核-巨噬细胞系统被激活后释

放的促炎细胞因子开始的, 其中TNF-α, IL-1是
早期启动炎症反应的起始因子. 而CBP可通过

合成膜纤维的吸附、对流、弥散、超滤和减少

介质生成等机制使循环血内的细胞因子和炎症

介质浓度下降. 为机体主动平衡其体内和靶器

官组织细胞中的细胞因子、炎症介质和各种其

他体液因子创造条件[8]. 季大玺 et al [9]通过3年的

时间发现CBP可以可显著降低猪血清TNF-α、
磷脂酶、激肽水平, 能降低TNF-α的早期高峰

水平, 预防脓毒血症相关的免疫麻痹状态, 改善

单核细胞表MHC-Ⅱ和CD14表达被抑制的现象, 
多形核白细胞的呼吸爆发和吞噬能力也明显改

善, 减少了细菌易位和内毒素血症的发生率, 提
高急性胰腺炎猪模型的生存时间. 国内不少研

究[10-13]也提示CBP可以清除SAP时周围血清中

的TNF-α和IL-1等炎症介质, 显著改善预后. 内
毒素属高分子物质, 单纯透析不能有效清除. 不
少研究将多黏菌素B、活性炭或抗脂多糖抗体

结合在血滤器表面, 使循环血往复通过滤器而

吸附清除内毒素. Ikeda[14]实验证明, 多黏菌素B
多化合价纤维(PMX-F)可吸附内毒素. 
2.2 调整容量负荷和维持酸碱电解质等内环境

稳定 CBP是连续、缓慢、等滲地清除水分和

溶质, 能不断的调节体液平衡, 清除过多的体

液量, 也能增加不足的液体量, 更符合生理状

态. 等滲的超滤可以有利于血浆的再充盈, 肾素

-血管紧张素系统稳定和细胞外液滲透压稳定. 
因此能较好的维持液体平衡和血液动力学稳 
定[15-18]. 重症急性胰腺炎患者常常存在电解质

紊乱和酸碱失衡, 而常用的内科方法有以下不 
足[19]: (1)可能纠正的效果不理想; (2)可能出现矫

枉过正的情况; (3)纠正速度无法控制. CRRT时
根据患者电解质和血气分析情况, 配制个体化

置换液, 可较好地解决水、电解质[20-21]和酸碱平

衡等内环境紊乱问题. 重症急性胰腺炎患者常

需胃肠外高营养, CBP可以清除因静脉营养输入

的多余液体, 为营养支持提供条件. CBP可以不
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断的清除体内的代谢产物, 使代谢产物清除更

彻底[22]. 
2.3 改善组织氧代谢 S A P发病早期可以出现

肺、肾、肝和炎性细胞浸润等组织学改变 , 
“第三间隙异常”引起组织间隙水肿, 加重器

官功能损害. 通过清除第三间隙过多积液, 改善

微循环和实质细胞携氧能力, 同时可能清除了

抑制组织细胞携氧介质, 改善组织的氧利用[18]. 
另外CBP可以使能量摄取效率提高. 有研究[8]显

示CBP治疗组与对照组在接受静脉营养时, 能
量摄入消耗率分别为73.3%±14.7%和111.2%±

16.3%(P <0.05). 付荣国 et al [23]报道血液透析加

血液透析滤过能明显改善患者的透析充分性和

营养状态. 
2.4 改善各脏器功能 CBP能有效清除循环中心

肌抑制因子, 使Staling曲线恢复正常, 改善心肌

功能. CBP可以清除某些影响血管舒缩功能及血

管内皮细胞的毒素及炎症介质, 如NO、TNF-α
等. 王浩 et al [24]报道CBP能明显纠正胰腺炎引起

的低血压(P <0.01). 同时出现的高排低阻型循环

障碍也得到改善, 表现在限制心排血量的过分

增高、减少全身血管阻力的下降以及氧摄取率

的提高. 万建新 et al [25]报道在CRRT治疗中, 患
者心血管功能稳定, 血液滤过后患者的平均动

脉压、心脏指数、心输出量均会升高, 平均肺

动脉压降低, PaO2/FiO2上升, 动脉血氧分压得到

改善. Ronco et al [26]认为CBP还有助于清除肺间

质中过多的水分, 并可提高动脉血氧分压, 减少

CO2潴留, 改善肺功能. Su et al [27]用急性肺损伤

模型狗进行的研究也证实, 血液滤过可降低血

浆促炎细胞因子的浓度, 减轻肺部局部炎症反

应, 降低肺毛细血管内皮细胞及肺泡上皮细胞

的通透性, 缓解肺水肿, 改善心肺功能. 国内不

少学者[28-30]研究也发现CBP可以改善急性呼吸

窘迫综合征, 提高血氧饱和度. 另外体外循环所

致的低体温可降低氧耗和气体交换, 减少CO2的

产生, 以避免由换气装置导致的肺损伤. 患者发

热、心动过速、呼吸急促和神志异常、腹痛腹

胀等症状也可以明显改善[31-37]. 另外对肝肾功能

也有改善作用[38]. 
2.5 改善免疫功能 余晨 et al [39]观察了CBP对SAP 
患者机体免疫功能的影响, 结果证明CBP能明显

改善SAP患者的单核细胞功能, 重建机体免疫系

统的内稳状态. 季大玺 et al [9]研究发现CBP能明

显改善SAP免疫调节功能紊乱, 重建机体免疫系

统内稳状态, CBP疗效机制已不局限于“清除细

胞因子效应”, 而是在调节免疫功能失常中起

重要作用[40]. 

3  结论

随着SAP研究的深入和血液净化技术的发展, 已
经有多种血液净化技术用于SAP的治疗, 并取得

了一定的疗效. 但是, (1)血液净化治疗时机如何

选择尚无定论, 目前倾向于早期连续性高容量

血滤[41]. 但毛恩强 et al [42]认为连续性血滤并不能

改善SAP患者的预后, 提出早期(发病后72 h内)
短时的血滤过和暴发性胰腺炎急诊手术引流腹

腔、后腹膜加持续血液液滤过可提高总体生存

率. 王冰 et al [43]也指出早期应用CBP可以降低创

伤引起的血清IL-6及肺组织IL-6 mRNA表达升

高, 并使淋巴细胞凋亡率下降, 降低肺衰竭发生

率. 因此采用何种方式血滤, 血滤持续时间的长

短,  值得进一步研究; (2)适合的置换液剂量尚未

统一, 王质刚[44]提出置换量至少为75 L/d, 重症

可达10 075 L/d; (3)CBP疗效的评估, 目前缺乏大

规模、多中心、前瞻性的临床验证, CBP对预后

的影响还需探索. 因此需通过严格设计的动物

实验及临床研究, 才能证实和进一步完善CBP对
SAP的治疗. 

由于SAP发病原因多样, 病理机制复杂, 病
情变化多端, 目前任何一种治疗都不能完全解

决SAP治疗这个医学难题, 血液净化也不例外. 
多种方法联合的综合治疗是目前SAP治疗的趋

势. 虽然血液净化疗法治疗SAP还有许多问题有

待进一步研究, 但相信随着血液净化技术的不

断完善发展, 其必将对攻克SAP这个世界性医学

难题发挥重要作用.
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Abstract
The pathogenic mechanism of nonalcoholic 
fatty liver disease (NAFLD) stil l remains 
unclear. In recent years, many studies indicate 
that abnormal hepatocyte apoptosis exists in 
NAFLD, confirming the close relationship 
between NAFLD and hepatocyte apoptosis. 
The regulation of cell apoptosis includes two: 
positive or negative. In this paper, we review 
the research advances in the regulation of 
hepatocyte apoptosis during the pathogenesis 
of NAFLD. 

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; Cell 
apoptosis; Liver cell
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摘要
非酒精性脂肪性肝病的发病机制至今尚不十
分清楚. 近年来众多研究表明, 本病存在肝细
胞凋亡的异常, 说明肝细胞凋亡与本病的发生
密切相关. 调控细胞凋亡的机制可分正向/负
向两个方面的调控因素. 本文就近几年在非酒
精性脂肪性肝病肝细胞凋亡调控机制方面的
研究进展作一综述.  

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 细胞凋亡; 肝细胞
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0  引言

目前在非酒精性脂肪肝病(nonalcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)的发病机制中, Day et al提
出的二次打击学说得到公认. 然而随着对凋亡

的研究, 不断有证据表明在NAFLD中, 凋亡起着

重要的作用[1-2]. 如范建高 et al在肥胖高脂血症性

脂肪性肝炎细胞凋亡的动物实验研究中, 发现

非酒精性脂肪性肝炎(nonalcohlic steatohepatitis, 
NASH)在肝细胞坏死增加的同时, 也存在肝细

胞凋亡显著增加的现象[3]. 而Nitchell et al也发现

在酒精性肝炎和非酒精性肝病以及相关的肝纤

维化中, 均有明显的肝细胞凋亡现象发生[4-5]. 那
么肝细胞凋亡在NAFLD中受到哪些相关因素的

调控, 而这些因素又是如何具体调控肝细胞凋

亡呢? 具体来说, 肝细胞凋亡受到正向/负向两个

方面的调控因素的作用, 具体可以分为以下两

类: (1)正向调控肝细胞凋亡的因素, 包括野生型

p53、Bax、TNF-a、Fas等; (2)负向调控肝细胞

凋亡的因素, 如Bcl-2、NF-kB等. 我们这里对近

几年在NAFLD发病过程中参与调控肝细胞凋亡

的有关因素及其作用机制作一综述. 

1  正向调控肝细胞凋亡的相关因素

1.1 Fas Fas属于肿瘤坏死因子(tumor necrosis 
factor, TNF)受体家族成员, Fas基因编码一种

相对分子质量为48 kDa的跨膜蛋白. Fas在各种
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组织中均可表达, 尤其在肝脏、胸腺、心脏、

肾脏中表达的量很大. Fas配体(FasL)主要表达

于活化的T细胞, NK细胞. 表达Fas抗原的细胞

与Fas配体结合可活化天冬半胱酶(caspase)从
而引起细胞凋亡. 研究表明病毒性肝炎和人类

其他一些肝病可由Fas受体诱导引起肝细胞凋 
亡[6-7]. 而Riberio et al发现在NASH以及酒精性脂

肪性肝炎(alcoholic steatohepatitis, ASH)中, 可见

Fas受体介导的肝细胞凋亡[8]. 同时研究证实Fas
在NASH患者肝脏内表达增加, 他不仅可以传

导凋亡信号, 还通过caspase-8裂解Bid损伤线粒 
体[9]. Jaeschke et al [10]发现Fas介导细胞凋亡的机

制在于Fas受体在胞质中的尾部含有一个“死

亡域”序列, 可以与Fas相关死亡域蛋白(f a s-
associated death domain protein, FADD)结合, 结
合之后吸引caspase-8前体形成死亡激发信号复

合体(death inducing signaling complex, DISC). 一
旦DISC形成, caspase-8前体自身催化成有活性

的caspase-8并释放. caspase-8是上游的一个活

化caspases, 他能对下游的一些效应caspases如
caspase-3进行加工, 最终导致细胞凋亡[11-12]. 正如

史洪涛 et al在NAFLD大鼠实验中, 发现随着肝

细胞凋亡的升高, caspase-3的量也相应的增加, 
说明caspase-3介导的肝细胞凋亡可能是脂肪肝

发病过程中肝细胞损伤的重要机制[1,13]. 而相反, 
NAFLD大鼠在罗格列酮与二甲双胍的治疗下, 
其Fas mRNA表达水平却显著下降[14]. 
1.2 野生型P53(WTP53) WTP53基因是典型的抑

癌基因, 位于17号染色体, 11个外显子和10个内

含子, 编码一个由393个氨基酸组成的相对分子

质量为53 kDa的核内磷酸蛋白, 故称为p53. p53
蛋白具有蛋白-DNA和蛋白质-蛋白质结合的特

性, 其功能形式为四联体[15]. P53基因分为野生型

P53和突变型P53 , 研究表明WTp53具有明显的促

肝细胞凋亡的作用, 而且主要通过转录、激活及

抑制特定的蛋白和抗凋亡基因来实现[16]. P53基
因在调控肝细胞凋亡的过程中, 主要是在细胞分

裂的G1/S期调控点起作用, 以决定细胞是否启动

DNA合成还是进入凋亡[17-18]. 当DNA受损后, P53
基因表达增强, p53蛋白积累在细胞中, 使肝细胞

停滞于G1期, 使之在复制前修复损伤的DNA, 修
复后细胞进入S期; 一旦损伤严重, 则p53蛋白持

续增高, 诱发细胞凋亡以防受损的DNA复制. p53
在调控肝细胞凋亡的过程中, 与p21蛋白协同作

用, p21蛋白是一个通用的细胞周期依赖激酶的

抑制因子, 在细胞分裂G1期, p53就激活p21蛋白
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与之共同调控肝细胞是复制还是凋亡. 如Ikeda  
et al发现p53在脂肪肝发病中起重要作用, 并且与

p21共同起协调作用[18-19]. 
1.3 Bax  Bax是第一个确定为Bcl-2的同源基因, 他
和Bcl-2基因具有40%的同源性, 编码相对分子质

量为21 kDa的Bax蛋白, 其蛋白包括家族特征的

BH1、BH2、BH3结构域, 此外还有c末端的跨

膜结构域. 如Mengshol et al发现在丙型肝炎并发

脂肪肝患者中, 出现Bax升高现象, 提示出现肝

细胞凋亡[20-22]. Bax发挥促进凋亡的机制有三, 其
一, 是Bax蛋白本身可形成同二聚体, 促进细胞凋 
亡[23-24]. 其二, 如Malhi发现在游离脂肪酸诱导下

的NAFLD细胞模型中, Bax作为线粒体功能失

调的调解者, 其活化可介导c-Jun氨基末端激酶

(JNK)依赖的脂质凋亡, 当JNK活化仅带有BH3
结构域蛋白的Bim, 可观察到Bax活化并发生脂

质凋亡, 相反运用RNA干扰技术可使仅带有BH3
结构域蛋白的Bim表达降低, 同时也会抑制Bax
的活化并减少脂质凋亡[25-26]. 第三, Kaus-Michacl
还提出Bax从胞质中移位到线粒体外膜上, 并
在此形成微孔结构的低聚物, 从而促进细胞色

素C的释放. 细胞色素C与凋亡蛋白活化因子

-1(Apaf-1)、dATP及caspase-9前体结合形成凋亡

小体而发生凋亡[27-29]. 
1.4 TNF-a Sato et al发现脂肪肝中TNF-a的上

调可引起线粒体膜通透性改变并引起凋亡发 
生[30-31], 其机制在于TNF受体有TNFR1和TNFR2
两种. TNF-a与TNFR1结合, TNFR1形成三聚体

后与TNF受体偶连的死亡域(TNFR-associated 
death domain, TRADD)通过死亡结构蛋白的相

互作用, 再与FADD结合从而激活caspase-8, 再激

活caspase-3引起细胞凋亡[32-34], 或者通过TRADD
结合后TRAIDD(RIP-associa ted Ich/CED-3 
homologous with a death domain)通过死亡域与

RIP连接, 并使caspase-2聚集与RIP进一步引起细

胞凋亡[35-37].

2  负向调控肝细胞凋亡的相关因素

2.1 Bcl-2 Bcl-2基因是从滤泡性B淋巴细胞中分

离出来的一种癌基因, 正常位于18号染色体上, 
但在淋巴瘤中却异位转移到14号染色体上[38]. 
Bcl-2基因编码一个相对分子质量为25-26 kDa
的蛋白, 其C末端的21个疏水氨基酸组成一个延

伸的键状结构, 这个键状结构可插入细胞的膜

结构中[39]. 研究发现, Bcl-2在肝细胞凋亡的基因

调控中起重要作用, 通过抑制细胞凋亡来延长
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细胞存活的时间, 因此又称为“生存基因”[40]. 
但是在NAFLD的发病中, Bcl-2的表达均显著下 
降[41], 如在丙型肝炎并发脂肪肝患者中, Bcl-2 
mRNA水平显著下降, 说明Bcl-2抑制肝细胞凋

亡的作用不明显[42]. 
2.2 N F-kB N F-kB是细胞凋亡负向调控家族

中的一名重要成员 ,  他最早是在1986年被定

义为与免疫球蛋白轻链基因增强子kB序列

(GGGACTTTCC), 几乎存在于所有类型的细胞

中, 但却是与其抑制物IkBs结合, 以不活化形式

存在于胞质中[43]. NF-kB是Rel蛋白成员, 已发

现哺乳动物有5种NF-kB/Rel蛋白, 分别是NF-
kB1(p50)、NF-kB2(p52)、C-Rel、Re1A(p65)、
RelB, 他们之间可以形成多种形式同源或异源

二聚体[44]. Antwerp发现NF-kB能够抑制TNF-a
诱导的细胞凋亡[45]. 之后又陆续发现活化的NF-
kB能阻碍多种类型细胞的凋亡 [46],  这种作用

Wang认为是通过一系列与凋亡蛋白酶相作用的

抗凋亡蛋白(TRAF1、TRAF2)及凋亡抑制蛋白

(C-IAP1、C-IAP2)来实现的[47]. NF-kB诱导他们

的表达从而抑制caspase-8的活化, 而caspase-8是
介导死亡受体相关信号必须的凋亡蛋白酶, 也
就是说NF-kB活化发挥抗凋亡机制是在激发阶

段而不是执行阶段来阻断死亡信号[48-49]. 另外

NF-kB还可以通过诱导抗凋亡基因的表达来发

展抗凋亡作用. 有文献报道, Bcl-2基因的bfl-1启
动子含有一个NF-kB的结合位点, Bcl-2基因的

表达依赖于NF-kB的活性[50]. Wang et al证实活

化的NF-kB可通过激活Bcl-2家族成员A1/bfl-1
表达而阻断caspase-3激活, 并抑制线粒体释放

细胞色素C[51]. 在NASH中, 增多的ROS可通过磷

酸化泛素化作用和蛋白酶体介导使IkB降解, 激
活NF-kB开始转录, 产生抗凋亡效应[52]. Riberioo  
et al发现在NASH以及ASH中, 可见凋亡与NF-
kB活化表达有关[53]. 当使用NF-kB抑制剂后, 会
明显抑制NF-kB以及其靶基因Bcl-xL的活性, 从
而提高由TNF-a诱导的细胞凋亡[54-55].

3  正负调控相关因素的相互作用

肝细胞凋亡是一个多基因调控的复杂过程, 各
基因在调节细胞凋亡的过程中, 不是孤立的, 而
是通过某些环节相互影响, 共同调节凋亡的实

施. 如Bax与Bcl-2在调控肝细胞凋亡的过程中

相互作用, 共同参与调节肝细胞凋亡[56]. Bcl-2
与Bax可形成同二聚体或异二聚体来改变线粒

体的通透性, 从而决定细胞的生存与死亡. 当

Bcl-2相对量高于Bax时, 则Bcl-2同二聚体增多, 
并促进形成Bcl-2-Bax异二聚体, 而Bcl-2同二聚

体和Bcl-2-Bax异二聚体都可抑制细胞凋亡; 相
反当Bax的量相对高于Bcl-2时, 则Bax同二聚体

增多, 从而促进细胞凋亡[40]. 因而Bcl-2/Bax两蛋

白之间的比例是决定细胞凋亡或存活的关键因 
素[57-58]. 除此以外Bcl-2还可以通过直接或间接

的影响细胞信号传递蛋白, 如抑制WTp53介导

的细胞凋亡[59-60]; WTp53在诱导细胞凋亡的过

程中, 能降低细胞内源性Bcl-2蛋白的表达并抑

制其功能, 提高细胞内Bax蛋白的表达, 使Bax/
Bcl-2的比例失调而促进细胞凋亡[59-62]; 再者Fas 
mRNA的表达也与caspases的活性密切相关[63-65]. 

肝细胞凋亡参与NAFLD的发病机制已经得

到肯定[66], 但是由于肝细胞凋亡是一柄双刃剑, 
有必要对具体的调控环节, 特别是各种调控因

素之间的关系进行深层次的研究, 以期对其发

病机制有新的认识, 以寻求新的治疗方案. 
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Abstract
The initiation and development of oncogenesis 
are a multi-step and complicated process, in 
which activation of oncogenes and inactivation 
of tumor suppressor genes are involved. 
MicroRNAs (miRNAs) are a new class of 
endogenous, non-coding small RNA molecules. 
It has been demonstrated that their expression 
levels are closely associated with human 
pathogenesis of cancers. They may participate in 
regulating the abnormal expression of oncogenes 
and tumor suppressor genes. Mutation in 
tumor suppressor gene p53 is the most frequent 
phenomenon in human cancer, and up to now, 
almost 50% human cancers are demonstrated 
associated with p53 mutation. Recent studies 
showed that miRNAs might play a role in 
regulating the tumor-suppressor activity of p53 
gene. In this review, the research progress in this 

field is discussed. 

Key Words: MicroRNAs; Tumor suppressor gene 
p53; Oncogenesis; Progress

Li Q, Wang G. Research progress of the relationship 
between microRNAs and p53 gene in oncogenesis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(12): 1332-1336

摘要
肿瘤的发生、发展是多基因共同参与的多步
骤的复杂过程, 包括癌基因的异常激活和抑
癌基因的失活. MicroRNAs(miRNAs)是一组
真核细胞内源性产生的单链小RNA分子, 研
究发现miRNAs的表达水平与人类肿瘤发生
有着密切的关系, 可能参与调控癌基因和抑
癌基因的异常表达. 抑癌基因p53的突变是人
类肿瘤中最常见的基因异常现象, 目前已证
实人类大约有50%的肿瘤与之相关. 近来发
现miRNAs的表达水平与p53的抑癌活性相关, 
本文就这一研究进展作一综述. 

关键词: miRNAs; p53抑癌基因; 肿瘤生成; 进展
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0  引言

miRNAs是近年来生命科学领域的一个研究热

点, 他广泛存在于真核生物中, 是一类保守、短

序列、非编码的单链小分子RNA, 通过与其靶

mRNA分子的3'端非编码区(3'-UTR)互补结合, 在
翻译水平上特异性抑制基因表达, 从而参与调控

生物的生长和发育等许多复杂生命过程[1-3]. 最初

人们在线虫中发现lin-4和let-7这两种miRNAs具
有调控基因表达的功能[4-5]. 目前发现并证实的

人类miRNAs已达到470多种, 他们与肿瘤、心脏

疾病以及艾滋病等多种疾病密切相关, 尤其在肿

瘤的发生发展过程中, 扮演着重要的角色[6-11]. 抑
癌基因p53的突变是人类肿瘤中最常见的基因

异常现象, 人类大部分的肿瘤与之相关[11-19]. 本

®

■背景资料
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RNA, 参与调控发
育、分化、细胞
增殖和凋亡等重
要的生理病理过
程. miRNAs在翻
译水平上特异性
抑制靶基因表达, 
在肿瘤的发生发
展过程中被认为
是一组新的致癌
基因或抑癌基因, 
其具体作用机制
还不明了. 抑癌基
因p53的突变是人
类肿瘤中最常见
的基因异常现象, 
人类大部分的肿
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研究表明miRNAs
与抑癌基因p53在
肿瘤中有一定的
相关性. 
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文就miRNAs与抑癌基因p53在肿瘤中相互关系

的最新研究进展作一综述. 

1   miRNAs与肿瘤

miRNAs是一类长度为22-24 nt的非编码小分子

RNA, 其5'端有一个磷酸基团, 3'端为羟基, 他具

有保守性、基因簇集现象和特异性表达和不具

有蛋白质编码基因和开放阅读框架等特点. 成
熟miRNAs由长约80 nt含有茎环结构的小片段

RNA-miRNA前体(pre-miRNA)经Dicer酶加工

而成. miRNAs参与调控生物体的发育、神经分

化、细胞增殖、凋亡和脂肪代谢等, 是细胞增

殖分化和生物体发育过程中重要的调控因子[20]. 
生物信息学分析表明, miRNAs调控着人类大

约三分之一的基因. 其机制是在翻译水平上, 通
过与靶mRNA分子的3'端非翻译区(untranslated 
region, UTR)不完全配对结合, 影响靶mRNA的

成熟、转运及稳定性或直接调控翻译过程, 从
而起到调节蛋白质表达水平的功能[21]. 

miRNAs与肿瘤的发生发展密切相关, 被
认为是一组新的致癌基因或抑癌基因 [22 -27 ]. 
miRNAs既可作为抑癌基因, 下调原癌基因的

活性; 也可作为癌基因, 下调抑癌基因的活性. 
在肺癌的研究中发现, le t-7在肺癌中呈明显低

表达[28], 并且证实let-7是通过抑制RAS基因的

表达而在肺癌发生中发挥功能的[29]. 多顺反子

miR-17-92簇被发现在肺癌和淋巴瘤中呈高表

达[30-31]. O'Donnell et al [32]指出c-Myc基因可同时

激活E2F1和miR-17-92的转录, 调节他们的表达, 
从而影响通过ARE-p53通路介导的细胞调亡. 
c-Myc是一个最具代表性的致癌基因, 他的异常

表达常常导致人类恶性疾病的发生[33-36]. Meng 
et al [37-38]检测正常肝细胞和肝癌细胞中的197种
miRNAs分子的浓度, 发现高浓度的miR-21会抑

制PTEN基因活性, 而PTEN基因与肿瘤生长、

转移和侵袭等紧密相关, 从而证明了miRNAs能
下调抑癌基因的活性, 促进肝癌细胞的生长和

扩散. 
大量的研究资料表明, 肿瘤的miRNAs表

达谱具有其组织特异性, 即在肿瘤组织或细胞

中有着与正常组织细胞显著差异的m i R N A s
表达谱, 不同类型的肿瘤组织有着不同组合的

miRNAs异常表达谱. Iorio et al [39]发现在乳腺癌

组织中, miR-125b, miR-145, miR-21和miR-155
等表达量显著减少, miRANs的表达水平与乳

腺癌的病理类型、分期等都密切相关. 同样, 他
们发现在卵巢癌中的miRNA表达又不同, 其中

miR-200a, miR-141, miR-200c和miR-200b明显

高表达, 而miR-199a, miR-140, miR-145和miR-
125b1表达降低[40]. Murakami et al [41]发现在肝癌

组织中, miR-18a和miR-224呈明显高表达, 而
miR-195、miR-199a、miR-200a和miR-125a等
呈现低表达. Volinia et al [42]发现了在大部分实体

肿瘤中miR-20a、miR-21、miR-92、miR-106a
和miR-155等呈过量表达.  

2  p53基因与肿瘤

从1979年第一次发现p53基因以来, 成千上万的

文献对这个基因的重要性进行了报道. p53基因

定位于染色体17p13.1, 由20 kb的11个外显子构

成, 他有野生型和突变型两种构型. 野生型p53
基因为正常的p53基因, 编码的蛋白质称为p53
蛋白, 是由393个氨基酸组成的与细胞分裂周

期相关的核磷酸蛋白质. 作为肿瘤抑制基因的

核转录因子, p53基因以“基因卫士”的关键角

色, 依靠对其下游因子的激活或抑制来调节细

胞的生长与凋亡[43-44]. 正常的p53蛋白在DNA损

伤或缺氧时以序列专一的方式与DNA结合后

起转录因子的作用, 使依赖p53的CDK抑制物

p21WAF1/CIP1活化, 抑制CDK活性, 阻滞细胞

在G1/G0期, 抑制细胞的增生. 同时, 野生型p53
基因还可和某些与细胞增殖相关基因的TATA
结合蛋白(TBP)结合, 使TBP不能与启动子TATA
盒结合而抑制转录起始, 从而起着抑制肿瘤发

生的作用[45]. 现已证明, 野生型p53基因通过调

控p21、GADD45、CD95/Fas和PUMA等[46-48]下

游基因来抑制细胞的生长和诱导细胞凋亡. 最
近, 对野生型p53基因诱导细胞凋亡的研究又有

新突破. Chipuk et al [49]首次发现p53基因不仅在

细胞核同时也能在细胞质中发挥抑制肿瘤的功

能, 是通过一种促进细胞死亡的Bcl-2同类蛋白

-Bax的激活来诱导细胞凋亡. Sykes et al [50]发现, 
hMOF和TIP60两种酶在细胞DNA受损后, 通过

改变结合位点赖氨酸120, 影响p53蛋白与DNA
结合的能力, 从而影响p53蛋白判断靶标基因的

能力, 诱导受损细胞凋亡. 而突变型p53基因则

失去对细胞生长的抑制作用, 促进细胞转化和

过度增殖, 导致肿瘤的发生. 

3  miRNAs与p53

miRNAs在翻译水平上调节基因的表达, 是RNA
干扰通路中的一个重要调节分子[51-55]. 有趣的是, 
p53抑癌基因也是在翻译水平上被调控[56-58]. 作
为转录因子的p53可以直接调控多种基因mRNA

■研发前沿
miRNAs与抑癌基
因p53在肿瘤中相
关性报道并不多, 
揭示 m i R N A s 和
p53基因在肿瘤形
成过程中的相互
调控机制, 是研究
miRNA功能的重
点. 
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的转录表达, 也可以通过调节miRNAs的表达水

平, 间接影响下游靶基因mRNA的转录[59-63]. Xi 
et al [64]发现, 结肠癌表达的326个miRNAs中46%
有p53基因的结合位点, 通过下调p53基因活性, 
削弱p53基因在细胞中对miRNAs的调节, 表明

p53基因和miRNAs在基因表达水平上相互影响. 
而在结肠癌的研究中, Slaby et al [65]发现miR-21
和miR-31表达明显上调, 而miR-143和miR-145
则表达下调. 锌指蛋白Wig-1已被发现在p53基
因的调控途径中有着重要的功能[66]. Méndez 
Vidal et al [67]证实由p53基因诱导产生的锌指蛋

白Wig-1能结合带有miRNAs结构特征的dsRNA, 
表明Wig-1在由miRNAs介导的基因调控中扮演

着重要的角色, 间接提示了miRNAs与p53基因

的联系. 现已证实在肿瘤中与p53基因密切相关

的有两大miRNAs家族: 
3.1 miR-372和miR-373 最近, Voorhoeve et al [68]

筛选了大量与细胞致癌基因相关miRNAs, 发现

两个miRNAs: miR-372和miR-373是定位于致癌

基因RAS和野生型p53初始细胞癌变和肿瘤化

的关键因子, 在生殖细胞瘤(testicular germ cell 
tumors, TGCTs)中起着促进细胞的生长和肿瘤

形成的作用. 研究人员同时还发现, miR-372和
miR-373抑制了p53介导的CDK抑制因子的作

用, 这种作用可能是通过直接抑制肿瘤抑制因

子LATS2的表达来实现的,  这是继miR-17-92簇
后发现的又一组潜在的新致癌基因, 其机制可

能是通过沉默p53途径来参与人生殖细胞瘤的

形成. 
3.2 miR-34家族 p53基因抑癌网络是通过对包

括细胞DNA损伤, 应激或不恰当的有丝分裂刺

激等的反应而激发的, 通过抑制细胞生长或凋

亡来抑制不合适的细胞增殖, 从而抑制肿瘤形

成[69]. 最近, He et al [70-71]在比较野生型和缺陷型

p53细胞的miRNAs表达谱后, 发现了一组参予

p53肿瘤抑制网络的重要miRNAs家族miR-34(包
括miR-34a, miR-34b和miR-34c), 他们具有调节

细胞增殖和调亡的功能, 是p53基因的直接转录

靶标之一. 在体内体外实验证明, miR-34可以

依赖于p53的肿瘤胁迫(oncogenic stress)和DNA
的损伤诱导产生. Chang et al [72]还发现miR-34a
被p53基因调控影响其表达可促进细胞凋亡. 而
Tazawa et al [73]发现具有抑癌活性的miR-34a在结

肠癌中能通过E2F诱导细胞老化.  Corney et al  [74] 

同样也证实了miR-34b和miR-34c是p53基因的

直接转录靶标之一, 参与调控着细胞的增殖和

黏附能力. miR-34家族在人类多种肿瘤细胞中

缺失, 是促使p53基因抑制肿瘤形成的关键. 目
前, 仅在哺乳动物身上发现了多个p53基因的靶

标, 而miR-34不同于其他靶标, 他同时还存在于

果蝇和线虫中, 说明miR-34与p53基因间的联系

在p53基因抑癌网络演化的早期就出现了. 

4  结论

大量的研究证明miRNAs这类小分子在细胞内

直接或间接地影响基因的表达调控, 尤其在肿

瘤的发生发展过程中, 通过不同的途径来调节

细胞增殖、分化和凋亡等. p53作为一个重要的

抑癌基因,在肿瘤发生、发展及预后中具有举足

轻重的地位. 最新的研究提出了miRNAs可通过

p53基因抑制肿瘤细胞生长, 促进细胞凋亡的新

观点, 同时又证明了miRNAs是一种可以通过抑

制p53途径促进人类生殖细胞瘤生成的新致癌

基因, 这些都为研究miRNAs和p53基因在肿瘤

形成过程中的调控机制提供了新的证据. 随着

各项生物学技术的发展, 相信会有更多的研究

证实miRNAs与p53基因的紧密关系, 这将有利

于我们进一步认识肿瘤的发生机制, 为肿瘤的

诊断、治疗提供新的视野. 
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Abstract
With the increased cognition in developmen-
tal biology, researchers have discovered the 
similarity of biological behaviors between 
early embryo development and tumorigenesis, 
as well as the important interaction between 
tumors and embryos. Therefore, it enlightens 
us to study tumors from the view of develop-
mental biology, which may provide a new clue 
for tumor therapy. In this article, we review 
in detail the embryonic origin of tumors, the 
similarity between early embryo development 
and tumorigenesis at the level of gene and 
protein expression, their important biological 
behaviors, and moreover, the interaction be-
tween tumors and embryos from the angle of 
developmental biology.  

Key Words: Developmental biology; Cancer; Em-
bryo
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摘要
随着对发育生物学领域认识的不断深入, 研究
者发现早期胚胎发育与肿瘤发生的生物学行
为存在相似之处, 并且胚胎与肿瘤之间存在着
重要的相互作用, 为进一步从发育生物学角度
去认识肿瘤, 寻求治疗肿瘤开拓了新的思路. 
本文主要从发育生物学角度阐述肿瘤的胚胎
源性, 早期胚胎发育与肿瘤发生在基因、蛋
白、代谢水平和其它重要生物学行为方面的
相似性, 以及两者之间的相互作用. 

关键词: 发育生物学; 肿瘤; 胚胎
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0  引言

1970年代Pierce et al提出“癌, 一个发育生物学

问题”的理论[1-2], 指出肿瘤的发生在很大程度

上与发育生物学有着密切的关系. 诸多的实验

研究表明: 早期胚胎细胞和肿瘤细胞在基因、

蛋白、代谢水平以及重要的生物学行为方面存

在许多相似之处. 为研究肿瘤开拓了一个新的

科学思维方法.

1  肿瘤的胚胎源性

发育生物学是由胚胎生物学发展起来的, 是应用

现代生物学技术研究生物发育机制的科学. 他主

要研究多细胞生物的发生、受精、胚胎发育、

生长直到衰老和死亡, 即研究生物变化过程的科

学[3]. 尤其是对胚胎, 因为胚胎是生物体从受精卵

发育到成体的必经之路, 是介于基因型和表型之

间的过渡体.发育生物学的核心问题是细胞分化, 
而肿瘤的发生正是正常分化调控基因被破坏导

致异常分化的结果, 许多肿瘤相关基因也显示出

对胚胎正常发育分化的影响[4]. 这些调控基因是

一类决定分化方向的基因, 此类基因突变在肿瘤

www.wjgnet.com
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的发生发展中起着重要的作用.
1892年法国生物学家Lobstein和Recamier首

次提出肿瘤胚胎性起源的概念, 他们认为肿瘤

细胞和胚胎细胞有许多相似之处, 肿瘤的发生

是由于持续存在于体内的胚胎细胞的增殖而形

成. 1884年Durante也提出了类似的见解. Busch
在关于癌的分子生物学一般概念中指出肿瘤细

胞的形成是由于正常胚胎发育过程中被阻遏基

因得以激活的结果. 此后, 随着分子生物学、

分子免疫学、肿瘤免疫学、发育分子生物学

及实验胚胎学的发展, 越来越多的实验研究证

实了早期胚胎发育和肿瘤发生存在密切的相关

性. Williams et al [5]将疱疹病毒诱发的豹蛙肾癌

(Lucke氏肾癌)细胞核移植到去核的受精卵后, 
得到发育正常的蝌蚪. 在人类的畸胎瘤中, 也可

以看到某些瘤细胞分化后发育形成的胚胎样小

体(embryoid bodies), 可见癌细胞也可以发育成

类似胚胎的组织. 反之, 把正常6 d小鼠胚胎细胞

植入到成年小鼠睾丸内则可形成畸胎瘤. 这些

都从发育生物学角度证实了肿瘤细胞和受精卵

在一定条件下具有互变性, 肿瘤细胞也能像受

精卵一样发育成类胚胎组织, 二者有明显的相

似之处[6]. Murray et al [7]发现早期胚胎的滋养层

细胞和肿瘤细胞有许多相似之处, 早期胚胎发

育的滋养层细胞具有植入子宫内膜(亦可认为

“侵袭”子宫内膜)的能力, 生殖细胞在迁徙和

植入过程“误入”定居并“滋养层化”而产生

肿瘤组织, 从发育生物学角度提出了肿瘤来源

于生物体发育过程中某些潜伏的胚胎残余组织

的观点. 因此有学者认为肿瘤的最终克服将有

赖于发育生物学相关分子机制的阐明.

2  早期胚胎发育与肿瘤发生

从发育生物学角度研究胚胎到肿瘤再从肿瘤回

到胚胎, 两者之间的相关性对于探知他们之间

的发生机制具有重要的作用. 近来实验研究表

明, 早期胚胎发育和肿瘤发生之间的相似性主

要集中在基因和蛋白质水平. 在其他一些重要

的生物学行为方面也存在惊人的相似性[8-10]. 如
在早期胚胎发育过程中胚胎细胞正常分化和增

殖的机制与肿瘤细胞非正常分化和增殖的机

制、肿瘤的侵袭转移与早期胚胎植入、两者的

免疫学逃避机制、血管形成以及调控机制等方

面均存在明显的相似性.
2.1 基因水平 在基因水平, 肿瘤发生与早期胚胎

发育过程具有相似性, 早期胚胎在发育中成熟
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分裂和体细胞暴露于放射性物质或是类辐射性

化学物等致癌物都共同经历DNA双螺旋的破坏

和损伤. 二者也共同分享了信号的终止途径, 当
有一个共同的扳机引起去分化时, 卵泡细胞从

成熟的卵母细胞退出了他们的发育过程, 体细

胞则可能遭受损害和分裂. 在整个发育过程和

肿瘤形成过程, 结果都是广泛基因组的去甲基

化. Jurgens et al [11]研究表明高度甲基化的启动子

和其他基因的沉默子, 包含肿瘤的抑癌基因都

能同时被观察到, 其中高度甲基化可能是伴随

基因活动终止的一种默认状态, 换句话说, 在肿

瘤细胞及早期胚胎细胞特定基因的高度甲基化

是随着细胞表型向增殖型干细胞转化二者转录

减少的结果. 然而十分惊奇的是, Baylin et al研
究显示[12], 在早期胚胎发育和肿瘤形成过程中

均存在广泛基因组的去甲基化, 而甲基化酶和

DNA甲基化转移酶的水平实际上均呈现出了非

常高的状态. 研究表明在早期胚胎发育和肿瘤

发生另外一个共同的特性是: 作为广泛基因组

去甲基化的结果, 出现了逆转录转座子的表达

和转位的增长. DNA损伤和去甲基化之间的联

系以及逆转录转座子的激活和癌的联系已经在

相关文献中被报道[13], 类似于早期胚胎发育, 逆
转录转座子也在肿瘤细胞被激活.

人类早期胚胎细胞与肿瘤细胞具有相似的

表现型. Monk et al [14-15]研究表明胚胎期表达的

基因在肿瘤中可出现再表达. 最近Misirl ioglu 
et al [16]在试验中也证实了肿瘤细胞有胚胎性基

因的表达. 在早期胚胎发育阶段, 精子和卵子细

胞的结合体经历着基因组广泛的去甲基化, 某
些与肿瘤相关的基因亦呈现高表达. 癌细胞也

具有无限增殖、自我更新的潜能、未分化和侵

袭性, 因此, 肿瘤细胞和早期的胚胎细胞所共同

表达的基因, 一般是与去分化及回到未分化和

无限增殖的干细胞状态相关的基因, 以及与维

持这种状态相关的特异性基因. 这些特异性基

因在正常成人的体细胞不能表达, 因为体细胞

要遭受分化和衰老.
Monk et al [15]利用胚胎性cDNAs与体细胞

cDNAs进行对比, 来分离早期胚胎发育期特异

性的差异表达序列. 从中得到了5种明显差异

基因, 其中3种差异基因在胚胎和肿瘤中都有表

达, 而在正常体细胞不能显示. 后从EMBL数据

库中查得这3种基因的表达序列标签(expressed 
sequence tags, ESTs), 并进一步列出了这3种基

www.wjgnet.com
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因的差异序列和上游基因序列.从中鉴定出了一

个已知基因为OTC-4, 其他两个为未知基因, 其
中一个未知基因序列在3'末端匹配一个944 bp
的序列, 定位于染色体3q13.13; 另一个未知基

因的差异显示序列在3'末端匹配一个总片段为

1062 bp启动转录子的8基因序列, 定位于染色体

3p25.2. 这三个基因的功能可能与体细胞向具

有未分化特性的增殖型干细胞去分化有关, 以
致于形成肿瘤, 并与早期胚胎的发育密切相关. 
另外, Baudino et al [17]研究发现癌基因c-myc在
多种肿瘤组织可见其高表达. c-myc基因也在小

鼠卵母细胞、精子细胞及胚胎发育的4细胞至

桑椹胚期均呈高表达, 并与这些时期细胞指数

分化相关. Wenzel et al [18]最新研究发现抑癌基

因R b在胚胎组织中的表达与滋养层细胞的增

殖分化相关, Rb基因的失活可致胚胎滋养层细

胞过度增殖, 分化紊乱, 进而使胚胎发育中断和

死亡.
2.2 蛋白质水平 在人类发育过程中, 许多原本只

在胎盘期才具有的蛋白类物质, 随胎儿的出生而

逐渐停止合成和分泌, 但因某种因素的影响, 特别

是在肿瘤状态时, 会使得机体一些“关闭”的基

因得以重新激活, 出现了返祖现象, 而重新生成和

分泌这些胚胎、胎儿期的蛋白. 这类蛋白虽然与

肿瘤组织不一定都具有特定的相关性, 但与肿瘤

的发生发展存在着内在的联系, 并且可作为一种

较为常见的肿瘤标志物, 在临床早期诊断、治疗

和预后的判断中起着重要的意义. 目前胎源性肿

瘤标志物主要分为四类: 蛋白质(抗原)类、碳水

化合物类、糖脂类和激素类. 其中应用于临床且

具有临床诊断价值的胎源性肿瘤标志物主要是癌

胚蛋白质(抗原)类. 这些胎源性肿瘤标志物的发

育生物学研究主要集中在其生物学行为、机体分

布以及临床应用等方面.目前大量实验研究证实

并应用于临床的胎源性肿瘤标志物主要有: 甲胎

蛋白[19-21]、癌胚抗原[22-25]、鳞状细胞抗原[26-28]、

Survivin蛋白[29-31]、癌抗原199[32-33]、前列腺特异

性抗原[34-37]、组织多肽特异性抗原[38-40]、人绒毛

膜促性腺激素[41-43]等(表1).
肿瘤和早期胚胎发育期所表达的这些蛋白

与细胞的分化增殖有着极其重要的联系, 他们

在胎儿早期的增殖发育和肿瘤组织中以很高

的浓度表达, 在生物体液及相应的组织中研究

这些胎源性蛋白类物质有助于理解并阐释胎

儿和肿瘤组织相似的免疫学机制, 以及在很大

程度上提高他们的早期诊断价值和临床应用. 
Wilczyński et al [44]研究表明早期胚胎发育和肿

瘤形成分享着相似的免疫学逃逸机制. 这些胎

源性蛋白在肿瘤组织中主要抑制了宿主的免疫

系统, 干扰机体对恶性肿瘤细胞生长的调控并

通过刺激抑制因子IL-4、IL-10来调整宿主的

防御反应[45]. 由于缺乏前炎症细胞因子的合成, 
在很大程度上会影响细胞因子的平衡, 这将使

机体的免疫系统受到抑制并导致宿主对异常细

胞的免疫耐受. 在胎儿生长发育期间, 由于多种

因素对这些胎源性蛋白的影响使得机体产生大

量的特异性标志物, 以影响母体免疫系统, 产生

母体对胎儿组织的耐受, 这与宿主对致癌因子

的防御作用完全相似[46]. 
另外 ,  在胚胎早期发育过程中开始产生

的一些激素如人类绒毛膜促性腺激素(human 
chorionic gonadotropin, HCG)、促甲状腺激素

(thyroid-stimulating hormone, TSH)也在特定的

肿瘤细胞中大量合成. 早期胚胎发育与肿瘤形

成所表达蛋白的相似性表明, 肿瘤形成和早期

胚胎发育可能存在着必然的联系, 但仍需要大

量的实验去证实. 
2.3 重要生物学行为 早期胚胎发育与肿瘤形成

表  1  胎源性肿瘤标志物

     
名称                                                                 性质                                                  主要相关肿瘤

甲胎蛋白			    糖蛋白M r 70 000                               肝肿瘤、胚细胞肿瘤(非精原细胞瘤)等

癌胚抗原			    糖蛋白M r 180 000                             结直肠、胰腺、肺、乳腺肿瘤等 

鳞状细胞抗原		   糖蛋白M r 44 000-48 000                  肺、皮肤、头、颈部肿瘤

Survivin蛋白                              糖蛋白M r 16 500                              乳腺癌、肺癌等

癌抗原199		   糖蛋白M r 5000 000                          结直肠癌、胰腺癌、卵巢

前列腺特异性抗原		   蛋白酶M r 16 500                               前列腺癌等

组织多肽特异性抗原                  细胞角蛋白8、细胞角蛋白18            乳腺、结肠肿瘤等

                                                   细胞角蛋白19             

人绒毛膜促性腺激素 	  糖蛋白M r 38 000                               绒毛膜癌、葡萄胎等

■相关报道
早期胚胎发育和
肿瘤发生之间的
相关性已有不少
的研究和报道, 国
内外的研究主要
集中两者之间是
否存在密切联系
和相互作用. 
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除了在基因和蛋白质水平具有相似性外, 还有

其他生物学行为方面的相似性. 如: (1)在代谢

水平, 癌细胞的代谢与某些早期发育的胚胎细

胞相似, 并且使得肿瘤细胞中特异性酶的活性

和其同工酶的谱型都向早期胚胎发育时期靠

拢; (2)在增殖和分化方面, 早期胚胎发育过程

中胚胎细胞正常分化和增殖的机制与肿瘤细胞

非正常分化和增殖的机制之间存在明显的相似

性, 并且肿瘤细胞和胚胎细胞均为增殖力强并

处于分化早期的细胞[15]; (3)胚胎植入和肿瘤的

侵袭、转移具有相似性, Dvorak et al [47]在研究胚

胎植入的实验中发现, 胚胎植入子宫内膜的过

程也有大量肿瘤形成过程中癌基因的表达, 如: 
c-met [48-49]、c-fms [50-51]、c-kit [52-54]、fgf-2 [55-57]、

src [58-61]等. Michael et al [62]在研究胚胎植入和肿瘤

转移的关系时, 发现二者具有相似的侵袭和血管

发生方式, 其中主要是肿瘤细胞具有和早期胚胎

相似的侵袭性细胞表型, 基质金属蛋白酶(matrix 
metalloproteinase, MMPs)、细胞外基质(extracel-
lular matrix, ECM)及众多的细胞黏附分子参与

了早期胚胎滋养层细胞植入子宫内膜和肿瘤侵

袭、转移的过程. (4)免疫逃逸机制的相似性[19-21], 
已在上面蛋白质水平的相似性做了阐述. (5)细胞

因子及信号转导通路的相似性, Xie et al [63]研究

发现Hedge信号传导通路不仅在胚胎发育过程中

起着至关重要的作用, 而且与人类许多肿瘤的发

生发展也具有密切关系. Wu et al [64]在研究中指

出Notch信号传导通路既是肿瘤恶变的重要机制

也是早期胚胎发育的重要调控信号. 

3  早期胚胎发育与肿瘤发生相互作用

肿瘤发生和胚胎发育二者之间存在着错综复杂

的联系和相关性, 肿瘤细胞在胚胎性微环境中

可以失去其恶性表型, 而胚胎离开其发育的微

环境也可以产生肿瘤, 在胚胎性环境肿瘤细胞

可以参与正常组织分化, 并且在胚胎微环境中

存在诱导幼稚细胞向成熟细胞的分化, 目前关

于早期胚胎发育和肿瘤之间的相互作用研究主

要集中在小鼠. 
早在1980年代, Papaioannou et al [65]将两个

二倍体的胚胎性癌细胞系P10和P19注入小鼠

囊胚后, P10细胞系在桑椹胚中聚集, 并且产生

了大部分正常的嵌合体, 其中的原因可能是这

两种细胞系都能与桑椹胚细胞及囊胚的内细胞

群(inner cell mass, ICM)形成功能上的间隙连

接有关, 同时也提示了移植于囊胚的肿瘤细胞

被接纳并影响和参与了胚胎的发育. Tzukerman 

et a l [66]在研究人类胚胎干细胞所衍生的胚胎微

环境对实体瘤的影响时, 将稳定表达H2A绿荧光

蛋白(H2A-green fluorescence protein)融合蛋白

的实体癌细胞注射入畸胎瘤中, 也形成了相应

的肿瘤, 说明肿瘤细胞与外周组织微环境和间

质的反应在肿瘤发生中担任着重要的角色. 
Muller et al [67]利用显微注射方法, 将人的

KG-1髓系白血病细胞和原发性的急性髓系白血

病(acute myeloid leukaemia, AML)细胞注入妊娠

期3.5 d(embryonic day 3.5 of gestation, E3.5)的
小鼠囊胚, 通过发育产生异源性嵌合体和成鼠, 
在妊娠期12.5 d(embryonic day 3.5 of gestation, 
E12.5)可以追踪并观察到两种髓系白血病细胞

的标记, 结果在妊娠期12.5 d嵌合的中孕期小鼠

和成鼠中均无肿瘤的形成, 并且在妊娠期12.5 d
嵌合的中孕期小鼠激起了红细胞系统特异性的

人球蛋白(erythroid-specific human globin)和血

型糖蛋白A(glycophorin A)表达. 换句话说, 也就

是髓系白血病细胞表型出现了向正常红细胞系

分化的标志. 从而说明了鼠类胚胎微环境可以

诱导人类肿瘤细胞的分化, 并且胚胎微环境也

可以控制肿瘤细胞的生存和转变肿瘤细胞的恶

性表型. Hochedlinger et al [68]也在相似的实验中

证实了胚胎微环境可能存在调控肿瘤细胞向特

定细胞分化并改变其恶性表型的机制. 
Cheng et al [69]利用显微注射方法将白血病

抑制因子(leukemia inhibitory factor, LIF)反义寡

核苷酸序列注入大鼠早期胚胎, 发现注入4 fmol 
LIF的胚胎未能分裂增殖发育到四细胞阶段, 分
别注入0.5 fmol和1.0 fmol的胚胎发育到桑椹胚

和胚泡期阶段所占有的比例呈现了显著的下降, 
表明了LIF反义寡核苷酸序列抑制了鼠类早期

胚胎的发育, 这也提示早期胚胎发育需要一个

特定的微环境, 这种特定微环境中某个因素的

改变将在很大程度上影响胚胎的早期发育. 
近来有研究报道基因型正常的胚胎干细胞

向同系的小鼠腹腔移植可以产生极度恶性的肿

瘤. Papaioannou et al [65]在研究中发现将小鼠囊

胚移植到子宫外导致了恶性畸胎瘤的生长, 也
表明了胚胎的早期发育离不开自身所需要的微

环境, 早期胚胎和肿瘤不同的归属, 可能是由于

所处微环境的不同所造成的, 但这需要以后大

量的实验进行验证. 

4  结论

从发育生物学角度研究早期胚胎发育与肿瘤发

生的相关性, 探索胚胎和肿瘤之间的相互作用, 

■创新盘点
本文从发育生物
学角度较为全面
的综述了早期胚
胎发育和肿瘤发
生的相关性, 重点
阐述早期胚胎发
育和肿瘤发生在
基因、蛋白、代
谢水平和其他重
要生物学行为方
面的相似性. 

1340                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年4月28日    第16卷   第12期



www.wjgnet.com

将有助于揭示生命早期的发育和调控机制, 进
一步从生命现象中认识肿瘤, 同时也给科学工

作者从另一个视角去研究肿瘤提供了一种全新

的思路. 但从发育生物学角度试图揭示肿瘤仍

存在一定的局限性, 早期胚胎发育和肿瘤发生

的相关性仍需大量的实验验证. 
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科学. 他主要研究
多细胞生物的发
生、受精、胚胎
发育、生长直到
衰老和死亡, 即研
究生物变化过程
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胚胎, 因为胚胎是
生物体从受精卵
发育到成体的必
经之路, 是介于基
因型和表型之间
的过渡体. 发育生
物学核心问题是
细胞分化.
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本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、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, T1/2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. (常务副总编辑: 张海宁 2008-04-28)
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Abstract
AIM: To investigate the influence of dendritic 
cells (DCs) loaded with HBsAg from peripheral 
blood monocytes of patients with chronic 
hepatitis B (CHB) on the differentiation of 
autologous T helper 1 (Th1).

METHODS: Mononuclear cells were isolated 
from CHB patients using the methods of den-
sity gradient centrifugation (Ficoll-Hypaque) 
and adherence. The adherent monocytes were 
incubated with recombinant human GM-CSF 
and interleukin-4 (IL-4) to induce DC genera-
tion. The phenotypes on DCs including CD80, 

CD86, CD40 and HLA-DR were determined by 
flow cytometry (FCM). DCs’ ability to stimulate 
allogenic mixed lymphocyte reaction (AMLR) 
was detected by CCK-8 assay. The concentra-
tion of IL-12 in DC supernate was tested by 
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). 
CD4+ Th cell subpopulation in peripheral blood 
of CHB patients was isolated and purified by 
immunomagnetic beads. Subsequently, purified 
CD4+ Th cells were co-cultured with autologous 
mature DCs. The differentiation of Th1/Th2 was 
detected by FCM using intracellular staining of 
interferon-γ (IFN-γ) and IL-4. ELISA assay was 
also used to quantify the IFN-γ and IL-4 in co-
culture supernate.

RESULTS: In comparison with those in the 
control group, the expression levels of CD80, 
CD86, CD40 and HLA-DR and the concentra-
tion of IL-12 in DC supernate of the IFN-γ group, 
HBsAg group and HBsAg + IFN-γ group were 
higher, and the capability of DCs to stimulate 
allogenic lymphocytes to proliferate in the three 
groups was also stronger. Meanwhile, the per-
centages of Th1 cells in CD4+ T cells and the lev-
el of IFN-γ in co-culture supernate of the IFN-γ 
group, HBsAg group and HBsAg + IFN-γ group 
were higher (Th1 cells: 10.76% ± 3.98%, 11.43% 
± 4.32%, 15.28% ± 4.73% vs 7.84% ± 3.10%, P < 
0.01; IFN-γ: 578 ± 47 mg/L, 496 ± 92 mg/L, 784 ± 
97 mg/L vs 342 ± 34 mg/L, P < 0.05). However, 
the percentages of Th2 cells in CD4+ T cells and 
the level of IL-4 in the three groups were lower 
(Th2 cells: 1.43% ± 0.96%, 1.68% ± 0.16%, 0.92% 
± 0.21% vs 2.61% ± 1.27%, P < 0.01; IL-4: 187 ± 52 
mg/L, 169 ± 38 mg/L, 89 ± 37 mg/L vs 226 ± 48 
mg/L, P < 0.05). The most significant effect was 
observed in the HBsAg + IFN-γ group.

CONCLUSION: DCs loaded with HBsAg can 
improve the insufficient differentiation of Th1 
cells resulted from dysfunction of DCs in vivo in 
CHB patients.

Key Words: Dendritic cell; Chronic hepatitis B; T 
helper 1/T helper 2; Cytokine; Flow cytometry; En-
zyme linked immunosorbent assay

®

■背景资料
慢性乙肝是由乙
肝病毒 (HBV)持
续感染引起的. 目
前, T细胞免疫应
答被认为是机体
清除HBV的基本
机制, 急性自限性
HBV感染者体内
存 在 高 效 ,  多 克
隆, 特异性CD4+ T
和CD8+ T淋巴细
胞反应, 可以彻底
清除体内的病毒, 
并可抵抗病毒的
再次入侵. 

■同行评议者
张 占 卿 ,  主 任 医
师 ,  上海市(复旦
大学)公共卫生中
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摘要
目的: 研究HBsAg负载的慢性乙肝患者外周
血树突状细胞(dendritic cells, DCs)对自身Th1
细胞分化的诱导作用. 

方法: Ficoll密度梯度离心和贴壁法分离慢性
乙肝患者外周血单核细胞, 以含rhIL-4+rhGM-
CSF的完全培养基诱导DCs. 流式细胞术检测
各组DC表面CD80, CD86, CD40和HLA-DR
分子的表达, CCK-8法检测各组DCs刺激同种
异体淋巴细胞增殖的能力, ELISA法检测各组
DCs培养液上清中IL-12的水平. 免疫磁珠分
选慢性乙肝患者外周血CD4+ T细胞, 分别与患
者自身的DCs共培养, 细胞内细胞因子染色, 
流式细胞仪检测共培养后CD4+ T细胞内特征
性细胞因子IFN-γ和IL-4, ELISA法检测共培养
上清中IFN-γ/IL-4的水平. 

结果: 与对照组相比 ,  H B s A g、 I F N-γ和
HBsAg+IFN-γ组DCs表面表达CD80, CD86, 
C D40和H L A-D R分子水平较高; 刺激同种
异体淋巴细胞增殖的能力较强; DCs分泌的
上清液中, IL-12水平也较高. 与对照组相比, 
HBsAg、IFN-γ和HBsAg+IFN-γ组DCs与自身
Th细胞共培养后, Th1细胞占CD4+ T细胞的百
分比升高(10.76%±3.98%, 11.43%±4.32%, 
15.28%±4.73% vs  7.84%±3.10%, P <0.01), 
Th2细胞占CD4+ T细胞的百分比降低(1.43%
±0.96%, 1.68%±0.16%, 0.92%±0.21% vs  
2.61%±1.27%, P <0.01), 共培养上清中IFN-γ
的水平增高(578±47 mg/L, 496±92 mg/L, 
784±97 mg/L vs  342±34 mg/L, P <0.05), IL-4
的水平降低(187±52 mg/L, 169±38 mg/L, 
89±37 mg/L vs  226±48 mg/L, P <0.05), 以
HBsAg+IFN-γ组最为明显.

结论: 经HBsAg负载的DCs可以改善患者体
内因DCs功能低下而引起的Th1细胞分化不足
的状态.

关键词: 树突状细胞; 慢性乙型肝炎; Th1/Th2; 细

胞因子; 流式细胞术; 酶联免疫吸附试验
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0  引言

慢性乙型肝炎(简称慢性乙肝)是由乙肝病毒

(hepatitis B virus, HBV)持续感染引起的. 目前, 
T细胞免疫应答被认为是机体清除HBV的基本

机制, 急性自限性HBV感染者体内存在高效, 多
克隆, 特异性CD4+ T和CD8+ T淋巴细胞反应, 可
以彻底清除体内的病毒, 并可抵抗病毒的再次

入侵. 然而, 慢性乙肝患者体内, 这种免疫应答

程度较弱甚至检测不到[1-2]. 以往的研究主要集

中在细胞毒性T细胞, 近年来的研究表明CD4+ T
细胞和树突状细胞也扮演了非常重要的角色. 
Bocher et al [3]研究表明慢性乙肝患者体内Th1反
应不足和HBV的持续感染密切相关.

研究表明, 多种因素会影响机体外周血Th1/
Th2的分化, 其中DC作为目前发现的功能最强

的抗原呈递细胞(antigen presenting cells, APC), 
也是唯一能激活初始T细胞的APC, 被认为是影

响Th1/Th2分化的最重要因素. 研究发现, 慢性

乙肝患者DCs存在功能缺陷, 可能进而导致患者

体内Th1反应不足[4-5]. 因此, 我们研究HBsAg负
载的慢性乙肝患者外周血单核细胞来源的DC对
自身Th1细胞分化的诱导作用, 为DC将来作为

疫苗应用于治疗HBV持续感染提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 rhGM-CSF(北京宝赛生物技术有限公

司), rhIL-4(R&D Systems, Inc.), rhIL-2(南京军事

科学医学院), rhIFN-γ(PROMEGA), CD80鼠抗人

mAb(BioLegend), CD86鼠抗人mAb、CD40鼠抗

人mAb(晶美生物工程有限公司), HLA-DR鼠抗

人mAb(Caltag Laboratories), IL-4鼠抗人mAb、
IFN-γ鼠抗人mAb(R&D Sysems, Inc.), FITC羊抗

鼠mAb、PE或FITC鼠IgG(SABC). RPMI 1640
培养液(Gibco公司), 小牛血清(杭州四季青生物

工程有限公司), 淋巴细胞分离液(上海恒信化

学试剂有限公司), HBsAg(南京军事科学医学

院), CCK-8 kit(北京同仁科技有限公司), IL-12 
ELISA kit(晶美生物工程有限公司), Dynal CD4+ 
positive isolation kit(Dynal), PMA、Monensin(晶
美生物工程有限公司), Fix&Prem kit(Caltag), 
Ionomycin(ALEX), IL-4检测试剂盒、IFN-γ检
测试剂盒(上海森雄科技有限公司进口分装), 
倒置相差显微镜(Leica), DG5031酶标仪(南京

华东电子集团有限公司), 流式细胞仪(Becton 
Dickinson).
1.2 方法 南通大学附属医院肝炎门诊患者28例, 
男15例, 女13例, 年龄22-56(平均38.9±11.4)岁, 

■研发前沿
初始型Th细胞选
择性向Th1/Th2分
化的机制一直是
免疫学界的研究
热点.
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根据2000年西安会议修订的病毒性肝炎诊断标

准临床确诊为慢性乙型肝炎患者[6], HBVM均

为HBsAg(+), HBeAg(+), 抗-HBcIgM(+)及HBV 
DNA(+). 实验分4组: 对照组、HBsAg组、IFN-γ
组和HBsAg+IFN-γ组. Ficoll密度梯度离心法分

离慢性乙肝患者外周血单个核细胞(peripheral 
blood mononuclear cells, PBMC), 贴壁2 h去除悬

浮细胞获得单核细胞. 分4组进行诱导, 对照组每

孔加入含rhIL-4(50 μg/L)、rhGM-CSF(100 μg/L)
的DC培养液1 mL; IFN-γ组和HBsAg+IFN-γ组在

DC培养液的基础上第1天加入rhIFN-γ(10 μg/L); 
HBsAg组和HBsAg+IFN-γ组在培养的第4天加入

HBsAg(10 μg/L), 各组均置37℃, 50 mL/L CO2温

箱中培养7 d, 每3 d换液补充细胞因子.
1.2.1 DC的表型分析: DC培养的第8天收集细

胞, 调整细胞密度为1×109/L, 离心, 100 μL流
式缓冲液重悬沉淀细胞, 分别加入PE标记的鼠

抗人CD86, HLA-DR mAb和FITC标记的鼠抗人

CD40、CD80 mAb, 同时用PE或FITC标记的小

鼠IgG抗体为对照. 4℃暗处标记30 min, 洗涤2
次, 24 h内流式细胞仪(FACS)检测.
1.2.2 同种异体混合淋巴细胞反应(AMLR): 取同

一健康人外周血常规分离获得PBMC, 调整细胞

浓度, 以1×105/孔接种于96孔板. DC分别按1×104/
孔(DC∶PBMC = 1∶10), 2×103/孔(DC∶PBMC = 
1∶50)加入, 每孔设3个复孔. 37℃, 50 mL/L CO2

孵育箱中孵育96 h, CCK-8 kit检测各孔吸光度. 
计算刺激指数(stimulating index, SI)表示增殖情

况. SI = 实验孔A 490/阴性对照孔A 490. 
1.2.3 IL-12的水平: 收集对照组、IFN-γ组、

HBsAg组和HBsAg+IFN-γ组培养第8天的DC上
清, -20℃保存, 一并按IL-12 ELISA kit操作说明

检测.
1.2.4 慢性乙肝患者DCs与自身Th细胞共培养: 
Dynal免疫磁珠阳性分离慢性乙肝患者外周血

CD4+ T细胞, 按Dynal CD4+ positive isolation kit

操作说明进行. 用此方法分离CD4+ T细胞, 纯
度达96.5%±2.6%, 得率在80%以上. 体外诱导

第8天的慢性乙肝患者DC与自身纯化的Th细胞

以1∶10的比例混合培养, 96孔板每孔含2×105

个Th细胞, 终体积为200 μL. 在37℃、50 mL/L 
CO2培养箱中培养5 d后, 再添加IL-2(100 U/mL), 
继续培养2 d. 慢性乙肝患者DC与自身Th细胞

共培养的第7天, 每孔中加入PMA(40 μg/L)、
Ionomycin(1 mg/L)、Monensin(0.25 mg/L), 
37℃、50 mL/L CO2培养5 h. 收集各孔细胞按

Fix&Prem kit说明进行胞内染色, 流式细胞仪检

测Th1/Th2.
1.2.5 IFN-γ和IL-4的含量: 收集慢性乙肝患者DC
与自身Th细胞共培养第7天的上清, -20℃保存, 
ELISA法一并检测, 按IL-4检测试剂盒、IFN-γ检
测试剂盒说明进行操作.

统计学处理 使用Stata7.0软件, 进行方差分析, 
若有统计学意义再进行两两比较, 多个实验组与

对照组比较用q'检验, P<0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 DC表面分子表达水平 IFN-γ组、HBsAg
组、HBsAg+IFN-γ组DC表面分子CD80, CD86, 
CD40, HLA-DR的表达率均高于对照组(P <0.01), 
而且HBsAg+IFN-γ组DCs表面分子的表达率

最高(P <0.01), HBsAg组与IFN-γ组比较无差异

(P >0.05, 表1).
2.2 DC刺激同种异体淋巴细胞增殖的能力 在
D C∶T分别为1∶10和1∶50混合比例的实验

中, IFN-γ组、HBsAg组、HBsAg+IFN-γ组DCs
刺激同种异体淋巴细胞增殖的能力均比对照组

强(P <0.05), 而且HBsAg+IFN-γ组DCs的刺激能

力最强(P <0.05), HBsAg组与IFN-γ组比较无差异

(P >0.05, 图1).
2.3 DC分泌IL-12的水平 结果表明: 培养第8天, 
IFN-γ组(145.5±47.4 ng/L)、HBsAg组(168.4±

■相关报道
研究表明, 多种因
素会影响机体外
周血Th1/Th2的分
化 ,  其中DC作为
目前发现的功能
最强的抗原呈递
细胞, 也是唯一能
激活初始T细胞的
APC.

表  1  培养8 d慢性乙肝患者DC的表型 (mean±SD, ％, n  = 10)

     
分组		         CD40                       HLA-DR                        CD80                          CD86

对照组		  28.0±4.3		 65.4±7.9		 42.3±6.1		 46.2±4.8

HBsAg 		  39.7±3.9b	 72.9±5.9b	 61.0±5.5b	 55.5±5.7b

IFN-γ		  39.8±4.0b	 74.8±4.0b	 62.3±5.9b	 51.9±4.9b

HBsAg+IFN-γ	 65.0±4.7		 90.0±5.2		 73.3±6.6		 72.1±3.9

bP<0.01 vs  对照组, HBsAg+IFN-γ组.
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56.3 ng/L)、HBsAg+IFN-γ组(232.4±67.2 ng/L)
上清液中IL-12的水平均高于对照组(95.6±23.3 
ng/L)(P <0.01), HBsAg+IFN-γ组DCs的分泌的

IL-12的水平最高(P <0.05), IFN-γ组、HBsAg组
比较无差异(P >0.05).
2.4 DC与自身Th细胞共培养后Th1/Th2分化状

况 以不加DC, 单独培养的Th细胞作为空白组

的Th1为4.57%±1.80%, Th2为1.78%±0.91%. 
Th1细胞占CD4+ T细胞的百分比均比其他4组低

(P <0.05, 表2).
2.5 DC与自身Th细胞共培养后上清中IFN-γ和

IL-4含量 HBsAg组、IFN-γ组和HBsAg+IFN-γ组
培养第8天成熟DC分别与纯化后的自身Th细胞

共培养后的上清, 用ELISA法检测其中IFN-γ和
IL-4含量增加(表1).

3  讨论

CD4+ Th细胞主要可分化为Th1和Th2细胞. Th1
和Th2细胞分别介导2种不同的免疫应答产生不

同的免疫效应, 机体通过产生不同的Th1/Th2模
式应答来抵御不同种类的病原体感染, Th1/Th2
的平衡决定了机体能否有效和安全地清除体内

的病原体. 研究表明, 在抗HBV感染的免疫应答

过程中, Th1处于中心地位, 产生高效特异性的

Th1反应是机体清除体内病毒的关键. 然而在对

慢性乙肝的研究发现, 患者外周血中Th1、Th2
亚型的比例失调, Th2亚型占优势, 细胞因子模

式为Th2型[7]. Livingston et al [8]研究HBsAg脂质

体的免疫效果时发现, 慢性乙肝患者体内不能

有效的激发CTL反应与其Th1反应低下有关. 这
些研究提示H B V特异性T h1细胞反应低下或

Th1/Th2分化失衡是慢性乙肝患者体内HBV持

续感染的重要原因.
初始型Th细胞选择性向Th1/Th2分化的机

制一直是免疫学界的研究热点, 研究表明有多

种因素影响着Th1/Th2的分化. 其中, DC作为目

前已知的体内功能最强的专职APC, 其对Th1/
Th2分化的影响在现今受到了最广泛的关注, 甚
至Rissoan et al [9]提出主要是由APC了决定T细
胞是向Th1还是Th2分化. 因此, 在抗HBV的感

染免疫中, DC的功能状态可能决定了机体能否

产生高效的病毒特异性Th1反应, 从而有效清

除体内的病毒. DC膜上免疫分子的高表达、维

持一定的细胞数和分泌一些重要的细胞因子是

DC诱导出高效的病毒特异性Th1反应的物质基

础, 然而许多研究均发现, 慢性乙肝患者外周血

单核细胞来源的DC存在着多种异常, 具体表现

为DC的增殖数量较正常人明显降低, 其表达免

疫分子(HLA-DR、CD80、CD86、CD40)的水

平明显低于正常人, 刺激T细胞增殖的能力低于

正常人, 分泌IL-12的能力亦下降[4]. IL-12是DC
分泌的促进Th1分化的最重要的一个细胞因子
[10], 慢性乙肝患者DC分泌IL-12低, 这也可能导

致了Th1分化不足. 总之, 慢性乙肝患者DCs功
能的缺陷可以从多反面抑制Th的活化和增殖及

Th1的分化.
虽然慢性乙肝患者DC存在表型及功能的改

变, 但Tavakoli et al [11]指出慢性乙肝患者DC的这

种改变并不是永久的, 是可以通过在培养环境

表  2  DC与自身CD4+ Th细胞共培养后Th1和Th2的百分率和细胞因子含量 (mean±SD, n = 10)

     
分组		         Th1(%)		      Th2(%)		  IFN-γ(mg/L)	 IL-4(mg/L)

对照组		    7.84±3.10	 2.61±1.27	 342±34		  226±48

HBsAg 		  10.76±3.98ab	 1.43±0.96ab	 578±47ab		 187±52ab

IFN-γ		  11.43±4.32ab	 1.68±0.16ab	 496±92ab		 169±38ab

HBsAg+IFN-γ	 15.28±4.73	 0.92±0.21	 784±97		    89±37

aP<0.05 vs  HBsAg+IFN-γ组比较; bP<0.01 vs  对照组.

■创新盘点
本研究在DC通用
培养体系中加入
了HBsAg共孵育, 
使 D C 成 为 负 载
HBsAg的DC.

图  1  慢性乙肝患者DCs刺激同种异体淋巴细胞增殖的能
力. aP<0.05 vs  对照组; bP<0.01 vs  HBsAg组+IFN-γ组.
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中加入适当的细胞因子来改善甚至逆转的. Löhr 
et al [12]用磁珠分选出CD34+造血干细胞, 体外诱

导生成DC, 将重组IL-12与之共孵育, 结果与之

共培养的T细胞的增殖能力提高了2倍. 这些都

提醒我们是否可以通过改善慢性乙肝患者DC
的功能进而促进Th1的分化, 达到利于清除患者

体内病毒的目的. 那么如何有效纠正慢性乙肝

患者的DC的功能缺陷呢? 有资料显示, 用特异

性抗原冲击DC可以提高DC的成熟度, 增强DC
抗原提呈的能力[13]. 本研究中, 我们在DC通用培

养体系(含IL-4和CSF-GM)中加入了HBsAg共孵

育, 使DC成为负载HBsAg的DC. 鉴于我们以往

的研究发现INF-γ能促进DC的成熟和增强其功 
能 [14], 我们又联合应用了I F N-γ, 观察其是否

可以使D C的功能进一步改善 .  我们观察到 , 
HBsAg组、INF-γ组和HBsAg+INF-γ组DC的协

同刺激分子CD40、CD80、CD86及MHC-Ⅱ
分子的表达量增加, 刺激同种异体淋巴细胞增

殖的能力提高, IL-12的分泌量也提高, 而且以

HBsAg+INF-γ联合作用改善更明显. 说明HBsAg
负载有提高慢性乙肝DC功能的作用, 尤其是联

合INF-γ应用时能产生协同作用而获得更好的效

果. 这一结果与国内外的研究也相一致.
在DC的培养体系中加入HBsAg确实能够

有效改善慢性乙肝患者DC的功能, 但DC功能

的改善能否有效促进Th1的分化呢? 于是, 我们

将各组DC在培养7 d后与自身用免疫磁珠法纯

化的CD4+ T细胞共培养, 并且以不加DC单独

培养的Th细胞作为空白对照, 观察不同培养条

件下DC对Th1/Th2分化的影响. 慢性乙肝患者

病毒特异性的Th1反应不足, 可能由于数量少

于正常, 也有可能是由于分泌细胞因子的功能

低下所导致, 或者两者皆有, Alheim et al [15]就提

出, Th细胞分泌到上清中各种细胞因子的水平

与具有分泌能力的Th细胞的数量并无必然的关

系. 这提醒我们, 要全面了解Th1/Th2分化的情

况, 按照目前的条件, 可能需要结合多种检测方

法. 在本实验中, 采用流式细胞仪来探测细胞内

细胞因子的信号, 结果可以客观地判断具有分

泌IL-4和分泌INF-γ能力的细胞的数量, 但却不

能分析分泌到细胞外并发挥活性的细胞因子的

含量, 于是同时我们又采用了检测共培养上清

中细胞因子的量来弥补这一点, 这两种方法的

结合能够更准确地反映Th1/Th2的分化情况. 我
们发现不加DC单独培养的患者Th细胞中Th1
细胞所占比例最低. 加入DC共培养后, Th1细

胞所占比例增高, 培养上清中INF-γ这一Th1细
胞分泌的特征性的细胞因子的量增加, 而且以

HBsAg+INF-γ组增高的最为明显. 这一结果表

明加入HBsAg和联合应用INF-γ培养的功能改

善的慢性乙肝患者DC能够有效诱导病毒特异

性Th1的分化, 有助于患者清除体内的HBV. 我
们的实验为HBsAg负载的DC疫苗应用于慢性

乙型肝炎提供了一个实验依据.
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Abstract
AIM: To construct and purify an active region 
of prokaryotic expression vector retinoic acid 
induced 16 (RAI16) interacting with Tec kinase 
domain.

METHODS: TRAI16 cDNA sequence was syn-
thesized, and then linked to pMD18-T vector. 
After enzyme digestion, the purified target 
fragment was linked to the expression vector 
pGEX4T-2, which was then transferred and 
screened. After the positive recombinants were 
transferred into human E.coil BL-21, the expres-

sion was induced by different concentrations of 
isopropyl β-D-thiogalactoside (IPTG) at different 
temperatures and culture time periods. The ex-
pression products were analyzed by SDS-PAGE.

RESULTS: RAI16 cDNA was successfully 
cloned in pGEX4T-2 plasmid. Using 0.4 mmol/L 
IPTG at 30℃ for 4 h, the soluble target protein 
was expressed efficiently. SDS-PAGE revealed 
glutathione S-transferase-RAI16 fusion protein 
bands expressed mainly in the form of inclusion 
bodies.

CONCLUSION: High expression of the extra-
cellular region of Tec fusion protein is attained 
using E.coil BL-21, and the soluble target protein 
without any additional amino acid is success-
fully purified.

Key Words: Tec protein; Retinoic acid induced 16; 
Nucleotide; Protein structure
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摘要
目的: 利用原核表达系统构建Tec激酶区作用
蛋白RAI16的融合蛋白表达载体, 并进行表达
条件的优化和初步纯化. 

方法: 设计基因拼接引物, 合成RAI16 cDNA
序列, 将其连接于克隆载体pMD18-T中; 将酶
切、纯化的RAI16基因与pGEX4T-2载体相连
接、转化、筛选. 将鉴定阳性的重组子质粒转
人大肠杆菌BL-21表达菌中, 采用SDS-PAGE
电泳分析不同浓度诱导剂异丙基硫代-D-半乳
糖苷(IPTG)、不同诱导温度、不同诱导时间
下目的蛋白的表达. 

结果: 成功构建RAI16蛋白原核表达载体. 采用
0.4 mmol/L IPTG、30℃诱导4 h, 获得较高表达
目的蛋白. 融合蛋白主要以包涵体形式表达, 
将包涵体进行尿素法变性复性和亲和层析柱
处理后, 获得可溶的高纯度GST-多肽融合蛋白.

®

■背景资料
Tec是一种存在于
胞质内的非受体
型蛋白酪氨酸激
酶, 最初于肝癌组
织中筛选得到, 其
参与多种细胞因
子的信号传递过
程, 是多种细胞因
子、辅助分子及
受体型PTK信号
转导过程中一个
重要的靶分子. 经
测序及BLAST比
对分析, RAI16确
定为一种Tec相关
新基因.

■同行评议者
刘 彬 彬 ,  副 研 究
员, 复旦大学附属
中山医院、复旦
大学肝癌研究所
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结论: Tec激酶区作用蛋白RAI16融合蛋白表
达的载体和纯化, 是制备RAI16多抗以及进一
步验证与Tec体外结合作用实验的基础.

关键词: Tec蛋白; 视黄酸诱导蛋白16; 核苷酸; 蛋

白质结构
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0  引言

Tec(tyrosine kinase expressed in hepatocellular 
carcinoma)是一种存在于胞质内的非受体型蛋

白酪氨酸激酶, 最初于肝癌组织中筛选得到, 他
参与多种细胞因子的信号传递过程, 是多种细

胞因子、辅助分子及受体型PTK信号转导过程

中一个重要的靶分子. 一方面, Tec能够对受体

型蛋白酪氨酸激酶(包括生长因子受体、细胞

因子受体、G蛋白耦联受体、抗原受体)及整

合素等传导的各种胞外刺激做出反应[1-2]. 同时, 
Tec可以被许多非受体型蛋白酪氨酸激酶调节, 
如: Src、JAK、Syk和FAK家族激酶等. 研究表

明Tec蛋白激酶经上游分子活化后, 通过SH2、
S H3、P H、T H等的连接 ,  与下游作用底物

BRDG1[3]、TIP3[4]、Grb10/GrbIR[5]、Sak丝-苏
氨酸激酶[6]、p62Dok-1[7]、NF-AT[8]、PTP20[9]、

LARG[10]、p85和p55PIK亚基及Vav等[11]相互结

合, 从而调节多种主要信号传导路径, 包括磷脂

酰肌3-激酶(PI3-K)通路、磷脂酶C(PLCγ)[12-14]

通路以及蛋白激酶C(PKC)通路[15]. 我们前期以

Tec激酶结构域作为“钓饵”蛋白, 利用酵母双

杂交技术筛选构建于转录激活结构域(AD)载体

的cDNA文库, 经筛选, 发现并确证了一个新的

阳性克隆. 本实验以多组织cDNA试剂盒作为

模板, 合成巢式PCR引物, 进行两步法PCR扩增, 
得到RAI16基因, 并将其插入到原核表达质粒

pGEX4T-2中, 与GST基因融合, 构建原核融合表

达载体. 

1  材料和方法

1.1 材料 pGEX 4T-2 vec tor购自Amersham 
Biosciences公司, PMD18-T vector, 高保真LA Taq
酶、Eco RI、Xho I、PMD18-T、Simple Vector 
TA克隆试剂盒购自大连TaKaRa公司, cDNA克

隆模板购自ClonTech公司; 质粒小抽试剂盒购自

Omega公司, DNA纯化回收试剂盒购自Promega

公司, IPTG购自Bebco公司.
1.2 方法 
1.2.1 重组人TEC激酶区基因cDNA: 序列胞外

段基因的改造和合成: (1)引物设计、连接、和

PCR扩增: 根据GenBank上人TEC基因编码多肽

氨基酸序列, 设计24条用于基因拼接的正、反

链DNA引物, 在5'端和3'端分别含有与载体连接

的NruⅠ或Eco RⅠ酶切位点. 以连接反应产物2 
mL为模板, 加入10×LA Buffer 2.5 mL、dNTPs 
Mixture 2 mL、引物RAI16 N5'和RAI16 N3'各
0.5 mL、LA Taq酶0.25 mL、ddH2O 25 mL, 混
匀. DNA扩增: 预变性94℃, 2 min; 变性94℃, 45 
s; 退火55℃, 45 s; 延伸72℃, 2 min; 25个循环后

72℃延伸7 min. 以1 mL PCR扩增产物为模板, 
加入10×LA Buffer 5 mL、dNTPs Mixture(10 
mmol/L)4 mL、引物RAI16 N5'和RAI16 N3'各
1 mL、LA Taq酶0.5 mL、ddH2O 50 mL, 混匀. 
DNA扩增: 30个循环后72℃延伸7 min, 其他同

前. (2)目的基因的连接、转化、克隆筛选及鉴

定: 取PCR产物5 mL, 10×T4 DNA配体Buffer 2 
mL、pMD-18T载体1 mL、RAI16 4 mL ddH2O 
10 mL置16℃水浴中连接过夜, 连接产物转化

E.coil  DH5a. 取2 mL反应产物加入100 mL感受

态菌液中, 冰浴40 min, 设阳、阴性对照; 置42℃
水浴, 热休克90 s, 冰浴1-2 min; 每管加LB培养

液, 37℃ 100 r/min振摇1 h. 各取100 mL涂布LB
平板上, 37℃过夜. 取可疑白色菌落接种于10 
mL的LB培养液中, 37℃ 250 r/min过夜; 取10×
LA Buffer 5 mL、Dntp 4 mL、RAI16 5' 1 mL、
RAI16 3' 1 mL、LA Tag 0.5 mL、ddH2O 50 mL混
匀; 94℃, 2 min; 94℃, 45 s; 55℃, 45 s; 72℃, 1.5 
min; 30个循环后72 ℃延伸7 min. 琼脂糖凝胶电

泳, XhoⅠ和Eco RⅠ双酶切鉴定, 阳性的载体测

序. 将阳性菌株接种于LB液体培养基, 37℃, 200 
r/min过夜. 将测序证实完全正确的序列命名为

pMD-18T/RAI16.
1.2.2 重组人TEC基因cDNA原核表达载体pGEX 
4T-2/RA116的构建: 取表达载体pGEX 4T-2质粒

DNA及pMD18-T/RAI16质粒DNA各1 mg, 分别

加入Eco RⅠ、XhoⅠ各1 mL, 10×H Buffer 2 mL, 
ddH2O 20 mL, 37℃水浴, 酶切4-6 h. 酶切产物行

琼脂糖凝胶电泳, 回收载体及目的基因片断. 取
PCR产物5 mL, 10×T4 DNA配体Buffer 2 mL、
pGEX 4T-2 2 mL、RAI16 3 mL、ddH2O 20 mL, 
置16℃水浴中连接过夜, 连接产物转化E.co i l 
BL-21. 取2 mL连接反应产物加入100 mL感受态

■研发前沿
Tec是肝干细胞和
肝细胞增殖、定
向诱导分化及凋
亡信号转导途径
中关键的蛋白激
酶连接分子, 但其
分子机制还有待
于进一步深入研
究. 由于研究上下
游蛋白分子间的
相互作用是研究
信号转导分子作
用机制的重要组
成部分, 因此, 探
寻新的Tec相关作
用分子具有十分
重要的意义.
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菌液中, 冰浴40 min, 设阳、阴性对照; 置42℃水

浴, 热休克90 s, 冰浴1-2 min; 加LB培养液, 37℃
100 r/min振摇1 h. 各取100 mL涂布LB平板上, 
37℃过夜. 挑取可疑白色菌落接种于10 mL的LB
培养液中, 37℃ 250 r/min 过夜; 取10×LA Buffer 
5 mL、dNTP 4 mL、RAI16 5' 1 mL、RAI16 3' 1 
mL、LA Tag 0.5 mL、ddH2O 50 mL混匀. DNA扩

增: 72℃, 1.5 min; 30个循环后72℃延伸7 min, 余
其他同前. 琼脂糖凝胶中电泳. 质粒抽提,  XhoⅠ
和Eco RⅠ鉴定, 阳性的载体测序. 将测序证实完

全正确的序列命名为pGEX 4T-2/RA116. 
1.2.3 融合蛋白的诱导表达: pGEX4T-2/RAI16
表达质粒和pGEX4T-2载体转化至蛋白表达菌

株E.coli  BL-21中; 挑取单个BL21/pGEX4T-2/
RAI16, BL21/pGEX4T-2(+)转化菌落和单个

BL-21菌, 用10 mL的LB培养基在37℃以200 
r/min过夜振荡; 抽提质粒, 酶切鉴定; 挑取单个

菌落, 接种l0 mL LB培养基, 37℃ 200 r/min过
夜; 按1∶100的比例接种10 mL LB 培养基, 37℃ 
200 r/min摇菌培养至A 600约为0.4-0.6; 各取1 mL
菌液离心收集菌体, 各用0.5 mL PBS重悬沉淀, 
离心弃上清, 加入水和2×SDS上样缓冲液, 4℃
备用; 加入IPTG至终浓度0.4 mmol/L, 37℃, 4 h; 
各取1 mL菌液, 以4000 r/min离心5 min, 收集菌

体; 用0.5 mL PBS重悬沉淀, 离心弃上清; 以水和

2×SDS上样缓冲液重悬沉淀, 100℃, 10 min, 以
1000 r/min离心3 min; 各取20 mL上清的标本进

行10% SDS-PAGE. IPTG以上述浓度, 诱导1、
2、3、4 h后, 检测表达量; 以30℃和37℃诱导表

达, 观察诱导温度变化后融合蛋白的表达量; 菌
液离心收集沉淀, 用PBS重悬, 离心, 弃液, 加无

菌水和2×SDS上样缓冲液, 混匀, 100℃, 5 min, 
上样20 mL进行10% SDS-PAGE. 电泳, 染色, 脱
色, 扫描, 凝胶成像系统扫描分析表达产物.
1.2.4 融合蛋白的纯化: (1)融合蛋白的大量诱导

表达: 取转化的单克隆菌落, 用LB培养基振荡过

夜; 次晨按1∶100比例分别接种于含Amp的LB
培养基中, 于37℃振荡培养至为约A 600 = 0.5-0.6; 
各加IPTG至终浓度为0.4 mmol/L, 30℃培养4 h
至约A 600 = 1.2-1.3; 取1 mL菌液离心收集菌体, 
重悬, 加无菌水和上样缓冲液, SDS-PAGE电泳

分析; 离心收集菌体. 各用5 mL PBS重悬菌体. 
置-70℃冷冻1 h; 取出标本, 消冻, 超声破碎; 加
入Triton X-100至终浓度为1%, 轻振荡20 min; 
4℃, 以8000 g×10 min离心; 弃上清, 加DTT至
终浓度为1 mmol/L; 取20 μL进行SDS-PAGE电

泳分析; (2)包涵体洗脱、变性和复性: 将沉淀分

别用包涵体洗涤液Ⅰ和包涵体洗涤液Ⅱ洗脱包

涵体, 洗脱后产物用蛋白变性液溶解, 室温放置

3 h; 用含不同浓度梯度尿素的透析溶液在8000 
MWCO的透析袋透析处理24 h, 透析中换液多

次, 透析液各达约2 L; 以含25 mmol/L Tris-HCl
和20 mmol/L NaCl的溶液透析2 h; 透析袋内容

物行SDS-PAGE分析; (3)融合蛋白的纯化: 混匀

树脂填料, 装柱; 用1×GST Wash Buffer冲洗至

平衡状态; 加入细菌混合物, 流速为每小时10个
柱床体积. 收集流过液置于冰上; 用10倍柱床体

积1×GST Wash Buffer冲洗, 收集流过液置于冰

上; 用3倍体积1×GST Elution Buffer洗脱融合蛋

白, 置-70℃冷藏.

2  结果

2.1 重组质粒pGEX4T-2/RAI16酶切鉴定结果 显
示6号(PGEX-RAI16-6)和8号(PGEX-RAI16-8)在
2000 bp与1000 bp之间约1300 bp处出现一明亮

条带, 与预期值相符(图1). 
2.2 融合蛋白的诱导表达 发现pGEX4T-2(+)诱
导后有约26 kDa的GST蛋白表达, 而pGEX4T-2/
RAI16重组质粒诱导后有约75 kDa大小的目的

蛋白条带出现, 大小与我们的预期值一致(图2). 
用细胞裂解物的上清和沉淀分别电泳后, 发现

有部分可溶的目的蛋白表达, 而目的蛋白大多

以包涵体形式存在(图3).
2.3 融合蛋白的纯化 将融合蛋白大量诱导表达

后, 超声碎菌, 在7 mol/L尿素存在的条件下, 其
包涵体溶解, 经变性复性处理后可得到可溶的

目的蛋白. 另外, 将以可溶形式存在于上清中的

表达产物用谷胱甘肽-琼脂糖树脂进行免疫亲和

层析纯化, 得到了可溶的GST-多肽融合蛋白(图4).

3  讨论

表达载体是指含有强启动子的质粒载体. 原核

M         1        2

2000

1000
750
500
250
100

bp

RAI16

图   1   重 组 质 粒
pGEX4T-2/RAI16酶
切鉴定电泳图. 1: 

PGEX-RAI16-6; 

2: PGEX-RAI16 

-8.

■相关报道
近几年发现 R A I
系列基因, 但对就
构建TEC激酶区
作用蛋白RAI16
的融合蛋白表达
载体, 以及表达条
件的优化和初步
纯化未见报道.
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表达载体分为两类: 一类是可直接表达不含任

何原核序列的外源蛋白的载体, 称为非融合型

表达载体; 另一类则是以融合蛋白的形式进行

表达的载体, 融合蛋白的一部分由载体编码, 而
其余部分则由外源片段的开放阅读框编码, 称
为融合表达载体. 可调控的强启动子和有效的

核糖体结合位点(ribosome binding site, RBS), 是
原核表达载体表达完整的天然蛋白所必不可少

的两个要素. 原核表达系统通常用来表达天然

状态下糖基化影响不大的重组蛋白, 其中pGEX-
4T系列载体是比较常用的原核表达载体, 具有

一个强的tac启动子, 表达与GST蛋白相融合的

重组蛋白, 两者之间有凝血酶或Ⅹa因子酶切位

点. 细胞中的生物学活性蛋白质常以可溶性或

分子复合物的形式存在, 功能性的蛋白质总是

折叠成特定的三维结构型. 而包涵体内的蛋白

是非折叠状态的聚集体, 不具有生物学活性. 不
可溶、无生物活性的包涵体必须经过变性、复

性才能获得天然结构和生物活性, 因此应该选

择一个合适的复性过程来实现蛋白质的正确折

叠, 获得生物活性. 

本实验中采用7 mol/L的尿素成功地进行了

RAI16蛋白的变性复性工作, 在7 mol/L尿素存在

的条件下, 其包涵体溶解, 经变性复性处理后可

得到可溶的目的蛋白. 另一方面, 参照pGEX4T-2 
(+)载体外源基因表达纯化方法, 结合GST亲合

层析说明书的纯化条件, 摸索RAI16蛋白的纯化

方法. 将RAI16超声后离心的上清用谷胱甘肽-
琼脂糖树脂进行免疫亲和层析纯化, 得到GST-
RAI16融合蛋白纯化物, 为制备RAI16多抗以及

进一步验证与Tec体外结合作用等后续实验提供

了充足的蛋白来源. 我们对诱导前培养条件、

诱导温度、时间及IPTG用量与表达量的关系进

行了研究后发现, 首先接种量不宜过大, 才能保

证A 600约为0.5左右时, 工程菌的生长处于对数生

长的中、后期, 一般选用1%-5%的接种比例. 其
次诱导点的选择, 我们选用了1%的接种量, 诱导

点选择A 600达到0.6时. 诱导温度、时间与诱导剂

IPTG用量的关系[16]是我们研究的重点. 37℃是

大肠杆菌生长的最适温度, 但并非是其中外源

基因表达时的最佳温度. 如果表达需要的温度

与菌体生长温度不同时, 在加诱导剂之前, 即应

在短时间内改变培养温度, 使之与加入诱导剂

以后的温度相一致, 这样有利于重组蛋白进行

高效表达[17]. 通过一系列实验研究, 我们摸索发

现RAI16高效表达的条件, 最后进行SDS-PAGE
鉴定, 其表达产物部分主要以包涵体形式存在, 
有部分融合蛋白以可溶形式存在于上清中. 本
研究对筛库所得基因片段测序并经BLAST比对

分析后, 确定为RAI16基因, 已被GenBank收录

(编号为BC052237), 组织来源为脑Ⅳ型星状细

胞瘤, 其编码蛋白为人视黄酸诱导蛋白16. 随后

以RAI16蛋白为切入点, 一方面利用相关的生物

信息学站点及计算机软件, 对RAI16进行生物信

息学分析, 从中获得其编码蛋白质结构方面的

重要信息, 从而根据结构预测其功能; 另一方面

将RAI16基因构建于原核表达载体中, 进行融合

■应用要点
本研究将RAI16
基 因 构 建 于 原
核表达载体pGE 
X4T-2中, 与GST
基 因 融 合 ,  再 进
行诱导表达得到
GST-RAI16融合
蛋白, 并进一步纯
化融合蛋白, 为后
续实验进一步验
证RAI16与Tec蛋
白之间的相互作
用, 以及RAI16蛋
白在体外的某些
生物学活性奠定
重要基础.
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图  2  SDS-PAGE分析GST-RAI16融合蛋白表达电泳图. 
1:BSA蛋白(分子质量: 66 kDa); 2: BL-21空菌诱导前; 3: 

BL-21空菌诱导后; 4: pGEX4T-2(+)空载体诱导前; 5: GST: 

pGEX4T-2 (+)空载体表达产物; 6: pGEX4T-2/RAI16/

BL-21诱导前; 7, 8: pGEX4T-2/RAI16/BL-21分别诱导3, 4 

h; M: 蛋白marker.

图  3  DS-PAGE分析
细菌裂解物表达电泳
图. 1: BSA蛋白分子质

量: 66 kDa; 2: 细菌裂

解物中的上清; 3: 细菌

裂解物中的沉淀; M: 

蛋白marker.
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图  4  GST-RAI16融合蛋白纯
化后电泳图. 1: BSA蛋白; 2: 

GST-RAI16融合蛋白纯化后; 

M: 蛋白marker.
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表达, 并进一步纯化融合蛋白, 为下一步RAI16
功能研究奠定重要基础. 
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Abstract
AIM: To explore the expression of transforming 
growth factor α (TGF-α) and Cyclin E in chronic 
gastric lesion tissues from patients with different 
types of traditional Chinese medicine (TCM), 
and analyze the correlation between TGF-α and 
Cyclin E expression.

METHODS: The pat ients (n = 135) wi th 
chronic gastric diseases were classified to 
4 groups according to different TCM types 
such as disharmony between liver and stom-
ach (group A), spleen-stomach cold defi-
ciency (group B), stomach-yin deficiency 

(group C), and mixed cold and heat (group 
D). Immunohistochemical staining was used 
to examine the expression of TGF-α and Cy-
clin E in the lesion tissues and the correlation 
between TGF-α and Cyclin E expression was 
also ssessed.

RESULTS: The positive rates of TGF-α expres-
sion in the lesion tissues of group A, B, C and D 
were 25.0%, 18.6%, 47.1% and 42.1%, respective-
ly, and there was significant difference between 
group B and C (P < 0.05). The positive rates of 
Cyclin E expression were 20.0%, 7.0%, 26.5% and 
31.6%, respectively, and there was marked dif-
ference between group B and D (P < 0.05). Both 
TGF-α and Cyclin E expression were the lowest 
in group B, and there existed a positive correla-
tion between the expression of TGF-α and Cy-
clin E.

CONCLUSION: TGF-α and Cyclin E are differ-
entially expressed in chronic gastric lesion tis-
sues of patients with different TCM types, and 
the expression of TGF-α and Cyclin E are posi-
tively correlated.

Key Words: Chronic gastric diseases; Trational Chi-
nese medicine type; TGF-α; Cyclin E

Liang WJ, Ma YJ, Yan X, Zhang WD, Luo RC. Expression 
of transforming growth factor α and Cyclin E and their 
correlation in chronic gastric lesion tissues from patients 
with different TCM types. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(12): 1355-1358

摘要
目的: 探讨中医不同证型患者的慢性胃病变
组织中TGF-α和Cyclin E表达的变化, 并分析
两者表达的相关性. 

方法: 慢性胃病患者(慢性良性胃病变和胃
癌 )135例 ,  按中医分为肝胃不和、脾胃虚
寒、胃阴不足和寒热夹杂4种证型. 对患者慢
性胃病变组织进行TGF-α和Cyclin E表达的
免疫组化染色, 对两者在各中医证型中表达
的阳性率进行比较, 并进一步分析TGF-α和

www.wjgnet.com
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■背景资料
在疾病的发生发
展中, 患者常表现
为不同的中医证
型. 探讨中医证型
与机体病理生理
改变的关系, 是提
高中西医结合辨
证施治疗效的重
要途径之一.

■同行评议者
黄颖秋, 教授, 本
溪钢铁 ( 集团 ) 有
限责任公司总医
院消化内科; 王学
美, 研究员, 北京
大学第一医院中
西医结合研究室



Cyclin E表达的相关性.

结果: TGF-α在4种中医证型中表达的阳性率
分别为25.0%、18.6%、47.1%和42.1%, 在胃
阴不足型与脾胃虚寒型中的表达, 有显著性
差异(P <0.05). Cyclin E表达的阳性率则分别
为20.0%、7.0%、26.5%和31.6%, 在寒热夹
杂型与脾胃虚寒型中表达的, 有显著性差异
(P <0.05). TGF-α和Cyclin E表达均在脾胃虚寒
型最低. TGF-α和Cyclin E表达存在显著的正
相关关系.

结论:  在中医不同证型患者中 ,  T G F-α和
Cyc l in E在胃病变组织中的表达存在差异, 
TGF-α和Cyclin E的表达存在正相关关系.

关键词: 慢性胃疾病; 中医证型; 转化生长因子α; 

Cyclin E
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0  引言

在慢性胃疾病的发病过程中, 几乎都出现不同

的中医证型 .  探索其中医证型的现代医学基

础 ,  是提高中西医结合辨证施治疗效的重要

途径之一. 研究认为, 中医分型与慢性胃疾病

的病理生理改变有一定关系[1]. 转化生长因子

α(transforming growth factor alpha, TGF-α)是重

要的胃肠道生长因子之一, 与胃肠道慢性疾病

关系密切[2]. 在炎症、损伤修复中其促上皮组织

增生, 使细胞发生转化, 但有潜在的致癌危险. 
已发现其在胃癌前病变及胃癌中有较高表达, 
可促进胃癌的发生发展. Cyclin E是重要的细胞

周期调节蛋白, 在细胞由G1向S期进程中起主要

作用, 其促进细胞增殖. 已发现某些肿瘤Cyclin 
E基因扩增或蛋白高表达, 对肿瘤的发生发展起

着促进作用[3]. 本研究旨在探讨中医证型与促进

细胞增殖的TGF-α和Cyclin E表达之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 南方医院就诊的慢性胃病患者135例, 
男87例, 女48例. 年龄16-72岁, 中位年龄46岁, 其
中慢性浅表性胃炎61例, 肠上皮化生25例, 不典

型增生18例, 胃溃疡8例、胃癌23例. 标本为胃镜

活检组织, 每例取3-5块病变组织, 经40 g/L甲醛

固定、石蜡包埋、3 mm连续切片, 进行HE染色
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及病理学检查, 并确定所选组织与诊断无误, 然
后进行TGF-α和Cyclin E的免疫组化染色.
1.2 方法 
1.2.1 中医分型: 根据临床症状按以下标准把患

者分为四型[1]: (1)肝胃不和型主症: 胃脘胀痛, 窜
及两肋, 嗳气、泛酸、纳差、善叹气; 舌淡红, 
苔薄白或薄黄; 脉弦或沉弦. (2)脾胃虚寒型, 主
症: 胃脘隐痛, 喜暖喜按, 空腹痛重, 得食痛减, 
吐清水, 神倦, 便溏; 舌胖、有齿印, 苔薄白; 脉
细或虚软无力. 胃口差, 食后腹胀, 口燥唇干, 消
瘦乏力; 副症: 五心烦热, 大便干结, 舌红少苔, 
脉细数. (3)胃阴不足型, 主症: 胃脘隐痛或灼痛, 
口干舌燥, 喜冷饮, 失眠多梦, 大便干结; 舌红干, 
少苔、无苔或剥脱苔; 脉细数. (4)寒热夹杂型, 
主症: 胃脘隐痛或胀痛, 喜暖喜按, 嗳气泛酸, 口
干失眠, 大便干结或时干时稀; 舌红胖有齿印, 
苔白黄相间或黄腻; 脉弦细数或滑数.
1.2.2 免疫组化染色: 组织切片经二甲苯、梯度

酒精脱蜡至水后, 浸入3 g/L H2O2内15 min, 以
阻断内源性过氧化酶活性; 对TGF-α抗原进行

微波15 min修复; 山羊血清封闭10 min; 加一抗

TGF-α(mAb, 武汉博士德生物工程公司, 1∶50)
或Cyclin E(pAb, Santa Cruz公司, 1∶50), 37℃水

浴孵育3 h, PBS漂洗5 min×3次; 37℃下分别与

二抗(羊抗兔或羊抗鼠IgG, 1∶100)反应20 min, 
PBS漂洗; 加三抗(辣根过氧化物酶标记的链卵

白素, 1∶100)37℃反应20 min, PBS漂洗5 min
×3次; DAB显色2 min; 苏木素复染、脱水、透

明、封片. 阴性对照的一抗用PBS代替, 阳性对

照用已知阳性片进行染色.
1.2.3 结果评价: 染色结果分级参照S h i m i z u  
e t a l [4]评分方法. 每张切片均观察整体染色情

况, 选择5个有代表性的区域, 每区计算200个
细胞. 阳性细胞数计分: 阳性数≤5%: 0; 阳性数

>5%但≤35%: 1; 阳性数>35%但≤70%: 2; 阳性

数>70%: 3. 阳性强度记分: 不着色: 0; 弱着色: 
1; 强着色: 2; 阳性分级: 以上两项相加, 0: (-); 2: 
(±); (-)-(±): 阴性; 3以上: (+), 阳性.

统计学处理 用SPSS10.0统计软件进行χ2检

验, P <0.05有显著性差异.

2  结果

T G F-α和C y c l i n E在细胞内表达部位不同 . 
TGF-α主要表达于胞质, Cyclin E主要表达于胞

核. 两者在中医不同证型的胃病变组织的表达

存在差异(表1). TGF-α的阳性率在胃阴不足型最

www.wjgnet.com

■研发前沿
研究中医证型与
病变组织的分子
病理变化的关系, 
是中医的现代医
学基础研究热点
之一. 
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高, 在寒热夹杂型次之; 在胃阴不足型与脾胃虚

寒型之间的比较, 有显著性差异(P <0.05). Cyclin 
E的表达则在寒热夹杂型最高, 胃阴不足型次

之; 在寒热夹杂型与脾胃虚寒型之间的比较, 有
显著性差异(P <0.05). 两者均在脾胃虚寒型表达

最低. 在观察中发现, 同一标本如果TGF-α阳性, 
Cyclin E也常会阳性(表2). 经统计学分析, TGF-α
和Cyclin E表达存在显著的正相关(P <0.05).

3  讨论

采用现代医学科学技术进行研究, 已发现中医

证型不仅与患者机能状态有关, 而且与组织病

变程度存在一定关系[1-5]. 研究还发现, TGF-α和
Cyclin E可促进细胞增殖并与肿瘤的发生发展

密切相关. TGF-α对胃肠黏膜等细胞的增殖和

分化, 以及许多组织器官的发生发展有促进作

用[6-7]; 但在肿瘤中常有较高表达, 可促进肿瘤自

身增殖[8-12]. Cyclin E在促进细胞周期进程中起

重要作用[13]; 在肿瘤组织中常高表达, 是候选的

癌基因[14-18].
本研究探讨慢性胃黏膜病变和胃癌患者的

中医证型与具有促癌作用的TGF-α和Cyclin E
表达的关系. 结果发现不同中医证型的胃黏膜

病变组织中, TGF-α和Cyclin E的表达存在差异, 
TGF-α的阳性率在胃阴不足型最高, 在寒热夹杂

型次之; Cyclin E则在寒热夹杂型最高, 胃阴不

足型次之; 两者表达均在脾胃虚寒型的最低.

从组织病理学角度出发, 胃黏膜肠上皮化

生、不典型增生和胃溃疡是癌前病变. 本研究

结果提示, 胃癌前病变患者如属于胃阴不足和

寒热夹杂型, 可能有较高的癌变危险. 胃癌患者

如属于这两种证型, 可能有更高的恶性程度. 这
提醒我们, 在临床工作中对这些患者应有更高

的重视程度, 应采取更积极的治疗措施.
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Abstract
AIM: To investigate the diagnosis and treatment 
status of chronic pancreatitis (CP) and its 
etiology-related factors.  

METHODS: The clinical data of 303 CP patients 
in West China Hospital of Sichuan University 
from 1996 to 2006 were retrospectively analyzed. 

RESULTS: Etiologically, patients with biliary 
diseases or over 5-year alcohol-drinking his-
tory accounted for a percentage of 30.7% and 
37.0%, respectively. Furthermore, among bili-
ary CP patients, 31.2% were found with a long-
term alcohol-drinking history. Abdominal pain 
was the most common symptom, which covered 
a percentage of 86.8%. Complications were 
found in 146 of 303 CP patients (48.2%). Imag-
ing techniques confirmed 196 patients (64.7%), 
while 38.9%, 53.5% and 7.6% of all the patients 
received drug treatment, surgical treatment and 
endoscopic treatment, respectively.   

CONCLUSION: CP occurrence usually results 
from multiple etiological factors with a higher 
complication rate. Imaging examinations play an 

important role in the diagnosis of this disease. 

Key Words: Chronic pancreatitis; Etiology; Compli-
cation; Diagnosis; Therapy

Xiao NP, Ou-Yang Q. Diagnosis and treatment of chronic 
pancreatitis: an analysis of 303 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(12): 1359-1363

摘要
目的: 研究慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, 
CP)的致病相关因素及诊治现状.  

方法: 回顾性分析1996-2006年四川大学华西
医院303例CP患者的临床资料.  

结果: 病因方面, 嗜酒5年以上和胆源性疾病
分别占37.0%, 30.7%, 其中胆源性CP患者中
存在长期饮酒史者达31.2%. 腹痛为最常见症
状占86.8%. 146例(48.2%)CP患者出现并发症. 
196例(64.7%)患者均通过影像学检查确诊. 行
内科药物治疗、手术治疗、内镜介入治疗者
分别占38.9%、53.5%、7.6%.  

结论: CP常有多种致病相关因素并存, 其并发
症发生率高, 可发生多重并发症, 影像学检查
在CP诊断中具有重要作用, CT检查可作为首
选检查.

关键词: 慢性胰腺炎; 病因学; 并发症; 诊断; 治疗

肖南平, 欧阳钦. 慢性胰腺炎的诊治分析303例.  世界华人消化

杂志  2008; 16(12): 1359-1363
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0  引言

慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, CP)在欧美国

家患病率较高, 近年来随着我国居民生活水平

的改善, CP患者明显增多[1]. CP的发病机制尚未

完全阐明, 其诊断与治疗仍是目前临床工作中

的一个难点. 自2002年以来国内文献报道, 酒精

已取代慢性胆道系统疾病成为目前我国CP的最

主要病因, 慢性胆道系统疾病所占比例虽较以

前有所下降, 但仍是我国CP的一个主要致病因 
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■背景资料
慢性胰腺炎的病
因和发病机制尚
未完全阐明. 胆道
疾病是否是CP的
致病相关因素目
前国内外尚存在
较大争议 .  CP的
症状繁多而缺乏
特异性, 容易出现
多种多样并发症, 
其诊断与治疗一
直是目前临床工
作中的一个难点. 

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 沈
阳军区总医院消
化内科



素[1-2]. 我们在医疗实践中发现胆源性CP患者中

也有相当部分同时存在长期饮酒史, 各种致病

相关因素间的相互关系如何, 国内外鲜有报道, 
CP的并发症多种多样, 但目前对其发生率的研

究较少. 对CP各种诊断与治疗方法的比较, 国内

也缺乏大宗的流行病学调查. 为此, 我们从流行

病学角度对四川大学华西医院近10年303例CP
住院患者的临床资料进行了研究, 探讨CP致病

相关因素的分布规律、临床特征和诊治现状, 
以期提高对本病的认识.

1  材料和方法

1.1 材料 四川大学华西医院1996-01/2006-12的住

院CP患者303例, 男234例, 女69例, 男女比例为

3.39∶1. 发病时平均年龄为46.2岁, 男女分别为

49.4岁、40.2岁. CP的诊断标准参照2005年中华

医学会消化病学分会制定的CP诊断标准[3]. 在排

除胰腺癌的基础上, 将下述4项作为CP的主要诊

断依据: (1)典型的临床表现(腹痛、胰腺外分泌

功能不全症状); (2)病理学检查; (3)影像学上有

CP的胰胆改变征象; (4)实验室检查有胰腺外分

泌功能不全依据. (1)为诊断所必须, (2)阳性可确

诊, (1)+(3)可基本确诊, (1)+(4)为疑似患者. 参照

酒精性CP诊断标准[4], 患者酒精摄入量>50 g/d, 
饮酒时间>5年, 所以本研究中我们把饮酒者定

义为平均每天饮酒大于50 g, 持续5年或以上. 
1.2 方法 所有患者的资料均登记在1个标准电子

表格中. 调查患者年龄、性别、发病时年龄. 根
据国内外公认的CP病因相关因素[5], 记录下列

项目: (1)胆道系统疾病史, 包括胆石症、胆道感

染、胆道蛔虫症、Oddi括约肌功能紊乱(SOD); 
(2)长期喜吸烟饮酒史, 包括烟龄和吸烟量、酒

龄和乙醇摄入量; (3)胰腺外伤史; (4)胰管先天

异常史; (5)腹部手术史; (6)高甘油三脂血症; (7)
高钙血症; (8)自身免疫性疾病; (9)遗传因素. 症
状、体征及并发症; 采用的诊断方法记录包括

影像学检查、胰腺组织病理学、尿胰腺外分泌

试验(BT-PABA试验). 对患者实施的治疗措施及

其疗效. 
统计学处理 用SPSS13.0软件进行统计分

析, 相对数用率、比表示, 资料间的比较采用χ2

检验, P <0.05有统计学意义. 按资料类型对各项

致病相关因素行单因素分析, 并计算各相关因

素、诊断方法及治疗措施占全部病例的构成比.

2  结果

2.1 CP致病相关因素构成 在303例CP患者中, 
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194例(64.2%)同时存在2种或2者以上的致病

相关因素, 其中93例胆源性CP患者中有长期嗜

酒史者29例(31.2%), 同时嗜烟者35例(37.6%); 
112例酒精性C P患者中同时存在嗜烟习惯者

100例(89.3%). 各主要致病相关因素占全部病

例的构成比分别为酒精37.0%(112/303)、胆源

性疾病30.7%(93/303)、吸烟47.9%(145/303)、
急性胰腺炎24.4%(74/303)、十二指肠降段

疾病4.6%(14/303)(包括十二指肠降段溃疡4
例、恶性肿瘤8例、不明原因狭窄2例)、手术

1.7%(5/303)、自身免疫性疾病1.3%(4/303)、遗

传0.3%(1/303), 仅10.2%(31/303)原因不明, 考
虑特发性. 93例胆源性CP中合并胆囊结石46 例
(49.5%)、胆管结石26例(28.0%)、单纯性胆囊

炎8例(8.6%), 胆管不明原因狭窄9例(9.7%). 其
他少见的胆道疾病有: 胆道蛔虫、先天性胆总

管囊肿等. 112例酒精性CP患者平均饮酒量222.1 
g/d, 范围为50-1000 g/d, 饮酒时间平均为15.2(范
围5-50)年. 
2.2 不同性别CP患者的主要致病相关因素构成  
本组303例CP患者中, 男性234例, 女性69例, 男
性患者为女性患者的3.39倍; 男性患者的致病

相关因素以酒精和吸烟为主, 分别占46.6%、

61.1%, 而女性患者以胆源性疾病为主, 占44.9%, 
这些构成比均明显高于异性. 所有女性CP患者

中, 女性饮酒者仅3例, 较男性患者少135例, 女
性吸烟者仅2例, 较男性少141例, 男女患者数的

差异由此产生(表1). 
2.3 临床表现及实验室检查 在303例CP患者中, 
263例(86.8%)患者在确诊前均有反复发作的

左、中上腹痛, 其中放射至腰背部者占40.3% 
(106/263); 132例(43.6%)伴有体质量下降(范围

0.5-15 kg, 平均6.4 kg), 35例(11.6%)伴腹泻, 73
例(24.1%)伴腹胀纳差, 18例(5.9%)伴脂肪泻, 7
例(2.3%)伴上消化道出血; 入院时172例(56.8%)
存在腹部压痛, 23例(7.6%)发现腹部包块. 仅2例
无任何临床表现而在体检时发现, 并由手术后

病理组织学证实. 实验室检查发现血糖升高者

27例(8.9%)、血淀粉酶升高者68例(22.4%)、大

便苏丹Ⅲ染色阳性18例(5.9%)、血脂升高者2例
(0.7%). 
2.4 并发症 303例CP患者中出现并发症者146
例, 占48.2%. 其中多重并发症(指同时存在两种

或两种以上并发症)的发生率为12.9%(39/303), 
他们分别为2种并发症者9.6%(29/303), 3种并

发症者1.7%(5/303), 4种并发症者1%(3/303), 5

www.wjgnet.com

■研发前沿
CP的各种主要致
病相关因素间的
相互关系如何、

并发症的发生状
况以及如何提高
CP的诊断及治疗
效果是研究者的
研究重点.
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种并发症者0.6%(2/303). 各种并发症的发生率

分别为: 胰管结石26.7%(81/303), 胰腺假性囊

肿22.4%(68/303), 胆道梗阻征象(均为B超提

示)15.5%(47/303), 糖尿病8.9%(27/303), 不同程

度的胸腹水8.6%(26/303), 区域性门脉高压症

3.3%(10/303), 上消化道出血2.3%(7/303), 脾静

脉栓塞1.3%(4/303), 胰腺癌1.7%(5/303)(均系手

术后病理组织学证实), 消化性溃疡1.3%(4/303), 
包括十二指肠球部溃疡3例, 胃溃疡1例, 肺结核

0.3% (1/303). 
2 . 5  C P 的 诊 断  本组经外科手术行组织学

和 /或细针穿刺活检确诊107例 (35 .3%) ,  其
余196例 (64 .7%)患者均通过影像学检查确

诊 .  各种影像学检查的检出率分别为 :  B超

51.1%(142/278), CT 86.5%(193/223), 磁共振

成像胰胆管造影(MRCP)84.5%(62/73), 内镜

逆行胰胆管造影(ERCP)93.6%(42/47), 超声胃

镜(EUS)75.0%(9/12), 腹部平片27.3%(6/22). B
超结合C T 87.7%(179/204), B超结合M R C P 
89.9%(62/69). 
2.6 治疗 全部病例中行内科药物治疗者118例
(占38.9%), 外科手术治疗者162例(53.5%), 内镜

介入治疗者23例(7.6%). 内科药物治疗出院时疼

痛缓解或减轻、饮食改善者108 例(91.5%), 但
其中23例(16.3%)反复在我院住院两次以上, 3例
达10余次; 对外科手术治疗和内镜介入治疗者, 
以出院时疼痛缓解或症状明显减轻、黄疸消

退、饮食改善者计为治疗有效, 二者的有效率

分别为96.9%(157/162)、91.3%(21/23). 

3  讨论

CP是一种慢性进展性、不可逆的胰腺炎症性疾

病. 病理特征为胰腺纤维化. 临床上以上腹疼痛

为主要症状, 随着疾病的进展, 常出现胰腺内外

分泌功能不全及胰腺钙化、胰管结石和胰腺假

性囊肿形成等并发症, 发病25年后的死亡率高

达25%-50%. 本组资料表明, 该病多见于中年男

性, 与国外文献报道一致[6-7]. 
C P的致病相关因素甚多 .  本研究表明 , 

64.2%的CP患者同时存在两种或两者以上的致

病相关因素. 目前认为CP的主要致病相关因素

为长期嗜酒和胆道疾病. 在西方发达国家中两

者所占比例分别为60%-90%、8%-12%[6-8]; 而
国内的文献报道[1-2]二者分别占34.58%-35.4%、

31.5%-33.9%. 因此酒精是CP的主要致病相关因

素已经得到国内外学者公认; 至于酒精的具体

摄入量和持续时间目前尚无定论. 但胆道疾病

是否是CP的致病相关因素目前尚存在较大争议. 
西方国家多认为胆道疾病不是慢性胰腺炎的

病因[6], 而我国学者认为, 慢性胆道系统疾病仍

是一个主要致病因素[1-2]. 我们的研究结果显示, 
长期嗜酒和胆道疾病所占比例分别为37.0%、

30.7%, 与国内文献报告相近. 但进一步研究发

现 ,  胆源性C P患者同时存在长期饮酒史者达

31.2%, 同时嗜好吸烟者达37.6%, 因此作者认为, 
对胆道疾病在我国CP的地位与作用值得国内同

行进一步的研究. 此外, 吸烟也被认为是CP的
危险因素, 可能对CP的形成和发展起着一定的

促进作用[8-9]. 在西方国家酒精性CP患者中同时

存在饮酒吸烟习惯者高达95%[8-9], 本组也高达

89.3%. 国外研究发现吸烟与慢性酒精性胰腺炎

诊断年龄的提前以及胰腺钙化及糖尿病的出现

密切相关[9]. 关于急性胰腺炎(acute pancreatitis, 
AP)能否发展为CP目前尚存有争议. 本组中高达

24.4%, 与国外报道相似[6,8,10]. 尽管不能除外有将

既往的CP急性发作误诊为AP的可能性, 但仍可

看出两者之间存在紧密联系. 进一步分析各种

致病相关因素在不同性别中的构成比发现, 男
性以吸烟与酒精最常见, 这也可能是导致本组

男性明显多于女性的原因; 女性以胆源性疾病

最常见, 其次为特发性. 这与国内文献报告一致
[1-2]. 总之, CP可能是多种因素共同作用所引起. 

本研究表明, 腹痛是CP最常见的症状, 多位

于左、中上腹, 并放射到腰背部, 疼痛程度、发

作频度和持续时间不一. 其发生机制尚不明确, 
可能和胰管梗阻导致压力升高、炎症病变侵及

周围神经及疼痛介质增多等因素有关. 此外, 体
重下降也较为常见. 值得注意的是, 既往诊断CP
传统五联征中的脂肪泻在本组非常少见, 仅占

5.9%; 而且本组有2例无任何表现, 仅在体检时

■相关报道
CP并发症的发生
状况, 国内缺乏大
宗 病 例 报 告 .  影
像学检查是目前
我国诊断CP的主
要 手 段 ,  诊 断 性
E R C P 不 再 是 诊
断CP的常规要求. 
内镜下介入治疗
CP有创伤小、疗
效好、可重复性
等优点, 但目前国
内开展较少.

表  1  303例慢性胰腺炎不同性别的主要致病相关相关
因素构成

     
致病相关因素

              男性(n  = 234)	    女性(n  = 69)

                                    例次	     %	 例次	  %

酒精	                 138	 46.6a	    3	 4.3

胆源性疾病	   62	 26.5	  31          44.9a

吸烟	                 143	 61.1a	    2	 2.9

急性胰腺炎	   49	 20.9	  25           36.2

特发性	                   10	   4.3	  21           30.4a

其他	                   32	 13.7	    8           11.6

aP<0.05 vs  异性.
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■应用要点
本研究结果揭示
我国CP的主要致
病相关因素除酒
精外, 胆道系统疾
病仍是主要致病
相关因素之一, 但
约1/3胆源性CP合
并有长期饮酒史.

影像学上发现胰腺增大. 其原因可能在于胰腺

腺泡组织必须破坏达90%以上才产生脂肪泻, 胰
腺80%被破坏时可出现糖尿病的发生率约70%. 
CP的体征很少, 除上腹部压痛外, 其他如黄疸、

上腹部包块、腹肌紧张等均很少见. 其上腹部

包块通常为胰腺假性囊肿, 多系胰管阻塞或狭

窄导致压力增大, 囊性扩张形成. 实验室检查提

示在CP的急性发作期血淀粉酶也可以升高, 而
认为有较大诊断价值的BT-PABA试验, 在本组

无1例进行, 应该引起国内同行注意. 总之, CP症
状繁多而无特异性, 早期诊断困难. 

慢性胰腺炎易出现多种多样的并发症, 本
组高达48.2%, 也是患者的首诊原因之一. 值得

注意的是, 本组多重并发症的发生率达12.9%, 
这在国内尚未见报道. CP常见的并发症有胰管

结石、胰腺假性囊肿、胆道梗阻等, 而糖尿病

在本组的发生率仅8.9%, 远远低于国外文献报

道的40%以上[6]. 值得注意的是, 胰管结石在我

国的发生率高达26.7%, 与西方国家的文献报道

相似(30%)[11]. 这在国内尚属首次报道, 也可能是

本组实施手术治疗的比例较高(53.5%)的原因之

一. 由于胰管结石是造成患者慢性持续性上腹

痛及脂肪泻、消瘦等症状的主要原因, 也是诱

发胰腺癌的高危因素之一[11-12], 因此多数学者认

为胰管结石一旦确诊就需治疗. 
本研究表明, 影像学检查是目前我国诊断

CP的主要手段, 本组达64.7%. 虽然组织学检查

是CP诊断的金标准, 但因为标本较难获得, 故仍

不常用. 在各种影响学检查中, ERCP一直被视

为CP诊断的金标准, 在本组中其单独检出率最

高, 为93.6%. 在疾病的早期阶段, ERCP就可以

发现胰管一级或二级分枝的扩张或不规则变化, 
后期则可以发现主胰管的相应变化. 当其他方

法未能诊断CP或患者急性胰腺炎反复发作, 考
虑需要进行介入性治疗时ERCP是很好的选择. 
但作为有创检查, ERCP存在严重并发症(达10%, 
1%为致命性)的风险, 因此无创性检查方法日益

受到关注. 腹部B超价格低廉, 应用广泛, 若胰腺

出现局部或弥漫性增大, 边缘不规整, 内部光点

增多不均匀, 胰管形态不规则和扩张, 可初步诊

断为CP. 但腹部B超检查胰腺易受胃肠道气体的

干扰, 对CP的检出率较低, 本组仅51.1%, 故可作

为初步筛选手段. 超声内镜早期诊断CP的诊断

敏感性优于腹部B超检查, 在本组中为75%, 这
与国内文献报告相近[5]. 但EUS对肿块型CP与胰

腺癌的鉴别仍然存在一定的难度, 22%-36%的

肿块型CP被误诊为胰腺癌[13], 虽然胰管内超声

及超声下细针穿刺活检有助于二者的鉴别, 但
目前国内开展较少, 其诊断价值尚有待于进一

步探讨. CT、MRCP能清楚显示胰腺实质及周

围的改变, 二者对CP的诊断敏感性在本组均为

85%左右, 他们对CP的诊断价值与ERCP相近, 
提示诊断性ERCP不再是诊断CP的常规要求, 这
与国外报告一致[6,14]. 但MRCP对钙化和结石的

显示不如CT清楚, 同时CT对假性囊肿等CP并发

症亦是较好的诊断方法, 加上于目前国内CT应
用较为广泛, 故我们推荐将CT作为诊断CP的首

选检查. 若CT扫描发现胰管或胰腺实质的钙化, 
主胰管扩张伴胰腺实质的萎缩则CP的诊断明确. 
B超结合CT、B超结合MRCP的检出率高于单

独选用CT和MRCP检查, 我们的初步研究显示

联合应用影像学检查方法有助于提高CP的诊断

率. 但值得注意的是, 上述影像学表现很多方面

均与胰腺癌相似, 而且胰腺癌也可合并CP, 因此

应注意对二者进行鉴别, 必要时可行剖腹探查; 
同时, 部分CP患者可在患病后10-15年发生胰腺

癌, 其癌变比例也高于正常人群, 故应加强对CP
患者的密切随访. 

CP的治疗应以控制症状、改善胰腺功能和

治疗并发症为重点, 强调以个体化治疗为原则

的综合治疗[15]. 治疗的关键在于尽早发现、明

确病因. 戒酒和处理胆道疾病是主要的去除病

因方法, 常可阻止CP的病情发展. CP目前的治疗

手段主要有3种: 内科药物治疗、手术治疗、内

镜下介入治疗. 根据患者不同的病理、病情、

并发症、临床表现, 选择不同的治疗方法[6,16]. 一
般情况下, 无胰、胆管狭窄、梗阻、结石和局

部肿块的患者可先行内科药物治疗, 胰管括约

肌和胰头部胰管狭窄、梗阻、结石最适于内镜

治疗. 内科药物或内镜治疗无效, 顽固性疼痛或

胰、胆管明显狭窄、梗阻、结石, 逐渐增大的

假性囊肿, 局部明显肿块等多需接受外科手术

治疗. 本研究表明, 只要适应证选择得当, 各种

方法均能获得较好的近期疗效. 就内科药物治

疗而言, 虽然近期症状缓解率高, 但症状容易反

复, 与国内文献报告一致[17]. 内镜下介入治疗具

有创伤小、疗效好、可重复性等优点[18-19]. 国外

文献报道[18], 内镜下介入治疗CP后疼痛的两年

缓解率高达66%, 但需要较高的技术与设备. 目
前内镜下介入治疗CP在国内开展较少, 本组仅

占7.6%, 这应引起国内同行注意并探讨其远期

疗效. 
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总之, 本组资料表明, CP常有多种致病相关

因素并存, 胆源性CP患者同时存在长期饮酒史

者达1/3. CP症状多而无特异性, 其并发症发生

率高, 可发生多重并发症, 胰管结石较常见. 影
像学检查是目前我国诊断CP的主要手段, CT、
MRCP对CP的检出率与ERCP相近. 内科非手术

治疗虽然近期症状缓解率高, 但易反复, 内镜下

介入治疗还有待积极开展. 
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■同行评价
本文对有关慢性
胰腺炎的病因、

临床表现、诊断
及治疗等诸多方
面结合较大宗的
病例进行了较为
系统的回顾性分
析, 取得的一些结
论对临床医师有
较大的指导价值, 
所提出的一些问
题值得消化界同
仁进一步探讨, 学
术价值较高. 
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Abstract
AIM: To investigate the efficacy, feasibility, 
reliability and safety of ureteroscopic air-
pressure ballistic lithotripsy (UAPBL) in the 
treatment of bile duct stones.

METHODS: The clinical data of 126 patients 
(since the year 2002), who were diagnosed with 
bile duct stones and treated with UAPBL, were 
retrospectively analyzed. 

RESULTS: All the patients underwent UAPBL 
smoothly, and 119 patients (94.4%) were cured 
successfully after they received lithotripsy only 
once. There were no complications and the post-
operative outcomes were satisfactory.

CONCLUSION: UAPBL can effectively treat bile 
duct stones with a low complication incidence.

Key Words: Bile duct stone; Ureteroscopic air-pres-
sure ballistic lithotripsy; Treatment

Chen WF, Yu Z, Luo Q, Wang W. Treatment of bile 
duct stones with ureteroscopic air-pressure ballistic 
lithotripsy: an analysis of 126 cases. Shijie Huaren 

Xiaohua Zazhi  2008; 16(12): 1364-1367

摘要
目的: 探讨输尿管硬镜气压弹道碎石治疗胆
管结石的作用及相关问题. 

方法: 回顾性分析2002年以来本院输尿管硬
镜气压弹道碎石治疗胆管结石患者126例的
临床资料. 

结果: 全组病例碎石顺利, 一次性碎石清石成
功119例(94.4%), 无并发症.

结论: 采用输尿管硬镜气压弹道碎石治疗胆
管结石具有碎石快捷, 清石彻底, 残石率低, 
手术时间短, 费用低廉, 并发症少, 安全高效
的特点. 

关键词: 胆管结石; 输尿管硬镜气压弹道碎石; 治疗

陈万发, 余忠, 罗强, 王文. 输尿管硬镜气压弹道碎石治疗胆管结

石126例.  世界华人消化杂志  2008; 16(12): 1364-1367

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/1364.asp

0  引言

胆管结石在胆石症中的比例高达50%以上, 由于

该病的高发病率, 高复发率和高再次手术率而成

为肝胆外科临床研究工作重点. 胆管结石的治

疗以手术为主, 在“去除病灶, 取尽结石, 矫正狭

窄, 通畅胆流, 防止复发”的治疗原则中“取尽

结石”是胆管结石症手术治疗成功的关键, 也是

胆道外科治疗的难点. 其困难在于: 一是位于Ⅱ

级以上肝内胆管的结石不易清除, 二是嵌顿在胆

总管壶腹部的结石难以取出, 三是危重患者术中

病情不允许耗费过长时间取石. 对于难取性胆管

结石, 无论是切开胆总管用胆石钳夹取, 或是用

取石勺搔刮, 还是用胆道镜取石网篮套取均难以

成功. 因此, 必须寻找一种更加理想的取石器械

和排石方法. 我院于2002-07开始采用输尿管硬

镜气压弹道碎石技术治疗胆管结石, 临床应用病

例126例, 现对其进行分析总结.

®

■背景资料
胆管结石的高发
病率, 高复发率和
高再次手术率而
成为肝胆外科临
床研究工作重点, 
术中对细小肝内
胆管结石及壶腹
部嵌顿结石的处
理仍非常棘手, 近
10年将泌尿微创
器械及技术用于
胆管结石的治疗, 
但尚未对其进行
系统研究和开发.

■同行评议者
吴泰璜, 教授, 山
东省立医院肝胆
外科
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1  材料和方法

1.1 材料 我院2002-07至今采用输尿管硬镜气压

弹道碎石技术治疗胆管结石, 临床应用病例126
例, 男58例, 女68例, 年龄26-75(平均57.2)岁, 其中

输尿管硬镜气压弹道碎石治疗术后胆管残余结

石56例; 开放手术中经胆囊管或切开胆总管行输

尿管硬镜气压弹道碎石治疗肝内胆管结石及胆

总管下段壶腹部嵌顿结石57例, 在腹腔镜下经胆

总管探查及治疗胆管结石13例. 本组病例中急诊

32例, 平诊94例. 均以B超、CT、或胆道造影等

检查确诊. 输尿管硬镜为德国Wolf F8-9.8, 气压

弹道碎石机为瑞士EMS.
1.2 方法 
1.2.1 经腹壁窦道途径: 拔除窦道引流管, 插入输

尿管硬镜, 维持一定水压, 使管道充盈, 视野清

晰, 严格遵守循腔进镜原则. 看到胆总管腔隙后, 
利用手法拉直窦道与胆总管形成的夹角, 先指

向胆总管下段, 发现结石后从输尿管镜操作孔

插入气压弹道碎石杆, 对准结石, 启动气压, 将
结石碎成2 mm以下细碎块, 待结石上浮后将镜

身通过胆总管壶腹部进入十二指肠, 然后退回

镜身, 利用液体压力将结石碎块冲入十二指肠

或经窦道口溢出, 再将镜身转向肝内胆管方向, 
同法处理肝内胆管结石, 大的结石碎块也可用

鳄嘴钳自窦道取出, 待结石清除干净后, 检查胆

管壁无损伤后结束手术.
1.2.2 开腹经胆囊管残端或切开胆总管途径: 在
胆囊管相对较粗的情况下, 常规胆囊切除后有

意留长胆囊管, 经胆囊管残端送输尿管硬镜入

胆总管, 当胆囊管内径过细时, 可用血管钳、胆

道探子或带气囊导管扩张后即可插入输尿管硬

镜, 碎石方法同前, 碎石结束后将胆囊管结扎即

可, 无需安置T形引流管. 小于3 mm的胆囊管需

切开胆总管探查和处理结石术后需留置T形管

引流. 
1.2.3 腹腔镜下经胆囊管或胆总管切开途径: 腹
腔镜下先解剖胆囊三角, 钛夹钳闭胆囊动脉, 游
离胆囊管后, 紧靠胆囊颈钳闭胆囊管, 逆行剥离

胆囊后, 距胆总管1.0 cm处纵形剪开胆囊管0.5 
cm, 将输尿管硬镜套转换器从剑突下主操作孔

进入(向上探查肝内胆管时输尿管硬镜应从脐部

穿刺孔进入), 经胆囊管切口将输尿管硬镜插入

胆总管, 对胆囊管插入失败者, 可切开胆总管置

入输尿管硬镜进行探查及碎石治疗, 结石处理

完成后, 经胆囊管者在其近端用钛夹钳闭即可, 
胆总管切开者, 可根椐术中情况直接缝合胆总

管切口或安置T形管引流.

2  结果

全组126例, 其中肝内胆管结石38例, 胆总管结

石88例(其中继发结石16例, 壶腹部嵌顿结石56
例), 一次性碎石清石成功119例(94.4%), 两次成

功6例, 另有1例三次手术也未能将结石取尽, 治
愈率99.2%, 最终残石率为0.8%. 手术时间, 术后

残石组: 8-45 min, 平均28±19 min; 开放手术组: 
68-145 min, 平均102±33 min; 腹腔镜组: 56-128 
min, 平均92±27 min, 全组病例未发生胆道出

血, 胆管损伤及十二指肠破裂等并发症.

3  讨论

我院在应用输尿管硬镜气压弹道碎石治疗输尿

管结石10余年的经验基础上, 于2002-07开始将

该设备用于胆管结石的治疗, 通过5年的临床应

用研究, 成功地将输尿管硬镜气压弹道碎石用

于: (1)胆道术后残余结石的处理, (2)术中对Ⅱ-
Ⅳ级肝内细小胆管结石的治疗, (3)对术中术后

胆总管壶腹部嵌顿结石的治疗, (4)胆囊结石下

排的继发性胆总管结石治疗, (5)腹腔镜胆囊切

除后用输尿管硬镜行胆总管探查及对结石的处

理等方面, 取得了丰富的临床经验. 目前该设备

已成为本院治疗胆管结石最有力的武器. 该技

术已成为本院治疗胆管结石最有效的方法. 
腹壁窦道, 肝, 胆道及十二指肠均系软性组

织和器官, 在经腹壁窦道进入胆管时尽管两者

之间存在着钝角, 甚至锐角, 但通过施术者使镜

身方向的变动, 可以拉直窦道与胆道间的夹角, 
向下通过胆总管下段的十二指肠乳头使输尿管

镜进入十二指肠肠腔, 向上可达Ⅳ级肝内胆管[1]

从而使肝内胆管结石历历在目, 配合气压弹道

碎石, 将结石击碎成2 mm以下碎块乃至粉沫, 从
而使结石碎块随冲洗水流进入肠腔或经窦道排

出体外[2]. 气压弹道碎石是将压缩气体产生的能

量驱动碎石器手柄内的子弹体, 子弹体高速运

动撞击撞针, 撞针冲击结石而将其击碎. 因其振

幅极短, 前后振荡不超过2 mm, 只要不直接加

压于胆管壁[3], 便不会造成胆管, 肝脏及十二指

肠的损伤. 气压弹道碎石的动能为机械能, 故无

热、电损伤之虑. 
输尿管硬镜从腹壁窦道转向胆总管下段寻

找管腔的操作以及镜身通过十二指肠乳头进入

十二指肠肠腔的操作为本术式的两个核心技术: 
(1)镜头经腹壁窦道抵达胆总管时先见光滑内壁, 

■创新盘点
在腹腔镜或开放
手术中经胆囊管
置入输尿管镜气
压弹道碎石治疗
继发性胆总管结
石为本临床研究
首创.
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变动输尿管镜方向拉直腹壁窦道与胆总管之间

的夹角, 在将镜身压向肋弓方向的过程中, 视野

中只见管壁而不见管腔, 此时应把稳镜身, 只能

变动角度而不能向前推进[4], 以免戳穿胆总管后

壁导致严重并发症. 当锐角拉直时, 总管腔隙出

现, 方可继续循腔进镜, 对置镜困难者, 可先用

能弯曲的纤维胆道镜插入胆总管下段, 从操作

孔置入输尿管导管作为引导, 再插入输尿管硬

镜便十分安全. (2)镜身通过十二指肠乳头部时, 
切勿使用暴力, 以防假道形成或戳破十二指肠

肠壁. 在寻找其放射状腔隙时要耐心, 细心. 采
用提高冲洗液液袋, 加大液压措施可促使奥狄

氏括约肌张开, 应用阿托品等平滑肌松弛药物

可解除奥狄氏括约肌痉挛, 必要时可从输尿管

镜操作孔插入F4导管, 先使导管通过十二指肠乳

头, 然后在导管的引导下使镜身通过十二指肠

乳头而入肠腔[5]. 一旦进入十二指肠则视野开阔, 
见到肠壁黏膜皱襞[6]及绒毛为判断进入十二指

肠肠腔的指示特征. 手术操作必须在良好的麻

醉下进行, 完全无痛及肌肉松弛是插入输尿管

硬镜的必备条件, 严格遵守循腔进镜的原则, 掌
握持镜稳妥, 动作轻柔, 缓慢进退, 切勿盲目进

镜等操作要领. 为保证输尿管硬镜视野清晰, 冲
洗液应保持一定水压, 使管腔适度扩张, 以管壁

清晰为度, 但应避免压力过大导致管腔增粗使

结石游动而增加碎石难度. 在实施弹道碎石时

应对准结石中心部位, 避免碎石杆直接接触管

壁, 尤其是不能施压于胆管壁, 以免造成组织损

伤, 在视野不清时不要起动气压, 为防止碎石杆

滑动伤及管壁, 碎石时可间断启动气压或单发

撞击, 对于游动结石, 应将结石抵向管壁固定后

再将其击碎. 
输尿管硬镜气压弹道碎石治疗胆管结石有

以下优势: (1)由于镜身前端直径仅3.5 mm, 他
能进入更细的肝内胆管(扩张的Ⅳ级胆管), 因而

可以更加充分地清除细小肝内胆管之结石. (2)
细小的硬镜前端可以更容易通过胆总管下段出

口而进入十二指肠, 从而打开快速清除结石的

通道. (3)特有的碎石功能可将结石击成细碎块

乃至粉末, 尤其是对壶腹部嵌顿结石有独特碎

石作用. (4)击碎的结石细碎块及粉末通过液压

冲洗很容易经细小的镜身与腹部窦道壁之间的

间隙排出或随冲洗水流进入十二指肠. (5)如在

腹腔镜手术中用输尿管硬镜经较粗的胆囊管行

胆道探查, 则可省去安置T管引流之苦及防止可

能带来的并发症. (6)气压弹道碎石能量大(机械

能), 碎石能力强, 可快速清除Ⅳ级以上肝内胆管

内的大量结石, 手术多可一次完成. (7)清石较彻

底, 残留结石少, 再次手术率低. (8)无液电碎石

及等离子爆破碎石的热电损伤之虑. 本技术亦

有其局限性, 对于输尿管镜操作技术不熟练者, 
存在着腹壁窦道, 胆管, 十二指肠损伤的危险, 
尤其是在胆管炎症重, 组织变脆时容易发生. 对
于肝右后叶, 左内叶, 尾状叶等与肝总管夹角极

小的死角部位则非输尿管硬镜所能及, 故该区

域内的肝内胆管结石不适宜使用本方法. 而这

些部位的碎石则可用能弯曲的胆道镜液电碎石

或等离子碎石等技术解决. 对于肝内胆管多发

性结石并囊性扩张者, 其胆管狭窄严重, 且常合

并明显肝纤维化, 无论什么取石方法都非常费

时费力, 也不可能将结石取尽, 而取石后残余结

石的松动及脱落, 还可能导致胆总管下段急性

梗阻, 故应该采取其他手术方法治疗. 
实践证明, 输尿管硬镜气压弹道碎石技术具

有碎石快捷, 清石彻底, 残石率低, 手术时间短, 
费用低廉, 并发症少, 安全高效的特点. 特别是

有大量结石积聚而尚无明显肝萎缩及胆管狭窄

的病例, 采用本项技术不但能够有效清除结石, 
而且能最大限度地保存尚有功能的肝脏组织. 
本方法与纤维胆道镜及其他碎石技术比较[7-11], 
无论是治疗时间及清石彻底性上均有一定优势, 
尤其在清除细小肝内胆管结石及处理胆总管壶

腹部嵌顿结石等难取性结石[12-16]上有独特的治

疗效果. 输尿管硬镜气压弹道碎石技术用于胆

管结石, 拓宽了胆管结石的治疗途径, 临床实用

性强, 具有推广应用价值. 
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