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Abstract
Genotype and viral load have been found as the 
most important viral factors influencing anti-
viral response. Host factors include metabolic 
syndrome such as diabetes type 2, hepatocyte 
steatosis, and insulin resistance. Diabetes type 2 
decreases the sustained response to interferon α, 
and hepatocyte steatosis impairs the sustained 
response rate in patients with HCV genotype 1, 
but not in genotype 3. Insulin resistance emerges 
as the most important host factors in the predic-
tion of response in chronic hepatitis C patients 
with interferon plus ribavirin. Most studies 
showed that insulin resistance may induce inter-
feron resistance by blocking intracellular signal 
pathway of interferon.  

Key Words: Chronic hepatitis C; Type 2 diabetes; 
Hepatocyte steatosis; Insulin resistance; Interferon α

Li YR , Fan XL. Influence of metabolic syndrome on the 
response of chronic hepatitis C to anti-viral therapy and 

its possible mechanism. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(21): 2321-2324

摘要
病毒性肝炎宿主的因素是影响抗病毒疗效重
要的一方面, 近年来随着代谢因素与病毒性肝
炎关系研究日益深入, 其对抗病毒应答影响受
到重视, 大多研究认为2型糖尿病会削弱丙型
肝炎α干扰素的疗效; 而肝脂肪变因丙型肝炎
病毒的基因型不同对干扰素疗效影响不一, 肝
脂肪变会降低基因1型丙型肝炎的干扰素的应
答率, 但对基因3型无影响; 胰岛素抵抗可能
是预测丙型肝炎干扰素疗效最重要的代谢因
素, 大多认为会降低干扰素应答率, 其影响机
制可能与胰岛素信号传导蛋白影响干扰素信
号传导通路有关. 

关键词: 慢性丙型肝炎; 2型糖尿病; 肝脂肪变; 胰岛

素抵抗; α干扰素
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0  引言

抗病毒治疗是病毒性肝炎治疗中最重要的环节, 
影响药物疗效的因素包括病毒和宿主, 病毒因

素包括病毒载量和基因型, 而宿主因素研究最

多的是宿主的免疫功能和肝纤维化程度等, 近
年来宿主的代谢因素, 特别是代谢综合征对抗

病毒疗效的影响越来越受到人们的关注, 特别

是随着慢性病毒学肝炎与代谢综合征的关系的

深入研究, 某些代谢异常可能与抗病毒药物, 特
别是α干扰素的病毒学应答有关, 了解这些因素

之间的相关性对预测和提高抗病毒疗效有积极

的临床意义. 

1  2型糖尿病对抗病毒疗效的影响

临床流行病学资料研究提示慢性HCV、HBV感

www.wjgnet.com

®

■背景资料
聚乙二醇干扰素
联合利巴韦林是
目前国际上标准
的抗丙肝病毒治
疗方案, 但仍有一
部分患者不能获
得持续应答, 既往
对丙型肝炎抗病
毒的预测多集中
于病毒本身, 如病
毒基因型、病毒
载量等, 近年来对
宿主的因素也越
来越受到关注, 特
别是宿主的代谢
因 素 ,  包 括 糖 尿
病、脂肪肝、肥
胖症等, 都对丙型
肝炎的抗病毒疗
效产生影响, 但究
竟产生什么影响, 
产生这些影响的
机制如何尚需进
一步探讨. 

■同行评议者
高泽立 ,  副教授 , 
上海交通大学医
学院附属第三人
民医院消化科



染者较普通人群糖尿病发病率更高, 国外学者调

查慢性丙型肝炎合并糖尿病发病率为12.6%, 明
显高于对照人群的7.6%; 国内报道慢性丙型肝

炎合并糖尿病的发病率更是高达32%. Imazeki 
et al [1]对952门诊肝炎患者进行了研究, 其中包括

544慢性乙型肝炎, 286例慢性丙型肝炎和122例
抗病毒治疗后病毒清除的慢性丙型肝炎, 结果

显示三组糖尿病的发生率分别为6.3%、13.6%
和9.0%; 胰岛素抵抗的发生率分别为36.3%、

54.3%和35.7%, 显示慢性丙型肝炎组明显高于其

他两组. 目前大多数学者认为糖代谢异常者对干

扰素的抗病毒疗效不利, Romero-Gómez et al [2]总

结1059例应用干扰素治疗的慢性丙型肝炎患者, 
其中血糖正常者734例, 空腹血糖受损者218例, 2
型糖尿病者107例, 结果在空腹血糖受损和2型糖

尿病患者中获得持续应答者明显低于血糖正常

者(分别为44%、58.8%); 在对血糖正常患者跟

踪随访中发现获得持续应答者11.4%发生血糖升

高, 而在无应答患者中血糖升高者达24.3%. 另一

项研究对178例未治疗的慢性丙型肝炎应用干扰

素联合利巴韦林治疗, 结果显示获得持续应答和

无应答的患者血糖升高分别未24.24%和44.14%, 
多元回归分析显示基因型、γ-GT和异常血糖是

获得持续应答的独立因素[3]. 
至于糖尿病患者合并慢性丙型肝炎的抗病

毒疗效受到影响的机制不明, 考虑可能是糖尿病

患者合并胰岛素抵抗, 而胰岛素抵抗也可影响干

扰素的疗效, 所以可能糖尿病影响疗效机制与胰

岛素抵抗对干扰素的影响机制一致. 但也有学者

认为糖尿病患者的免疫机制受到损害, 从而影响

干扰素的作用机制, Summers et al [4]报道糖尿病

患者的树突状细胞产生干扰素的能力下降, 这种

干扰素的水平降低会影响T细胞介导的免疫反

应, 从而影响病毒的清除. 

2  肝脂肪变对抗病毒疗效的影响

肝脂肪变作为脂代谢异常的一部分在临床中越

来越常见, 一方面由于生活方式的原因, 脂肪肝

发病率也逐年升高, 另一方面慢性乙、丙型肝

炎本身也可以诱发肝脂肪变. 特别是丙型肝炎

与脂代谢的关系目前研究较多, 从慢性丙型肝

炎患者的肝脏活检病理特点来看, 肝脏脂肪变

是其一个重要的病理学特征. Castéra[5]对于558
例慢性丙肝患者进行分析, 发现54%慢性丙肝合

并脂肪肝, 是肝纤维化的独立相关因素. Jármay 
et al [6]对于114例慢性丙肝患者进行分析, 约74%
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慢性丙肝合并脂肪肝, 合并脂肪肝的患者血清

总胆固醇、甘油三酯水平显著升高. 
既然肝脂肪变与病毒性肝炎关系如此密切, 

推测其对病毒性肝炎的抗病毒疗效也可能会产

生一定的影响, Cindoruk et al [7]对140例慢性乙型

肝炎(42例HBeAg阳性和98例HBeAg阴性)应用

聚乙二醇干扰素单独或联合拉米夫定治疗, 结
果显示获得持续应答者中合并脂肪肝和无脂肪

变者的比例相似, 提示肝脏的脂肪变对于慢性

乙型肝炎的抗病毒治疗没有影响. 
但对于慢性丙型肝炎则有争议, 一项对儿童

慢性丙肝合并脂肪肝的研究发现, 合并脂肪肝的

患儿肝纤维化更重, 且对干扰素的应答率较低. 
合并脂肪肝的持续应答率为23%, 而无脂肪变的

患者的持续应答率可达53%[8]. Soresi et al [9]报道

112例慢性丙型肝炎患者(其中64.3%合并肝脂肪

变)应用聚乙二醇干扰素联合利巴韦林治疗, 获
得SVR为41.1%, 其中对于72例合并脂肪变的患

者SVR仅33.3%, 明显低于无肝脂肪变者(55%), 
提示肝脂肪变会削弱干扰素的长期疗效. 但也

有研究认为肝脂肪变对干扰素疗效影响不大, 
Hu et a l [10]对美国退伍军人的多中心临床研究

发现: 357例慢性丙型肝炎中51.5%合并脂肪肝, 
33.3%存在Ⅲ-Ⅳ的肝纤维化, 经过校正, 统计学

分析显示只有脂肪变程度与肝纤维化程度成正

相关, 影响病毒学应答的独立因素只有HCV的

基因型, 而与肝脂肪变、肝纤维化无关. Hung 
et al [11]临床研究也显示肝脂肪变的发生和严重

程度与干扰素的持续应答无关, 脂肪肝的指标

与体重指数和肝纤维化相关, 而与肝脏的HAI
指数无关.

进一步研究显示肝脂肪变对不同基因型丙

型肝炎抗病毒治疗影响不一, 由于HCV基因3
型会引发与体质量指数无关的脂肪变性, 其与

肝脏脂肪变性相关较为密切, 也可以说肝脏的

脂肪变性主要是HCV基因3型病毒引发的, 而非

基因3型丙型肝炎并发的肝脂肪变与宿主的胰

岛素抵抗有关[12]. 因此理论上讲, 对于基因3型
的慢性丙型肝炎患者, 成功的抗病毒治疗可伴

以肝脂肪变的消失或显著改善. Westin et al [13]对

231例应用聚乙二醇干扰素和利巴韦林联合治

疗的慢性丙型肝炎患者进行了研究, 结果发现: 
肝脂肪变对于基因3型以及非基因3型患者的早

期病毒载量降低均有不利影响, 但只对非基因3
型患者的持续病毒应答有不利影响. 所以, 对于
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■相关报道
Romero-Gómez 
于2006年详细的
阐述了胰岛素抵
抗与丙型肝炎的
关系, 并对抗病毒
治疗的影响进行
回顾. 

■研发前沿
目前国内外对丙
型肝炎对代谢综
合征发生和发展
的影响研究较为
明确, 但代谢综合
征对丙型肝炎的
抗病毒影响的诸
多研究还存在矛
盾. 
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非基因3型合并肝脂肪变的慢性丙型肝炎患者, 
在抗病毒治疗前可给予减轻肝脂肪变的措施

可能会提高抗病毒治疗的持续应答率, Romano 
et al [14]应用卡尼丁(具有降脂作用)联合干扰素

和利巴韦林治疗70慢性丙型肝炎患者, 显示治

疗结束时生化指标(ALT、AST、GGT)和代谢

指标(TG、CHO)都明显改善, 且抗病毒结束时

应答率和持续应答率都高于干扰素联合利巴韦

林治疗组, 提示在抗病毒治疗的同时合并应用

降血脂药物可能会提高抗病毒的应答率. 而对

于基因3型患者则应尽早直接给予抗病毒治疗, 
Castéra et al [15]研究结果表明基因3型慢性丙型肝

炎患者获得持续病毒学应答者肝脂肪变显著改

善, 基因3型患者发生持续病毒应答者肝脂肪变

的改善率显著高于无应答者, 而非基因3型患者

发生持续病毒应答者和无应答者比较, 肝脂肪

变的改善率差异无显著性. 因此, 对于基因3型
的慢性丙型肝炎患者, 成功的抗病毒治疗可伴

以肝脂肪变的消失或显著改善, 而理论上讲非

基因3型慢性丙肝可在抗病毒前或同时应用降

血脂药物治疗以提高持续应答率, 但临床实际

疗效尚需进一步验证. 

3  胰岛素抵抗和抗病毒关系

既往研究发现在注射α干扰素第一针就可以看

到胰岛素抵抗的发生, 在第2周达到最高峰, 研
究者认为可能是因为α干扰素可诱导促炎症因

子, 影响了肝细胞的葡萄糖吸收, 但这种状态是

短暂的, 因为在注射α干扰素的第12、24周时情

况发现, 对于α干扰素治疗没有应答的患者, 胰
岛素抵抗仍然存在, 而对于获得应答者, 胰岛素

抵抗大多消失, 对于治疗结束的患者, 如果再次

出现HCV RNA复发, 则胰岛素抵抗也多半随之

发生, 这更有力的证明了HCV与胰岛素抵抗的

密切关系. 
影响α干扰素抗病毒的疗效的因素很多, 对

于病毒而言, 基因型和病毒的负荷是影响疗效

最重要的因素; 而对于宿主而言, 则因素较多, 
包括HLA、体质量指数、肝脂肪变、人种、肝

纤维化和代谢综合征. 如前所述, 基因1型的慢

性丙型肝炎的肝脂肪变影响α干扰素疗效, 但基

因3型肝脂肪变对α干扰素疗效无明显影响. 对
于基因1型, 获得持续疗效者中的32%患者的

HOMA指数小于2, 而无应答者中60%的患者

HOMA指数大于2, 提示胰岛素抵抗和干扰素应

答密切相关[16], 但对331例无糖尿病的基因1型

慢性丙型肝炎应用α干扰素治疗, 结果发现是肝

脂肪变而非胰岛素抵抗是影响干扰素的独立因

素[17]. 究竟是肝脂肪变还是胰岛素抵抗是预测

疗效的独立因素尚不清楚, 同时也说明二者的

密切程度, 有学者认为由于HOMA指数的计算

更为简便, 而肝脂肪变则需要进行肝活检, 具有

一定风险, 所以对于基因1型慢性丙型肝炎是否

可以用HOMA指数而非脂肪肝来作为预测干扰

素疗效尚待进一步临床研究. 
另外Persico et al也从宿主代谢因素的角度

解释为何基因1型HCV比2型对干扰素应答差, 
对198例HCV感染者应用干扰素治疗, 结果发现

在无应答者中代谢综合征者、基因1型患者和

SOCS3的表达密切相关, 单变量分析显示基因

型、年龄、代谢综合征和SOCS3表达量与治疗

应答相关, 但多因素分析显示只有SOCS3表达

量是独立因素, 因此研究者认为, 基因1型之所

以疗效差是因为基因型1诱发了SOCS3表达, 而
SOCS3降低了应答率, 因此认为SOCS3从本质

上影响干扰素疗效[18]. Walsh et al [19]也报道了145
例慢性丙型肝炎应用干扰素治疗, 基因1型无应

答者与SOCS3表达有关. 
胰岛素抵抗降低α干扰素应答的机制还不

明了. α干扰素和细胞表面受体结合后, 激活了

Jak1和Tyk2, 进而激活STAT, 激活的STAT转运到

核内, 在那里结合干扰素α2刺激因子. 最近研究

发现, 在利用Hu7细胞制备HCV复制子中, 加入

α干扰素可阻断HCV的复制, 但同时加入胰岛素

后, 干扰素的这种抗病毒作用消失, 进一步研究

发现胰岛素是通过PI3K和SOCS3来干扰干扰素

的作用. 
关于慢性丙型肝炎患者应用 α干扰素

抗病毒治疗对胰岛素抵抗的影响报道不一 , 
Kawaguchi et al [20]报道认为通过抗病毒治疗后, 
无应答者慢性丙型肝炎患者的HOMA指数无变

化, 而对于取得持续疗效的患者, 患者的HOMA
指数明显下降, 胰岛素受体1, 2表达也明显恢复. 
但Mello et al [21]对30例HCV感染合并2型糖尿病

患者应用聚乙二醇干扰素联合利巴韦林治疗6 
mo, 无论患者有无应答, HOMA指数差异均无显

著性. 而法国跟踪报道1例2000年诊断为糖尿病

的40岁患者, 2002年开始应用胰岛素治疗, 2003
年诊断为慢性丙型肝炎, 应用聚乙二醇干扰素

联合利巴韦林治疗, 治疗前HbAC1为7.7%, 治疗

20 wk时, 因反复出现低血糖停用胰岛素治疗, 24 
wk时检测HCV RNA仍阳性, 治疗为无应答, 随

■创新盘点
本文就干扰素抗
丙型肝炎病毒的
疗效与代谢综合
征的各个指标, 如
糖尿病、肝脂肪
变、胰岛素抵抗
等关系进行了详
细的评述, 特别对
胰岛素抵抗对干
扰素疗效的影响
及其影响的机制
进行了深入的阐
述, 为人们在应用
干扰素抗丙肝病
毒的预测时提供
有价值的临床依
据. 
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停止治疗, 但患者HbAC1转为正常4.7%, 空腹血

糖正常. 研究者认为, 即便α干扰素未获得持续

疗效, 也有患者的胰岛素抵抗状态好转, 具体机

制不明[22]. 
目前, 宿主的代谢因素, 特别是代谢综合征

与病毒性肝炎的抗病毒疗效的关系研究才刚刚

开始, 有些研究结果之间存在矛盾, 提示还需要

更深入的研究来揭示二者的关系, 包括等级更

高的循证医学和更有说服力的分子生物学的支

持. 进一步阐明二者的关系, 将为慢性肝炎患者

制定抗病毒方案提供相关的理论和临床实践依

据, 从而有助于临床上对病毒性肝炎进行更合

理有效的治疗. 
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Abstract
AIM: To explore the relationship between 
N-cadherin expression and clinicopathological 
significance in esophageal squamous cell 
carcinoma (ESCC), and to investigate the 
invasive ability change of EC9706 cells after 
N - c a d h e r i n g e n e w a s s i l e n c e d b y R N A 
interference (RNAi) technique.

METHODS: PV immunohistochemical method 
and reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) were used to detect the ex-
pression of N-cadherin in 62 cases of normal 
esophageal epithelia, 31 cases of adjacent atypi-
cal hyperplasia and 62 cases of ESCC at protein 
and mRNA level, respectively. N-cadherin siR-
NA was transfected into EC9706 cells to inhibit 

the expression of N-cadherin. The effect of RNAi 
was detected by RT-PCR and Western blot. The 
invasive ability of EC9706 cells was determined 
by Transwell assay.

RESULTS: The expression of N-cadherin pro-
tein increased by turns in normal esophageal 
epithelia, adjacent atypical hyperplasia and 
carcinoma specimens, which was 29.0% (18/62), 
61.3% (19/31), and 75.8% (47/62), respectively. 
There was a significant difference among the 
groups (P < 0.05). N-cadherin protein expres-
sion was related with the invasion, differentia-
tion, and lymph node metastasis (P < 0.05). The 
expression of N-cadherin mRNA in ESCC was 
significantly higher than that in atypical hyper-
plasia and normal esophageal mucosa (0.6631 
± 0.0162 vs 0.4613 ± 0.0239, 0.1538 ± 0.0192; χ2 = 
819.242, P < 0.01). N-cadherin mRNA expression 
was related with the differentiation, infiltration 
depth, and lymph node metastasis (P < 0.05). Af-
ter RNAi , the expression of N-cadherin was sig-
nificantly decreased in EC9706 cells, and the cell 
invasive abilitiy was also markedly decreased. 

CONCLUSION: High-level expression of N-cad-
herin has a close relationship with the invasion 
and metastasis of ESCC. RNAi-induced down-
regulation of N-cadherin may impair the inva-
sive abilitiy of EC9706 cells.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
RNA interference; N-cadherin; EC9706 cell

Li K, Wang X, He W, Lin N, Fan QX. Effects of N-cadherin 
expression on the invasion and metastasis of esophageal 
squamous cell carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(21): 2325-2332

摘要
目的: 探讨神经型钙黏附蛋白(N-cadherin)在食
管鳞癌组织中的表达及其临床病理意义, 以及
RNA干扰(RNAi)沉默N-cadherin基因表达对人
食管癌细胞系EC9706体外侵袭能力的影响. 

方法: 采用免疫组织化学PV法和RT-PCR检
测62例食管鳞癌组织、31例癌旁不典型增生

www.wjgnet.com

®

■背景资料
钙黏附分子家族
(cadherin family)
和肿瘤的侵袭转
移密切相关, 其中
以上皮性钙黏附
蛋白(E-cadherin)
和神经性钙黏附
蛋白(N-cadherin)
分 布 最 广 泛 .  国
内 外 已 有 许 多
研究表明食管鳞
癌的浸润转移与
E-cadherin的低表
达或不表达有关. 
最近研究表明, 在
前 列 腺 癌 ,  乳 腺
癌中N -cadherin
表 达 增 多 ,  并 且
在引起肿瘤浸润
转移方面有着比
E-cadherin减少更
为重要的作用.
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组织及62例正常食管黏膜组织中N-cadherin
蛋白和mRNA的表达. 将N-cadherin基因的
RNA干扰载体稳定转染至EC9706, 通过RT-
PCR和Western blotting检测RNAi的效果; 运用
Transwell体外侵袭实验检测RNAi后细胞侵袭
能力的改变.  

结 果 :  正 常 黏 膜 组 织、癌 旁 不 典 型 增 生
组织及食管鳞癌组织中N-c a d h e r i n的阳性
表达率依次升高 ,  分别为29 .0%(18 /62)、
61.3%(19/31)、75.8%(47/62), 组间比较差异
有统计学意义(P <0.05); N-cadherin蛋白的阳性
表达率与食管鳞癌的浸润深度、分化程度及
淋巴结转移密切相关(χ2 = 6.916, 6.924, 4.486, 
P <0.05). 食管鳞状细胞癌组织中N-cadherin 
mRNA 的相对含量高于癌旁不典型增生组
织及正常食管黏膜组织(0.6631±0.0162 vs  
0.4613±0.0239, 0.1538±0.0192), 组间比较
差异有统计学意义(χ2 = 819.242, P <0.01). 
RNAi后EC9706中N-cadherin的表达显著下降; 
Transwell小室体外侵袭实验显示, EC9706的
体外侵袭能力也降低. 

结论: 食管鳞癌组织中N-cadherin的高表达与
食管鳞癌的浸润、恶化有密切的关系. RNAi
沉默N-cadherin基因表达能够使EC9706体外
侵袭能力降低.

关键词: 食管鳞癌; RNA干扰; 神经性钙黏附蛋白; 

EC9706细胞
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0  引言

恶性肿瘤的侵袭和转移严重威胁着患者的生

命. 钙黏附分子家族(cadherin family)和肿瘤的

侵袭和转移密切相关, 其中以上皮性钙黏附蛋

白(E-cadherin)和神经性钙黏附蛋白(N-cadherin)
分布最广泛. 国内外已有许多研究表明食管鳞

癌的浸润转移与E-cadherin的低表达或不表达

有关[1-2]. 最近研究表明, 在前列腺癌, 乳腺癌中

N-cadherin表达增多, 并且在引起肿瘤浸润转移

方面有着比E-cadherin减少更为重要的作用[3-4]. 
N-cadherin对于肿瘤上皮细胞及表达N-cadherin
的血管平滑肌细胞和外皮细胞之间的黏附起着

重要的作用. 在肿瘤形成的过程中, N-cadherin 
的表达有助于血管形成及上皮细胞-间质细胞的
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迁移, 从而使肿瘤细胞更加富于侵袭性, 易于转

移[5]. 
鉴于上述, 本研究首先对食管鳞癌组织、

癌旁不典型增生组织及正常食管黏膜组织中

N-cadherin蛋白和mRNA的表达进行检测, 分析

其与食管鳞癌临床诸病理因素的关系, 然后运

用RNA干扰技术, 从RNA水平降低N-cadherin
基因在人食管癌细胞系E C9706中的表达, 以
观察N-cadherin基因表达下调对食管癌细胞系

EC9706侵袭能力的影响, 从而为食管癌侵袭机

制的研究提供新的思路, 并为其临床治疗提供

新的靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 pEGFP-MSCVneo质粒和pMSCVneo/
N-cadherin质粒(由协和医科大学马杰博士馈赠). 
pEGFP-MSCVneo质粒大小7.2 kb, 内含增强型

绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent protein, 
EGFP)基因序列和多克隆位点, 在细胞内表达

后可发出绿色荧光. 原核细胞中的筛选标记为

氨苄青霉素, 真核细胞中为新霉素. pMSCVneo/
N-cadherin质粒大小为7.5 kb, 内含EGFP基因

序列、U6启动子序列和多克隆位点等. 人食管

癌细胞株EC9706由中科院提供. DH5α菌株(由
郑州大学医学院重点分子医学实验室侯卫红

博士馈赠). RNA提取试剂盒(美国Qiagen公司); 
RevertTM First Stand cDNA Synthesis Kit(加拿大

MBI Fermentas公司); PCR试剂盒(上海生物工程

公司); N-cadherin一抗(鼠抗人mAb, 美国Abcam
公司); Matrigel matrix(美国BD公司); 脂质体

Lipofectamine2000(美国Invitrogen公司); 新霉素

G418(美国Gibco-BRL公司); 标准核酸分子量参

照物: 100 bp DNA Ladder Marker(大连TaKaRa
公司); 内对照β-actin引物、N-cadherin引物、

MMP-9引物(上海生物工程公司); Transwell小室

(美国Costar公司). 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学法检测N-cadherin蛋白在食

管鳞癌组织中的表达: (1)标本及处理, 62例食管

鳞癌手术切除标本于2006-02-26/03-16取自安

阳市肿瘤医院. 其中男36例, 女26例, 年龄38-75
岁, 所有病例均病理学诊断明确, 且术前均无化

疗、放疗及免疫治疗史. (2)免疫组织化学染色, 
62例标本分别取无坏死癌灶、癌旁组织(距癌灶

3 cm以内)及远端(距癌灶5 cm以上)正常黏膜组

织(经HE染色证实, 癌旁组织中31例有不典型增
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生), 经40 g/L多聚甲醛固定, 常规脱水, 石蜡包

埋, 连续切片, 切片厚度4-6 μm. 62例均经组织学

证实为鳞状细胞癌. 其中组织学分级Ⅰ级15例, 
Ⅱ级25例, Ⅲ级22例; 伴淋巴结转移者20例, 无
淋巴结转移者42例. 浸润黏膜下层或浅肌层者7
例, 浸润深肌层或外膜层者55例. 浓缩型鼠抗人

神经型钙黏附蛋白mAb, 工作浓度1∶110; 二步

法免疫组化检测试剂(PV-9000); DAB显色增强

剂. 染色方法严格参照免疫组化PV-9000试剂盒

说明书进行操作, 以PBS液代替一抗作为阴性对

照. (3)结果判断标准, 胞膜/胞质棕黄色染色为阳

性, N-cadherin以胞质染色为主, 按着色强度和阳

性细胞比例进行综合评分, 阳性比例30%以下为

1分, 30%-60%为2分, 60%以上为3分, 着色程度: 
无着色为0分(阴性), 浅黄色为1分(弱阳性), 棕黄

色为2分(阳性), 棕褐色为3分(强阳性), 然后根

据两者乘积的积分进行统计分析, 0-1分为阴性

(-), 2-3分为弱阳性(+), ≥4分为阳性(++)[6]. (4)食
管鳞癌组织中N-cadherin mRNA的RT-PCR检测, 
取冰冻新鲜组织, 按试剂盒说明进行RT-PCR. 内
对照β-actin上游引物: 5'-CATCCTGCGTCTGGA
CCT-3'; 下游引物5'-TCAGGAGGAGCAATGAT
CTTG-3'; PCR产物480 bp, N-cadherin上游引物: 
5'-CAACTTGCCAGAAAACTCCAGG-3'; 下游

引物5'-ATGAAACCGGGCTATCTGCTC-3'; PCR
产物204 bp. 反应条件为: 94℃预变性5 min, 进
入PCR循环: 95℃ 30 s, 62℃ 50 s, 72℃ 60 s, 35
个循环后72℃延伸7 min. PCR产物行20 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 于紫外灯下观察照相. 采用德国

Kontron公司IBAS2.0真彩图像分析仪对条带灰

度值进行扫描分析.
1.2.2 RNA干扰沉默N-cadherin基因在人食管

癌细胞系EC9706中的表达及其对细胞体外侵

袭能力的影响: (1)阳离子脂质体转染及抗性克

隆的筛选和扩增. 将EC9706接种至6孔培养板

中, 待其融合达90%-95%时, 用脂质体法对其

进行转染(具体方法参照LipofectamineTM 2000
说明书). 转染共分4组: 正常对照组、脂质体

组、p E G F P-M S C V n e o质粒组(空载体组)、
pMSCVneo/N-cadherin质粒组(干扰载体组). 选
用G418进行抗性克隆的筛选和扩增 ,  初选浓

度为600 mg/L(由预实验得出), 10-15 d后降为

300 mg/L, 继续维持10-15 d. 转染后的细胞每

隔3-4 d在荧光显微镜下488 nm波长处观察荧

光. (2)RT-PCR检测EC9706转染前后N-cadherin 
mRNA的表达, 选用正常对照组、空载体组、干

扰载体组、乳腺癌细胞系435(阳性对照组)4组
细胞, 按试剂盒说明进行RT-PCR. 内对照β-actin
上游引物: 5'-CATCCTGCGTCTGGACCT-3'; 下
游引物5'-TCAGGAGGAGCAATGATCTTG-3'; 
PCR产物480 bp, N-cadherin上游引物: 5'-CAA
CTTGCCAGAAAACTCCAGG-3'; 下游引物

5'-ATGAAACCGGGCTATCTGCTC-3'; PCR产
物204 bp. 反应条件为: 94℃预变性5 min, 进入

PCR循环: 95℃ 30 s, 62℃ 50 s, 72℃ 60 s, 35个
循环后72℃延伸7 min. PCR产物行20 g/L琼脂

糖凝胶电泳, 于紫外灯下观察照相. 采用德国

Kontron公司IBAS2.0真彩图像分析仪对条带灰

度值进行扫描分析. (3)Western blotting检测转

染前后N-cadherin的蛋白表达, 分别取正常对

照组、空载体组、干扰载体组、阳性对照组4
组细胞消化、PBS洗涤后, 用如下裂解液提取

细胞总蛋白: 0.1 mol/L NaCL, 0.01 mol/L Tris-
HCL(pH值为7.6), 0.001mol/L EDTA(pH值为

8.0), 1 mg/L Aprotinin, 100 mg/L苯甲基磺酰胺

(PMSF), PMSF不稳定, 用前现加. PMSF通常配

制成10或100 mmol/L浓度的储存液(1.74 g或者

17.4 g/L溶解于异丙醇中)保存于-20℃. 离心取

上清, 用BCA试剂盒进行蛋白定量. 取等量蛋白

60 μg上样于120 g/L聚丙烯酰胺凝胶, 再转移至

硝酸纤维素膜, 膜于含5%脱脂奶粉的TBST中
室温下封闭1 h, 加以封闭液稀释的N-cadherin兔
抗人mAb(1∶2000), 4℃过夜. 次日用TBST洗膜

3×15 min, 加封闭液稀释的HRP标记的兔抗鼠

IgG(1∶500), 室温摇床温育1 h, TBST洗膜3×15 
min, 加ECL试剂, 胶片(Kodak)曝光, 洗片. 采用

德国Kontron公司IBAS2.0真彩图像分析仪对条

带灰度值进行扫描分析. (4)RT-PCR检测EC9706
转染前后MMP-9 mRNA的表达, 选用正常对照

组、空载体组及干扰载体组3组细胞, 按试剂盒

说明进行RT-PCR. 内对照β-actin同上, MMP-9
上游引物: 5'-TGGAGTCACTGTACACCCTC-3'; 
下游引物5'-CGGACATCCGCTAAACAGGT-3'; 
PCR产物400 bp. 反应条件为: 94℃预变性5 min, 
进入PCR循环: 95℃ 30 s, 58℃ 50 s, 72℃ 60 s, 
35个循环后72℃延伸7 min. PCR产物行20 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 于紫外灯下观察照相. 采用德国

Kontron公司IBAS2.0真彩图像分析仪对条带灰

度值进行扫描分析. (5)Transwell小室体外侵袭

试验, 将冻存于-80℃冰箱的基质胶(matrigel)4℃
过夜(24 h), 变成液态; 取300 μL无血清培养基, 
加入60 μL(或50 μg/室)Matrigel, 混匀, (4℃操作, 

■相关报道
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最好在冰浴上), 加入上室各100 μL(3个室); 放入

37℃培养箱中, 孵育4-5 h(>5 h); 此间经常观察, 
当出现“白色层”时, 说明已经变为固态; 收获

正常对照组、空载体组及干扰载体组三组细胞, 
分别用不含胎牛血清的DMEM悬浮, 制备单细

胞悬液, 将细胞密度调至5×108/L; 用无血清培

养基洗Matrigel 1次; 每孔加入100 μL细胞悬液; 
下腔室中加入500 μL含有200 mL/L FBS条件培

养基; 37℃培养箱中, 孵育20-24 h; 弃去上室液

体, 小心取出上室, 用湿棉签擦去膜上面未穿过

膜的细胞, 用70%甲醇固定45 min, 未结合型苏

木素染色5 min, 流水冲洗终止. 光学显微镜下观

察迁徙至膜上的细胞, 每孔计数5个高倍镜视野

(×100)中的细胞数总和, 求其平均值. 穿膜的细

胞数目多少作为评价肿瘤细胞浸润能力强弱的

指标.
统计学处理 所获实验数据均采用SPSS11.0

版软件包进行统计学处理. 所有数据采用mean
±SD表示, 多组均数间比较采用单因素方差进

行统计分析. 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 N-cadherin蛋白表达及其与临床生物学行为

的关系 N-cadherin阳性信号定位于细胞质, 呈
黄色或棕黄色, 其在正常食管黏膜组织、癌旁

不典型增生组织及癌组织中的表达依次升高

29.0%(18/62)、61.3%(19/31)、75.8%(47/62), 组

间比较差异有统计学意义(P <0.05, 图1, 表1). 与
食管鳞癌分化程度、浸润转移的关系见表2.
2.2 食管鳞癌组织、癌旁不典型增生组织及正

常黏膜组织中N-cadherin mRNA的表达 N-cad-
herin mRNA RT-PCR扩增产物与预计一致, 其
片段大小为204 bp, 内参β-actin片段大小为480 
bp(图2). 扩增结果经凝胶灰度扫描而对N-cad-
herin mRNA表达进行定量, 在食管鳞癌癌变过

程中N-cadherin在正常黏膜组织、癌旁不典型

增生组织及癌组织中mRNA的含量依次增高, 组
间比较差异有统计学意义(P <0.05, 表1). 不同临

床病理特征患者食管组织中N-cadherin mRNA
相对含量见表2.
2.3 阳离子脂质体转染及阳性克隆的筛选与扩

增 转染24 h后在荧光显微镜下488 nm波长处观

察, 空载体组及干扰载体组均可见明亮的绿色

荧光, 胞质和胞核都有, 并可维持1 mo以上(图3). 
正常对照组、脂质体组未见绿色荧光. 当G418
以600 mg/L的初选浓度作用10-15 d后, 正常对照

组、脂质体组细胞绝大部分死亡, 然后将G418
浓度降为300 mg/L维持, 10-15 d后正常对照

组、脂质体组细胞全部死亡, 从而得到稳定表

达EGFP的EC9706, 后续培养中仍用300 mg/L的
G418维持.
2.4 RT-PCR检测转染前后EC9706 N-cadherin的

mRNA表达 4种细胞均扩出480 bp的β-actin内参

带, 阳性对照组、正常对照组和空载体组细胞

■创新盘点
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了N-cadherin在食
管鳞癌组织中的
表达 ;  在研究N - 
cadherin的作用机
制时, 首次采用了
RNA干扰技术, 通
过降低N-cadherin
在EC9706细胞中
的表达来分析其
对细胞侵袭力的
影响.

表  1  食管鳞癌组织、非典型增生组织及正常食管黏膜组织中N-cadherin mRNA和蛋白表达

     
病理学参数                  n

                 N-cadherin mRNA表达                  
χ2	     P

            N-cadherin蛋白表达        
χ2           P

			    +	        相对含量			    +	 阳性率(%)

正常黏膜上皮	 62	 21	 0.1538±0.0192			   18	     29.0		

非典型增生	 31	 25	 0.4613±0.0239	 819.242	 0.000	 19	     61.3	   29.091  0.000

鳞癌		  62	 52	 0.6631±0.0162			   47	     75.8		

A B

图  1  N-cadherin的表达(PV×200). A: 正常食管黏膜组织; B: 食管鳞癌组织.
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均可见清晰的约204 bp的N-cadherin目的条带, 
而干扰载体组细胞的目的条带亮度明显减弱, 
差异有统计学意义(P <0.05, 图4). 
2.5 Western blotting检测EC9706转染前后N-cad-
herin的蛋白表达 空载体组中N-cadherin的蛋白

表达与正常对照组相比无明显变化, 而干扰载

体组中N-cadherin的蛋白表达与正常对照组相

比则明显降低, 差异有统计学意义(P <0.05, 图5).
2.6 RT-P CR检测EC9706转染前后M M P-9的

mRNA表达 3组细胞均扩出480 bp的β-actin内
参带, 正常对照组和空载体组细胞均可见清晰

的约400 bp的MMP-9目的条带, 而干扰载体组

细胞的目的条带亮度减弱, 差异有统计学意义

(P <0.05, 图6).
2.7 转染前后EC9706各组细胞的体外侵袭能力

分析 正常对照组、空载体组及干扰载体组之间

比较, 干扰载体组穿膜的细胞数显著减少, 差异

有统计学意义(P <0.05, 图7-8).

3  讨论

N-cadherin在食管鳞癌组织中的表达及其临床

病理意义, 目前已知的与肿瘤转移有关的黏附

■应用要点
本研究为食管癌
侵袭机制的研究
提供新的思路, 并
为其临床治疗提
供新的靶点.

表  2  食管鳞癌组织中N-cadherin mRNA和蛋白表达与临床病理学参数的关系

     
病理特征

			               N-cadherin mRNA表达	                                                   N-cadherin蛋白表达

		    n 	        相对含量	            F /t 	                 P 	 阳性(n , %)		 χ2	     P

组织分级

    Ⅰ		  10	 0.5664±0.0123	   			     8(53.3)			 

    Ⅱ		  21	 0.6408±0.0078	     555.231          0.000	 19(76.0)	             6.924	 0.031

    Ⅲ		  21	 0.7417±0.0064				    20(90.9)
浸润深度
    浅层		    3	 0.5814±0.0346	       75.866          0.000       	   2(28.6)	             6.916	 0.009

    深层		  49	 0.7470±0.0140				    45(81.8)
淋巴结转移
    无		  30	 0.6857±0.0907	         7.269          0.012	 28(66.7)	             4.486	 0.034

    有		  22	 0.7835±0.1072				    19(95.0)

1       2     3      M

b-actin

N-cadherin

500 bp

200 bp

图  2  食管鳞癌、癌旁及相应正常食管黏膜中N-cadherin
的mRNA表达. 1: 正常食管黏膜; 2: 癌旁组织; 3: 食管鳞癌组

织; M: marker.

图  3  转染30 d后倒置荧光显微镜下干扰载体组EC9706细
胞观(×400).
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图  4  EC9706细胞转染前后N-cadherin mRNA的相对表达
量. 1: 阳性对照组; 2: 正常对照组; 3: 空载体组; 4: 干扰载体

组; M: 100 bp Marker. aP<0.05 vs  正常对照组和空载体组.
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分子可分为5类: 整合素家族、选择素家族、

免疫球白超家族、钙黏附蛋白家族和未归类的

黏附分子. 钙黏附分子家族由一系列结构和功

能相似的单链跨膜糖蛋白组成. 经典的钙黏附

蛋白按其最初来源分为: E-cadherin(上皮型)、
N-cadherin(神经型)、P-cadherin(胎盘型)3种, 分
子质量均约为120 kDa, 主要参与介导钙离子依

赖的同型细胞间的黏附. 该家族的特点是既可

以作为受体, 又可以作配体按嗜同类结合方式

而相互结合, 对细胞识别、迁徙、归类行为及

在维持正常组织结构方面起着重要作用, 参与

调节组织发生和形态分化[7]. 
最近研究表明[3-4], N-cadherin在乳腺癌、

前列腺癌的表达增多, 并且在引起肿瘤的浸润

和转移方面有比E-cadherin的减少更为重要的

作用. Utsuki et al [8]发现在脑胶质母细胞瘤和星

形细胞瘤中N-cadherin的表达增加, 并且和肿

瘤的病理分级相关, 而E-cadherin的表达减少.  
Makagiansar et al [9]发现N-cadherin可以增加恶性

T细胞瘤对上皮细胞的黏附力, 使其更容易发生

转移. 
本研究结果显示, 随着食管鳞癌浸润深度

增加、分化程度降低及发生转移N-cadherin蛋
白的阳性表达率增加, 且差异均有统计学意义

(P <0.05). RT-PCR结果亦证实: 在正常食管黏

膜、癌旁不典型增生及食管鳞状细胞癌组织

中均发现N-cadherin mRNA的表达, 但3组间

N-cadherin mRNA相对含量比较, 差异有统计学

意义(χ2 = 819.242, P <0.01). 不同分化程度、不

同浸润深度及有无淋巴结转移的食管鳞状细胞

癌组织之间N-cadherin mRNA相对含量差异均

有统计学意义(P <0.05), 从而提示N-cadherin可
以作为食管鳞癌浸润转移的预测指标. 

RNA干扰沉默N-cadhe r in基因在人食管

癌细胞系EC9706中的表达及其对细胞体外侵

袭能力的影响. 为了进一步验证N-cadherin基
因表达与食管癌浸润、转移的关系, 本研究将

N-cadherin 基因的RNA干扰载体pMSCVneo/
N-c a d h e r i n质粒稳定转染至人食管癌细胞系

EC9706, RT-PCR和Western blotting结果显示: 
稳定转染干扰载体的EC9706中N-cadher in的
m R N A和蛋白表达水平均明显下降 ,  同时通

过Tr answe l l小室体外侵袭实验证明, 伴随着

N-cadher in的mRNA和蛋白表达水平的下降, 
EC9706的体外侵袭能力也随之下降. 

肿瘤细胞的浸润和转移包括肿瘤细胞通过

黏附作用脱离原发灶, 移动到基底膜, 降解细胞

外基质, 突破组织屏障结构, 局部浸润或远距离

及全身组织扩散, 而N-cadherin对于肿瘤上皮细

胞及表达N-cadherin的血管平滑肌细胞和外皮

细胞之间的黏附起着重要的作用. 在肿瘤形成

的过程中, N-cadherin的表达有助于血管形成及

上皮细胞-间质细胞的迁移, 从而使肿瘤细胞更

加富于侵袭性, 易于转移[5]. Nieman et al [10]将外源

性N-cadherin基因转入E-cadherin表达阳性的乳

腺癌细胞, 尽管转染后的细胞E-cadherin表达仍

■名词解释
Transwell小室体
外 侵 袭 试 验 :  将
Transwell小室放
入培养板中, 小室
内称上室, 培养板
内称下室, 上室内
盛装上层培养液, 
下室内盛装下层
培养液, 上下层培
养液以聚碳酸酯
膜相隔. 先在膜上
涂一层基质胶, 模
拟细胞外基质, 然
后将细胞种在上
室内, 由于聚碳酸
酯膜有通透性, 下
层培养液中的成
分可以影响到上
室内的细胞, 从而
可以研究下层培
养液中的成分对
细胞生长、运动
等的影响.
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图  5  EC9706细胞转染前后N-cadherin蛋白表达. 1: 阳性

对照组; 2: 正常对照组; 3: 空载体组; 4: 干扰载体组. aP<0.05 

vs  正常对照组和空载体组.
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图  6  EC9706细胞转染前后MMP-9 mRNA表达. 1: 干扰

载体组; 2: 空载体组; 3: 正常对照组; M: 100 bp Marker. 
aP<0.05 vs  正常对照组和空载体组.
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为阳性, 但细胞的迁移和侵袭能力却得以加强. 
对于N-cadherin表达下调导致人食管癌细

胞EC9706的体外侵袭能力下降的可能机制本研

究也进行了初步探讨. Suyama et al [5]的研究发

现N-cadherin的增加可以通过FGF激活MAPK- 
ERK信号转导途径, 诱导MMP-9基因表达, 有
利于肿瘤血管的形成 ,  使肿瘤易于生长和转

移. 基质金属蛋白酶(matrix metal loproteinases, 
MMPs)是一组结构中含Zn2+和Ca2+的蛋白水解

酶家族, MMP-9的主要底物均为Ⅳ/Ⅴ型胶原, 故
也称为Ⅳ型胶原酶(明胶酶). Ⅳ型胶原为基底膜

中结构蛋白, 对维持基底膜的完整性至关重要. 
由于Ⅳ型胶原独特的螺旋结构, 因此大部分蛋

白酶对其无降解作用, 但MMP-9可以降解Ⅳ型

胶原和层粘连蛋白等成分, 破坏基底膜的完整 
性[11-14], 这是肿瘤浸润和转移的先决条件. 为此, 
本研究通过RT-PCR检测了转染前后EC9706中
MMP-9的mRNA表达水平的变化, 结果表明, 伴
随着N-cadherin的mRNA和蛋白表达水平的下

降, EC9706中MMP-9 mRNA表达水平也随之下

降, 从而提示, N-cadherin的表达下调可能通过

下调MMP-9的表达, 降低细胞对细胞外基质的

降解能力, 进而降低细胞的体外侵袭能力. 至于

N-cadherin是如何通过MMP-9发挥作用, 尚需进

一步的研究. 
总之, 本研究首先从mRNA和蛋白水平证实

N-cadherin与食管鳞状细胞癌的发生、侵袭及转

移有关; 然后又通过RNA干扰技术, 使得人食管

癌细胞系EC9706中N-cadherin mRNA和蛋白表

达水平下调, 同时MMP-9 mRNA表达水平也随之

下调, 伴随着两者表达的下调, 人食管癌细胞系

EC9706的体外侵袭能力也随之下降, 从而提示, 
食管癌的侵袭、转移可能是N-cadherin和MMP-9
共同作用的结果, 为食管癌侵袭机制的研究提供

新的思路, 并为其临床治疗提供新的靶点.
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Abstract
AIM: To analyze the sequence of heavy and 
light chain of the variable region (VH and VL) in 
the anti-human gastric cancer antibody, select a 
suitable linker peptide to construct single chain 
antibody, model the 3-D structure and predict the 
relationship between its structure and function. 

METHODS: Using the sequences of VH and VL, 
which derived from the phage display library 

of antibodies against human gastric cancer, a 
suitable linker peptide was chosen to obtain the 
primary structure of the single-chain antibody 
with considering the C-terminal and N-terminal 
structural character. Furthermore, the 3-D theo-
retical structure was modeled with computer-
guided homology modeling method. The stable 
spatial conformation of the single-chain variable 
region was determined with mechanism opti-
mization and molecular dynamic simulation. 
The structural property and physical-chemical 
characters were analyzed using the distance 
geometry, surface electrostatic distribution and 
solvent accessible surface calculation. 

RESULTS: The conformation of the successfully 
constructed single-chain antibody was stable. 
Except one amino acid conformation of connect-
ing peptide, others’ were reasonable. VL CDR1, 
CDR2 and VH CDR3 solution accessibility sur-
face area distributed strongly, but VL CDR3, VH 
CDR1, and CDR2 were comparatively weak. VH 
CDR3 region had strong electronegativity. 

CONCLUSION: The 3-D structure of the created 
single chain antibody is proved reasonable and 
reliable.  

Key Words: Gastric cancer; Single-chain antibody; 
Mechanism optimization; Molecular dynamic simu-
lation; Solvent accessible surface; Surface electro-
static distribution
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摘要
目的: 考察抗人胃癌抗体可变区轻、重链序
列, 选择合适的连接肽构建单链抗体, 并模拟
其三级结构, 预测单链抗体结构与功能关系. 

方法: 利用获得的源自抗人胃癌噬菌体抗体
库中筛选出的抗体可变区轻、重链序列, 通过
分析抗体轻重链可变区C-端、N-端结构特征, 
选择合适的连接肽, 进而利用分子模拟原理构
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■背景资料
在肿瘤的诊断治
疗中, 抗体占有很
重要的作用. 本研
究利用噬菌体抗
体库技术, 绕过杂
交瘤技术, 获得了
鼠抗人胃癌重链
及轻链可变区片
段, 并通过分析其
N-端、C-端序列
及结构特征, 选择
合适的连接肽构
建单链抗体, 经计
算机辅助分子模
拟方法构建其空
间构象. 为今后胃
癌的显像和导向
治疗奠定了一定
的基础. 

■同行评议者
李奇林, 教授, 南
方医科大学附属
珠江医院急诊部



建单链抗体可变区的空间构象; 经过力学优
化、动力学模拟确定其稳定的三维结构; 借
助距离几何学、表观静电分布、溶液可及性
表面积分析, 对单链抗体的结构特征及理化性
质进行理论分析.
 
结果: 成功获得的单链抗体稳定构象, 除连
接肽位置的1个氨基酸构象不合理之外, 其他
位置构象合适. 轻链CDR1、CDR2以及重链
CDR3溶液可及性表面积分布较强, 而轻链
CDR3、重链CDR1、CDR2分布较弱. 重链
CDR3区带有较强的负电性. 

结论: 所构建的单链抗体三维空间结构具有
较高的合理性和可靠性.  

关键词: 胃癌; 单链抗体; 力学优化; 动力学模拟; 溶

液可及性表面积; 表观静电分布
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0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 其发病率

及病死率均为恶性肿瘤的第1位[1], 因此, 胃癌的

早期诊断和有效治疗就显得极为重要. 单链抗

体作为抗体分子中保留抗原结合部位的最小功

能片段, 在肿瘤的早期诊断和治疗中越来越受

到人们的广泛关注. 本研究利用源自噬菌体抗

体库技术获得的鼠抗人胃癌轻、重链可变区片

段, 通过分析其N-端、C-端序列及结构特征, 选
择合适的连接肽构建单链抗体, 经计算机辅助

分子模拟方法构建其空间构象. 利用相关理论

方法对其结构进行分析, 预测了结构功能关系, 
为进一步抗体的合理改造奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 细菌菌株E.coli  TG1, 克隆及表达载体

pCANTAB5E, 分别扩增轻链可变区片段(VL)
和重链可变区片段(VH), 引物及RS Primer Mix
均为Pharmacia公司产品. 其他有关分子生物学

试剂系华美公司和Promega公司产品. InsightⅡ
(2005)软件包为MSI公司产品. 
1.2 方法 抗人胃癌抗体轻、重链序列参见文献

[2]. 分析人胃癌抗体轻、重链可变区序列, 借
助其空间构象分析其N-、C-端结构特征, 选择

合适的连接肽(GGGGS)3, 利用分子模拟方法
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搭建单链抗体空间构象. 依次选择CVFF力场、

Gromos96力场, 利用Discover、Discover_3程序

包, 经最陡下降、共轭梯度算法进行分子力学

优化; 通过常温动力学模拟, 收集100个稳定构

象进行分析, 最终确定单链抗体的稳定构象. 利
用Profile_3D对单链抗体的结构进行可信性分

析; 进而通过Access_Surf模块对单链抗体的表

面溶液可及程度进行分析; 利用Delphi程序, 考
虑溶剂效应进行表观静电分布分析. 

2  结果

2.1 抗人胃癌单链抗体结构模拟 考察抗体重链、

轻链可变区N、C端氨基酸理化特征, 选择合适的

连接肽(GGGGS)3, 构建单链抗体可变区序列. 通
过http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BlastP, 检索PDB数
据库, 得到模板蛋白, 其PDB注册号为1h8s. 利用

同源模建方法搭建其三维结构, 通过分子力学、

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前所获得的抗
体大部分为鼠源
性, 在应用过程中
会引发HAMA反
应而限制了其应
用. 必须先进行人
源化改造, 才能更
好地应用于临床. 
如何进行人源化
改造是亟待研究
的问题. 

■相关报道
人们通过对类似
蛋白质空间结构
的对比发现, 蛋白
质的三维结构较
其一级序列更为
保守. 氨基酸残基
序列有50%相同
的 蛋 白 质 ,  约 有
90%的Ca原子偏
差不超过0.3 nm, 
均方根偏差约0.1 
nm, 氨基酸的残
基替换通常发生
在蛋白质表面回
折区域. 蛋白质主
链结构, 特别是疏
水中心的结构受
序列变异的影响
很小. 因此, 用类
似蛋白来预测目
标蛋白的空间构
象是比较可靠的.

图  1   单链抗体
及其CDR区空间
构象. A: 单链抗

体空间构象; B: 

单链抗体CDR区

构象分布. 绿色

部 分 代 表 F R 及

Linker构象, 粉色

代表轻链CDR区

构象, 红色代表

重链CDR构象.
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图  2  Profile_3D对于模拟的单链抗体构象结构评估.
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■创新盘点
本文先从噬菌体
抗体库着手, 得到
抗体重链及轻链
可变区片段后, 选
择合适的连接肽, 
利用三维重建得
到空间结构, 为人
源化改造奠定基
础.

5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0.0
1.0
2.0
3.0
4.0
5.0

图  5  单链抗体表观静电分布. 利用Delphi程序对于单链抗

体表观静电分布的理论分析, 其中红色部分代表负电区, 蓝

色部分代表正电区, 白色部分代表中性区.

动力学模拟获得其稳定构象(图1A-B). 
2.2 抗人胃癌单链抗体结构评估 为评判模拟构

象结构的可靠性, 我们对优化获得的单链抗体

空间结构进行了理论评估, 结果模拟的构象除

连接肽位置的1个氨基酸构象不合理之外, 其他

位置构象合适(图2).
2.3 抗人胃癌单链抗体性质 轻链CDR1、CDR2
以及重链CDR3溶液可及性表面积分布较强, 而
轻链CDR3、重链CDR1、CDR2分布较弱, 提示

在发挥作用的过程中, 重链CDR3区参与跟抗原

的结合(图3-4). 重链CDR3区带有较强的负电性, 
提示在与相应抗原作用过程中, 通过与正电的

抗原表位发生静电作用(图5).

3  讨论

人们通过对类似蛋白质空间结构的对比发现, 
蛋白质的三维结构较其一级序列更为保守. 因
此, 用类似蛋白来预测目标蛋白的空间构象是

比较可靠的[6]. 据此原理, 人们已成功预测了许

多目标蛋白, 在抗体的结构预测中尤为突出[4-10], 
这对抗体工程的发展具有十分重要的意义, 能
够使人们在了解抗体空间结构及其与生物学功
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图  3  单链抗体可及性表面积分布情况. 
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A 图  4  单链抗体质量、轻
链CDR可及性表面积分布
情况. A: 轻链; B: 重链.
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■同行评价
本文在查阅了大
量文献资料的基
础上进行设计, 对
胃癌的研究有较
大的指导性, 为防
治消化系肿瘤提
供了较好的基础
研究理论. 
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能关系之基础上, 对已有的抗体分子加以改造, 
使其更符合临床诊断和治疗的需要. 

小分子抗体具有分子小, 免疫原性弱, 穿透

力强易于进入实体瘤周围的微循环, 血清和全

身廓清快, 无肾脏蓄积作用, 肿瘤显像时清晰度

高, 可作载体与药物、同位素、毒素等结合之

优点[11], 在肿瘤的诊断和治疗方面有极高的理论

和应用价值. 单链抗体是小分子抗体的一种, 其
由VH和VL和连接肽构成, 是抗体分子中保留抗

原结合部位的最小功能片段. 本研究利用计算

机辅助分子设计与蛋白空间结构模拟技术, 利
用获得的源自抗人胃癌噬菌体抗体库中筛选出

的VH、VL序列, 通过分析抗体轻重链可变区C-
端、N-端结构特征, 选择合适的连接肽, 进而利

用分子模拟原理构建单链抗体可变区的空间构

象; 经过力学优化、动力学模拟确定其稳定的

三维结构; 借助距离几何学、表观静电分布、

溶液可及性表面积分析, 对单链抗体的结构特

征及理化性质进行了理论分析. 获得的单链抗

体构象表明, 其CDR区形成合理的口袋结构, 易
于结合抗原表位而发挥功能. 这为该抗体的进

一步合理化改造提供了理论依据.
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Abstract
AIM: To observe the effects of mitochondrial 
transcription factor A (mtTFA) and nuclear 
respiratory factor-1 (NRF-1) on the expression 
of mitochondrial ATP6 genes during cold 
preservation and reperfusion injury in rats 
receiving orthotopic liver transplantation.

METHODS: Orthotopic liver transplantation 

was performed in Wistar rats using the cuff tech-
nique as described by Kamada with modifica-
tions. A total of 186 rats were randomly divided 
into 4 groups, named as group A (30 min of cold 
preservation), group B (6 h of cold preservation), 
group C (12 h of cold preservation) and group D 
(sham operation). Hepatic samples were collect-
ed at 12 h, 24 h and on the 3rd, 5th, 7th day after 
operation. The ATP levels were observed in each 
group. The expression levels of NRF-1, mtTFA 
and mtDNA encoding ATPase6 mRNA were 
determined by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: The expression of mtTFA decreased 
in groups A, B and C 12 h after operation, and it 
was lower in group C and groups A and B (0.57 
± 0.05 vs 0.87 ± 0.11, 0.69 ± 0.10, P < 0.05). The ex-
pression change of NRF-1 mRNA was consistent 
with that of mtTFA. After 24 h, the expression 
levels of mtTFA and NRF-1 mRNA started to 
increase, and the expression of ATPase6 mRNA 
and ATP in hepatic tissues were in accordance 
with mtTFA and NRF-1 mRNA. 

CONCLUSION: mtTFA and NRF-1 increase 
the expression of ATPase6 mRNA, suggesting 
mtTFA and NRF-1 may be important factors in 
controling ATPase6 mRNA transcription. 

Key Words: Liver transplantation; Cold preserva-
tion; Energy metabolism; Gene expression; Mito-
chondria DNA
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摘要
目的: 研究线粒体DNA上游调节基因mtTFA
和NRF-1对冷保存肝移植大鼠肝细胞线粒体
DNA ATPase6基因表达的影响, 探讨mtTFA
和NRF-1对冷保存肝移植大鼠肝细胞线粒体

www.wjgnet.com
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■背景资料
肝脏移植在冷保
存-再灌注过程中
不可避免造成供
肝的损伤. 线粒体
DNA(mtDNA)是
最易受损的细胞
成 分 之 一 ,  他 的
损伤直接影响细
胞的能量代谢过
程, 导致ATP生成
减 少 ,  进 而 加 剧
细 胞 损 伤 .  由 核
基因组编码的线
粒体呼吸链蛋白
的转录翻译等过
程受核呼吸因子
NRF-1 和mtTFA
调 节 , 目 前 已 证
实 了 细 胞 色 素 C
还 原 酶 和 氧 化
酶、抗氧化物反
应元件 (ARE)及
ATPase亚基的基
因启动子中均具
有NRF-1的功能
性结合位点. 

■同行评议者
宋振顺, 教授, 中
国人民解放军第
四军医大学西京
医院肝胆外科



DNA调节作用及其机制.

方法: Wistar大鼠186只, 采用改良“二袖套
法”制作大鼠肝移植模型, 动物随机分为A
组: 冷保存30 min; B组: 冷保存6 h; C组: 冷
保存12 h; 和D组(假手术对照组), 分别于制
模后于12 h、24 h、3 d、5 d、7 d采集标本, 
保证每时相点存活大鼠6只. 观察各组大鼠
肝脏ATP含量. 采用RT-PCR方法检测mtDNA 
ATPase6 mRNA、mtTFA和NRF-1 mRNA的表
达变化. 

结果: 冷保存再灌注后早期(12 h), A、B、C
三组mtTFA mRNA表达降低, 与A、B组相
比, C组最为显著(0.57±0.05 vs  0.87±0.11, 
0.69±0.10, P <0.05), NRF-1 mRNA表达变化
与mtTFA mRNA相一致. 24 h后各组mtTFA
及NRF-1 mRNA表达开始升高, ATPase6表达
和肝组织ATP含量也升高, 并且升高趋势与
mtTFA及NRF-1 mRNA表达增高基本一致. 

结论: mtTFA和NRF-1可能通过基因转录调节
ATPase6基因表达, 改变线粒体呼吸链转运电
子、合成ATP的能力.

关键词: 肝移植; 冷保存; 能量代谢; 基因表达; 线粒

体DNA
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0  引言

线粒体呼吸链蛋白亚基是由核基因组和线

粒体基因组编码合成 [ 1 ] .  线粒体转录因子

A(mitochondrial transcription factor A, mtTFA)
在mtDNA的表达调控中处于中心位置, 通过调

控线粒体呼吸链上蛋白质亚基表达, 调控线粒

体能量代谢. 核呼吸因子-1(nuclear respiratory 
factor-1, NRF-1)是核基因编码的影响mtDNA
的另一重要因子, 他控制着线粒体电子传递链

的一些蛋白质的合成. mtDNA ATPase6基因是

调控ATP合成的关键基因. 目前, 有关冷保存-
再灌注过程中移植肝线粒体编码基因的变化

研究较少. 本研究建立大鼠肝移植模型, 从转

录调控水平初步探讨移植肝冷保存-再灌注过

程中核基因mtTFA、NRF-1对冷保存-再灌注

损伤肝移植大鼠mtDNA ATPase6基因表达的

调节机制. 
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1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级Wistar(n  = 186)大鼠, 雌雄各

半, 体质量200-250 g, 中国人民解放军第三军医

大学大坪医院动物所提供. ♀供体术前自由饮

食, ♂受体术前12 h禁食, 自由饮水.
1.2 方法 
1.2.1 分组和造模: 取180只大鼠随机分为3组. A
组(冷保存30 min组): 供肝切取后冷保存30 min
后植入受体. 供肝植入后12 h、24 h、3 d、5 d、
7 d共5个时相点分别处死实验动物采集标本. 每
个时相点6只. 全组动物供、受体各30只. B组: 
冷保存6 h组. 即切取供肝, 4℃ UW液保存6 h后
行肝移植术. 模型建立、标本采集时相点及每

一时相点大鼠数量同A组. C组: 冷保存12 h组. 
即切取供肝, 4℃ UW液保存12 h后行肝移植术. 
模型建立、标本采集时相点及每一时相点大鼠

数量同A组. 剩余6只作为假手术对照组(D组), 
大鼠麻醉后开腹采集血液及组织标本. 采用改

良“二袖套法”建立大鼠肝移植模型[2]. 
1.2.2 PCR反应引物设计及合成: 根据各反应产

物cDNA序列, 设计并合成引物. mtTFA引物: 
上游引物: 5'-CGC CTA AAG AAG AAA GCA 
CAA AG-3'; 下游引物: 5'-CTT AAG CAA ACG 
GCA GAA CTC G-3'; 扩增片段长度540 bp. 
β-actin引物: 上游引物(1A): 5'-CCT AGC ACC 
ATG AAG ATC AA-3下游引物(1B): 5'-AGC 
CAT GCC AAA TGT CTC AT-3; 扩增片段长

度242 bp. NRF-1引物: 上游引物: 5'-CCA CAT 
TAC AGG GCG GTG AA-3'; 下游引物: 5'-AGT 
GGC TCC CTG TTG CAT CT-3'; 扩增片段长

度120 bp. β-actin引物: 上游引物(2A): 5'-ATC 
ATG TTT GAG ACC TTC AAC A-3'; 下游引物

(2B): 5'-CAT CTC TTG CTC GAA GTC CA-3'; 
扩增片段长度318 bp. ATPase6引物: 上游引物: 
5'-AAA CGA ATA ACC CTT GAG AAT -3'; 下游

引物: 5'-TGG TGG GTC ATT ATG TGT TAT-3'; 
扩增片段长度715 bp. β-act in引物: 上游引物

(1A): 5'-CCT AGC ACC ATG AAG ATC AA-3; 
下游引物(1B): 5'-AGC CAT GCC AAA TGT 
CTC AT-3'; 片段长度242 bp. 
1.2.3 肝组织标本采集: 在处死动物后快速取肝

中叶、肝右叶置于液氮保存. 取肝左外叶切成1 
cm×0.5 cm×0.5 cm大小, 于40 g/L多聚甲醛溶

液固定后石蜡包埋.
1.2.4 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR): 逆转录

反应试剂盒购于大连宝生物公司. 取肝组织总

www.wjgnet.com

■研发前沿
如何保护和减少
并 修 复 冷 保 存 -
再 灌 注 造 成 的
mtDNA损伤是该
领域研究热点.

■相关报道
Gibelin et al 对大
鼠肝脏冷保存12 
h,再灌注90 min, 
检测组织学改变, 
证实存在线粒体
损伤, 并且认为细
胞内部的损伤对
预后更为重要. 李
伟文发现失血性
休克大鼠肠上皮
细胞线粒体DNA 
ATPase6 mRNA下
调和能量代谢障
碍形成恶性循环, 
最终使细胞功能
失常. Suliman et 
al 研究发现mtTFA
通过调节mtDNA
的转录与复制,从
而调控mtDNA编
码呼吸链蛋白亚
基, 保护和修复受
损的mtDNA, 恢
复mtDNA的完整
性和线粒体的功
能.
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RNA按试剂盒说明合成cDNA. 取2.5 µL cDNA
进行PCR反应. mtTFA扩增条件: 95℃预变性

200 s, 95℃变性60 s, 53℃退火60 s, 72℃延伸

60 s, 反应35个循环. 72℃延伸10 min. β-actin
扩增条件同上. NRF-1扩增条件: 94℃预变性6 
min, 94℃变性60 s, 55℃退火2 min, 72℃延伸

3 min, 反应32个循环. 72℃延伸7 min. β-actin
扩增条件同上. ATPase6扩增条件: 95℃预变性

200 s, 95℃变性40 s, 55℃退火30 s, 72℃延伸

70 s, 反应30个循环. 72℃延伸10 min. β-actin
同上.  
1.2.5 肝组织ATP含量测定: 标准ATP购于Sigma
公司. 从液氮中取出组织样品, 精确称取细小组

织块200 mg左右, 立即加入HClO4液试管中, 机
械匀浆6000 r/min, 30 s;  4℃离心, 3000 r/min, 10 
min; 另取试管, 取上清1 mL, 按说明书操作.  
1.2.6 PCR产物鉴定: 用DYY-Ⅲ2型电泳仪, 15 
g/L琼脂糖凝胶, 取10 µL溶液与3uL上样液混和

后点样, mtTFA、ATPase6选用DL 2000 Marker, 
NRF-1选用100-600 bp Marker用量5 µL, 120 V, 

30 min后紫外灯下观察并拍照. 
1.2.7 mtTFA mRNA、NRF-1 mRNA和ATPase6/
β-actin面积光强度比值: 用Quantity one 4.4生物

图像分析软件测定各电泳条带面积光强度值, 
计算与其相应β-actin面积光强度比值.

统计学处理 数据均以mean±SD表示, 统计

学处理采用SPSS10.0软件进行方差分析及t检验, 
P <0.05为差别显著, P <0.01为差别非常显著.

2  结果

2.1 mtTFA mRNA、NRF-1 mRNA和ATPase6 
PCR产物电泳图谱及mtTFA mRNA、NRF-1 
mRNA和ATPase6/β-actin面积光强度比值 各组

RNA提取以及PCR扩增产物电泳加样量都是相

同的, 这样就排除了因加样量不同而造成假阳性

和假阴性. mtTFA、NRF-1和ATPase6 PCR产物分

别为540 bp(图1)、120 bp(图2)和715 bp(图3). 各
组β-actinPCR产物均为一条带, 电泳距离分别在

242、318和242 bp处. mtTFA、NRF-1和ATPase6/
β-actin经Quantity one 4.4生物图像分析软件分析

得出各条带面积光强度值, 取各组大鼠与其相应

β-actin面积光强度比值做统计学分析.
2.2 肝组织mtTFA mRNA表达量变化 A、B、

C 3组肝组织mtTFA mRNA表达量早期降低(12 
h), C组降低显著(P <0.01), 24 h以后逐渐升高. A

■创新盘点
本研究通过大鼠
同种异体原位肝
移 植 模 型 ,  探 讨
移植肝冷保存-再
灌注中调控ATP
合 成 的 m t  D N A 
ATPase6基因的改
变以及其上游调
节因子mt TFA和
NRF-1的变化, 从
基因水平探讨线
粒体损伤在能量
代谢障碍中的作
用, 从能量代谢角
度揭示移植肝冷
保存-再灌注损伤
的机制, 为改善冷
保存条件、提高
移植肝质量提供
理论依据.

图  1  mtTFA mRNA表达. A: A组; B: B组; C: C组; M: Marker; 

C: 对照组; 1-5: 12 h、24 h、3 d、5 d、7 d时点.
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图  2  NRF-1 mRNA表达. A: A组; B: B组; C: C组; M: 

Marker; C: 对照组; 1-5: 12 h、24 h、3 d、5 d、7 d时点.
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组、B组、C组在12 h、24 h、3 d、5 d组间两两

比较均具有显著性差异(P <0.05或P <0.01). 3组
组内比较可见, 各组mtTFA mRNA表达量均逐

渐升高, 与同组前一时间点比较, A组、B组术后

24 h、3 d、 5 d升高明显(P <0.05或P <0.01). C组
术后12、24 h比较无差异, 3、5、7 d升高明显

(P <0.05或P <0.0, 表1).
2.3 肝组织NRF-1 mRNA表达量变化 A、B、

C 3组肝组织NRF-1 mRNA表达量早期降低(12 
h), 与A组、B组比较, C组降低显著(P <0.01), 24 
h以后逐渐升高. A组与B组在12 h无差异, 在24 
h、3 d、5 d均具有显著性差异(P <0.05). C组与

A组在24 h、3 d、5 d具有显著性差异(P <0.05
或P <0.01). C组与B组比较24 h、5 d具有显著性

差异(P <0.05或P <0.01). 3组组内比较可见, 各组

NRF-1 mRNA表达量均逐渐升高, 与同组前一时

间点比较, A组、B组术后24 h、3 d、5 d升高明

显(P <0.01). C组术后3、5、7 d升高明显(P <0.05
或P <0.01, 表2).
2.4 肝组织ATPase6 mRNA表达量变化 A、B、
C 3组肝组织ATPase6 mRNA表达量早期降低(12 
h), 并且C组降低显著(P <0.05或P <0.01), 24 h以
后逐渐升高. A、B、C三组组内比较可见, 各组

ATPase6 mRNA表达量均逐渐升高, 与同组前一

时间点比较, A组、B组术后24 h、3 d、5 d升高

明显(P <0.05). C组术后12、24 h比较无差异, 3、
5、7 d升高明显(P <0.05或P <0.01, 图3, 表3).
2.5 肝组织ATP变化 A、B、C 3组肝组织ATP早
期降低(12 h), 并且冷保存时间越长ATP水平降

低显著(A组 vs  B组P <0.05或A组 vs  C组P <0.01), 

■应用要点
本研究结果提示, 
氧自由基等造成
mtDNA ATPase6
基 因 表 达 异 常 , 
同时机体又有自
身保护性反馈机
制 ,  诱 导 核 基 因
mtTFA及NRF-1
的表达 ,  m t T FA
和NRF-1可能通
过基因转录调节
ATPase6 mRNA表
达, 改变线粒体呼
吸链转运电子、

合成ATP的能力 . 
因此, 寻找阻止线
粒体DNA损伤及
促进其上游调节
因子表达的策略
和方法, 对改善移
植肝线粒体功能, 
促进移植肝尽早
发挥正常功能具
有重要意义. 

图  3  ATPase6 mRNA表达. A: A组; B: B组; C: C组; M: 

Marker; C: 对照组; 1-5: 12 h、24 h、3 d、5 d、7 d时点.
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表  2  冷保存肝移植大鼠肝细胞线粒体NRF-1表达的变化 (mean±SD, n  = 6)

     
分组

                                                 		    术后时间	

	        12 h		        24 h		          3 d		          5 d		        7 d

A	 0.74±0.11	 0.98±0.13be	 1.16±0.06be	 1.27±0.04be	 1.26±0.05

B	 0.66±0.08	 0.83±0.04b	 1.05±0.07b	 1.22±0.04b	 1.24±0.05

C	 0.51±0.05df	 0.58±0.09df	 0.95±0.10bd	 1.13±0.06bde	 1.23±0.06a

D	                                                                  1.28±0.05				  

aP<0.05, bP<0.01 vs  组内前一时间点; dP<0.01 vs  A组; eP<0.05, fP<0.01 vs  B组.

表  1  冷保存肝移植大鼠肝细胞线粒体mtTFA表达的变化 (mean±SD, n  = 6)

     
分组

                                                 		    术后时间	

	        12 h		        24 h		          3 d		          5 d		        7 d

A	 0.87±0.11e	 1.14±0.04be	 1.24±0.04be	 1.31±0.05ae	 1.31±0.04

B	 0.69±0.10	 0.99±0.11b	 1.11±0.06a	 1.25±0.05b	 1.31±0.05a

C	 0.57±0.05de	 0.61±0.04df	 1.03±0.05bde	 1.17±0.07bde	 1.24±0.08ace

D					     1.32 ±0.06				  

aP<0.05, bP<0.01 vs  组内前一时间点; cP<0.05, dP<0.01 vs  A组; eP<0.05, fP<0.01 vs  B组.
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以后逐渐升高. A、B、C 3组组内比较可见, 各
组ATP均逐渐升高, 与同组前一时间点比较, A、

B组术后24 h、3 d、5 d升高明显, 具有显著性

差异(P <0.05或P <0.01). C组术后12、24 h升高

但无统计学差异, 3、5、7 d升高明显(P <0.05或
P <0.01, 表4). 

3  讨论

线粒体呼吸链存在上百种蛋白质, 线粒体基因

编码13种蛋白质. 线粒体呼吸链的成分大部分

均由核基因编码 ,  细胞核通过核转录因子如

mtTFA及NRF等调控线粒体基因组的表达[3-4]. 目
前己证实细胞色素C还原酶和氧化酶、抗氧化

物反应元件(antioxidant response element, ARE)
及ATPase亚基的基因启动子中均具有NRF-1
的功能性结合位点: 由于mtTFA含有NRF-1的
结合位点[5-7], 因此mtTFA也受到NRF-1的调节. 
mtTFA通过调节mtDNA的转录与复制, 从而调

控mtDNA编码呼吸链蛋白亚基[7-8]. 
mtDNA ATPase6亚基基因是编码ATP合酶

复合体(FoF1-ATPase)疏水部分Fo的基因. FoF1 
-ATPase复合体位于线粒体内膜的基质侧, 主要

由疏水部分Fo和亲水部分F1组成. 在电子传递

过程中所释放的能量被用来将基质内的质子泵

出到线粒体内膜外, 从而在线粒体内膜两侧产

生电化学梯度, 形成线粒体膜电位. 内膜外的质

子可通过复合体VF0亚基上的质子通道流回到

基质内, 质子回流所释放的势能被用来使ADP
磷酸化形成ATP[9-10]. ATPase6基因是编码ATP合
成的FoF1-ATPase复合物的一部, 直接影响ATP
的生成, 其基因的改变, 使其编码的呼吸链蛋白

也将发生变化, 这必将影响ADP磷酸化形成ATP. 
本实验观察到C组NRF-1、mtTFA mRNA在

再灌注早期(12 h)表达明显降低, 相应的ATPase6 
mRNA、ATP含量降低, 说明此时肝脏能量合成

明显损伤, 并且冷保存时间越长, 这种损伤越重; 
24 h后NRF-1、mtTFA mRNA表达升高, ATPase6 
mRNA也随之升高, 同时ATP含量显著增高. 实
验结果说明, 移植肝冷保存-再灌注后肝细胞损

伤, 核编码的NRF-1、mtTFA mRNA表达和线

粒体编码基因ATPase6 mRNA表达均降低, 线粒

体酶活性下降, 从而损伤线粒体能量合成, 致使

ATP生成减少. 随着NRF-1、mtTFA mRNA表达

的升高, ATPase6 mRNA也随之增高, ATP含量也

增高, 这与文献报道在缺氧复氧过程中线粒体

ATPase活性明显下降, 导致线粒体能量代谢显

著降低的结果一致[10-11]. 
本试验也观察到冷保存时间越长, 再灌注后

NRF-1、mtTFA mRNA表达回复正常的时间也

相对较长, 表明线粒体DNA修复的时间也越长. 
随着ATP含量的增高, NRF-1、mtTFA mRNA表

达升高的趋势也逐渐降低, 说明ATP合成减少可

■同行评价
本文结构清楚, 结
论可靠, 学术价值
较好, 但描述需要
改进.

表  4  各组大鼠术后ATP水平 (mean±SD, n  = 6, IU/L)

     
分组

                                                 		    术后时间	

	        12 h		        24 h		          3 d		          5 d		           7 d

A	 0.70±0.11	 1.19±0.17a	 1.59±0.21b	 1.90±0.16a	 2.05±0.22

B	 0.55±0.08c	 0.70±0.10ad	 1.33±0.18bc	 1.67±0.13bc	 1.95±0.17b

C	 0.44±0.05d	 0.53±0.08d	 1.23±0.19bc	 1.48±0.15ad	 1.85±0.15b

D	                                                                  2.27±0.19				  

aP<0.05, bP<0.01 vs  组内前一时间点; cP<0.05, dP<0.01 vs  A组.

表  3  冷保存肝移植大鼠肝细胞线粒体mtDNA ATPase6表达的变化 (mean±SD, n  = 6)

     
分组

                                                 		    术后时间	

	        12 h		        24 h		          3 d		          5 d		           7 d

A	 1.11±0.040e	 1.22±0.08ae	 1.34±0.050af	 1.41±0.055ae	  1.38±0.058

B	 1.02±0.067	 1.13±0.05a	 1.24±0.056b	 1.33±0.055a 	  1.41±0.055

C	 0.81±0.080df	 0.88±0.10df	 1.16±0.043bde	 1.27±0.040bce	  1.34±0.046a

D	                                                                  1.41±0.030				  

aP<0.05, bP<0.01 vs  组内前一时间点; cP<0.05, dP<0.01 vs  A组; eP<0.05, fP<0.01 vs  B组.
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诱导NRF-1、mtTFA mRN的表达, 同时ATP生成

又对NRF-1、mtTFA mRNA的表达起反馈调节

作用, 从而使能量合成经济、有效的进行, 利于

肝脏功能的恢复和发挥正常的功能. 
本研究结果提示, 随着冷保存时间的延长, 

ATPase6 mRNA表达下调, 能量代谢障碍加重. 
推测氧自由基等造成mtDNA ATPase6基因表达

异常, 同时机体又有自身保护性反馈机制, 氧
自由基和ATP可能又作为第二信号诱导核基因

mtTFA及NRF-1的表达, mtTFA和NRF-1可能通

过基因转录调节ATPase6 mRNA表达, 改变线

粒体呼吸链转运电子、合成ATP的能力. 因此, 
寻找阻止线粒体DNA损伤及促进其上游调节

因子表达的策略和方法, 对改善移植肝线粒体

功能, 促进移植肝尽早发挥正常功能具有重要

意义.
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Abstract
AIM: To screen the differential HLA-binding 
peptides between HepG2 and HepG2.2.15 cell 
lines, and to find some HLA-binding peptides 
correlated with hepatitis B virus (HBV) infection.

METHODS: HepG2 and HepG2.2.15 cells were 
harvested (108 cells), and the peptides were iso-
lated from the cell membrane by mild acid elu-
tion, respectively. Then the mixture of peptides 
was fractionated by high performance liquid 
chromatography (HPLC) and the differential 
fractions only expressed in HepG2.2.15 cell line 
were identified by nanoESI-MS/MS analysis. 

Bioinformatic analysis and MASCOT index were 
used to investigate the sequence and source of 
the peptides. Finally the expression of mRNA 
was detected by reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: HPLC fractions were markedly dif-
ferent between HepG2 and HepG2.2.15 cells. 
A peptide, SPDDPSRYISPDQ, from enolase 
1 (ENO1) was obtained, which was only ex-
pressed in HepG2.2.15 cells, by nanoESI-MS/MS 
analysis. The result of RT-PCR confirmed that 
ENO1 expression was significantly higher in 
HepG2.2.15 cells than that in HepG2 cells.

CONCLUSION: A human peptide SPDDPSRY-
ISPDQ from ENO1 can be presented on the 
surface of HepG2.2.15 cells by HLA, and ENO1 
mRNA expression is significantly higher in 
HepG2.2.15 than that in HepG2, suggesting that 
HBV infection may cause the up-regualtion of 
ENO1 expression.

Key Words: HepG2; HepG2.2.15; Hepatitis B virus; 
Enolase1; High performance liquid chromatogra-
phy; Mass spectrometry

Chen L, Xie XW, Zhang HH, Fei R, Cong X, Wei L, Chen 
HS. Identification of differential HLA-binding peptide 
between two hepatoma cell lines HepG2 and HepG2.2.15. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(21): 2343-2348

摘要
目的: 分离并鉴定整合表达HBV的人肝癌细
胞系HepG2.2.15及其母细胞系HepG2的差异
HLAⅠ类分子结合肽, 寻找与HBV感染相关
的HLA结合肽. 

方法: 洗涤法得到HepG2和HepG2.2.15细胞表
面的HLAⅠ类分子及与其结合的肽段. 效液
相色谱(HPLC)对两种细胞的洗脱肽段进行分
离和图谱比较, 挑选出HepG2.2.15特有的峰段
进行纳升电喷雾串联质谱(nanoESI-MS/MS)
分析, 结合MASCOT数据库检索和从头测序, 
分析多肽的序列和来源. 后采用RT-PCR法进

www.wjgnet.com

®

■背景资料
慢 性 乙 型 肝 炎
(CHB)是我国最
常见的慢性传染
性 疾 病 之 一 ,  易
于慢性化、重症
化, 已经成为严重
威胁人类健康的
公共卫生问题. 目
前, 除干扰素和核
苷类似物可使部
分乙肝患者血清
H B V D N A转阴
外, 尚没有其他特
效的治疗药物. 因
此, 开发同时有治
疗与预防作用的
HBV疫苗具有重
要的理论意义及
潜在巨大的经济
及社会价值.
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行mRNA表达检测. 

结果: HPLC对比显示HepG2和HepG2.2.15的
HLA结合肽存在显著差异. 利用nanoESI-MS/
MS技术从HPLC差异峰段中分离鉴定出一条
来源于已知蛋白人烯醇酶-1(enolase1, ENO1)
的多肽SPDDPSRYISPDQ. RT-PCR结果显
示, ENO1在HepG2和HepG2.2.15细胞中均有
表达, 且在HepG2.2.15细胞中表达明显高于
HepG2细胞.

结论: 来自ENO1的多肽SPDDPSRYISPDQ能
够被HLAⅠ类分子提呈到HepG2.2.15细胞表
面, 且ENO1 mRNA在HepG2.2.15细胞中的表
达显著高于HepG2细胞. 提示HBV感染可能引
起ENO1表达上调.

关键词: HepG2细胞; HepG2.2.15细胞; 乙型肝炎病

毒; 烯醇酶-1; 高效液相色谱; 质谱
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)的感染

是一项严重的全球性公共卫生课题. 据WHO估

计[1], 全球有20多亿人感染HBV, 而HBsAg携带

者为3.5亿. 我国属HBV感染高流行区, 一般人群

的HBsAg阳性率为9.09%[2]. HepG2.2.15细胞是

由HepG2细胞衍生而来的稳定支持HBV复制、

组装和分泌的细胞系, 是一个研究HBV生命活

动的良好细胞系[3]. HepG2.2.15不仅表现HepG2
的生物学特性, 同时又因为其携带有HBV基因

组而表达不同于HepG2的特性, 比如他可以分泌

HBeAg及HBsAg[4]. 所以我们可以通过对比这两

种细胞表面HLA分子结合的抗原肽寻找差异所

在, 从而筛选出HepG2.2.15细胞所递呈的HBV
特异性天然表位或者HBV感染相关蛋白来源的

HLA结合肽, 为乙肝的免疫发病机制研究及预

防治疗提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 细胞培养所用DMEM, 胎牛血清均购自

Gibco公司; 色谱所用三氟乙酸、乙腈购自Sigma
公司, C-18 Spe-Pak柱(经典型)购自Waters公司; 
流式细胞所用抗体FITC标记的抗人的HLA-A2, 
阴性对照为抗鼠的IgG, 均购自BD公司; 免疫组
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化所用抗体为ABCam公司的抗鼠的HLA-A2.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HepG2购自ATCC, HepG2.2.15
为本所保存. HepG2和HepG2.2.15用含100 mL/L
胎牛血清, 100 mg/L青霉素和100 mg/L链霉素的

DMEM培养基, 并于HepG2.2.15培养液中加入

400 mg/L的G418; 细胞均于37℃, 50 mL/L CO2

孵箱培养.
1.2.2 弱酸法提取细胞表面结合肽: 每108细胞与

1 mL的柠檬酸缓冲液(0.131 mol/L枸橼酸, 0.066 
mol/L磷酸氢二钠, 调节pH至3.3), 在室温下作用

5 min, 离心, 4℃, 2000 r/min, 5 min[5-6]. 收集上清, 
即为多肽混合液. 为了验证后期实验的稳定性

和可靠性, 我们将HepG2样品分成两份, 其中一

份掺入一段来源于HCV的多肽(RLIVFPDLGV)
做为参照.
1.2.3 弱酸洗脱细胞表面HLA结合肽效率的检

测: 应用流式细胞术, 免疫荧光检测细胞表面

HLA-A2的表达. 
1.2.4 HPLC纯化: 从HepG2和HepG2.2.15细胞

上提取的肽分别用反相H P L C系统 (安捷伦 , 
HP1100型)进行分馏. 样品注入C18柱(4.6 mm×

150 mm, Waters), 进行梯度洗脱, B液为0%-100%
乙腈, A液为1 g/L TFA, 梯度设置如下: 0%-0% B 
10 min, 0%-60% B 60 min, 60%-100% B 10 min, 
100%-100% B 10 min, 流速1 mL/min. 紫外检测

214 nm, 280 nm. 收集两种细胞差异的峰段, 冻
干, -20℃保存.
1.2.5 NanoESI-MS/MS分析: 挑选出HepG2.2.15
样品中特有峰段的馏分和两组H e p G2样品的

差异峰, 将他们分别溶于10 μL 1 g/L的TFA中, 
注入带有电喷雾离子源的纳升电喷雾串联质

谱仪(nanoESI-MS/MS)中. 质谱仪的扫描范围

500-15 000, 用于测定每个样品中肽段的分子量

和质荷比. 为了对天然肽进行MS测序, 每个肽段

的撞击诱导解离(CID)的质谱结果都按单电荷的

离子形式记录.
1.2.6 HLA结合肽的鉴定: NanoESI-MS/MS的
结果采用MASCOT数据库检索和从头测序两

种方法进行. 我们主要通过MASCOT数据库检

索的方法来确定多肽的来源和序列: 由Q-TOF
质谱图得到的原始数据文件经Masslynix软件

(Micromass公司)处理转换成.pkl文件, 然后提

交到MASCOT(http://www.matrixscience.com)上
进行检索, 检索数据库为NCBInr的人和病毒数

据库. 搜库参数设置如下: 酶切选用无酶切; 可

www.wjgnet.com

■研发前沿
乙肝疫苗经历了
传统的血源疫苗
到重组蛋白疫苗, 
到1990年代出现
了DNA疫苗 ,  伴
随着DNA疫苗的
发展出现了多表
位DNA疫苗 .  蛋
白质抗原不是通
过完整的分子发
挥作用的, 抗原分
子表位的研究成
了近年来新的发
展 趋 势 ;  随 着 分
子生物学及免疫
学技术的日益成
熟, 大量表位得以
鉴定, 为特异性细
胞免疫治疗奠定
了基础. 目前正在
研制更好的HBV
疫苗, 如: DNA疫
苗、含其他蛋白
序列的HB疫苗、

联合疫苗、单剂
疫苗、口服疫苗
等, 以增强疫苗的
免疫原性, 简化乙
肝疫苗接种.
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变修饰选择M-氧化和C-烷基化; 母离子误差值

设为100×10-6, 碎片离子为0.1 Da, P <0.05; 肽
段匹配的打分值超过显著性检验水准时初步

判定该肽段的来源被鉴定. 另一方面, 质谱图

经Micromass的专用软件MaxEnt3处理后, 借助

Micromass的专用软件MasSeq直接推导出肽段

序列, 同时对该质谱图进行手工读图确认, 判定

原则为二级质谱中所有主要肽谱峰都与理论计

算的片段离子相匹配. 从头测序的结果可以辅

助已知肽段的鉴定, 还能够提供新的不能查找

到来源的肽段的序列.
1.2.7 肽段HLA结合力的分析: 利用SYFPEITHI
数据库中的算法对上述两个肽段的H L A结

合力进行评分(http//www.syfpeithi.de/scripts/
MHCServer.dll/home.htm). 在线预测的HLA位

点限定在HepG2和HepG2.2.15已知的HLA分型: 
HLA-A2, HLA-A24, HLA-B51及HLA-B53[7].
1.2.8 RT-PCR验证: 用RT-PCR法验证我们鉴定

的多肽来源蛋白ENO1在HepG2.2.15和HepG2中
的表达. ENO1 RT-PCR的引物及退火温度见表1, 
循环条件为94℃预变性5 min, 94℃ 15 s, 60℃ 30 
s, 72℃ 45 s, 35个循环后接72℃延伸10 min[8].

2  结果

2.1 弱酸洗脱细胞表面HLAⅠ类分子及其结合

肽的效率 利用流式细胞技术比较弱酸洗脱前后

细胞表面的HLA-A2表达量发现, 经过弱酸处理

后细胞表面的HLA-A2标记显著减少, 由洗脱前

的81.34%减少到洗脱后的20.78%(图1). 利用免

疫荧光技术比较洗脱前后细胞表面HLA-A2的
量也得到类似结果. 提示弱酸处理能有效洗脱

细胞表面的HLAⅠ类分子及其结合的多肽.
2.2 HPLC的差异比较 以反向HPLC纯化分离

肽段, 比较掺入H C V肽段的H e p G2和未掺入

HCV肽段的HepG2 HPLC图, 以及HepG2.2.15和
HepG2细胞的HPLC图, 挑选出HepG2样品差异

的峰段和HepG2.2.15细胞特有的峰段(图2), 进
行质谱分析.
2.3 MS分析鉴定 从掺入HCV肽段和未掺入HCV
肽段的HepG2弱酸洗脱液差异色谱峰中, 鉴定

出了实验掺入的HCV肽段, 其序列为RLIVFP-
DLGV. 同时从HepG2.2.15和HepG2的一个差异

峰中, 鉴定出了1条人源的肽段, 即ENO1来源多

肽: SPDDPSRYISPDQ(图3).
2.4 肽段HLA结合力的分析 利用SYFPEITHI
数据库, 按照既定的HLA分型对ENO1的多肽

H L A结合力进行了在线预测 .  发现该肽段与

HLA-B51的结合力为22分. 肽段结合力的预测

结果见表2.

■相关报道
Liu对105位中国
乙 肝 患 者 核 心
抗 原 的 研 究 发
现, 93.3%缬氨酸
突变位异亮氨酸
(V27I). 突变后的
多肽与HLA-A2分
子有很高的结合
力, 并且能在急性
乙肝患者中引发
特异性CTL反应, 
V 2 7表位可以与
I27表位特异性的
CTL发生交叉反
应, 反之则不然.表  1  RT-PCR引物及退火温度

     
基因	                                               引物	                     退火温度(℃)     产物片段大小(bp)

ENO1	              5'-GCGTTCAATGTCATCAATGG-3'	           60		      591

	              5'-GTTGACTTTGAGCAGGAGGC-3'		

GAPDH	              5'-CCACATCGCTCAGACACCAT-3'	           60		      114

	              5'-GGCAACAATATCCACTTTACCAGA-3'		
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图  1  HepG2.2.15细胞的流式分析结果. 用HLA-A2抗体标记细胞表面; A-B: 阴性对照; C: 酸处理前细胞, HLA-A2标记率

为81.34%; D: 酸处理后细胞, HLA-A2标记率为20.78%. A, C: 洗脱前; B, D: 洗脱后.
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图  2  HepG2和HepG2.2.15的HPLC色谱. HepG2: 蓝色; 

HepG2.2.15: 红色; 箭头1: 两种细胞的差异峰; 箭头2: HepG2

细胞中掺入的HCV来源的参照多肽峰.
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2.5 烯醇酶-1在细胞中表达的验证 RT-PCR结

果显示, ENO1在HepG2和HepG2.2.15细胞中均

有表达, 且在HepG2.2.15细胞中表达明显高于

HepG2细胞(图4).

3  讨论

内源性抗原是指细胞内产生的非己成分, 以一

种不同于外源性抗原加工和递呈的方式进行

加工和递呈, 而被加工的内源性抗原肽与HLA
Ⅰ类分子结合形成复合体[9]. 淋巴细胞只能识

别与HLA分子结合的限制性多肽(8-12个氨基

酸), 即细胞表位(epitope)[10]. 弱酸洗脱法已经被

证实可以有效的洗脱细胞表面HLAⅠ类分子及

其结合的多肽[11-14]. 我们以HepG2和HepG2.2.15
细胞为研究对象, 大量培养两种细胞至108, 用
弱酸洗脱法获得浓度较高的多肽洗液, 其中主

要包含HLAⅠ类分子及其结合多肽. 然后利用

HPLC和nanoESI-MS/MS分析, 寻找在HepG2和
HepG2.2.15细胞有差异表达的HLAⅠ类分子结

合肽. 
为了检测高效液相色谱联用串联质谱技

术从多肽混合物中分离和鉴定多肽技术的稳

定性和可靠性 ,  事先在H e p G2的弱酸洗脱液

中掺入了一段来自H C V聚合酶的参照肽段

(RLIVFPDLGV). HPLC分离出了在掺入HepG2

细胞弱酸洗脱液中的多肽并进行二级质谱分析. 
用质谱分析的原始.pkl文件在MASCOT数据库

中进行检索分析, 我们成功地找到事先掺入的

参照肽段, 同时质谱程序自动分析得到的序列

为LRLVFPDLGV, 与肽段实际序列基本匹配. 由
此可见, HPLC联用nanoESI-MS/MS技术是一种

有效的分离和鉴定多肽的方法. 但这种方法也

有一定的局限性, 从上述的分析结果可以看出, 
nanoESI-MS/MS不能精确区分谷氨酰胺/赖氨酸

(Gln/Lys)和异亮氨酸/亮氨酸(Ile/Leu), 而且在读

序列过程中偶尔会有前后氨基酸置换的现象. 
如果分离鉴定的是新的肽段, 从头测序的结果

可能与实际的肽段序列有一定的差异. 
应用同样的方法 ,  我们从 H e p G 2 和

HepG2.2.15的一个较为明显的色谱差异峰中鉴

定出了1条来源于人ENO1的多肽: SPDDPSRYIS 
PDQ. 既往的研究发现, ENO1的表达与包括

HBV在内的多种病毒感染相关[15-17]. 最有意义

的是, Yoon et al [18]利用表达谱芯片发现ENO1
在HBV相关性肝癌中的表达显著上调, 并进一

步证实了ENO1在4个HBV相关性细胞系中的

表达显著高于正常组织(H B V相关性细胞系: 
SNU354, SNU368, SNU387和SNU475). 我们的

实验结果证实ENO1在HepG2.2.15中表达明显

高于HepG2细胞, 这同上述的相关报道均提示

HBV感染可能会引起ENO1的表达上调, 并参与

表  2  已被鉴定肽段列表

     
多肽来源蛋白	 HCV(参照多肽)	 人烯醇酶-1

实际序列		  RLIVFPDLGV     SPDDPSRYISPDQ

测序序列		  LRLVFPDLGV    SPDDPSRYLSPDK

M/Z		  564.87	           738.8

理论分子量	 1127.7254         1475.5854

实测分子量	 1127.6703         1475.6528

Accession number	 gi/13936941       gi/39644850

SYFPEITHI评分	 未分析	            22

HLA 分子		 HLA-A*02         HLA-B*51

■创新盘点
本研究通过HPLC
和nanoESI-MS/
MS分析 ,  直接在
Hep G2.2.15细胞
表面分离鉴定出
与HLA结合的多
肽, 并确定其来源
分别是ENO1.

图  3  被鉴定肽段的串联质谱. A: 掺入的参照HCV来源的

多肽. M/Z: 564.87的离子质谱图, 该离子的MASCOT分析

序列: RLIVFPDL, 自动从头测序的序列为RLLVFPDL; B: 人

烯醇酶-1来源的多肽. M/Z: 738.8的离子质谱图, 该肽段的

MASCOT分析序列: SPDDPSRYISPDQ.
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图  4  HepG2和HepG2.2.15细胞中ENO1 mRNA的表达.
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HBV导致的相关疾病的发生发展. 更为重要的

是我们发现ENO1的SPDDPSRYISPDQ肽段能被

HLA分子呈递于HepG2.2.15表面, 且肽段HLA
结合力的分析表明该肽段与HLA-B51分子有较

强的结合力, 提示他可能是被HLA-B51分子呈

递的, 这与目前报道的HepG2.2.15细胞的HLA
分型是吻合的. 现有的研究和进展均证实, HBV
感染确实能够导致某些自身抗原出现, 而且这

些自身抗原在乙肝的免疫发病过程中具有十分

重要的作用[19]. 精氨酸酶[20]和230 kDa高尔基体

相关蛋白(GCP230)[21]就被证实为HBV感染相关

的自身抗原. 另外, 也已有研究发现ENO1可以

在一些自身免疫性疾病中作为自身抗原引起免

疫反应[22]. 所以, 我们推测来源于ENO1的多肽

SPDDPSRYISPDQ很可能是与HBV感染引起的

自身抗原表位, 需要进行更深入的研究来明确

其在HBV免疫发病中的作用. 
质谱技术已在蛋白组学研究中广泛使用[23-28], 

但在乙肝表位鉴定方面尚处于探索阶段. 通常

情况下, 一个细胞表面有105-106个MHCⅠ类分

子, 呈递大约104个不同种类的肽[29], 不同种类肽

的丰度相差极大, 而病理衍生肽往往是低丰度

的, 在检测时会被高丰度的自身肽掩盖[30]. 因此

对MHCⅠ类分子结合肽的研究, 需要先进的分

离和检测技术. 利用nanoESI-MS/MS技术可以对

微量而又复杂的多肽混合物进行较准确的分析. 
本实验利用HPLC和nanoESI-MS/MS分离鉴定

出1条HepG2.2.15表面的HLAⅠ类分子结合肽, 
初步证实了HPLC联合nanoESI-MS/MS的方法

在细胞HLA结合肽筛选过程中的可行性, 并展

示了其快捷的优点. 
本研究通过对HepG2和HepG2.2.15细胞

株分析, 分离并鉴定出1条来自ENO1, 并能够

被HLAⅠ类分子提呈到HepG2.2.15细胞表面

的肽段SPDDPSRYISPDQ. 且ENO1 mRNA在

HepG2.2.15细胞中的表达明显高于HepG2细胞. 
提示HBV感染可能引起ENO1表达的上调, 并被

呈递到细胞表面. 这为进一步研究乙肝病毒感

染相关的蛋白功能和免疫学致病机制的研究提

供了重要线索. 
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Abstract
AIM: To investigate the changes of signal 
pathways in the adhesion of hepatocellular 
carcinoma with extracellular matrix.

METHODS: BEL-7402 cells were cultured 
regularly on media containing laminin (LN) or 
bovine serum albumin (BSA, served as control 
matrix). After treatment with anti-integrin α6 
monoclonal antibody, cell changes and integrin 
α6-induced signal pathways were observed.  
Boyden chamber was used to detect cell migra-
tion and invasion ability. Western blot was ad-
opted to analyze the phosphorylation of ERK. 
Reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) was employed to measure the expres-
sion of PI3K and Akt mRNA.

RESULTS: BEL-7402 cells adhered to different 
extracellular matrices within 30 min to 1 h with-
out significance. The rate of cell adhesion on 
LN-coated substrate was 187.2%, but decreased 
to 104.4% after anti-integrinα6 monoclonal 
antibody treatment (P < 0.05). The number of 
BEL-7402 cells migrated through the Matrigel 
was 103.2 ± 16.5 per high power field (HPF), and 
anti-integrin α6 monoclonal antibody inhibited 
it to 88.7 ± 9.9 (P < 0.01). The expression levels of 
PI3K and Akt were up-regulated, and phosphor-
ylation of ERK was increased after BEL-7402 
cell adhered to LN; however, anti-integrin α6 
monoclonal antibody partly inhibited the up-
regulation and phosphorylation. 

CONCLUSION: Cultured BEL-7402 cells highly 
express integrin α6. PI3K and ERK pathway is 
involved in the adhesion associated with LN 
and integrin α6. 

Key Words: Integrin; Integrin; Laminin; Hepatocel-
lular carcinoma; Signal transduction

Qiao SF, Zhu LW. Integrin α6 induces PI3K and MAPK 
signal pathway in the adhesion of hepatocellular 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(21): 
2349-2353

摘要
目的: 探讨肝细胞癌与细胞外基质发生黏附
过程中所引起的信号转导通路的变化. 

方法: LN作为细胞外基质, BSA作为对照基
质, 常规培养人肝细胞癌细胞系B E L-7402
细胞; 以整合素α6单抗作用后检测细胞黏附
于LN之后的变化以及所诱导的信号传导通
路. Boyden小室检测细胞迁移及侵袭能力; 
Western blot分析检测细胞ERK磷酸化, RT-
PCR方法检测PI3K及Akt基因mRNA表达的
变化.  

结果: 细胞在不同基质上发生黏附的时间为
30 min-1 h, 但没有明显差异. 细胞在LN基质
上的黏附率为187.2%, 而以整合素α6抗体作

www.wjgnet.com
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■背景资料
原发性肝细胞肝
癌恶性度高、较
早即发生肝内外
转移. 黏附在转移
过程中非常关键, 
而层黏连蛋白及
其整合素受体的
相互作用在细胞
与细胞外基质的
黏附中诱导的信
号转导通路的改
变具有极其重要
的作用. 

■同行评议者
党双锁 ,  副教授 , 
西安交通大学医
学院第二附属医
院 感 染 科 ;  梁 力
建, 教授, 中山大
学附属第一医院
肝胆外科



用后黏附率为104.4%, 细胞黏附率明显下降
(P <0.05). BEL-7402细胞穿过Matrigel发生侵
袭的细胞数分别为每高倍视野103.2±16.5
个, 抗整合素α6单抗10 mg/L作用后为88.7±
9.9个, 有显著性差异(P <0.01); BEL-7402细胞
PI3K及Akt的表达在黏附于细胞外基质后明
显增加, 而且ERK 磷酸化明显增加, 整合素α6
抗体可以部分降低表达及磷酸化. 

结论: 细胞在黏附过程中有PI3K及ERK两条
传导信号分子参与, 并与整合素α6及LN相关. 

关键词: 整合素; 层黏连蛋白; 肝细胞癌; 信号传导
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及MAPK双信号传导通路.  世界华人消化杂志  2008; 16(21): 

2349-2353

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2349.asp

0  引言

肿瘤的侵袭和转移实质上是细胞与细胞及细胞

与细胞外基质间由特定受体介导的一系列相互

作用, LN是基底膜的非胶原糖蛋白, 参与多种

生物学活性. 整合素α6为细胞表面黏附分子类, 
是LN的单特异性受体, 在很多肿瘤都有整合素

α6的表达和分布的变化[1]. 癌细胞不断迁移扩

散过程的核心是肿瘤细胞不断变化的对于黏附

的选择, 在整合素介导的黏附中有大量的结构

蛋白、骨架蛋白、信号分子及蛋白激酶等参与, 
调节了细胞的运动性、极性、微管动力、细胞

运输和细胞黏附[2]. 
原发性肝细胞肝癌 ( h e p a t o c e l l u l a r 

carcinoma, HCC)是一种恶性度高、较早即发

生肝内外转移的肿瘤. 在大多数肝癌中可以检

测到诱导产生的LN受体α6β1在细胞表面连续

分布而且明显的与LN共表达[3]. 整合素家族介

导的细胞黏附具有重要作用, 整合素与配体结

合后, 在细胞表面集结, 并可集结相关的多分子

复合体, 形成黏着斑, 现在认为这些黏着复合物

也是信号转导的特殊部位. 蛋白质磷酸化是整

合素刺激后可检测到的最早发生的反应, PI3K/
A k t通路和丝裂原活化的蛋白激酶(m i t o g e n-
activated protein kinase, MAPK)通路广泛存在细

胞中, 与肿瘤的侵袭、转移、预后相关[4-5]. 我们

以LN作为细胞外基质, 细胞黏附后以整合素α6
抗体阻断细胞与LN的相互作用, 检测PI3K/Akt
和MAPK/ERK信号转导通路中信号蛋白水平和

磷酸化水平的变化, 阐明LN与整合素α6在肝细
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胞癌转移过程中所诱导的信号转导途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640为GIBCO Co.产品; 抗整

合素α6抗体GoH3购自Chemicon; ABC法免疫

组化检测试剂盒购自Santa Cruz公司; 鼠抗人

β-ERK1/2 mAb购自Santa Cruz公司. 抗β-actin单
抗购自Sigma; 化学发光试剂ECL、胶片均购自

Santa Cruz公司; TRIzol试剂盒为Invitrogen产品; 
MMLV逆转录酶、dNTP为Promega公司产品; 
PCR试剂盒、Marker为天为时代公司产品; PCR
引物由赛百盛生物工程公司合成. BEL-7402人
肝癌细胞系由本室保存. 主要制品: Boyden小
室、无PVP孔径8 μm直径13 mm的聚碳酸酯

膜、人工基膜(Matrigel)及下室趋化因子由北京

大学医学部细胞学系提供. 
1.2 方法 细胞在含100 mL/L胎牛血清的RPMI 
1640培养基, 50 mL/L CO2培养箱内, 37℃培养. 
将基质LN以40 mg/L, 1 mL/cm2表面积的量加至

培养板或培养瓶, 4℃包被过夜, 50 g/L BSA于

37℃封闭40 min. 无血清RPMI 1640漂洗3次后备

用. 对照组不加基质而仅以50 g/L BSA封闭. 培
养的单层细胞经预冷并PBS漂洗后, 加入细胞裂

解液, 用细胞刮棒把细胞集中, 经4℃ 12 000 g离
心2 min去除细胞骨架成分, 取上清. 
1.2.1 细胞黏附实验:  取状态良好的BEL-7402
细胞, 使用前用PBS洗三次, 制成细胞悬液, 每
100 μL稀释液中含细胞8000个, 加入基质包被

的96孔板中, 100 μL/孔, 实验组加整合素α6单
抗(1∶100), 对照组以PBS代替, 50 mL/L CO2培

养箱内37℃孵育1 h. 用无血清培养基100 μL/孔
轻柔漂洗3次以除去未黏附的细胞, 加入酸性磷

酸酶底物应用液(0.2 mol/L乙酸钠缓冲液中含

2 g/L TritonX-100、20 mmol/L硝基苯磷酸盐, 
pH5.5)100 μL/孔, 37℃ 2 h, 加入1 mol/L NaOH 
10 μL/孔终止反应, 室温放置10 min, 全自动酶

标仪405 nm处检测每孔的光吸收值. 
1.2.2 Boyden Chamber检测细胞侵袭: 参照Albini 
et al [6]的体外侵袭实验方法. BEL-7402细胞分

组制备细胞悬液, 浓度为3.5×108/L, 安装好

Boyden Chamber, 在Matrigel凝胶上加入细胞悬

液200 μL, 置于50 mL/L CO2培养箱中于37℃培

养18 h. 将膜固定后, 苏木精染色, 镜下观察. 每
张膜随机选取5个高倍视野, 计数穿过聚碳酸酯

膜的细胞数, 每组细胞设3个复孔. 
1.2.3 PI3K、Akt基因mRNA表达水平的检测: 按
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■相关报道
LN受体α6β1在肝
细胞癌细胞表面
连续分布且明显
与LN共表达 ,  与
肝癌的发生发展
密切相关. 整合素
与配体结合后, 在
细胞表面集结形
成黏着斑, 现在认
为这些黏着复合
物也是信号转导
的特殊部位, 引发
了信号蛋白分子
的磷酸化. 

■研发前沿
在临床抗肝癌治
疗中, 整合素α6有
望成为一个新的
亮点, 寻找肝癌转
移治疗的新途径
和开发新的抗癌
药物, 减少肝癌的
转移与复发, 为该
领域的研究热点. 
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说明书提取培养BEL-7402细胞的RNA, 溶于20 

μL DEPC水中, 测定吸光值(A ). 根据总RNA的

浓度, 分别取1 μg总RNA为模板, β-actin为内参, 
进行半定量RT-PCR. PI3K基因有义链引物序列: 
5'-CATCACTTCCTCCTGCTCTAT-3', 反义链引

物序列: 5'-CAGTTGTTGGCAATCTTCTTC-3', 
产物377 bp; Akt基因有义链引物序列: 5'-GGAC
AACCGCCATCCAGACT-3', 反义链引物序列: 
5'-GCCAGGGACACCTCCATCTC-3', 产物121 
bp; 内参照β-actin基因有义链引物序列: 5'-CAG
AGCAAGAGAGGCATCC-3', 反义链引物序列: 
5'-CTGGGGTGTTGAAGGTCTC-3', 产物217 bp. 
PI3K、Akt扩增条件为: 95℃预变性5 min后进入

30个循环(94℃ 0.5 min, 56℃ 1 min, 72℃ 1 min), 
最后72℃延伸7 min; β-actin的PCR扩增反应条

件为: 95℃ 4 min预变性后开始32个循环(94℃ 1 
min, 62℃ 1 min, 72℃ 2 min), 最后于72℃延伸10 
min. PCR扩增产物在18 g/L琼脂糖凝胶上电泳

分离. 
1.2.4 Western blot检测细胞ERK磷酸化: 细胞约

5×106/瓶, 消化悬浮后使细胞黏附于不同基质

的平皿, 加入裂解缓冲液后, 置冰上裂解20 min, 
4500 g离心10 min, 取上清液, 以120 g/L SDS-
聚丙烯酰胺凝胶分离蛋白样品. 将蛋白转移至

硝酸纤维素膜上, 50 g/L脱脂奶粉封闭过夜, 加

入一抗, 次日加1∶400稀释的一抗, 室温孵育

1 h, 0.5 mL/L Tween 20-PBS洗5遍, 加入羊抗鼠

-HRP(1∶400), 室温孵育1 h, 室温下分别孵育1 
h. 膜与化学发光增强剂反应5 min, 暗房中处理

膜并覆盖底片, 曝光过夜, 经显影和定影, 冲洗

底片并晾干. 以β-actin为内参照.  
统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 数

据处理用SPSS11.0统计软件, 与对照组比较用t
检验. 

2  结果

2.1 细胞黏附实验 细胞在不同基质上发生黏附

的时间为30-60 min, 没有显著性差异. 细胞呈球

形, 很少有伪足伸出(图1). BEL-7402肝癌细胞

的黏附以405 nm的A值表示, 在LN基质上A值

为0.856±0.089; 在无基质包被的A值为0.298±
0.034, 二者相比较差异有显著意义(P <0.05). 用
抗整合素α6单抗10 mg/L作用后二者的黏附细

胞均有减少, A值分别为0.370±0.042和0.181
±0.023, 与抗体作用前相比较有显著性差异(P  
<0.05). LN组黏附率为187.2%, 抗体组为104.4%, 
黏附率明显下降 ,  二者相比差异有显著意义

(P <0.05, 图2). 
2.2 B o y d e n小室检测B E L-7402细胞的侵袭 
BEL-7402细胞穿过Matrigel发生侵袭的细胞数

分别为每高倍视野103.2±16.5个, 抗整合素α6
单抗10 mg/L作用后为88.7±9.9个, 穿膜的细胞

数明显减少, 有显著性差异(P <0.01). 
2.3 PI3K mRNA、Akt mRNA在肝癌细胞中的表

达 PI3K基因RT-PCR产物为377 bp; Akt基因RT-
PCR产物为121 bp; 内参照β-actin基因RT-PCR产
物217 bp. BEL-7402细胞PI3K及Akt的表达在黏

附于细胞外基质LN后明显增加(图3). 
2.4 细胞裂解后Western blot分析检测ERK磷

酸化 利用Western blot技术检测BEL-7402细胞

p-ERK1/2的磷酸化情况. 结果表明, 细胞在LN上

图   2   酸 性 磷 酸 酶 法 检 测 B E L - 7 4 0 2 细 胞 的 黏 附 结 果 . 
aP<0.05 vs  PBS组.

a
a
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抗体组

0.9
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0

A
值

LN组                           BSA组

图  1  BEL-7402肝癌细胞的黏附状态(×400). 细胞以球形为

主, 伪足很少见.

600 bp

400 bp

200 bp

100 bp

PI3K

β-actin

Akt

M         LN        LN      BSA      BSA

图  3  BEL-7402细胞PI3K及Akt的表达. M: Marker.

■创新盘点
本文利用肝细胞
癌细胞系 ,  以LN
作为细胞外基质, 
探讨肝细胞肝癌
在与LN发生黏附
过程中所引起的
信号转导通路的
变化 ,  发现LN及
其整合素α6受体
在黏附过程中起
重 要 的 作 用 ,  并
诱 导 了 P I 3 K 和
MAPK两条信号
传导通路. 
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黏附后p-ERK1/2的磷酸化明显增加; 在经整合

素α6单抗10 mg/L作用后p-ERK1/2的磷酸化略

有下降(图4). 

3  讨论

原发性肝癌是我国常见恶性肿瘤之一, 复发与

转移是影响疗效、延长生存期的主要障碍[7]. 目
前对该病的病因及发病机制认识尚不清楚, 死
亡率较高. 肿瘤的转移是一个多阶段复杂的过

程, 其中细胞黏附在癌细胞侵袭转移过程中发

挥着重要作用, 实际上癌细胞不断迁移扩散过

程的核心是肿瘤细胞不断变化的对于黏附的选

择. 整合素α6为细胞表面黏附分子类, 主要和β1
及β4亚单位结合, 组成α6β1和α6β4, 是LN的单

特异性受体. LN是各种基膜的主要成分, 它的合

成和降解始终伴随着肿瘤细胞侵袭和转移的每

一个环节. 在很多肿瘤都有整合素α6的表达和

分布的变化, 整合素与配体结合后, 在细胞表面

集结相关的多分子复合体, 形成黏着斑, 现在认

为这些黏着复合物也是信号转导的特殊部位. 
肿瘤的发生、发展是细胞与细胞外基质

共同参与的多步骤的过程, 肝癌与α6整合素有

着密切的关系, 在大多数肝癌中可以检测到诱

导产生的α6β1, 在细胞表面连续分布而且明显

的与LN共表达, 表达水平与患者的预后呈负相

关[8]. 我们以BEL-7402为靶细胞, 以LN铺板作

为细胞外基质, BSA为对照组, 用抗整合素α6
抗体阻断α6受体与L N基质的结合, 在黏附实

验中发现BEL-7402细胞在不同基质上发生黏

孵的时间为30-60 min, 没有显著性差异. 细胞

呈球形, 很少有伪足伸出, 一般在1 h后开始有

细胞铺展, 伸出伪足. 细胞在LN基质上的黏附

率较对照组明显增加, 而以整合素α6抗体作用

后细胞的黏附有明显的抑制作用, 细胞黏附率

明显下降, 差异具有统计学意义, 表明细胞在

黏附过程中的确有整合素α6和L N的参与, 起
促进黏附的作用. 基底膜是阻止肿瘤细胞侵袭

转移的机械屏障, 其主要功能性成分L N在调

节肿瘤细胞的迁移、侵袭和增殖过程中起活

跃的促进作用. Matrigel是一种人工基膜, 主要

成分为L N、Ⅳ型胶原、硫酸乙酰肝素等, 有
报道认为肿瘤细胞穿过铺板的Matrigel的能力

与他们在动物体内迁移的能力相一致, 可以代

表肿瘤的侵袭能力[9]. 我们的结果发现, 抗整合

素α6单抗可以降低BEL-7402细胞的穿膜能力, 
我们还另有实验发现MMP的分泌也同时减少, 
表明整合素α6和LN与BEL-7402细胞的侵袭表

型相关. 
信号传导通路的异常改变是肿瘤细胞的

重要生物学特性 ,  蛋白质磷酸化是整合素刺

激后可检测到的最早发生的反应. PI3K/Akt通
路广泛存在细胞中 [10],  是参与细胞生长、增

殖、分化调节的信号转导通路, 影响细胞的存

活和凋亡 ,  且与肿瘤的侵袭、转移、预后相

关. PI3K(phosphoinositide 3-kinase)主要由一

个催化亚基和一个调解亚基构成, 本身既具有

S e r/T h r激酶的活性, 也具有磷脂酰肌醇激酶

的活性. Akt又称蛋白激酶B, 有报道Akt-蛋白

激酶B的激活在肝细胞癌的发生、发展中起

了重要的作用. 另一与肝癌的发生有关的信号

转导通路为Ras-MAKP异常[11], MAPK是一组

可以被多种细胞外信号激活的丝/苏氨酸激酶. 
ERK(extracellular signal-regulated kinase)是一

类具有丝氨酸和酪氨酸双重磷酸化能力的蛋白

激酶, 主要有ERK1/2两种亚型, 是最早发现的

经典的MAPK信号转导途径. 整合素介导的细

胞与基底膜间的相互作用调节细胞的极性、迁

移、增殖、分化和细胞的存活[12]. 我们的结果

发现PI3K及Akt的表达在黏附于细胞外基质后

明显增加; LN及整合素α6的相互作用同样促进

了蛋白表达的变化, 细胞在黏附过程中同时启

动了MAKP和PI3K两条信号传导通路, 并与LN
及整合素α6相关. 
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■应用要点
肿瘤细胞的转移
过程中启动了多
个信号传导通路, 
本文进一步证实
了整合素α6在肝
癌转移的重要作
用 ,  细 胞 黏 附 于
LN后通过整合素
α6诱导了PI3K及
MAPK两条信号
传导通路, 对于揭
示肿瘤细胞转移
的机制提供了新
的证据.  

图  4  BEL-7402细胞p-ERK1/2的表达.
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Abstract
AIM: To study the effect of curcumin on 
hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-1α) 
expression in HepG2 hepatocellular carcinoma 
cells under hypoxic conditions as well as the 
possible mechanism.

METHODS: HepG2 cells were treated with dif-
ferent concentrations (0, 1, 2, 5, 10 μmol/L) of 
curcumin under hypoxic conditions for 6 h. The 
protein and mRNA levels of HIF-1α were de-

tected by Western blot and reverse transcription-
polymerase chain reation (RT-PCR) respectively. 
Then HepG2 cells were treated with 0, 10 μmol/L 
curcumin, or 10 μmol/L curcumin plus 10 
μmol/L MG-132 under hypoxic conditions for 6 
h. The protein levels of HIF-1α and vascular en-
dothelial growth factor (VEGF) were detected by 
Western blot.

RESULTS: After HepG2 cells were co-incubated 
with curcumin (1-10 μmol/L) for 6 h, the protein 
level of HIF-1α decreased significantly as com-
pared with that in the control cells (0 μmol/L 
curcumin treatment ), in a dose-dependent man-
ner (F = 79.81, P < 0.01), but the mRNA level 
of HIF-1α was not affected by curcumin. In the 
presence of MG-132, a proteasome inhibitor, the 
HIF-1α and VEGF protein levels decreased by 
curcunmin was restored to the level of control 
cells (F = 68.47, 83.79, both P < 0.01).

CONCLUSION: Curcumin suppresses HIF-1α 
expression at post-transcriptional level in HepG2 
cells under hypoxia, probably via proteasome-
dependent pathway.

Key Words: Curcumin; Hepatocellular Carcinoma; 
Anoxia; Hypoxia-inducible factor-1; Vascular en-
dothelial growth factor

Hou W, Qin H, Liu S, Wang Y, Liu NZ, Zhao Q, Tian 
DA. Effect of curcumin on hypoxia-inducible factor-1 
alpha expression in hepatocellular carcinoma cells HepG2 
under hypoxia and its possible mechanism. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(21): 2354-2358

摘要
目的: 研究姜黄素对缺氧条件下人肝癌细胞
HepG2中缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)表达的影
响, 并探讨其可能机制. 

方法: 0、1、2、5、10 μmol/L的姜黄素处
理缺氧条件下的HepG2细胞6 h后, 用Western 
blot免疫印迹法和RT-PCR检测HIF-1α的蛋白
及mRNA的表达; 0 μmol/L, 10 μmol/L姜黄素, 
10 μmol/L姜黄素+10 μmol/L MG-132处理缺
氧条件下的HepG2细胞6 h后, 用Western blot

®

■背景资料
缺氧诱导因子-1α 
(HIF-1α)是调节
机体氧稳态平衡
的重要转录因子, 
与肿瘤缺氧诱导
的血管发生有关. 
中药姜黄系活血
化瘀药, 辛温、无
毒. 姜黄素是姜黄
最重要的活性成
分, 近来研究发现
他能抑制实体肿
瘤的血管生成.

■同行评议者
姚希贤, 教授, 河
北医科大学附属
第二医院消化内
科
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检测HIF-1α和VEGF的蛋白水平. 

结果: HepG2细胞经1、2、5、10 μmol/L的
姜黄素处理后, HIF-1α蛋白水平与对照组(0 
μmol/L姜黄素处理)比较明显降低(F  = 79.81, 
P <0.01), 且降低程度随着姜黄素处理浓度的
增加而变大, 但各剂量组HIF-1α的mRNA水
平与对照组比较无显著性差异; 蛋白酶体抑
制剂MG-132可以逆转姜黄素所致的HepG2细
胞内HIF-1α和VEGF蛋白表达抑制(F  = 68.47, 
83.79, 均P <0.01).

结论: 姜黄素通过蛋白酶体途径, 在转录后水
平抑制缺氧HepG2细胞的HIF-1α表达.

关键词: 姜黄素; 肝细胞癌; 缺氧; 缺氧诱导因子-1; 

血管内皮生长因子
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0  引言

肿瘤的主要特征是肿瘤细胞的快速生长并伴

缺氧微环境的形成[1]. 在缺氧条件下, 肿瘤细胞

为了继续生长 ,  启动一系列缺氧适应性反应 , 
其中就包括缺氧诱导因子-1(hypoxia-inducible 
factor-1, HIF-1)相关的基因诱导. HIF-1是维持肿

瘤细胞氧平衡的重要转录因子, 在缺氧条件下

转运入核, 与缺氧反应元件结合, 促进靶基因转

录[2]. HIF-1由α和β亚基组成, 其中HIF-1α是受氧

分子调节的主要功能亚基. 人体肿瘤组织中HIF-
1α高水平表达, 表达程度与肿瘤的进展程度、

转移和放/化疗抵抗力正相关[3-7]. 异源肿瘤模型

也证实了HIF-1α高表达与肿瘤的生长和血管生

成密切相关[8]. 所以HIF-1α已成为许多癌症研

究的重点, HIF-1α抑制剂也被应用于癌症化疗. 
姜黄素是天然黄酮类化合物, 具有抗肿瘤、抗

炎、抗氧化、降血脂等多种药理作用[9-10], 美国

国立肿瘤研究所已将其列为癌症化学预防药物, 
进入一期临床试验. 姜黄素的抗癌机制复杂[11], 
是否也作为一种HIF-1α抑制剂来发挥其抗癌效

益, 目前的研究和报道并不多. 故本实验选取人

肝癌HepG2细胞作为研究对象, 观察姜黄素对缺

氧条件下HepG2细胞的HIF-1α及HIF-1α靶基因

血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)的表达影响, 以研究HIF-1α在姜黄

素抗肝癌机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞为同济医院肝病研

究所自备, DMEM高糖培养基和胎牛血清(美国

Gibco公司), 姜黄素和氯化钴(美国Sigma公司), 
蛋白酶体抑制剂MG-132(美国Alexis公司), CO2

恒温细胞培养箱(日本Sanyo公司), 鼠抗人HIF-1α
抗体和鼠抗人VEGF抗体(美国Santa Cruz公司), 
鼠抗α-tublin抗体和辣根过氧化物酶标记羊抗鼠

二抗(美国Sigma公司), 蛋白定量试剂盒、电泳

和转膜装置(美国Bio-rad公司), 增强化学发光剂

(ECL)和显影暗盒(英国Amersham公司), 显影胶

片(英国宝丽莱T667胶片), 莫洛尼鼠白血病病毒

(M-MLV)逆转录酶试剂(美国Promega公司), Taq 
DNA聚合酶(美国MBI公司), β-actin和HIF-1α引

物由北京奥科生物技术有限责任公司合成, PCR
仪和图像分析(德国Biometra公司).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HepG2细胞中加入含50 mL/L
胎牛血清的DMEM高糖培养基, 置于50 mL/L 
CO2、37℃、饱和湿度的常氧环境培养箱内培

养, 待细胞贴壁融合至80%时更换新鲜无血清培

养基, 继续培养24 h后, 细胞进入试验. 为了充分

模拟缺氧微环境, 将培养箱调至50 mL/L CO2、

950 mL/L N2、37℃、饱和湿度的缺氧条件, 并
在细胞缺氧培养前5 min往培养基内添加终浓度

300 μmol/L的氯化钴[12].
1.2.2 实验设计与分组: 细胞缺氧培养同时, 分别

加入终浓度为0、1、2、5、10 μmol/L的姜黄素

作用6 h; 细胞缺氧培养同时, 分别加入0 μmol/L
姜黄素、10 μmol/L姜黄素、10 μmol/L姜黄素

+10 μmol/L MG-132作用6 h. 作用完成后收集细

胞, 提取细胞蛋白和mRNA. 以0 μmol/L姜黄素

作用的HepG2细胞作为对照组.
1.2.3 Western blot免疫印迹法检测HIF-1α和

VEGF的蛋白表达水平: 用细胞裂解液溶解细胞

后提取全细胞蛋白并定量, 将点样蛋白浓度调

成一致后电泳分离、转膜. 转样后的硝酸纤维

素膜用50 g/L脱脂奶粉缓冲封闭液4℃封闭过夜, 
加一抗HIF-1α(1∶200)或一抗VEGF(1∶200)室
温振摇孵育2 h, 洗膜30 min后加二抗(1∶8000)
室温振摇孵育2 h, 再洗膜30 min除去未结合的二

抗后, 暗盒显影. 免疫反应带用ELC试剂盒检测, 
化学发光信号用自显影胶片记录. Biometra图像

分析仪对条带积分吸光度进行定量分析. 内参

选用α-tublin, 用HIF-1α/β-actin和VEGF/β-actin
分别表示HIF-1α和VEGF的蛋白相对表达量. 每

■研发前沿
抑制肿瘤血管新
生是当前抗肿瘤
治疗的重要策略
之一. 研究肿瘤血
管生成抑制的靶
点, 并针对性地研
发安全、有效的
抗肿瘤血管新生
药物, 是肿瘤防治
研究领域的热点.
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个实验组重复3次计算统计量.
1.2.4 RT-PCR检测HIF-1α的mRNA水平: 按照

TRIzol说明书方法提取细胞mRNA, 测总RNA浓

度和纯度. 在25 μL逆转录反应体系中, 以1 μg总
RNA为模板, 以随机引物Random 9mers为引物, 
用M-MLV逆转录酶将mRNA逆转录为cDNA. 取
3 μL逆转录产物cDNA, 用Taq DNA聚合酶进行

PCR反应, PCR反应体积25 μL. 以β-actin作为

内参. 引物序列如下: HIF-1α: 上游引物5'-CAA 
AAC ACA CAG CGA AGC-3', 下游引物5'-TCA 
ACC CAG ACA TAT CCA CC-3', 扩增产物长度

473 bp; β-actin: 上游引物5'-CAT CAC TAT CGG 
CAA TGA GC-3', 下游引物5'-GAC AGC ACT 
GTG TTG GCA TA-3', 扩增产物长度156 bp. 反
应条件为: 94℃预变性5 min后, HIF-1α: 94℃变

性45 s, 64℃退火1 min, 72℃延伸1 min; β-actin: 
94℃变性1 min, 57℃退火45 s, 72℃延伸1 min. 
30个循环后72℃维持5 min, PCR产物经15 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 凝胶成像系统进行半定量分析, 
用HIF-1α/β-actin表示HIF-1α基因的相对表达

量. 每个实验组重复3次计算统计量.
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 使

用SPSS12.0软件进行组间方差分析.

2  结果

2.1 不同剂量姜黄素对缺氧条件下HepG2细胞内

HIF-1α表达影响 1 μmol/L姜黄素处理使HepG2
细胞缺氧6 h后的HIF-1α蛋白表达明显下降, 与
对照组相比差异有统计学意义(P <0.05); 2、5、

10 μmol/L姜黄素的处理使HepG2细胞内HIF-1α

蛋白表达水平的下降更为明显, 各剂量组与对

照组相比, 差异均有统计学意义(P <0.01), 且呈

一定的剂量效应关系; 1-10 μmol/L各个剂量组

姜黄素处理的HepG2细胞, 缺氧6 h后的HIF-1α 
mRNA表达水平与对照组相比, 差异无显著性

(图1-2, 表1).
2 .2  蛋白酶体抑制剂作用下 ,  姜黄素对缺氧

HepG2细胞内HIF-1α和VEGF的蛋白表达影响 
10 μmol/L姜黄素处理使HepG2细胞缺氧6 h后的

HIF-1α蛋白和VEGF蛋白表达明显下降, 与对照

组相比差异均有统计学意义(P <0.01); 10 μmol/L
姜黄素与10 μmol/L MG-132共同处理后, 缺氧

HepG2细胞内的HIF-1α蛋白和VEGF蛋白表达

水平与姜黄素处理组相比均明显上升, 差异有

统计学意义(P <0.01), 接近对照组水平(表2, 图3).

3  讨论

姜黄素是从姜科植物姜黄根茎中提取的酚性色

素, 是姜黄最重要的生物活性成分, 因其对多种

肿瘤的抑制作用, 被视为有极大开发前景的癌

症预防及治疗药物[13-14]. 姜黄素的抗癌作用复

杂, 研究发现他能通过正相调节谷胱甘肽转移

酶[15]、抑制细胞色素P450[16]、减轻氧化应激[9]

■创新盘点
本文观察了不同
剂量姜黄素作用
下 ,  人 肝 癌 细 胞
HepG2在缺氧环
境中HIF-1α表达
的变化, 并探讨了
可能的分子机制. 
发现姜黄素是在
转录后水平通过
蛋白酶体途径使
HIF-1α降解失活, 
继而下调HIF-1靶
相基因VEGF的表
达, 抑制肿瘤血管
生成.

表  1  HepG2细胞的HIF-1α表达水平

     
剂量	                HIF-1α蛋白	                   HIF-1α mRNA

(μmol/L)	          (HIF-1α/α-tublin)              (HIF-1α/β-actin)

0	            0.689±0.068	 0.504±0.086

1	            0.523±0.032a	 0.544±0.088

2	            0.353±0.031b	 0.526±0.093 

5	            0.218±0.019b	 0.519±0.041 

10	            0.132±0.009b	 0.567±0.085 

aP<0.05, bP<0.01 vs  0 μmol/L组.

0          1          2           5           10  mmol/L

HIF-1a

a-tublin

图  1  姜黄素处理对缺氧条件下HepG2细胞内HIF-1α蛋白
表达的影响.

M         0        1         2        5        10 mmol/L      

HIF-1a

b-actin

图  2  姜黄素处理对缺氧条件下HepG2细胞内HIF-1α 
mRNA表达的影响. M: Marker.

表  2  姜黄素在蛋白酶体抑制剂加入后对缺氧HepG2细
胞的HIF-1α和VEG蛋白表达

     
分组

	                HIF-1α蛋白	                       VEGF蛋白

	          (HIF-1α/α-tublin)               (VEGF/α-tublin)

对照组	            0.807±0.079	 0.754±0.084

姜黄素	            0.223±0.018a	 0.057±0.005a

姜黄素+	            0.863±0.081b	 0.679±0.073b 

MG-132 

aP<0.01 vs  对照组; bP<0.01 vs  姜黄素组.
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和炎症[17]、抑制肿瘤生长[18]、诱导细胞周期停

滞与调亡[19]或抑制血管生成[20]等, 阻止肿瘤的起

始和形成. 最近有研究发现姜黄素还能直接抑

制体外血管内皮细胞增殖和体内毛细血管的形

成[21-23]. 这证明姜黄素肿瘤的预防效能起码有部

分是因为他对血管生成的直接抑制. 但是姜黄

素拮抗肿瘤血管形成作用的分子基础和其作用

靶分子还未阐明. 
HIF-1是由HIF-1α和HIF-1β组成的异源二

聚体, 是调节哺乳动物机体氧稳态平衡的重要

转录因子, 广泛存在于各种实体肿瘤中, 与肿瘤

缺氧诱导的血管发生有关[8,24]. HIF-1α是HIF-1
的功能性亚基, 在常氧条件下不断通过泛素-蛋
白酶体途径水解, 缺氧条件下则因降解受阻而

在胞质内聚集, 转位入核与HIF-1β结合成HIF-1
分子, 并与缺氧反应元件结合, 启动下游靶基

因转录[25]. 杜静 et al [26]的实验观察到, 人肝癌细

胞HepG2在缺氧条件下, HIF-1α和其调控基因

VEGF等的表达较常氧条件下显著升高. 而我们

的实验发现, 姜黄素能明显抑制缺氧HepG2细胞

的HIF-1α蛋白表达. 这与Bae et al [27]的实验结果

相似. 上述结果提示HIF-1α很可能是姜黄素抗

肝癌作用的靶分子, 姜黄素通过抑制其表达或

活性来调控多种促肿瘤生长相关基因表达, 从
而抑制肝癌的发生和发展. 同时我们还发现, 姜
黄素在下调HIF-1α蛋白水平的同时并没有改变

HIF-1α的mRNA表达, 说明姜黄素对HepG2细胞

内HIF-1α的抑制效应不是发生在转录水平, 而
是在转录后水平使HIF-1α失稳, 影响其活性. 最
近有报道称, 姜黄素可诱导细胞内p53的聚集, 
从而间接抑制HIF-1α的稳定性, 促进泛素-蛋白

酶体对HIF-1α蛋白的降解[28-29]. 为了验证上述

观点, 我们引入蛋白酶体抑制剂MG-132, 发现

MG-132可以逆转姜黄素对HIF-1α蛋白和VEGF
蛋白的抑制作用. 结果提示姜黄素很可能是依

赖蛋白酶体途径来降低HIF-1α蛋白的稳定性和

活性. 但是姜黄素通过蛋白酶体途径使HIF-1α

失稳的确切机制还需要进一步研究. 
抗缺氧诱导的肿瘤血管生成是目前肿瘤

治疗的研究热点之一[30]. 我们的实验发现姜黄

素通过蛋白酶体途径, 在转录后水平促使缺氧

HepG2细胞的HIF-1α降解失活, 继而下调HIF-1
靶相基因VEGF的表达, 抑制肿瘤血管生成, 延
缓肿瘤生长. 这提示天然黄酮姜黄素可能作为

HIF-1α抑制剂, 成为未来安全有效的肝癌预防

与治疗剂. 同时, 我们的研究也为开发和筛选新

型临床抗肝癌药物提供了一定的理论依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Genistein on 
epithelial-mesenchymal transdifferentiation 
(EMT) induced by t ransforming growth 
factor-β1 (TGF-βl) in human pancreatic cancer 
cell line Panc-1, and to explore the mechanism of 
Genistein inhibiting invasion of Panc-1 cells.

METHODS: Panc-1 cells were treated with 
TGF-β1 and Genistein (0, 1, 25, 50 μmol/L), and 
those treated with PSB served as controls. Tran-
swell chamber assay was performed to deter-
mine the invasion ability change of Panc-1 cells. 
Reverse transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR) was used to estimate the mRNA ex-
pression of vimentin and E-cadherin. Western 
bloting assay was used to measure the protein 
expression of E-cadherin. Cell structure was ob-
served by microscopy.

RESULTS: TGF-βl obviously promoted EMT 
and invasion abilibty of Panc-1 cells. Not only 
the invasion ability but also EMT induced by 
TGF-βl were significantly inhibited by Genis-
tein in a dose-dependent manner. The number 
of Panc-1 cells was larger in 0 μmol/L Genis-
tein group than that in the control group (99.16 
± 11.30 vs 65.46 ± 8.99, P < 0.05). Genistein at 
concentraion of 50 μmol/L down-regulated the 
mRNA expression of vimentin and up-regulated 
the mRNA and protein expression of E-cadherin. 
The characteristic morphology of EMT was re-
versed.

CONCLUSION: Genistein can inhibit TGF-β1-
induced invasion of Panc-1 cells remarkably, 
which may be one of its anti-invasion mecha-
nisms.

Key Words: Genistein; Pancreatic cancer; Invasion; 
Transforming growth factor-β1; Epithelial-mesen-
chymal transdifferentiation

Han L, Guo KJ, Zhou WP, Chen XT. Effect of Genistein 
on epithelial-mesenchymal transdifferentiation induced 
by transforming growth factor-β1 in human pancreatic 
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摘要
目的: 研究Genistein对人胰腺癌细胞系Panc-1
诱导细胞上皮-间质样转化的作用 ,  以探讨
Genistein抑制胰腺癌侵袭作用的机制. 

方法: 用TGF-β1和不同浓度Genistein(0、1、
25、50 μmol/L)处理Panc-1细胞, 对照组加入
等量PSB. 采用Transwell小室法检测Genistein
作用于TGF-β1诱导Panc-1细胞后侵袭力的变
化; RT-PCR技术检测波形蛋白(Vimentin)、
E-钙依赖黏附素(E-Cadherin)的mRNA表达; 
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■背景资料
胰腺癌是恶性程
度很高的消化系
肿瘤, 发病率呈上
升趋势. 由于胰腺
癌特殊的生物学
特性, 使药物治疗
胰腺癌始终不理
想. 目前亟待解决
的问题是寻找一
种可以针对肿瘤
侵袭过程的重要
环节及肿瘤所建
立的局部微环境
的破坏能力强, 而
对正常人体细胞
作用轻微的无毒
或低毒性药物.
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Western blot蛋白印迹法检测E-Cadherin蛋白
的表达; 应用显微镜观察分析细胞结构的改变. 

结果: TGF-β1对Panc-1细胞有显著诱导上
皮 -间质转化的作用 ,  并增加细胞侵袭力 , 
Genistein不但对诱导后Panc-1细胞侵袭力有
抑制, 对细胞上皮-间质样转化也有抑制, 且这
种作用呈剂量依赖性. 0 μmol/L Genistein组细
胞计数明显比对照组高(99.16±11.30 vs  65.46
±8.99, P <0.05), 50 μmol/L Genistein处理诱导
后细胞48 h, 细胞侵袭力下降, Vimentin mRNA
表达水平降低, 而E-Cadherin mRNA和蛋白表
达水平升高, 细胞形态学间质样特性被逆转. 

结论: Genistein具有明显抑制TGF-β1诱导的
人胰腺癌细胞Panc-1侵袭力的作用, 这可能是
其抗侵袭作用的机制之一.

关键词: 三羟异黄酮; 胰腺癌; 侵袭; 转化生长因子

-β1; 细胞上皮间质样转化
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0  引言

细胞上皮间质样转化(epithelial-mesenchymal 
transdifferentiation, EMT)发生于多种生理、病理

过程, 如胚胎发育、伤口愈合、肿瘤转移级联反

应阶段. EMT的发生以上皮细胞极性的丧失和间

质特性的获得、细胞间黏附能力丧失和细胞迁

移及运动能力获得为主要特征, 与肿瘤细胞侵袭

和远隔转移有密切关系[1-3]. 在胰腺癌侵袭研究领

域, EMT已成为热点, 越来越多的学者致力于通

过各种方法抑制EMT而降低胰腺癌的侵袭性[4]. 
TGF-β1具有强烈的刺激EMT的作用[1,3]. 三羟异

黄酮(genistein)是大豆中一类重要的非营养素成

分, 具有广泛抗癌作用. 研究发现, Genistein可以

通过干预肿瘤细胞骨架中波形蛋白的排布方式, 
降低肿瘤的恶性程度[5]以及逆转腹膜间皮细胞的

EMT细胞形态学的改变[6]. 目前, Genistein在胰腺

癌EMT过程中的作用尚无相关报道. 本研究通过

观察Genistein对E-钙依赖黏附素(E-Cadherin)和
波形蛋白(vimentin)表达以及细胞形态学方面的

影响, 探讨其在TGF-β1诱导的胰腺癌细胞Panc-1
发生EMT过程中所发挥作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞系Panc-1购自上海中科院

细胞研究所. 用含双抗及100 mL/L小牛血清的高

糖DMEM培养液, 在37℃含50 mL/L的培养箱中

传代培养. 人重组TGF-β1购自Pepro tech公司. 24
孔Transwell侵袭小室购自Corning公司; Matrigel 
购自B.D.公司; 目的基因引物通过在GenBank上
查找, 并应用Primer 5软件自行设计, 由大连宝生

物工程有限公司合成; RT-PCR试剂盒购自大连

宝生物工程有限公司; Genistein购自Sigma公司. 
鼠抗E-cadherin抗体购自武汉博士德公司. 
1.2 方法 
1 .2 .1  T r a n s w e l l体外侵袭实验 :  应用24孔
Transwell侵袭小室进行侵袭实验. 上室的聚碳

酸酯膜-Matrigel(250 μg/cm2)在37℃聚合后待

用. 收集对数生长期Panc-1细胞经胰酶消化后

加入无血清培养液制成单细胞悬液加入上室孔

中, 细胞浓度为2×105/孔, 用10 mg/L TGF-β1和
不同浓度Genistein处理, 使Genistein终浓度分别

为0、1、25、50 μmol/L, 对照组加入等量PSB. 
下室中加入趋化因子400 μL(MRC-5细胞48 h无
血清的条件培养液), 培养48 h. 待培养时间结束

后将Transwell上室的附着细胞用湿棉签擦去. 
苏木精染色, 封片后显微镜下(200倍)计数穿过

滤膜的细胞数. 每张膜计数上下左右中5个随机

的不同视野, 每组平行设3个滤膜. 侵袭抑制率

IR(%) = [(对照组穿膜细胞数-给药组穿膜细胞

数)/对照组穿膜细胞数]×100%.
1.2.2 Western blot蛋白印迹检测E-cadherin表达 
10 μg/L TGF-β1处理细胞后30 min加入不同浓

度Genistein, 常规培养48 h. 细胞用预冷的PBS洗
3遍, 适当体积裂解缓冲液[20 mmol/L Tris-HCL, 
pH7.5, 0.1 mmol/L Na3VO4, 25 mmol/L NaF, 25 
mmol/L β-glycerophosphate, 2 mmol/L EDTA, 2 
mmol/L EGTA, 1 mmol/L DTT, 1 mmol/L PMSF, 
2 mg/L leupeptin]重悬细胞, 超声裂解细胞后, 
4℃ 12 000 g离心1 h, 收集上清-70℃保存. 考马

斯亮蓝法测定蛋白浓度, 用80 g/L SDS-聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离蛋白, 分离的蛋白电转移至

PVDF膜后, 用5%脱脂奶的TBST室温封闭4 h, 
加入1∶400鼠抗E-cadherin, β-actin 4℃孵育过

夜, 1∶2000稀释的酶标二抗室温孵育1 h, TBS
洗净后, 酶显法, 显色剂显色. 采用FlourChem V 2.0
凝胶成像分析软件(America)分析. 实验重复3次. 
1.2.3 RT-PCR检测E-cadherin和Vimentin的表

达: 细胞总的RNA的提取: 收集各实验组细胞, 
按TRIzol试剂盒说明提取RNA, 电泳鉴定RNA
质量并在A 260nm测其浓度. 引物序列: Vimentin: 
sense primer(5'-CGC TTC GCC AAC TAC AT-3'), 

www.wjgnet.com

■研发前沿
在胰腺癌侵袭研
究领域, 上皮细胞
向间叶样细胞转
化 (EMT)成为近
年来研究热点. 运
动能力相对弱的
胰腺癌上皮细胞
在TGF-β1诱导后
可以向具有运动
能力相对强的间
叶细胞转化, 使肿
瘤细胞更具有侵
袭和转移的能力. 
这种细胞转化在
胰腺癌中与侵袭
能力呈正相关.
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antisense primer(5'-AGG GCA TCC ACT TCA 
CAG-3')690 bp. E-caderin: sense primer(5'-CGC 
ATT GCC ACA TAC A-3'), antisense primer(5'-
CGT TAG CCT CGT TCT CA-3')502 bp; 以为

β-actin内参, sense primer(5'-ATC ATG TTT GAG 
ACC TTC AAC A-3')antisense primer(5'-CAT 
CTC TTG CTC GAA GTC CA-3'), 318 bp. PCR
扩增条件: 变性94℃ 1 min, 退火55-57℃ 1 min, 
延伸72℃ 1 min, 循环31次. 将15 g/L琼脂糖凝胶

置于含0.5×TBE的电泳槽中, 取10 μL扩增产物

与1 μL 6×上样缓冲液混合后上样, 电泳(10 mA, 
100 V)结束后, 结果采用FlourChem V 2.0凝胶成

像分析软件(America)分析. 实验重复3次. 
1.2.4 光镜观察: 将各组细胞常规培养48 h后, 常
规HE染色后, 光镜(10×40倍)观察并拍照. 

1.2.5 透射电镜观察: 10 μg/L TGF-β1处理细胞后

30 min分别加入不同浓度Genistein(对照组加入

等体积DMEM培养基), 培养 48 h收集各组细胞

(1×l05/瓶), 25 g/L戊二醛固定, 常规包埋、切片, 
透射电镜观察细胞超微结构的变化.

统计学处理 采用SPSS13.0软件包对结果进

行分析, 应用方差分析及两样本间χ2检验方法统

计分析, 数据以mean±SD表示; P <0.05有统计学

意义.

2  结果

2.1 Genistein对TGF-β1诱导Panc-1细胞侵袭力

的影响 与TGF-β1刺激组相比, 治疗3组抑制率

增加(P <0.05), 提示高浓度Genistein具有抑制

TGF-β1诱导后的胰腺癌细胞侵袭能力(表1).
2.2 Genistein对TGF-β1诱导Panc-1细胞形态学

改变的影响 光镜结果: TGF-β1(10 μg/L)诱导后

Panc-1表现散在趋势, 细胞间连接不紧密, 呈散

在生长; 细胞形态呈不规则改变, 部分细胞呈

梭形. Genistein浓度为25 μmol/L细胞散在生长

趋势减轻, 部分呈团簇型生长, 细胞连接较为紧

密, 浓度为50 μmol/L时表现更为明显(图1). 透射

电镜结果: TGF-β1处理组细胞胞质内可见致密

核心颗粒分布, 部分细胞内可见在细胞核周围

形成“丝团状”结构, 细胞外微绒毛增多变密; 
Genistein(50 μmol/L)治疗组后伪足形成减少, 细

■相关报道
虽然Genistein的
抗肿瘤作用已被
广泛认识, 但在以
往 研 究 中 ,  多 集
中在Genistein的
抑制肿瘤细胞生
长和增殖、促进
凋 亡 等 方 面 ,  关
于针对其在胰腺
癌EMT过程中的
作用还没有相关
报道. 其他研究发
现, Genistein可以
通过干预肿瘤细
胞骨架中波形蛋
白的排布方式, 降
低肾癌的恶性程
度. 在EMT相关分
子机制的研究中
发现, Genistein可
以逆转腹膜间皮
细胞的EMT细胞
形态学改变.

表  1  Genistein对Panc-1细胞侵袭力的影响 (10 μg/L TGF-β1)

     
分组

	          Genistein剂量	     
细胞计数       抑制率(%)

	              (mmol/L)

空白对照组	   -	 65.46±8.99          -

TGF-β1刺激组	   0	 99.16±11.30a       0

治疗1组		    1	 94.45±14.11        4.75

治疗2组		  25	 95.36±12.36        3.83

治疗3组		  50	 46.63±7.68        52.97c

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  TGF-β1刺激组.

图  1  Genistein对TGF-β1诱导Panc-1形态学改变的影响(光镜×400). A: Panc-1细胞; B: TGF-β1处理组细胞; C: Genistein(25 

μmol/L)治疗组; D: Genistein(50 μmol/L)治疗组.

A B

DC
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胞骨架重排, 呈解聚状态, 分布弥散, 核周“丝

团状”结构消失(图2).
2.3 Genistein对TGF-β1诱导Panc-1细胞E-cad-
herin和Vimentin表达的影响 与TGF-β1处理组

相比, 治疗1、2、3组(1、25、50 μmol/L)E-
cadherin mRNA和蛋白表达明显增加, Vimentin 
mRNA表达降低, 呈浓度依赖性(图3), 说明Ge-
nistein通过降低Vimentin表达和增加E-cadherin
表达, 降低外源性T G F-β1诱导人胰腺癌细胞

Panc-1发生EMT的诱导作用.

3  讨论

E M T的重要特征之一是上皮细胞标志的E- 
cadherin表达的减少和间质细胞标志的Vimentin
表达增加. EMT在胰腺癌侵袭和转移中的发挥重

要作用, 并于不良预后有关. 殷涛 et al [7]研究表明

TGF-β1可以明显诱导人胰腺癌细胞Panc-1的发

生EMT, 同时细胞侵袭能力增加. 本实验结果也

表明: 外源性TGF-β1诱导人胰腺癌细胞Panc-1 

■创新盘点
本研究首次报道
Genistein对TGF- 
β1诱导后胰腺癌
发生EMT细胞转
化的潜在逆转作
用, 为阐明该药在
胰腺癌中与EMT
之间的关系提供
了有价值的理论
参考.

图  2  Genistein对TGF-β1诱导Panc-1细胞超微结构改变的
影响. A: Panc-1细胞(×8000); B: TGF-β1处理组(×10 000); 

C: Genistein治疗组(×8000).

A

B

C

图  3  Genistein对TGF-β1诱导Panc-1细胞E-cadherin和
Vimentin表达的影响. A: E-Cadherin mRNA表达; B: Vimentin 

mRNA表达; C: E-Cadherin蛋白表达. M: marker; 1: 空白对

照组; 2: TGF-β1处理组; 3: 治疗1组; 4: 治疗2组; 5: 治疗3组. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  TGF-β1处理组; bP<0.01 vs  对照组.
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48 h后E-cadherin表达下降, 而Vimentin表达明显

增加, 形态学具有上皮细胞向间质细胞转变的

特征. 与以往文献报道结果一致. 
E-cadherin是一种Ca2+依赖性跨膜糖蛋白, 

广泛分布于各类上皮细胞, 是维持上皮细胞、

组织形态和结构完整性和极性的重要分子 [8]. 
E-Cadherin胞内区通过连环素(Catenins)与细胞

内骨架系统形成复合体, 发挥上皮细胞间的黏

附功能[9]. 在肿瘤组织中, 他可使细胞保持密切

接触, 难以脱离原发部位进入周围组织和脉管, 
故具有抑制肿瘤转移作用. Vimentin是一种中间

丝, 是细胞骨架(cytoskeleta1)成分之一, 细胞骨

架与细胞的运动行为密切相关. Vimentin被看

作是一种间质细胞的标志物[10]. Vimentin在上皮

源肿瘤中的反常高表达现象是肿瘤发生EMT过
程的表型改变[11]. 细胞发生EMT时Vimentin排
列方式发生改变, 使细胞更具有运动能力. 本实

验中, 人胰腺癌细胞Panc-1经Genistein治疗后, 
E-cadherin表达明显增加而Vimentin表达降低, 
同时细胞形态学方面, 与TGF-β1处理组相比, 表
现为细胞连接趋于紧密, 类成纤维样细胞数量

减少, 电镜下细胞骨架重新排列, 细胞伪足减少, 
细胞运动能力减弱. 由此说明, Genistein具有对

抗TGF-β1诱发EMT的作用, 使细胞侵袭能力降低.
Genistein是一种酪氨酸蛋白激酶抑制剂, 他

能竞争性地抑制ATP结合到酪氨酸激酶催化结

构域, 抑制酪氨酸激酶的活性, 同时还具有类雌

激素作用、抗氧化及抑制拓扑异构酶Ⅱ活性

等多种生物学效应. 虽然Genistein的抗肿瘤作

用已被广泛认识, 但在以往研究中, 多集中在

Genistein的抑制肿瘤细胞生长和增殖、促进凋

亡等方面[12-14]. 已有实验表明, 在胰腺癌细胞中, 
Genistein可以改变多种与肿瘤生长和侵袭有关

的基因表达[15], 在胰腺癌裸鼠的转移模型中也发

挥明显的抑制作用[16], 但关于其在胰腺癌EMT
过程中的作用尚无相关报道. 本研究首次表明, 
Genistein在细胞转化方面发挥一定的作用, 这可

能是其抗肿瘤侵袭作用的机制之一. 在未来, 我
们将进一步研究Genistein在TGF-β1诱导EMT过
程中相关信号转导通路的作用靶点. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship among 
cyclooxygenase-2 (COX-2) polymorphisms 
(COX-2-899G>C and COX-2 codon587G>A), 
H pylori infection and susceptibility to gastric 
cancer in high-incidence Hexi area of Gansu 

Province in China.

METHODS: Blood samples were collected from 
140 patients with gastric carcinoma and 125 nor-
mal persons in Hexi area of Gansu Province. Ge-
nomic DNA was extracted by phenol chloroform 
method and polymorphisms of COX-2-899G>C 
(G to C) and codon 587G>A(G to A) were geno-
typed by PCR-TaqMan. For detection of H pylori 
infection, Warhin-starry staining was used. 

RESULTS: Three kinds of COX-2-899G>C geno-
types were found, including GG, GC and CC. 
Their frequencies in gastric cancer patients were 
72.9%, 21.4%, 5.7% and their frequencies in the 
normal controls were 84.0%, 12.8%, 3.2%, respec-
tively. COX-2-899C carriers had an increased 
risk of gastric carcinoma (OR = 1.956, 95% CI: 
1.067-3.586). COX-2 587codonG>A included three 
genotypes: G/G, G/A and A/A. Their frequen-
cies in the cancer patients were 86.4%, 11.4%, 2.2%, 
and in the normal controls were 89.6%, 9.6%, 0.8%, 
respectively. However, No significant differences 
of COX-2 587codon G>A polymorphisms were 
observed between the cancer patients and the 
normal controls in each genotype. The rate of H 
pylori infection was significantly higher in the 
cancer patients than that in the healthy control 
(68.6% vs 50.4%, P = 0.003). Stratification analysis 
showed that COX-2 -899C carrier with H pylori 
infection had a higher risk for gastric cancer (OR 
= 2.471, 95% CI: 1.076-5.675).

CONCLUSION: COX-2 -899C genotype may in-
crease the susceptibility to gastric cancer in high-
incidence Hexi area of Gansu province in China. 
In addition, H pylori infection and COX-2 -899C 
play a synergic role in gastric cancer pathogen-
esis. However, COX-2 codon 587G>A has no 
relation with gastric cancer in this area.

Key Words: Cyclooxygenase-2; H pylori ; Polymor-
phism; Gastric cancer

Zhu KX, Li YM, Li X, Shi B, Zhou WC, Shan Y, Liu 
T, He WT, Feng TL. Association of COX-2 genetic 
polymorphisms and H pylori infection with gastric cancer 
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■背景资料
我国胃癌的发病
率和死亡率高居
恶性肿瘤发病的
第3位, 但胃癌发
病的确切机制尚
不清楚, 现多倾向
于胃癌是由菌株-
环境-宿主共同作
用的多基因疾病. 
因此, 从宿主因素
方面研究胃癌发
病的易感性具有
重要意义.

■同行评议者
马欣 ,  主任医师 , 
甘肃省人民医院
消化科
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in high-incidence Hexi area of Gansu Province in China. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(21): 2364-2370

摘要
目的: 研究COX-2-899G>C, COX-2codon 
587G>A基因多态性在胃癌高发区甘肃河西
地区健康人群与胃癌患者的分布, 检测幽门螺
旋杆菌(H pylori)在上述人群中的感染情况, 探
讨COX-2 -899G>C, COX-2codon587G>A基因
多态性以及H pylori感染与河西地区胃癌发生
的关系. 

方法:  采用 P C R - T a q M a n 探针法检测甘
肃河西地区健康人群和胃癌患者 C O X - 2 
-899G>C, COX-2codon 587G>A的基因多态
性, 用Warhin-starry染色法检测本研究对象的 
H pylori感染率. 

结果: COX-2-899G>C分为G/G, G/C, C/C
三种基因型 ,  其频率在胃癌患者中分别为
72.9%, 21.4%, 5.7%; 在普通人群中分别
为84.0%, 12.8%, 3.2%. 与G/G基因型相比, 
C O X-2-899*C基因携带者患胃癌的风险增
加(OR  = 1.956, 95% CI: 1.067-3.586). COX-2 
codon587G>A三种基因型为G/G, G/A, A/A, 其
频率在胃癌患者中分别为86.4%, 11.4%, 2.2%; 
在健康人群中分别为89.6%, 9.6%, 0.8%. 
COX-2codon 587G>A三种基因型在胃癌组和
健康对照组间无显著性差别. H pylori 感染率
在胃癌组和对照组分别为68.6%, 50.4%, 两
组间具有显著差异(P  = 0.003). 分层分析提示
COX-2 -899*C基因携带者若同时伴有H pylori
感染, 其患胃癌的风险明显增加(OR  = 2.471, 
95% CI: 1.076-5.675).

结论: COX-2 -899G>C的C等位基因增加我国
胃癌高发区甘肃河西地区胃癌发病的风险, 而
且与H pylori感染对胃癌的发病有一定的协同
作用; COX-2 codon 587G>A基因多态性与甘
肃河西地区胃癌的易感性无关.

关键词: 环氧化酶-2; 基因多态性; 幽门螺旋杆菌; 
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0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一. 2005年我

国约有40万的胃癌新发病例和30万死亡病例,
发病率和死亡率高居全部恶性肿瘤发病的第3 
位[1]. 20世纪80年代以来, 幽门螺杆菌(H pylori )
与胃癌的关系受到广泛关注, 被认为是胃癌发

生的独立危险因素. 然而, 在H pylori感染人群中

仅有少数个体发展为胃癌, 这说明胃癌发生是

多因素综合的结果, 其中遗传特性所决定的个

体易感性扮演着不可忽视的角色. COX-2不仅

是启动炎症反应的关键酶, 而且还参与多种肿

瘤的发生和发展过程. 既往对COX-2与胃癌的

关系探讨多体现在COX-2在胃癌组织中表达水

平的研究, 迄今鲜见COX-2启动子区-899G>C和
COX-2codon 587G>A多态性与胃癌关系的报道. 
本研究探讨COX-2启动子区-899G>A、COX-
2codon 587 G>A多态性以及H pylori感染与胃癌

高发区甘肃河西区胃癌易感性的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 140例胃癌病例为2007-07/2007-11在甘

肃省张掖市医院, 甘肃省武威市医院, 甘肃省酒

泉市医院胃镜室进行胃镜检查, 胃镜及活检病理

诊断均为胃癌的患者, 125例对照人群为同时期

在本地区进行胃镜体检的健康人群. 研究对象均

为汉族. 吸烟者定义为既往或目前每天吸烟1支
以上, 并持续1年或1年以上者. 胃癌家族史定义

为家族中有1名以上一级亲属或2名以上二级亲

属患有胃癌者. 每位研究对象胃镜检查时活检胃

黏膜3-5块用40 g/L甲醛溶液固定. 同时所有研究

对象在胃镜检查后采集外周静脉血2 mL(外周静

脉穿刺置入EDTA抗凝管)先放入液氮罐冷存, 后
转入-80℃冰柜保存.
1.2 方法 
1.2.1 H pylori感染检测: 用Warhin-starry法检测 
H pylori . 在Warthin-starry染色中, H pylori呈棕

褐色微弯曲短杆状, 常位于胃黏膜表面或/和胃

小凹及肿瘤性腺腔内, 呈散在、密集或成堆分

布. 无H pylori检出者为阴性. 
1 .2 .2  基因多态性位点分型 :  采用常规蛋白

酶K、酚 /氯仿法抽提外周血基因组D N A . 
PCR-TaqMan探针对COX-2基因-899G>C和

COX-2 codon 587G>A位点基因分型. COX-2
启动子 -899和第10外显子c o d o n587基因位

点的Ta q M a n探针及其引物由上海基康生物

有限公司设计合成. C O X-2 -899G>C的引物

和探针的序列如下: Pr imer fw: 5'-ACCCGT
GGAGCTCACATTAACTAT-3'; Primer rev: 

■研发前沿
COX-2在多种肿
瘤组织中呈现高
表 达 ,  与 胃 癌 等
消化系肿瘤的发
生 、 发 展 和 转
移 之 间 具 有 明
显相关性 ,  因此 , 
COX-2与胃癌的
关系密切 .  但是 , 
目前对COX-2与
胃癌关系的研究
多集中在COX-2
在胃癌组之中的
表达, 而对COX-2 
单核苷酸多态性
与胃癌发病的易
感性则比较少. 而
单核苷酸多态性
是继限制性片段
长度多态性, 微卫
星之后从宿主(基
因多态性)方面研
究胃癌的第三代
遗传标记.
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5'-ATACTGTTCTCCGTACCTTCACCC-3'; 等
位基因G特异性TaqMan探针: Probe(G)5'-FAM- 
CCTTTCCCgCCTCTCTTTCCA-TAMRA-3'; 
等位基因C特异性TaqMan探针: P robe(C)5'-
TET-ACCTTTCCCcCCTCTCTTTCCAAGA-
TAMRA-3', 扩增片段长125 bp. COX-2codon 
587G>A的引物和探针的序列如下: Primer fw: 
5'-GAGCTCATTAAAACAG TCACCATCA-3', 
Primer rev: 5'-ACGTTCTTTTAGTATATGT
G G G AT T G-3' ,  等位基因G特异性Ta q M a n
探针: P robe(G)5'-FAM-TTCTTCCCGCTC 
C g G A C TA G AT G A-TA M R A-3 ' ,  等位基

因A特异性Ta q M a n探针P r o b e(A)5 ' -T E T-
CAAGTTCTTCCCGCTCCaGACTAGATG 
-TAMRA-3', 扩增片段长87 bp. COX-2 -899G>C
和codon 587 G>A的PCR反应体系均为10 mL, 其
中含2×TaqMan Master Mix(购自ABI)5.0 mL, 
Forward primer 0.45 mL(10 mmol/L), Reverse 
pr imer 0.45 mL(10 mmol/L), TaqMan FAM 
probe 0.25 mL(10 mmol/L), TaqMan TET probe 
0.25 mL(10 mmol/L), Template DNA 2.0 mL(10  
mg/L), ddH2O 1.6 mL. 在Roter Gene3000型荧光

定量PCR仪进行扩增反应, COX-2 -899G>C扩增

参数: 开始先50℃预热2 min, 95℃预变性10 min, 
然后95℃变性5 s, 60℃复性30 s, 共40个循环. 
COX-2codon 587G>A扩增参数: 开始先50℃预

热2 min, 95℃预变性10 min, 然后95℃变性10 s, 
60℃复性35 s, 共40个循环. Rotor-Gene 6.1.81软
件判读基因型. 实验中设阴性对照和阳性对照, 
并采用单纯随机抽样法对其中50例样本进行

重复基因型检测, COX-2 -899G>C和codon 587 
G>A分别获得一致结果.

统计学处理 用χ2检验比较分类变量和基因

分型在胃癌组和健康对照组中的分布差异. 以
非条件Logistic回归计算相对风险度(odds ratio, 
OR )及其95%可信区间(confidence interval, CI), 
评价各基因型与胃癌发病风险的关系, 并以年

龄、性别、吸烟史、H pylori感染和胃癌家族史

对等位基因频率进行分层分析. 数据统计学分

析采用SPSS13.0软件包.

2  结果

2.1 一般特征 胃癌患者组年龄25-84岁, 中位

年龄59岁; 健康对照组年龄24-81岁 ,  中位年

龄58岁. 两组间的年龄, 性别和吸烟人数构成

差异均无统计学意义 (P >0.05) ,  而胃癌阳性

家族史在胃癌组中的比例明显高于健康对照

组(23.6% vs  13.6%, P  = 0.038). 在胃癌组中,  
H pylori阳性者分布频率高于对照组(68.6% vs  
50.4%, P  = 0.003, 表1).
2.2 COX-2 587 codon G>A基因多态性在胃癌

及健康对照组中频率分布及比较 COX-2codon 
587G>A多态性位点有GG、GA和AA 3种基因

型(图1), 他们的分布频率及其与胃癌风险度的

关系归纳于表2.  GG、GA和AA 3种基因型的其

频率在对照组中分别为89.6%, 9.6%和0.8%, 在
胃癌组中分别为86.4%, 11.4%和2.2%. 经检验

两组基因型分布符合Hardy-weinberg平衡规律

(P >0.05). 以COX-2 codon 587 GG基因型作参

照, 单独携带codon 587GA或携带codon 587 AA
基因型的个体对患胃癌的风险均无统计学差异

(GA型: OR  = 1.234, 95% CI: 0.559-2.732; AA型: 
OR  = 2.777, 95% CI: 0.285-27.087). 将携带codon 
587GA和携带codon 587 AA型者合并后与携带

codon 587 GG型相比较, 带有587*A基因型的个

体在两组之间仍无明显的差别(OR  = 1.353, 95% 
CI: 0.693-2.866). 进一步分层分析亦未见COX-
2codon 587G>A与胃癌风险度关联有显著统计

学意义.
2.3 COX-2 -899G>C基因多态性在胃癌及健康

对照组中频率分布及比较 COX-2 -899G>C多

态性位点有GG、GC和CC 3种基因型(图2), 3种
基因型分布频率及其与胃癌风险度的关系见表

3. 3种基因型GG、GC和CC其频率在胃癌组中

分别为72.9%, 21.4%和5.7%, 在对照组中分别为

■相关报道
潘凯枫 et al 研究
胃癌高发现场不
同阶段胃癌癌前
病变病例和胃癌
病例, 对COX-2基
因启动子区和编
码区基因的多态
位点及频率进行
筛 查 ,  并 对 基 因
多态与胃癌及癌
前病变的关系进
行 研 究 .  结 果 发
现, COX-2基因的
启动子区和编码
区存在多个多态
位 点 ,  其 中 启 动
子区和COX-2转
录水平密切相关
的-1195G>A多态
与胃癌的发病风
险密切相关.

表  1  胃癌患者和健康对照组的一般特征 (n , %)

     
特征	            健康对照组	       胃癌组                  P

中位年龄(范围)   58(24-81)	    59(25-84)         0.539

    <65岁	           70(56.0)	    80(57.1)

    ≥65岁	          55(44.0)	    60(42.9)

性别

    男	           85(68.0)	    94(67.1)	            0.896

    女 	           40(32.0)	    46(32.9)

吸烟状况

    吸烟    	          58(46.4)	    74(52.9)	            0.924

    不吸烟	          67(53.6)	    66(47.4)

胃癌家族史      

    有	           17(13.6)	    33(23.6)	            0.038

    无	         108(86.4)	  107(76.4)

H pylori感染

    阳性	           63(50.4)	    96(68.6)	            0.003

    阴性	           62(49.6)	    44(31.4)
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84.0%, 12.8%和3.2%. 经检验两组基因型分布符

合Hardy-weinberg平衡规律(P >0.05). 与COX-2 
-899GG纯合子基因型相比, 单独携带-899 GC杂
合子或携带-899CC纯合子基因型的个体在胃癌

组和对照组之间均无统计学差异(GC型: OR  = 
1.930, 95% CI: 0.993-3.254; CC型: OR  = 2.059, 
95% CI: 0.601-7.049). 但将携带-899 GC和携带

-899CC型者合并后与携带-899GG型相比较, 带
有COX-2 -899*C基因型的个体在胃癌组显著增

高, OR值为1.956(95% CI: 1.067-3.586).
2.4 COX-2 -899G>C基因多态性与胃癌关系的

相关性分析 按年龄、性别、吸烟史、H pylori
感染和胃癌家族史对COX-2 -899G>C等位基因

频率在病例和对照组中进行分层分析(表4), 并
将GC和CC 2种基因型合并后与纯合型GG作比

较. 结果显示: 在年龄、性别、吸烟史的分层分

析中未观察到基因型胃癌和对照两组间的分布

差异. 但在H pylori感染分层中, H pylori感染阳

性同时携带COX-2 -899*C基因型的个体在胃癌

组明显高于对照组(29.2% vs  14.3%), H pylori感
染后COX-2 -899*C基因型携带者相对于COX-2 
-899GG携带者患胃癌的风险增加2.47倍(OR  = 
2.471, 95% CI: 1.076-5.675); 在具有胃癌家族史

的人群中, 携带COX-2 -899*C基因型的个体患

胃癌的风险是携带COX-2 -899GG基因型的3.81
倍(OR  = 3.810, 95% CI: 1.110-1.307).

3  讨论

胃癌是由生物因素、环境因素和宿主因素共

同作用, 多阶段, 多步骤的衍进而成的恶性疾

病. 经典流行病学调查结果认为, 胃癌主要与重

盐、喜食腌渍、熏烤等含亚硝酸盐食品及慢

性胃疾病史等因素关系密切, 多食新鲜蔬菜水

果则具有降低胃癌危险性的作用[2]. 然而近年

来我国居民饮食结构发生了较大变化, 总体趋

于合理, 但胃癌死亡率的下降趋势并不明显, 有
些地区甚至仍呈上升趋势. 因此, 人们把胃癌发

生的研究重点逐渐转移到生物和遗传因素上.  
H pylori感染是胃癌发生的主要的生物因素[3]. 
本研究显示甘肃河西地区胃癌组H pylori感染阳

性率为68.6%, 高于对照组的50.4%, H pylori感
染者罹患胃癌的风险增加2.15倍, 与几项[4-6]关

于H pylori与胃癌关系的Meta分析结果显示的 
H pylori与胃癌关系OR值一般在2-4之间的结论

相一致. 表明H pylori感染同样在河西地区胃癌

的发生过程中起着重要的作用. 

表  2  COX-2codon 587G>A基因型在胃癌和对照中的分
布 (n , %)

     
基因型	   健康对照组    胃癌组        OR          95% CI

GG	    112(89.6)    121(86.4)    1.0 

GA	      12(9.6)	       16(11.4)    1.234    0.559-2.732

AA	        1(0.8)	         3(2.2)      2.777    0.285-27.087

GA+AA	      13(10.4)      19(13.6)    1.353    0.693-2.866

G等位基因   118(94.4)    129(92.1)    1.0 

A等位基因       7(5.6)	        11(7.9)      1.437    0.540-3.830

■创新盘点
本文选择COX-2 
587 G>A, COX-2 
-899G>C两个对
COX-2基因功能
具 有 影 响 的 位
点对COX-2基因
SNP与胃癌关系
进行研究, 迄今是
首次研究, 具有明
显 的 创 新 性 .  同
时, 本研究采用目
前国外有大量应
用, 而国内仍应有
很少的实时定量
PCR-TaqMan法对
上述SNP位点进
行给予分型, 方法
新颖.

表  3  COX-2 -899G>C基因型在胃癌和对照中的分布 (n, %)

     
基因型	   健康对照组      胃癌组       OR           95% CI

GG	    105(84.0)    102(72.9)     1.0         reference 

GC	      16(12.8)      30(21.4)     1.930     0.993-3.254

CC	        4(3.2)          8(5.7)       2.059     0.601-7.049

GC+CC	      20(26.0)      38(27.1)     1.956     1.067-3.586

G等位基因   113(90.4)    117(83.6)     1.0         reference

C等位基因     12(9.6)	       23(16.4)     1.714     0.737-3.988

图  1  COX-2 condon 587 G>A多态性位点PCR-TaqMan. 
A: COX-2codon 587G>A(GG型); B: COX-2codon 

587G>A(GA型); C: COX-2codon 587G>A(AA型).
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环氧化合酶(cyclooxygenase, COX)是花生

四烯酸合成前列腺素过程中的关键限速酶. 目
前, 已知C O X至少有2中同种异构体, 结构型

COX-1和诱导型COX-2. COX-1和COX-2在结

构上有60%以上的同源性, 并且有相似的酶活

性. COX-1发挥看家作用, 其mRNA和蛋白质水

平在人体内保持相对恒定, 主要调节生理性PG
的合成, 维持机体的正常的生理功能, 如保护胃

黏膜、调节肾脏血流和控制血小板的聚集等. 
而COX-2是一种诱导酶, 在正常状态下大多数

组织不表达, 但在炎症因子、致癌剂、癌基因

(如v-src、ras )产物等刺激作用下诱导表达. 已大

量研究表明COX-2在多种肿瘤组织中呈现高表

达, 与胃癌等消化系统肿瘤的发生、发展和转

移之间具有明显相关性[7-9], 但国内对COX-2基
因多态性与胃癌关系的研究报道少见. 我们对

COX-2基因-899 bp G>C和10外显子587密码子

G>A多态性与胃癌高发区甘肃河西地区胃癌的

关系进行首次研究. 我们的研究结果表明: COX-
2codon 587G>A多态性与甘肃河西地区胃癌的

发生无明显的相关性; 携带COX-2 -899*C基因

型的个体在胃癌组明显高于对照组人群, 提示

COX-2 -899*C基因型比COX-2 -899GG基因型

对胃癌更具有易感性, 在相同环境下携带COX-2 
-899*C基因型的个体患胃癌风险增加. 同时, 我
们的研究还提示-899*C基因与H pylori感染具

有协同作用, 携带COX-2 -899*C基因型者若长

期经历H pylori的慢性感染, 其慢性的胃部炎性

疾病可能会更易转化为胃癌. 然而, 携带COX-2 
-899*C基因型的个体对胃癌易感性增加的原因

尚不能阐明, 可能与-899G>C影响COX-2的转录

活性有关. 转录水平上的调控是COX-2基因调

控表达和稳定性的主要机制[10]. 与COX-2基因转

录活性有关的启动子区域具有典型的TATA盒, 
其上游还有CCAAT增强子序列、AP-2、NF-
kB、IL-6、SP-1、EST-1以及CRE等多个顺式作

用元件, 可结合相应的反式作用因子, 从而实现

对COX-2基因转录水平的调控[11-12]. 其中SP1是
一个O-糖基化的转录调节因子, 是一正性转录

调节因子, 他识别10个核苷酸长度的同源序列

5'-GGGGCGGGGC-3', 即他通过一个富含G的元

件(如GC盒)而起作用[13-14]. COX-2 -899 bp位于

转录因子SP-1结合域内[15], 由于转录起始点上游

的转录调控元件之间存在着错综复杂的连带关

系, COX-2 -899G>C的多态性改变影响了转录

调控元件之间的作用方式, 从而影响COX-2的转

录性表达. 在一项前列腺癌的研究中认为携带

COX-2 -899C等位基因的美籍黑人患前列腺癌

的风险增加[16]. Konheim et al [17]在研究COX-2与
2型糖尿病发病的易感性时, 发现与-899GG型相

比, 携带COX-2 -899CC纯合子基因型的印第安

人2型糖尿病的发病率增加了30%. 
许多研究证实H pylori感染与诱导COX-2的

表达有明显的相关性, 在H pylori感染的胃黏膜中

COX-2 mRNA和蛋白表达明显增加[18-19]. H pylori
感染后诱导多种炎性因子的活化, 而炎性因子

如NF-kB、IL-6活化后可结合COX-2基因的相

应启动子区的转录元件, 进而调节COX-2在胃

癌中的作用. 此可帮助我们理解H pylori感染与

COX-2 -899G>C对胃癌关系的联合作用, 但其具

体的机制仍不清楚. 
遗传因素对胃癌发病非常重要. 胃癌发生于

同卵同胞和家族聚集现象都支持这一观点. 胃
癌发生的家族聚集现象的重要原因之一是共同

■应用要点
本研究从基因水
平研究胃癌发病
的易感性, 尽管尚
属 初 步 研 究 ,  但
COX-2 587 G>A, 
COX-2 -899G>C
与胃癌关系经过
大量样本验证后
可以作为胃癌早
期诊断和预警标
记. H pylori 感染
与胃癌的关系表
明根除H pylori 感
染同样对胃癌高
发区河西地区胃
癌防治极其重要.

图  2  COX-2 -899G>C多态性位点PCR-TaqMan. A: 

COX-2 -899G>C(GG型); B: COX-2 -899G>C(GC型); C: 

COX-2 -899G>C(CC型).
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的环境和(或)遗传学基础. 
在世界范围内, 我国属于胃癌高发的国家

之一, 而甘肃河西地区又是我国胃癌的一个高

发区, 该地区胃癌检出率为7.79%[20]. 本研究选

择胃癌高发区甘肃河西地区胃癌患者作为研究

对象, 并取相同地理条、年龄性别相近的健康

人作对照, 具有明显的区域性和现实意义. 值得

注意的是, 本研究只能视为初步研究, 有关结论

有必要进一步扩大样本验证. 
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第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入
新技术研讨会征文通知

本刊讯 为满足全国专家、学者和临床一线医师对消化性病变介入/内镜新技术研究、探讨和交流的需求, 进
一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入/内镜诊治的技术水平, 上海同仁医院联合福建省肿瘤医

院, 定于2008-11-7/12在福建省福州市举办第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会. 会

议由福建省抗癌协会、福建省消化内镜学会和福建省放射学会介入学组具体承办. 中华消化内镜学杂志、中

华放射学杂志、世界华人消化杂志和介入放射学杂志共同参与协办. 会议将着重介绍消化道病变内镜治疗、

介入放射学治疗、肿瘤内外科治疗的新理论、新技术和新方法, 为各相关交叉学科之间的相互交流和研讨搭

建一个平台. 本次会议拟安排相关学科的著名专家围绕食管、胆管和胃肠道等消化道管腔内支架治疗应用技

术和发生的问题, 以及消化道病变的消化内镜、介入放射和内外科治疗新进展等热点课题进行精彩演讲及深

入研讨. 会议中还将安排疑难案例讨论及手术操作演示, 内容精彩. 参会者将授予国家级一类继续医学教育学

分10分. 

1      征稿内容

消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等; 消化系良性

病变(如: 门静脉高压、胆道结石和消化道出血等)的内镜及介入新技术应用; 消化病诊治边沿交叉学科与消化

介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验和个案报告等稿件.

2      征稿要求

(1)专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文; (2)论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果

和结论四要素. 经验交流、短篇报道等全文限1000字以内; (3)所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 

书写规范, 稿件应是未发表过的论文. 优秀论文将安排在国家级杂志上发表; (4)邮寄稿件要求Word格式打印, 

并附软盘, 特别鼓励E-mail投稿(以附件Word格式传送); (5)截稿日期: 2008-08-31.

3      联系方式

林海澜 ,  350014, 福州市福马路凤坂马路顶91号福建省肿瘤医院介入科 .  hailan@pub2.fz.fj.cn; 手机: 

13850171973, 电话: 0591-83660063-8428, 8017, 传真: 0591-83546120

施宏, 350014, 福州市福马路凤坂马路顶91号福建省肿瘤医院内镜科. endoshihong@hotmail.com; 手机: 

13959105615, 电话: 0591-83660063-8428, 8017, 传真: 0591-83546120
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Abstract
AIM: To explore the expression of CASP9 
i n c o l o n c a n c e r , a n d s i n g l e n u c l e o t i d e 
polymorphism (SNP) distribution of CASP9 gene 
in colon cancer patients and normal individuals.

METHODS: Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was used to detect the 
expression of CASP9 gene in 170 colon cancer 
patients and their corresponding normal colon 
tissues. We analyzed the genotype of rs1052576 
in CASP9 gene in 170 colon cancer patients and 

100 normal people by PCR-restriction fragment 
length polymorphism (PCR-RFLP). The SNP 
genotype frequency and allele frequency in 
patients and normal controls were analyzed by 
legally constituted authority statistical method.

RESULTS: In comparision with that in normal 
colon tissues, CASP9 gene expression was obvi-
ously down-regulated in 47% (80/170) colon 
cancer tissues (P < 0.05). The genotype and al-
lele frequencies of rs1052576 located at exon 5 of 
CASP9 gene had significant difference between 
the two groups, and the G allele frequency in 
colon cancer patients was higher than that in the 
healthy controls (χ2 = 9.99, P = 0.001). The gene-
type frequency of rs1052576 in cancer patients 
was associated with the histological differentia-
tion (χ2 = 15.8, P = 0.003).

CONCLUSION: CASP9 gene expression is 
down-regulated in colon cancer, and the G allele 
of rs1052576 in CASP9 gene is associated with 
the carcinogenesis of colon cancer. 

Key Words: Colon Cancer; CASP9  gene; Single nu-
cleotide polymorphism; Polymerase chain reaction

He XM, Wang LL, Fang CQ, Liu SL, Lou Y, Li JH. 
Expression of CASP9  gene and its polymorphism 
distribution in colon cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(21): 2371-2375

摘要
目的: 探讨CASP9 基因在结肠癌中的表达及
其SNP多态位点在结肠癌患者和正常人中的
分布情况. 

方法: 应用RT-PCR方法检测170例结肠癌患
者及对应癌旁正常组织中CASP9 的表达情况; 
应用限制性片段长度多态性技术结合测序, 分
析结肠癌患者及100例正常人CASP9 基因2个
SNP位点基因型; 应用列联表法统计分析患
者组和对照组各SNP位点基因型及等位基因
频率. 

结果: 47%(80/170)的结肠癌组织CASP9 基因
表达明显下调, 与癌旁正常组织相比差异有
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■背景资料
凋亡和肿瘤的发
生 发 展 有 着 密
切 的 关 系 ,  也 是
肿瘤耐药和产生
化 、 放 疗 副 作
用 的 重 要 原 因 . 
CASP9 基因定位
于1p36.3-p36.1, 
CASP9 参与线粒
体介导的凋亡途
径.

■同行评议者
李瑜元, 教授, 广
州市第一人民医
院内科



统计学意义(P <0.05). 位于CASP9 基因第5外
显子的SNP位点rs1052576的基因型频率和等
位基因频率在两组人群中的分布差异有统计
学意义; 患者组G等位基因频率明显高于对
照组(χ2 = 9.99, P  = 0.001); 基因型频率的分布
与结肠癌的组织分化程度有关(χ2 = 15.8, P  = 
0.003).

结论: CASP9基因在结肠癌中低表达, rs1052576
多态位点G等位基因和结肠癌的发生相关.

关键词: 结肠癌; CASP9 基因; 单核苷酸多态; 聚合

酶链反应

何向民, 王莉莉, 方长清, 刘树立, 娄毅, 李建华. 结肠癌组织中

CASP9 的表达及其多态性.  世界华人消化杂志  2008; 16(21): 

2371-2375

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2371.asp

0  引言

结肠癌是西方国家较常见的恶性肿瘤之一, 5年
总体生存率约为40%[1]. 近年来, 随着国内生活

水平的提高和生活习惯的改变, 我国结肠癌发

病率亦呈逐渐升高的趋势. 大量研究表明结肠

癌的发生、发展是多基因畸变的结果. 目前已

经发现很多和结肠癌发生相关的基因, 如RAS
基因家族、ERBB基因家族、Myc基因家族, p53
等[2-3]. 凋亡和肿瘤的发生发展有着密切的关系, 
也是肿瘤耐药和产生化疗、放疗副作用的重要

原因. CASP9基因定位于1p36.3-p36.1, CASP9
参与线粒体介导的凋亡途径[4-5]. r s1052576位
点位于CASP9基因第5外显子, 有研究表明该

位点的G等位基因与胃癌和非小细胞肺癌有 
关[6-7]. 为探讨CASP9基因与结肠癌的分子遗传

学联系, 我们研究CASP9基因在结肠癌中的表

达, 进一步分析了CASP9基因内已知单核苷酸

多态rs1052576位点在170个结肠癌患者及100个
正常人中的分布情况, 分析其与结肠癌遗传易

感性的关系.       

1  材料和方法

1.1 材料 中国医科大学附属第一医院2001-2007
年新鲜手术切除结肠癌组织标本170例, 患者术

前均未接受过放、化疗. 其中男96例, 女74例, 
年龄38-73岁. 根据组织学分化程度: 高分化22
例, 中分化100例, 低分化48例(黏液腺癌和印戒

细胞癌归入低分化癌); 有淋巴结转移64例, 无转

移106例; 有远处转移28例, 无转移142例; 临床 
Dukes分期: A期30例, B期66例, C期46例, D期28
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例. 癌旁结肠黏膜组织取自距肿瘤≥5 cm、外观

正常的结肠黏膜. 所有组织均经病理检查证实. 
1.2 方法 
1.2.1 半定量RT-PCR分析CASP9表达: 用TRIzol
试剂提取结肠癌组织和癌旁正常结肠黏膜组织

的总RNA. 用逆转录酶和O l ingo(dT)20引物合

成cDNA. 应用Primer3设计CASP9引物序列, 上
游引物为: 5'-TGT GTC GGT CGA GAA GAT 
TG-3', 下游引物为: 5'-CTG CTC AAA GAT GTC 
GTC CA-3', 扩增长度349 bp. 跨越cDNA865- 
1214位碱基序列. β-actin作为内对照, 上游引物

为: 5'-GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA-3', 
下游引物为: 5'-CTC CTT AAT GTC ACG CAC 
GAT TTC-3', 扩增长度498 bp[4]. 两对引物加入

25 μL PCR反应体系中, PCR反应条件为94℃
变性45 s, 59℃复性45 s, 72℃延伸60 s, 共35个
循环. RT-PCR产物经15 g/L琼脂糖胶分离, 用
AlphaImage 2000自动成像仪(Alpha Innotech 
Corp., San Jose, CA)摄影, 用Fluorchem v2.0 
Stand Alone软件分析RT-PCR产量.
1.2.2 SNP的选取及引物设计: r s1052576位于

CASP9基因第5外显子. 在http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/SNP数据库获取rs1052576的序列信息. 
明确两侧基因组序列及SNP是否引起酶切位点

改变. 应用Primer3软件设计引物(Sangon公司合

成). rs1052576引 物 序 列: CCT CCT GAG TAG 
CTG GGA TT/AAG GGT GTT TTG GAC ACA 
AG, 长度464 bp, 酶切后片段长度307 bp/157 
bp(Bst uⅠ). 应用常规饱和酚-氯仿法提取结肠癌

患者及正常人外周静脉血基因组DNA.
1.2.3 目的片段扩增和酶切鉴定: 反应液总体积25 
μL, 其中基因组DNA约40 ng, 10×反应缓冲液

(MgCl2 15 mmol/L)2.5 μL, dNTP(2.0 mmol/L)2.0 
μL, 上下游引物(20 μmol/L)各0.5 μL, Taq酶16.67 
nkat. 循环参数: rs1052576: 94℃变性8 min, 94℃ 
50 s、58℃ 50 s、72℃ 50 s 35个循环, 72℃延伸

5 min. 所有PCR产物均经20 g/L琼脂糖凝胶电泳

检测确认. Bst uⅠ酶切鉴定rs1052576基因型. 等
位基因为G时能被Bst uⅠ酶识别. 酶切反应体系

20 μL: 其中PCR产物8 μL, Bst uⅠ83.35 nkat, 10
×缓冲液2 μL. 37℃水浴过夜, 15 g/L琼脂糖凝

胶电泳鉴定基因型.
统计学处理  应用A r l e q u i n软件(h t t p://

anthropologie.unige.ch/arle-quin/methods.html)检
测病例组与对照组中的Hardy-weinberg平衡; 应
用SPSS10.0软件统计分析患者组和对照组中基

www.wjgnet.com
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因型频率、等位基因频率, 以及CASP9基因表

达率是否存在差异.

2  结果

2.1结肠癌组织CASP9 基因表达 正常结肠黏膜

组织中均有CASP9的表达, 而47%(80/170)结肠

癌组织CASP9表达明显下调(图1), 与癌旁正常

组织相比差异有统计学意义. 分析CASP9基因

表达与结肠癌临床病理参数的关系(表1), 结果

表明其表达与患者年龄、性别、淋巴结转移、

远处转移以及Dukes分期无关, 而仅与结肠癌组

织学分化程度有关.
2.2 rs1052576酶切鉴定和统计分析 经Arlequin
软件分析, 对照组和患者组中2个SNP位点基因

型频率及等位基因频率均符合Hardy-weinberg
平衡(图2). 患者组及正常对照组SNP位点基因

型频率及等位基因频率有区别(P <0.01, 表2). 
rs1052576位点患者组G等位基因频率高于对照

组(c2 = 9.99, P <0.01); 患者组与对照组相比, 3种
基因型分布频率存在差异(c2 = 12.76, P <0.01), 
AA基因型频率降低, AG基因型频率增高. 进一

步分析rs1052576基因型频率与患者组织分化程

度有关(c2 = 15.8, P  = 0.003, 表3).

3  讨论

结直肠癌的发生、发展过程中涉及多种基因畸

变, 其确切机制至今仍不十分明确. 有研究认为

结直肠组织的恶性转化过程涉及多个途径, 如
细胞周期和凋亡相关途径、Wnt通路和PI3K/
Akt生存途径等[8-10]. 本实验研究了细胞周期和凋

亡途径中的相关基因CASP9在结肠癌和癌旁结

肠黏膜组织中的表达, 进一步分析了CASP9基
因内已知单核苷酸多态rs1052576位点在170个
结肠癌患者及100个正常人中的分布情况, 以探

讨其在结肠癌形成过程中的生物学意义. 
近年来发现恶性肿瘤的共同特征之一就

是细胞失控性生长. 细胞周期调控机制是一个

复杂的蛋白互控系统, 某些基因的畸变往往导

致细胞周期监控和驱动机制失控, 从而引起细

胞周期启动、运行和终止异常, 使细胞增殖增

加, 凋亡减少, 导致肿瘤形成. 对细胞凋亡的耐

受意味着肿瘤细胞逃避化疗药物治疗和免疫介

导破坏的一个潜在机制. 对于大多数抗肿瘤药

物, 细胞凋亡始于细胞色素C/Apaf-1/caspase-9
途径[11-12]. 失去激活细胞凋亡途径可以导致细胞

对多种化疗药物的耐受. 在dATP和ATP的作用

下, Apaf-1/细胞色素C复合物通过CARD-CARD
结构域相互作用与caspase-9前体结合, 从而激活

caspase-9, 即成熟caspase-9从凋亡小体中释放出

来[13-15]. 一旦与Apaf-1结合, caspase-9就会被细胞

色素C和dATP激活, 进一步激活caspase-3, 从而

引起细胞凋亡. caspase-3的激活依赖于caspase-9.  
CASP9基因定位于1p36.3-p36.1, 编码的蛋

表  1  CASP9 基因表达与结肠癌临床病理参数的关系 (n )

     
                                 CASP9 基因表达            
病理参数

	              下调    无明显改变        
c2	  P

性别	

    男	              44            52            0.13         0.7184

    女	              36            38		

组织学分级

    低分化	             16            32          17.71         0.0001

    中分化	             60            40		

    高分化	               4            18		

淋巴结转移	

    有	              27            37            0.97         0.3246

    无	              53            53		

远处转移	

    有	              10            18            1.73         0.1884

    无	              70            72		

Dukes分期	

    A	              16            14            1.98         0.5765

    B	              32            34		

    C	              22            24		

    D	              10            18		

图  1  CASP9基因RT-PCR结果. M: DL2000 DNA Ladder; 1, 3, 

5: 癌旁正常结肠黏膜组织; 2, 4, 6: 结肠癌组织. 

M      1       2      3      4       5       6

750 bp
500 bp

250 bp

b-actin

CASP9

1.09  0.42  0.98   0.43  0.65  0.20   
CASP9/b-actin(灰度)

M          GG        AA         AG

500 bp

250 bp

100 bp

464 bp

307 bp

157 bp

图  2  rs1052576 Bst uⅠ酶切不同基因型.
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白产物分子质量约为46 kDa, 广泛表达于人类

的正常组织, 如神经组织、肌肉组织、肝脏、

脾脏、胃和肺等[16]. 有研究表明,在胃癌、皮肤

黑色素瘤和白血病中都发现了caspase-9基因转

录和翻译水平的下调[17-18], 目前国内尚未有该

基因在结肠癌中的表达研究. 我们应用半定量

RT-PCR技术发现在170例结肠癌中有80例出现

了CASP9基因表达的明显下调, 而癌旁正常对

照结肠黏膜组织却未发现明显改变. 二者对比

差异有统计学意义, 提示凋亡基因CASP9基因

与结肠癌的发生相关. 分析CASP9表达与结肠

癌临床病理参数的关系, 发现其表达与患者年

龄、性别、淋巴结转移、远处转移以及Dukes
分期无关, 而仅与结肠癌组织学分化程度有关, 
提示CASP9异常表达可能是结肠癌发生中的一

个较晚期事件, 参与了结肠癌细胞的进一步恶

性分化. 

有研究表明 ,  在胃癌和非小细胞肺癌中

CASP9基因的单核苷酸多态位点rs1052576的
等位基因频率和基因型频率的分布与正常人

群存在差异, rs1052576位点的G等位基因肿瘤

的淋巴结转移有关[6-7]. 因此, 我们进一步研究

该单核苷酸多态在结肠癌中的分布情况, 利用

PCR-RFLP方法对170例结肠癌和100例正常人

进行了r s1052576位点的基因型分析, 结果发

现, rs1052576位点患者组G等位基因频率高于

对照组(c2 = 9.99, P <0.01); 患者组与对照组相

比, 3种基因型分布频率存在差异(c2 = 12.76, 
P <0.01), AA基因型频率降低, AG基因型频率增

高, 这和其他学者的研究结果一致. 进一步分析

rs1052576基因型频率在结肠癌患者中的分布, 
发现3种基因型的分布与结肠癌患者的性别、

淋巴结转移、远处转移及临床分期无关, 与肿

瘤的分化程度相关(c2 = 15.8, P <0.01). 结果提

示: rs1052576(Gln221Arg)位点位于CASP9基
因第5外显子, 编码的氨基酸位于CASc结构域. 
rs1052576位点的G等位基因与结肠癌的发生相

关, 可能是由于蛋白质的空间结构的不同, 影响

其在线粒体介导的凋亡caspase-3的激活, 进而阻

碍了正常的细胞凋亡过程, 引起结肠癌的发生. 
因此, 在结肠癌易感人群中筛查rs1052576位点

的G等位基因有利于结肠癌的早期诊断与预防. 
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表  3  rs1052576基因型频率和结肠癌临床特征的关系 (n )

     
病理参数

		    基因型	                      
c2	    P

                            GG	       AG	   AA

性别	

    男	          21         52         23         0.50        0.779

    女	          13         43         18

组织学分级
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表  2  结肠癌患者rs1052576SNP位点基因型频率和等位基因频率

     
rs1052576分组	 n

	                       基因型频率                                       等位基因频率

                            		        GG	             AG	                AA	        G	               A
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bP<0.01 vs  对照组.
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Abstract
AIM: To explore the influence of baicalein 
on the apoptosis of colonic LoVo cell line 
with deficiency of hMSH2 gene as well as its 
mechnism.

METHODS: LoVo cells were treated baicalein (40 
mg baicalein+19.8 mL isotonic+100 μL HCl+100 
μL NaOH), aspirin (1.8 g aspirin+2 mL methyl 
cyanide+4 mL NaOH+2 mL HCl) and 1 g/L 
methyl cyanide (control group). In vitro cell cul-
ture technique and TUNEL method were used 

to measure the apoptosis rate of LoVo cells. 
Polymerase chain reaction-single-strand confor-
mation polymorphism and denaturing gel elec-
trophoresis were employed to detect the status 
of microsatellite markers BAT-25 and D2S123.

RESULTS: Baicalein and aspirin had obvious 
inhibitory effect on LoVo cells, and the apopto-
sis rate of LoVo cells was higher than that in the 
control group at each time point (P = 0.0000). 
Baicalein was superior to aspirin in inducing 
apoptosis of LoVo cells at 96 h and 1 wk (93.33% 
vs 44.23%, 63.29% vs 23.20%; both P = 0.0000). 
The effect of baicalein reached the peak at 96 h, 
not in a time-dependent manner. Microsatellite 
status in BAT-25 and D2S123 were not affected 
by baicalein or aspirin.   

CONCLUSION: Baicalein can induce apoptosis 
of colonic LoVo cells with deficiency of hMSH2 
gene in vitro, without affecting the microsatellite 
status of BAT-25 and D2S123. 

Key Words: Baicalein; Apoptosis; Mcrosatellite in-
stability; Polymerase chain reaction-single-strand 
conformation polymorphism
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摘要
目的: 探讨黄芩苷诱导LoVo细胞凋亡的作用
及机制. 

方法: 将黄岑苷40 mg溶于19.8 mL生理盐水
+100 μL HCl+100 μL NaOH, 阿斯匹林1.8 g溶
于2 mL乙腈+4 mL NaOH+2 mL HCl, 分别处理
LoVo细胞, 1 g/L乙腈溶液为对照. 采用体外培
养技术、TUNEL法观察细胞凋亡率, 变性凝
胶电泳检测微卫星标志BAT-25、D2S123状况.  

结果: 黄芩苷和阿斯匹林均能诱导LoVo细胞
凋亡, 在各时间点与对照组比较统计学差异有
显著意义(P  = 0.0000); 黄芩对结肠LoVo细胞
的诱导凋亡作用明显强于阿司匹林, 24 h两者

®
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增殖过程中的错
误掺入和缺失不
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差异无统计学意义, 96 h和1 wk两者差异统计
学有显著意义(93.33% vs  44.23%, 63.29% vs 
23.20%, 均P  = 0.0000), 其作用时间在96 h达到
高峰, 与时间不呈依赖关系. 黄芩苷和阿司匹
林均未影响LoVo细胞的BAT-25、D2S123微
卫星状态.

结论: 黄芩苷具有较强诱导LoVo细胞凋亡的
作用, 但对LoVo细胞的BAT-25、D2S123微卫
星状态无影响, 其诱导LoVo细胞凋亡可能是
通过其它作用途径. 

关键词: 黄芩苷; 凋亡; 微卫星不稳定; 聚合酶链反

应-单链构象多态性
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0  引言

遗传性非息肉病性结直肠癌 ( h e r e d i t a r y 
nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC)是错配修

复基因(mismatch repair, MMR)突变导致的常染

色体显性遗传性疾病, 约占结直肠癌的5%-15%, 
外显率为90%[1]. MMR发生突变, 蛋白表达下

降、不表达或出现截短, DNA复制错误增加, 微
卫星不稳定(mcrosatellite instability, MSI)而发生

结直肠癌. MSI是HNPCC分子表型特征, 90%以

上的HNPCC表现为MSI[2]. 目前对HNPCC化学

治疗缺少有效的治疗药物, 研究表明HNPCC肿
瘤对以5-FU为主的化疗方案具有抵抗作用[3]. 非
甾体抗炎药物通过抑制环氧化物酶(COX)来达

到降低结直肠癌发生的作用, 在临床预防结直

肠癌取得了一定成绩[4]. 研究表明, 清热解毒类

中药黄芩、穿心莲等具有类似非甾体抗炎药物

的功效, 能通过多途径抑制肿瘤细胞增殖[5-6]. 
本研究通过黄芩苷干预错配修复基因缺失

的结肠癌LoVo细胞(错配修复基因hMSH2缺失), 
探讨黄芩苷诱导错配修复基因缺失结肠腺癌

LoVo细胞的凋亡作用及其对微卫星序列的影响, 
为中药预防和治疗HNPCC肿瘤提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 黄岑苷购自中国中医药研究所. 错配

修复基因hMSH2缺失的结肠腺癌LoVo细胞株

购自中科院上海细胞所. F12培养基(Gibco生物

有限公司); 胎牛血清(兰州民海生物工程有限公

司); In Situ Cell Death Detection Kit, POD(上海

罗氏诊断产品有限公司); DAB显色Kit(福建迈

新生物工程有限公司); Premix Taq(TaKaRa Bio
日本株式会社); 琼脂糖、丙烯酰胺、双丙烯酰

胺、TEMED、尿素、过硫酸胺(Sigma生物工

程有限公司); 无水碳酸钠、硝酸银、溴酚兰均

为国产分析纯; 寡核酸引物Bat-25, D2S123由
美国ABI生物有限公司合成(引物序列D2S123:
上游5'-AAACAGGATGCCTGCCTTTA-3', 下游

5'-GGACTTTCCACCTATGG GAC-3'; Bat-25:
上游5'-TCGCCTCCAAGAATGTA AGT-3', 下游

5'-TCTGCATT TTAACTATGGCTC-3'). CO2培养

箱、超净工作台、倒置显微镜、ABI9700PCR
仪、垂直电泳仪. 
1.2 方法 
1.2.1 药品处理: 黄岑苷40 mg溶于19.8 mL生
理盐水+100 μL HCl(1 mol/L)+100 μL NaOH(1 
mol/L), 过滤除菌, 使用浓度为20 μg/mL. 阿斯

匹林1.8 g溶于2 mL乙腈(1 g/L)+ 4 mL NaOH(1 
mol/L)+2 mL HCl(1 mol/L), 过滤除菌, 使用浓度

为2.5 mmol/L 1 g/L乙腈溶液为对照.  
1.2.2 细胞培养及样本处理: LoVo细胞以F12培
养基, 200 mL/L胎牛血清, 37℃, 50 mL/L CO2

培养. 取5×107个/L细胞种于6孔板爬片, 24 h后
加药, 分别于48 h, 96 h, 1 wk收集细胞, 无水乙

醇固定. 取5×108个/L细胞种于细胞瓶内, 24 h
后加药, 分别于48 h, 96 h, 1 wk用2.5 g/L胰蛋

酶-EDTA消化收集细胞, 用预冷的PBS洗2次, 
-20℃冻存备用.  
1.2.3 TUNEL法检测细胞凋亡: 取上述不同时

间的细胞, 新鲜配制的40 g/L多聚甲醛-PBS液
(0.01 mol/L, pH7.4)室温下固定30 min, TBS洗涤; 
20 mL/L H2O2-甲醛室温孵育30 min, TBS洗涤; 
通透液冰浴2 min, TBS洗涤; 加入TUNEL混合

液, 37℃湿盒内放置2 h, TBS洗涤; 加入转换液, 
37℃湿盒内放置30 min, TBS洗涤; 最后以DAB
显色, 苏木精复染并固定. 于倒置显微镜下观察, 
核染成棕褐色的细胞为凋亡细胞. 随机数5个以

上视野, 计算凋亡细胞所占百分率即为凋亡细

胞的标记指数. 
1.2.4 单链多态性分析(PCR-SSCP)检测细胞

M S I: 采用1997年结直肠癌微卫星D N A不稳

定国际专题会议确定的5个MSI检测位点中的

BAT-25、D2S123作为检测引物[7], 引物序列来

自NCBI基因库(D2S123 Forward: 5'-AAACAG
GATGCCTGCCTTTA-3' Reverse: 5'-GGACTTT
CCACCTATGGGAC-3'; Bat-25 Forward: 5'-TCG

■研发前沿
HNPC- C患者未
能从以5-FU为基
础的化疗中获益. 
针对HNPCC肿瘤
特异性的发病机
制, 寻求能够调控
和修复MMR基因
功能表达的有效
药物对HNPCC患
者及家族携带者
的预防和治疗具
有重要意义. 
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CCTCCAAGAATGTAAGT-3' Reverse: 5'-TCTG
CATTTTAACTATGGCTC-3'), 由美国ABI生物

有限公司合成. 取上述不同时间位点的细胞, 按
DNA抽提试剂盒说明书抽提细胞基因组DNA. 7 
g/L琼脂糖电泳检测抽提产物. PCR反应体系20 
μL, 模板DNA 1 μL, 上下游引物各2 μL, 去离子

H2O 5 μL, Premix Taq 10 μL. PCR扩增反应方程

式: 95℃预变性15 min, 94℃变性40 s, 56℃退火

1 min, 72℃延伸40 s, 共30个循环, 72℃充分延伸

3 min, 产物4℃保存. 取10 μL PCR扩增产物95℃
变性5 min, 迅速置于冰浴; 加入10 μL凝胶上样

缓冲液(950 g/L去离子甲酰胺, 20 mmol/L EDTA 
pH8.0, 50 mg/L溴酚兰, 50 mg/L二甲苯青), 置于

80 g/L变性聚丙烯凝胶中250 V恒压电泳6 h后, 
水洗、银染显色、拍照. 变性凝胶电泳检测后

出现任何不同于正常对照的电泳结果, 包括条

带的增加、减少或单链位置不同, 判断为MSI改
变.  

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件作数据

处理分析. 不同药物组间采用卡方检验. 

2  结果

2.1 不同药物对LoVo细胞的凋亡指数 黄芩、阿

斯匹林对结肠LoVo细胞均有明显的诱导凋亡的

作用, 被染成棕褐色的细胞呈典型的凋亡细胞

形态学改变(图1). 与对照组相比, 黄芩、阿斯匹

林诱导细胞凋亡的作用统计学差异有显著意义

(P  = 0.0000). 阳性细胞凋亡指数视不同的药物

而存在较大的差异, 黄芩对结肠LoVo细胞的诱

导凋亡作用明显强于阿司匹林, 24 h两者统计学

差异无意义(42.24% vs  29.19%, P = 0.075), 96 h
和1 wk时两者统计学差异有显著意义(93.33% 
vs  44.23%, P = 0.0000; 63.29% vs  23.20%, P = 
0.0000), 其作用时间在96 h达到高峰, 与时间不

呈依赖关系(表1). 
2.2 黄芩对结肠癌LoVo细胞MSI位点D2S123、
BAT-25状态的影响 各时间位点的细胞微卫星

位点D2S123、BAT-25的PCR扩增产物经15 g/L
琼脂糖电泳检测, 结果显示PCR扩增满意(图2). 
PCR-SSCP检测结果显示, LoVo细胞表现为MSI, 
但对照组、黄芩、阿司匹林干预后条带均未发

生增加、减少或单链位置改变, 提示药物干预

后MSI状态无变化(图3).

3  讨论

HNPCC是一种常染色体显性遗传性疾病, 约占

结直肠癌的5%-15%, 其外显率为90%[1]. HNPCC
的遗传学基础是MMR的突变. 错配修复基因在

DNA复制过程中水解错配的碱基而维持DNA的

精确复制, 保证人类遗传的保守性和稳定性. 一
旦该基因发生突变, 错配修复蛋白表达下降、

不表达或出现截短, DNA复制错误增加, 微卫

星不稳定而致结直肠癌及其他肠外肿瘤的发

生, 该机制是结直肠癌发生的另一个途径. MSI
是H N P C C肿瘤的一个重要特征, 90%以上的

HNPCC家系中的肿瘤具有MSI的特征, 15%散发

性结直肠癌表现为MSI[2]. 
目前对MSI结直肠癌化学治疗缺少有效的

治疗药物, 多个研究显示MSI结直肠肿瘤对以

5-FU为主的化疗方案具有抵抗作用[3,8-9]. Corleto 

表  1  不同药物及作用时间与LoVo细胞凋亡指数 (%)

     
分组	                     48 h                96 h	              1 wk

黄芩	        	 42.24a  	      93.33b	           63.29c

空白对照组	   5.30	        7.33	              7.64

阿斯匹林   	 29.19	      44.23	            23.20

乙腈	  	 12.73	      10.13	            12.82

χ2＝3.15, aP＝0.075; χ2 = 53.83, bP = 0.0000; χ2 = 31.13, cP = 

0.0000 vs 阿司匹林.

图  1  96 h黄芩和阿司匹林诱导LoVo细胞凋亡形态学改变. A: 黄芩; B: 阿司匹林.

A B■相关报道
国外最新研究表
明非甾体类抗炎
药可以通过提高
MMR基因的蛋白
表达, 降低微卫星
不稳定而诱导错
配修复缺失的肿
瘤细胞凋亡. 黄芩
等清热解毒类中
药具有类似非甾
体抗炎药物的作
用, 多个研究表明
黄芩苷具有抑制
肠癌、前列腺癌
肿瘤细胞的作用. 
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et al [11]研究了225例HNPCC, 10.2%的患者5年内

发生异时性结直肠癌; Wagner et al [10]认为在手

术切除了原发结肠肿瘤后, 45%的患者在10年
内再次发生结肠癌. 寻求预防和治疗HNPCC有
效的药物有利于提高HNPCC治愈率. 非甾体类

抗炎药在FAP预防和治疗作用已得到广泛的承

认, 其主要通过抑制COX-2达到预防和治疗FAP
息肉和结直肠癌的作用[4]. 黄芩苷是唇形科植物

黄芩的有效成分之一, 有清热解毒、抗炎、利

胆、抗变态反应等作用, 具有类似非甾体抗炎

药物如阿司匹林、消炎痛等的功效. 最近研究

表明这些中药可以诱导细胞凋亡、抑制肿瘤发

生, 有一定的抗肿瘤及预防肿瘤的作用. 本研究

结果显示黄芩苷和阿司匹林都能够诱导错配修

复基因hMSH2缺失的结肠LoVo细胞凋亡, 与对

照组之间存在显著差异(P  = 0.0000). 在48 h时, 
黄芩、阿斯匹林诱导结肠LoVo细胞凋亡作用无

显著差异, 96 h和1 wk时统计学差异有显著意

义, 黄芩明显优于阿斯匹林(P  = 0.0000), 其作用

时间在96 h达到高峰, 与时间不呈依赖关系. 目
前关于黄芩诱导肿瘤细胞凋亡的机制尚不明确. 
Matsuzaki[12]认为黄芩诱导肿瘤细胞凋亡的机制

与有效抑制DNA复制的拓钋异构酶-2活性有关. 
Chenn et al [13]研究发现黄芩能够上调促凋亡基因

BAX, 下调凋亡抑制基因bcl-2而诱导细胞凋亡. 
Rüschoff et al [14]研究发现70% HNPCC结肠

癌中COX-2基因呈低表达, 认为非甾体抗炎药

并不是通过抑制COX-2途径来诱导HCT116细胞

(hMLH1缺失)和LoVo细胞凋亡, 其研究结果显

示发生凋亡的细胞中微卫星不稳定下降, 并从

生长细胞中消失. Goel et al [15]在HCT-116细胞、

HCT-116+chr3细胞和SW480细胞加入阿司匹林, 
发现这3株细胞在48 h和72 h可以发生凋亡, 而且

3株细胞的hMLH1、hPSM2、hMSH6和hMSH2
基因表达均提高. 本研究发现尽管黄芩对错配

修复基因hMSH2缺失LoVo细胞有较强的促凋亡

作用, 但PCR-SSCP检测药物作用的不同时间位

点微卫星标志BAT-25、D2S123, 条带未发生改

变, 黄芩苷诱导LoVo细胞凋亡可能通过其他途

径. 本实验采用的MSI检测位点较少, 药物作用

时间较短, 检测方法敏感性等, 结果可能存在误

差. 在另一项应用荧光多重聚合酶链反应法检

测结直肠癌微卫星不稳定的研究结果显示准确

性和敏感性明显高于SSCP法[16]. 因此, 本研究拟

进一步延长药物作用时间、扩大MSI检测位点

和检测错配修复基因蛋白定量的改变, 并通过

其他途径深入研究黄芩苷在MSI肿瘤预防和治

疗机制. 
针对癌变机制在分子水平上进行化学干预

已成为令人关注的领域, 寻找具有特异性治疗

和预防MSI结直肠癌的有效治疗药物对提高结

直肠癌患者生存率具有重要意义. 本研究显示

黄芩有较强的诱导错配修复基因缺失的结肠腺

癌LoVo细胞凋亡作用, 作用效果较阿司匹林强, 
对其作用机制的深入研究有利于开辟中药防治

HNPCC肿瘤的新途径. 
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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 2008-07-28)
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Abstract
Tumor hypoxia is a characteristic in many 
solid tumors. It has been demonstrated that 
hypoxia in gastric cancer could promote tumor 
microvessels angiogenesis, affect tumor cell 
apoptosis, regulate cell cycle, decrease the 
therapeutic efficacy of radiotherapy, surgery 
and some forms of chemotherapy, and promote 
tumor invasion and metastasis. Using oxygen 
electrodes, radiological and nuclear medical 
imaging techniques we could assess the tumor 
oxygenation status. The use of hyperbaric 
oxygen, carbogen and ARCON and hypoxic 
cell radiosensitisers can improve the efficacy 
of radiation and chemotherapy. Hypoxia 
environment indicates several new methods to 
treat gastric cancer, and the exogenous markers 
of tumor hypoxia, HIF-1 inhibitor, and HIF-1 
gene therapy will be the focus in the future.   

Key Words: Hypoxia; Gastric cancer; Radiotherapy; 
Chemotherapy
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摘要
低氧是恶性肿瘤微环境的特征之一, 胃癌低
氧状态能促进肿瘤血管生成、抑制肿瘤细胞
凋亡、影响细胞周期和增殖、增加放化疗及
手术的抵抗性, 使肿瘤对放化疗的疗效明显下
降, 并且促进肿瘤的侵袭和远处转移. 通过体
内氧电极测定、放射自显影、核磁影像技术
等方法能够检测胃癌肿瘤的低氧微环境. 采用
吸入高压氧、carbogen或ARCON气体、给予
缺氧细胞放射增敏剂等方法能提高肿瘤的放
疗疗效. 虽然胃癌肿瘤的低氧微环境对其治疗
产生了一定影响, 但其低氧微环境也为临床治
疗提供了新的治疗方法, 使胃癌低氧靶向治疗
成为可能. 因此, 针对肿瘤低氧的低氧标记药
物、HIF-1抑制剂、HIF-1基因治疗等将成为
今后的研究热点. 

关键词: 低氧; 胃癌; 放疗; 化疗
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0  引言

1955年Thomlinson et al首次发现人类肿瘤中存在

肿瘤组织内低氧现象, 随着低氧检测技术的不断

完善, 越来越多的证据表明人类肿瘤普遍存在低

氧微环境, 低氧微环境使肿瘤对放化疗及手术治

疗的疗效明显下降. 1996年Brizel et al [1]首次发现

人类肿瘤远处转移与肿瘤低氧微环境有着密切

的相关性. 低氧引起肿瘤细胞发生一系列生物学

改变, 如细胞代谢的变化、基因表达及基因表型

改变、蛋白合成变化等[2-4], 其结果主要表现在以

下几个方面: 促进肿瘤新生血管生成、抑制肿瘤

细胞凋亡、影响细胞周期、促进肿瘤的侵袭和

远处转移、对放化疗产生抵抗等[5-7]. 低氧状态下

的胃癌细胞对放射及化学治疗的效果不理想, 使
肿瘤的治疗陷入了困境, 因此胃癌的低氧微环境

成为医生及研究学者的研究热点. 
胃癌中的低氧微环境是由多种因素参与共

同形成的, 如肿瘤组织的快速生长导致血管紊
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转移.
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乱、肿瘤的血液供应能力下降、氧气消耗增

加, 以及患者处于贫血状态、血红蛋白下降等

有关[8-9]. 严重低氧时还可能导致肿瘤组织坏死, 
但非致命性低氧将对肿瘤细胞的生物学功能产

生重要影响, 有多种细胞因子和信号转导通路

参与此变化过程. 随着对肿瘤低氧微环境研究

的不断深入, 近20多年来人们发现低氧诱导因

子(hypoxia inducible factor, HIF)与哺乳细胞低

氧微环境密切相关[10-11], 而且还发现了许多提

高肿瘤治疗疗效的新方法, 低氧微环境这一特

点为肿瘤的治疗提供了独特的方法, 其中一些

治疗策略已经用于动物实验模型及临床实验之

中. 因此, 本文就胃癌低氧微环境及相关检测方

法、治疗策略作一评价. 

1  胃癌低氧微环境的病理生理学

胃癌细胞的低氧微环境是其病理生理学特点之

一. 肿瘤低氧状态是由于细胞内氧气供应和消耗

之间不平衡造成, 肿瘤组织生长快, 其内部血流

灌注低下, 虽然肿瘤内有异常新生血管形成, 但
肿瘤细胞的氧消耗量超过组织的供氧能力, 因此

表现出相对不足. 另外肿瘤患者的贫血状态使机

体供氧能力下降也促进肿瘤低氧微环境的发生. 
从低氧的发生发展方式上可将胃癌缺氧分为两

种: 慢性缺氧和急性缺氧. 慢性缺氧是由于肿瘤

细胞距的距离超过氧气的有效弥散距离(100-150 
μm), 因而处于缺氧状态; 急性缺氧由于肿瘤血

管网的结构和功能异常, 或肿瘤组织间液压升高

使血管内血流暂时减少或阻滞等原因导致短暂

的血流中断、血管周围细胞缺氧[12], 但这两种不

同的缺氧类型在同一肿瘤中往往是同时存在的. 
有学者对原发进展期肿瘤进行局部氧分压测定, 
发现肿瘤组织内的氧分压水平呈区域性分布, 但
是在肿瘤无氧区域与低氧区域之间很难确定一

个明确的分界线将两者一分为二. 通过局部氧分

压测定发现正常组织氧分压为40-60 mmHg, 而
肿瘤中氧分压多为8-10 mmHg, 有40%的肿瘤氧

分压低于5 mmHg, 27.5%的肿瘤氧分压低于2.5 
mmHg, 研究还发现肿瘤氧分压低的患者的总体

生存率比氧分压高的患者预后差[13-14]. 

2  胃癌低氧环境与治疗抵抗

胃癌的低氧状态使胃癌细胞在抵抗放化疗方面

扮演着非常重要的角色. 临床研究发现部分胃

癌患者对放疗的效果不甚理想, 研究表明胃癌

放疗治疗的疗效受组织氧合程度影响, 含氧量

低的低氧胃癌肿瘤细胞对放疗的抵抗性是正常
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不乏氧细胞的3倍[15]. 这是由于在生理情况下放

疗时组织细胞能产生一定数量的氧自由基, 这
些具有高度活性的自由基能使DNA双链断裂、

细胞死亡. 氧分压正常时, 氧气能够稳定自由基, 
从而促进自由基对DNA造成损伤、破坏机体修

复能力, 从而达到一定的杀伤力. 但在低氧的肿

瘤细胞中, 氧气稳定自由基的能力下降, 放疗时

产生氧自由基受到限制, 因此低氧肿瘤对放疗

的敏感性下降. Sundfør et al [16]认为原发肿瘤中

氧分压低于5 mmHg的亚肿瘤区域的大小是判

断患者预后的重要指标. 研究还发现肿瘤氧分

压低于0.5 mmHg时, 即使是致死剂量的放射线, 
对肿瘤细胞也没有杀伤作用. 

此外, 肿瘤患者常处于贫血状态, 正常组织

能够通过增加组织灌流而代偿轻度至中度贫血, 
但由于肿瘤组织中血管结构异常紊乱, 代偿能

力下降所以得不到足够的氧气. 临床研究表明

肿瘤患者低血红蛋白水平与放化疗效果差存在

显著相关性[17], 其治疗效果不理想的主要原因

仍是细胞低氧. 

3  胃癌肿瘤低氧的检测技术

测定实体瘤中氧压力对判断患者预后有很高的

临床价值. 近年来, 放射自显影、核磁影像技

术、极普法等已被用于检测肿瘤的低氧区域[18]. 
体内氧电极测定法是唯一可以直接检测

肿瘤氧分压的方法, 研究发现正常组织中氧分

压呈典型的高斯分布, 氧分压平均介于40-60 
mmHg, 而肿瘤组织中氧分压低, 其中半数低于

10 mmHg. 在较长一段时间内, 氧电极技术曾被

认为是临床上测量肿瘤内氧压力的金标准 [19]. 
但是该技术仅用于易于获取的浅表肿瘤组织, 
无法区别严重缺氧和坏死、操作时需要外科手

术介入可能引起创伤等因素而存在一定局限性. 
利用生物还原药物是一种检测肿瘤内氧分

压的无创性技术. 该类药物中最常用的内源性

标志物是硝基咪唑类, 硝基咪唑经过主动扩散

通过细胞膜进入细胞, 通过胞内还原酶(主要是

黄嘌呤氧化酶)的作用, 被还原产生自由的阴离

子, 该中间体在缺氧环境中进一步被还原, 与细

胞内组分共价结合形成胞内加合物而滞留在

细胞中. 硝基咪唑在组织中的蓄积量与低氧组

织中存活细胞的氧含量呈一定比例, 但不聚集

于坏死细胞中, 进而用正电子放射断层扫描摄

影、核磁共振等影像学技术反应肿瘤内的氧化

程度[20]. 由于此类化合物反应慢, 需要足够的时

www.wjgnet.com
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间来进行还原反应和结合反应, 因此更适用于

慢性低氧细胞的检测. 
利用放射性核素18F、62Cu、99mTc、123I等标

记的缺氧组织显影剂进行SPECT或PET显影技

术也可以对肿瘤内低氧组织进行定性和定量检

测[21-22], 该方法是目前检测肿瘤内低氧状态较为

成熟的非侵入性技术. 此外, 利用低氧细胞内源

性标志物HIF-1α、CA9、Glut-1等也能够检测

低氧肿瘤的分布空间、检测肿瘤的低氧状态. 

4  改善胃癌低氧状态及提高疗效的措施

有证据表明胃癌肿瘤内低氧状态是提示患者

预后的指标之一, 早期人们曾用高压氧提高肿

瘤内氧含量的方法来提高放疗疗效, 但吸入高

压氧可能引起呼吸抑制, 反而使肿瘤的血供更

差, 所以后来在高压氧中加入适量二氧化碳气

体, 于是诞生了carbogen(卡铂金), 他是由950 g/L
氧气和50 g/L二氧化碳构成的混合气体, 放疗前

吸入carbogen能改善组织慢性缺氧, 能扩张血

管、加快血流速度, 提高放疗疗效[23]. 临床研究

表明, 放疗前吸入carbogen气体能明显提高局

部头颈癌、子宫颈癌的放疗疗效, 由于某些复

杂的技术原因, 临床工作中并没有完全接受这

种治疗方式. 目前卡铂金联合烟酰胺加速放疗

(accelerated radiotherapy combined with carbogen 
and nicotinamide, ARCON) 的方法正在Ⅲ期临床

试验中[24]. 
放射增敏剂被认为是最有希望解决低氧细

胞放射线抗拒问题的方法之一. 理想的增敏剂应

仅对肿瘤细胞有放射增敏作用, 而对正常组织无

毒性或毒性很低, 并且能透入肿瘤细胞缺氧区

域, 较少或不分布于正常组织中. 其代表药物是

硝基咪唑类化合物, 如5-硝基咪唑和2-硝基咪唑. 
他能模拟氧的放射增敏作用, 并选择性与低氧细

胞结合, 由于其不参加正常细胞代谢过程, 故不

受血管弥散的限制, 从而可以最大限度的使缺氧

细胞增敏, 但由于其胃肠道和神经系统副作用使

该类药物在临床应用上受到一定限制[25]. 新型毒

性较低的增敏剂正在研究开发之中. 
一种新型放疗增敏剂Tirapazamine在缺氧状

态时会转变为拓扑酶抑制剂, 对肿瘤组织内乏

氧细胞具有显著的杀伤作用, 抑制了肿瘤组织

内由于乏氧细胞存在导致的抗凋亡作用及放射

抵抗性, 因而可以显著增加肿瘤放射治疗的抗

肿瘤作用[26-27]. 该药也可以与放射治疗或化学治

疗药物同时使用, 消灭不同缺氧程度的癌细胞. 

该药的Ⅱ期临床试验证实他可以增加传统放化

疗治疗的疗效, 提高患者反应率及总体生存率. 
该药还被用于其他癌症的同步化学疗法, 目前

已有报告发现在Ⅲ/Ⅳ级头颈部小细胞癌中, 该
药与顺铂合用能提高患者3年生存率[28]. 

携带有治疗性基因或无毒性药物酶的厌氧

菌也有抗肿瘤作用, 这种厌氧菌被注射到肿瘤

低氧区域后发挥活性作用, 全身不良反应少. 如
C. novyi-NT是一种厌氧型细菌, 他能增加脂质

酶包裹的多柔比星等药物在肿瘤低氧区域的释

放, 这种蛋白可以用于肿瘤化疗过程中药物特

异性呈递, 加强微脂粒癌症药物的释放, 增加其

疗效[29]. 
H IF-1是胃癌低氧微环境中重要的转录因

子, 他过表达于肿瘤组织, 并且参与肿瘤的发生

发展过程, 并且受PI3K/Akt、MAPK信号转导通

路的调控, 因此是一个新的治疗靶点. 目前已提

出新靶向HIF-1转录因子治疗胃癌的新思路, 针
对H IF-1转录翻译、上游信号活化、信号传导

通路、下游效应分子等一些新的治疗方法已

经被提出[30]. 如应用LY294002、wortmannin、
PD98059等抑制PI3K-AKT-mTOR或MAPK信号

转导通路[31]、应用表皮生长因子受体(EGFR)抑
制剂吉非替尼和埃罗替尼[32-33]、应用HIF-1反义

RNA或shRNA基因治疗[34]、应用HIF-1小分子抑

制剂YC-1、HIF-1 DNA结合活性抑制剂、HIF-1
转录活性抑制剂等方法均能抑制胃癌生长. 

5  结论

胃癌肿瘤的低氧微环境是放疗、化疗、手术等

疗效的重要影响因素, 胃癌低氧状态也是局部

复发和远处转移的重要危险因素. 低氧虽然改

变了肿瘤细胞的生物学特性, 影响其临床预后, 
但针对其特异的低氧微环境也为临床肿瘤治疗

提供了一些新的治疗方法, 使肿瘤低氧靶向治

疗成为可能. 因此, 针对胃癌低氧的低氧激活药

物、HIF-1信号转导通路、HIF-1抑制剂和HIF-1
基因治疗等将成为今后的研究热点[35]. 
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Abstract
Peutz-Jeghers syndrome (PJS) is an autosomal 
dominant inherited disease, which is caused by 
inactivating germline mutations in LKB1/STK11 
and characterized by mucocutaneous pigmenta-
tion, multiple gastrointestinal hamartomatous 
polyps and family history. Life-threatening 
complications include intestinal obstruction, an 
increasing risk for developing gastrointestinal 
malignancies and extraintestinal cancers. PJS 
more frequently happens to teenagers. Besides 
susceptibility to malignant cancer, it was charac-
terized by complications associated with polyps, 
repeated hospitalizations and operations, as well 
as a high cost of medical cost, which especially 
brings harm to one-child family in China. This 
paper focuses on the diagnoses and treatments 
in PJS, such as clinical use of double-balloon 
enteroscopy and open surgery combined with 
intraoperative endoscopy. Also, COX-2 inhibi-
tors and rapamycin for chemoprevention are 
introduced. 

Key Words: Peutz-Jeghers syndrome; Tumor; Ther-
apy; Dignosis
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摘要
Peutz-Jeghers综合征(Peutz-Jeghers syndrome, 
PJS)是一种常染色体显性遗传性疾病, 主要突
变基因是LKB1/STK11, 胃肠道错构瘤, 皮肤
黏膜色素斑和家族遗传性为其主要特点, 主要
并发症是肠梗阻和肠道及胃肠道外恶性肿瘤. 
本病好发于青少年, 除有恶变倾向外, 由肠道
息肉导致的并发症, 反复住院, 多次手术, 高昂
的医疗费用, 对国内只有一个独生子女的小家
庭, 危害极大. 本文着重论述PJS临床诊断和治
疗中的一些问题, 如双气囊电子小肠镜的临床
应用, 内镜配合手术治疗的经验, 介绍抑制环
氧化酶2(COX-2)抑制剂和雷帕霉素预防PJS
的新动向. 

关键词: Peutz-Jeghers综合征; 肿瘤; 诊断; 治疗
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0  引言

Peutz-Jeghers综合征(Peutz-Jeghers syndrome,  
PJS), 又称黑斑息肉病, 是一种常染色体显性遗

传性疾病, 主要突变基因是LKB1/STK11, 临床

表现以皮肤黏膜色素斑, 胃肠道错构瘤和家族

遗传性为三大特征[1-2]. 本病好发于青少年, 除有

恶变倾向外, 由肠道息肉导致的并发症, 反复住

院, 多次手术, 高昂的医疗费用, 对国内只有一

个独生子女的小家庭, 危害极大. 该病目前在临

床诊断和治疗上还存在一些问题, 值得进一步

研究. 

1  临床诊断

2003年全国遗传性大肠癌协作组制定了中国人

遗传性大肠癌筛检标准的实施方案, 其中PJS的
诊断标准为[3]: 消化道多发错构瘤性息肉伴皮肤, 
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黏膜色素沉着, 可有或无家族史. 被诊断为PJS
者应进行相关基因检测. 一般来说, 典型PJS诊
断不难, 但有些患者因多种原因仍可能漏诊. 
1.1 黑斑 黑斑是PJS的主要特征之一, 黑斑常见

于口唇, 颊黏膜, 手指, 手掌, 足趾, 还可见于会阴

部皮肤黏膜. 婴儿期口腔颊黏膜上出现的黑斑, 
有的仅有针尖大小, 容易忽略, 有的患儿在口腔

科就诊由医生偶尔发现黏膜黑斑. 青春期后皮肤

黑斑可消退, 有少数病例仅有胃肠道息肉, 缺乏

黑斑, 而其他疾病, 如: 恶性黑色素瘤, Addison病, 
Kaposi肉瘤, 口腔汞线, 齿龈黑皮病等也可出现

类似黑斑, 造成诊断困难. 
1.2 胃肠道息肉 PJS的息肉可以遍布整个胃肠道, 
以空肠上段为好发部位. 文献[4]中有十二指肠

息肉合并上皮细胞移位, 侵及胆总管壶腹部, 导
致梗阻性黄疸, 误诊为胰癌行胰十二指肠切除

的报道. PJS鼻息肉发生率也较高[5]. 
胃肠道息肉可导致急性或慢性腹痛, 肠套

叠, 肠扭转, 肠梗阻, 胃肠道出血等; 其中肠套叠

非常常见, 肠套叠发生和STK11状态无关[6]. 
在鉴别诊断上需注意 [7],  幼年性息肉病 , 

PTEN错构瘤综合征等也具有错构瘤性息肉, 这
些疾病都有各自的临床特点, 突变基因也不相

同. 临床医生需要根据息肉的组织学类型, 详细

的家族史以及患者的年龄和息肉的个数, 作出

正确诊断, 并为选择基因检查的依据[8].  
1.3 家族史 约有60% PJS有明确或可疑家族史[9], 
部分患者可出现隔代遗传, 真正散发性PJS非常

罕见[10]. 我国由于实行计划生育政策多年, 三口

之家的小家庭较多, 一级亲属人数减少, 可能对

家族史调查结果有一定影响. 
1.4 辅助检查 一般影像学检查, 如: 胃肠造影, 
CT, B超等, 对PJS息肉的诊断无特异性. 由于

PJS息肉分布于整个胃肠道, 纤维胃镜处理胃

十二指肠息肉以及结肠镜处理结直肠息肉都比

较方便, 但两者都不能达到息肉的好发部位空

肠上段. 
胶囊内镜检查是一种无创检查方法, 主要

用于检查和随诊. 双气囊电子小肠镜可以观察

全部小肠, 发现病变并予以治疗[11-12]. 胶囊内镜

检查疑有病变或需要治疗时, 双气囊电子小肠

镜可作为进一步检查, 两者可相互补充[13-14]. 目
前, 胶囊内镜和双气囊电子小肠镜检查在国内

尚不能广泛开展. 

2  息肉恶变和恶性肿瘤风险

既往认为PJS的息肉不会恶变, 理由是这种错
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构瘤性息肉, 各种细胞发育正常, 分化良好, 一
般不会恶变[15]. 目前认为[16]随着患者年龄的增

长, 发生癌肿的风险增加. 如Hearle et al [17]总结

了419例患者, 其中96例患癌, 患者在20, 30, 40, 
50, 60和70岁发生的风险分别是2%, 5%, 17%, 
31%, 60%和85%. 癌肿常见部位依次为胃肠, 
胃食道, 小肠, 结直肠和胰腺, 在30, 40, 50和60
岁发生这些癌肿的风险分别为1%, 9%, 15%和

33%, 女性患者乳癌的风险增加, 40, 60岁发生

乳癌的风险分别为8%, 31%. 女性患者还可发

生生殖系统肿瘤[18]. 男性患者还可合并睾丸ser-
toli细胞瘤[19]. 也有合并神经结神经胶质瘤的报

道[20].   
国内王振军 et al报道[21]具有家族性的PJS患

者中恶性肿瘤发生率为20.1%. 其消化系肿瘤发

生中可能存在一种新的肿瘤遗传途径, 即错构

瘤-腺瘤-结肠癌途径. 甚至有作者认为PJS不是

良性疾病[22]. 近3年我们收治的20余例中, 有的

患者初次就诊, 即发现小肠癌合并腹腔和肝脏

广泛转移, 提醒我们应重视PJS的恶变问题. 

3  治疗问题

首先对本病要有充分认识, 积极治疗. 治疗的目

的主要是: 处理胃肠道息肉发生的并发症; 并发

的恶性肿瘤; 摘除小息肉; 防止息肉增大或恶变. 
目前国内部分医院, 纤维结肠镜, 胃镜, 尤其是

近些年引进的双气囊电子小肠镜, 是由消化内

科医生掌握, 胃肠外科应该和消化内科医生密

切合作, 达到较好的治疗效果. 
3.1 双气囊电子小肠镜 双气囊电子小肠镜(dou-
ble-balloon enteroscopy, DBE)于2001年由日本

Yamamoto et al首次介绍[23], 2003年正式在临床

上推广应用, 可以观察全部小肠, 既可诊断, 也
可治疗, 并发症少, 比较安全, 还可结合胶囊内

镜, CT/MRI等检查, 用于小肠疾病的检查和治疗

具有广泛前景[24]. 小息肉可以通过内镜摘除, 5 
cm以上较大息肉也可通过内镜摘除[25]. 而腹腔

镜结合双气囊小肠镜治疗小肠多发息肉是最近

的进展之一[26]. 
我院于2003年引进Fujinon EN450 P-5型

DBE, 目前完成检查治疗各种小肠疾病300余例

次. 对PJS较大息肉采用分次圈套电灼, 摘除最

大息肉直径达8 cm, 一次摘除息肉最多44枚, 取
得了较好的效果[27]. 由于引进了小肠镜, 我院收

治的小肠疾病明显增加, 近3年来, 收治PJS患者

20余例, 出现一种少见疾病陡然增多的现象. 
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■创新盘点
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3.2 内镜配合手术治疗 对不能在内镜下处理的

息肉或已经发生肠梗阻, 肠套叠, 肠出血, 癌变

等并发症者应手术治疗. 手术治疗需要内镜配

合. 分为术前、术中和术后检查三个阶段. 
术前内镜检查目的是了解息肉的范围, 大

小, 是否需要外科处理做出初步的评价. 对于

较小的肠道息肉予以电灼, 较大的息肉予以分

次圈套电灼. 如果不是广基息肉或息肉癌变或

已经发生并发症, 经内镜摘除息肉, 有可能避

免手术. 
术中内镜检查可了解外科手术探查的“盲

区”, 如十二指肠的水平部有无息肉, 能否造成

肠道梗阻, 局部是否有癌变(通过肉眼观察和活

检); 对确定肠管切开部位进行指导; 对小息肉进

行镜下处理(但可能延长手术时间). 术中内镜检

查采用传统的纤维结肠镜即可, 将预定检查肠

管两端夹住, 做荷包缝合, 充气后检查, 操作时

可由台上手术医生协作. 操作时注意无菌操作. 
术后内镜检查一般在术后3-6 mo内进行, 对手术

时未能处理的小息肉进一步处理, 了解有无新

发病灶并及时处理. 
3.3 手术要点 手术主要是针对小肠息肉导致的

并发症, 如肠梗阻, 肠套叠, 肠出血, 癌变等. 对
合并肠套叠的处理, 不能强拉硬拽, 防止肠管破

裂, 逐步将套叠的肠管从套叠的鞘中挤出, 可
以减少肠管的切除, 最大可能保留肠管的长度.   
针对小肠息肉多发的特点, 要有计划的做切口, 
尽可能减少肠道切口, 小肠切口需要及时修补, 
不能遗漏, 以免造成肠瘘. 由于小肠息肉大多有

蒂, 距离切口10-15 cm的范围的息肉, 都可从一

个切口中拉出. 小肠切口要小, 较大的息肉完全

可以从小切口中挤出. 对于病变密集的肠段,可
选择小肠部分切除. 已经发生恶变的肿瘤, 按照

恶性肿瘤的原则进行处理. 

4  随访

对PJS患者, 无论其有无家族史, 对患者本人和

其家族成员, 都应该进行积极的随访, 以发现家

族中新出现的患者, 达到早诊断, 早治疗, 及早

发现和处理胃肠道和其他部位的恶性肿瘤. 负
责随访的医生应熟悉PJS, 制定一个完整的方案, 
除一般常规检查外, 随访应包括胃镜和肠镜检

查, 女性患者应包括乳腺检查, 宫颈涂片和腹部

B超检查等. 

5  结论

近年来PJS的基础研究, 临床诊断治疗都取得了

一些进展. 但就胃肠道息肉而言, 无论采取内镜

治疗或手术治疗, 都是一种被动的治疗手段. 因
此, 近几年来, 一些研究者不断积极探索预防

PJS胃肠道息肉的发生和发展的方法.  环氧化酶

2(COX-2)及其抑制剂是近几年研究的重点之一. 
Rossi et al [28]通过动物实验发现, LKB1失活

的鼠可发生类似人PJS胃肠道息肉, 其COX-2表
达增高. Wei et al [29]研究了9个PJS家系11例患者

的胃肠道息肉, 发现82%的PJS息肉和所有癌肿

均有COX-2的过度表达. Wendy et al [30]也有类似

发现. 这些研究者认为, 如采用非甾体抗炎药或

COX-2抑制剂, 有可能预防PJS错构瘤性息肉的

发生. 
但是, 目前尚未见到应用COX-2抑制剂治疗

PJS的大宗报道, 这可能和PJS属于少见疾病, 不
易进行大组随机对照研究有关. 解决这一问题

可考虑进行多中心实验研究, 是否可以参考非

甾体抗炎药阿斯匹林预防大肠腺瘤随机对照研

究的经验和COX-2抑制剂塞来昔布抑制FAP和
HNPCC胃肠息肉生长的经验等[31-34]. 

预防PJS胃肠道息肉的发生另一动向是雷

帕霉素(Rapamycin), 雷帕霉素又称瑞帕霉素

(Sirolimus), 商品名为Rapamune, 是由Wyeth-
Ayes t公司研究并开发的新型大环内酯类抗真

菌药, 并可作为免疫抑制剂, 目前正处于Ⅲ期

临床阶段. 最近Wei et al通过动物实验发现[35], 
PJS的mTOR增强, 雷帕霉素(Rapamycin)具有

特异性抑制哺乳动物R a p a m y c i n靶信号作用

(mTOR), 能有效抑制实验鼠PJS息肉, 可能具有

PJS靶向治疗作用, 也许将为PJS的预防和治疗

带来新的希望. 
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Abstract
The pathogenesis of inflammatory bowel 
disease (IBD), including ulcerative and Crohn’
s disease, is still not entirely clarified till today, 
and it is probably associated with tumor 
necrosis factor (TNF), which is influenced by its 
polymorphisms. The allele frequency, genotype 
frequency and carrier frequency of TNF affect 
the susceptibility and clinical manifestation 
of IBD, presenting differences in ethnics and 
regions, and produce significant effect on the 
development and prognosis of disease. 

Key Words: Inflammatory bowel disease; Tumor 
necrosis factor; Gene polymorphism
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摘要
炎症性肠病包括溃疡性结肠炎与克罗恩病, 病
因至今未明, 可能与肿瘤坏死因子相关, 后者

受其基因多态性影响. 肿瘤坏死因子的等位基
因频率, 基因型频率和基因携带率影响炎症性
肠病的疾病易感性与临床表现, 存在种族与区
域差异, 对疾病的发展和预后产生重要作用. 

关键词: 炎症性肠病; 肿瘤坏死因子; 基因多态性
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0  引言

肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)基因与

主要组织相容性复合体(major histocompatibility 
complex, MHC)基因紧密连锁, α型基因定位于

6号染色体的6p21.3-21.1, β型基因定位于6号染

色体的6p23-q12, α型包含于人类主要组织相

容性复合物中, 与β型紧密相连位于HLA-DR和
HLA-A或HLA-DP的着丝点的染色体片段内. 
TNF主要由活化的炎性细胞产生, 在炎症应答

中发挥重要作用, 如诱导IL-1β、IL-6和急性期

反应蛋白的表达, 是炎症性肠病(inflammatory 
bowel disease, IBD)发病的关键细胞因子, 调节

肠道黏膜炎性免疫反应, IBD患者的体液、大便

及结肠组织TNF浓度高于正常人, 可能是其基因

多态性影响了TNF的转录.  

1  TNF

依据细胞来源和分子结构的不同分为α型和β型

(LT), 分别由激活的单核/巨噬细胞, T淋巴细胞产

生, 两型在基因和蛋白分子结构以及生物学功能

上都有许多相似之处, 约有28%的氨基酸序列同

源性, 结合相同的受体, 与其膜受体结合以后, 活
性被启动而发挥作用. TNF-α为炎性因子, 触发

中性粒细胞和单核细胞的趋化, 增加内皮细胞黏

附分子的表达[1], 促使其他细胞因子释放, 形成细

胞因子网络, 扩大炎症连锁反应, 活化内皮细胞, 
改变其细胞表面整合素的表达, 增加钙离子的浓

度, 促进白细胞、血小板与内皮细胞黏附, 提高

血管通透性, 减少血栓调节素的释放, 激活组织

®

■背景资料
TNF为多功能性
细 胞 因 子 ,  包 括
TNF-α型与TNF-β
型, 其基因多态性
主要有微卫星多
态性及单核苷酸
多 态 性 ,  与 许 多
疾病的发病密切
相关, 影响TNF转
录, 并通过TNF进
一步影响疾病的
发展与转归.

■同行评议者
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因子促进血栓形成同时抑制纤溶酶原激活抑制

剂-1的合成而导致机体处于促凝血状态, 形成微

血栓造成肠组织微循环障碍[2], 释放血小板活化

因子, 生成白三烯和氧自由基, 诱导一氧化氮合

酶产生大量一氧化氮引起细胞损伤, 破坏肠黏 
膜[3], TNF-β主要参与炎症反应, 免疫系统的发育

和免疫调节等.

2  TNF基因多态性 
TNF基因位于第6号染色体上, 存在于HLA-BⅠ
与HLA-DRⅡ型之间的MHC类基因区内[4], 分
TNF-α与TNF-β, 两者均存在G/A多态性, 由A替

代G, 引起限制性内切酶NcoⅠ识别位点的缺失, 
使被A替代的核苷酸序列不能被NcoⅠ识别并切

断, TNF-α基因在转录起始位点上游308(-308), 
G存在的基因称TNF1(TNF-α1/1), A替代的基因

为TNF2(TNF-α2/2), TNF-β基因在转录起始位

点下游252(+252), G存在的基因称TNFβ-1(TNF-
βB1/B1), A替代的基因称TNFβ-2(TNF-βB2/B2). 
TNF基因族有单个核苷酸多态(SNP)和微卫星多

态等, SNP中TNF-α基因多态: -308, -376, -380, 
-244与-238的G→A突变; +69与+70的G→C突

变; -863的C→A突变; -1031与-856的T→C突

变; -1030, -857与-850的C→T突变; -574, -375, 
-307, -243, -237的A→G突变; -862的A→C突变, 
TNF-β基因多态包括5'非翻译区的一个多态性

残基和3'非翻译区的一个Eco RⅠ的限制性片段

长度多态性. 有5种微卫星多态: TNFa, TNFb, 
TNFc、TNFd和TNFe分别含有13、7、2、6和3
种等位基因, 可产生3276种不同单倍体, TNFa为
CA重复序列, 后4种为CT重复序列, 另有一种微

卫星多态位于LT-β基因的上游, 为TG/CA双核苷

酸重复, 微卫星等位基因与人类MHCⅠ和Ⅱ位

点间均存在强连锁不平衡, 且相互影响.

3  TNF基因多态性与IBD

IBD中TNF受其基因多态性影响, CD患者TNF2
和LT-α-2的单倍体与TNF-α高产生相关, UC
患者TNF4单倍体与TNF-α低表达相关[5], 携带

TNF-α-308A的CD患者TNF-α血清浓度显著

高于TN F-α-308G携带者 [6], TN F-α多态性与

CARD15结合引起不同的TNF-α转录水平, 影
响胞壁酰二肽(muramyl dipeptide, MDP)诱导

TNF-α的产生[7].   
3.1 TNF基因型频率和等位基因频率与IBD的相

关性 采用聚合酶链反应和限制性片段长度多态

性技术分析, UC患者TNF-α-308基因型频率为

15.5%, 显著高于正常人基因型频率(4.1%), 而
在CD中却无显著差异性, TNF-β+252基因型频

率与正常组相比提示无统计学意义, 二者等位

基因频率在UC与CD中也可见类似结果[8], 通过

对6个TNF基因多态性的检测, 发现TNF-α-308A
与UC密切相关, 等位基因频率在UC中为14.6%, 
健康者为8.9%, P值为0.02, 而TNF-α-857T无显

著差异性[9], 符合Cucchiara et al [10]的研究, 认为

TNF-α2和TNF1/2是UC患者的额外基因标志

物[11]. 有学者的研究与上述报道相左, 对CD患

者TNF-α 5'端的-1031T/C, -863C/A, -857C/T, 
-308G/A和-238G/A的分析, 其变种与CD无关[12], 
研究表明[13]UC与CD的TNF1和TNF2分别与对

照组比较, P >0.05, 应用卡方及精确概率法检验, 
TNF-α的基因型频率和等位基因频率与正常组

比较均无统计学意义[14], 总体上TNF-α基因多态

性与IBD无相关性, 可能与其相邻的其他基因与

IBD存在关联性.   
3.2 基因多态性与疾病易感性 等位基因频率

和基因型频率与疾病易感性相关 ,  U C患者

T N F-α-308的基因型频率和等位基因频率明

显高于健康组 ,  可能与U C易感性有关 ,  宋瑛  
et al [8], 曹倩 et al [9], Cucchiara et al [10]的研究支

持这一结论, 有学者报道与此相矛盾, 项利鹃 
et al [13], Zipperlen et al [12], 袁岸龙 et al [14]的研究

不支持TNF-α-308与IBD发病有关. 目前认为, 
TNF-α-308基因频率虽在UC中升高, 仍不应轻

率地将其认为是疾病的易感基因, 而仅是UC易
感性的遗传标志物, 可能与其他疾病或易感基

因连锁, 可能通过或协同其他基因发挥作用或

本身单独发挥作用. 一般认为TNF-α-C857T位
点等位基因与疾病易感性并无相关, 曹倩 et al [9]

等研究发现, 其携带率在UC中为17.3%, 健康组

为12.2%, 两者间差异无统计学意义, 犹太人群

也未发现UC或CD的TNF-857基因携带率和等

位基因频率与健康组相比有明显的不同之处[15], 
表明TNF-α-C857T与UC和CD发病无显著关联, 
而在日本有学者报道CD患者TNF-857等位基因

频率增高. 曾报道THFSF15基因变种与日本和

高加索人群的IBD有易感性[16], 分析TNFSF15高
危险性和低危险性单倍体, 危险性单倍体与UC
或CD无关, 保护性单倍体在非犹太人健康组中

高于UC和CD患者, 认为TNFSF15是IBD的易感

基因[17].   
3.3 基因多态性与IBD临床表现 研究表明TNF
基因多态性与IBD的临床表现并不密切, 临床显

■研发前沿
目前研究的热点
主要集中于TNF
基因多态性在恶
性肿瘤、胃肠道
疾病、肝脏相关
病 变 、 呼 吸 系
统、自身免疫性
疾病、肾脏疾病
及感染等研究.

■相关报道
TNF mAb治疗炎
症性肠病的疗效
报 道 不 一 ,  与 基
因多态性有关, 如
Ozeki et al 的报道
TNF-α -857位点
的变异影响英夫
利昔单抗的治疗
作用, 很可能与其
结合的位点密切
相关.
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型没有受到TNF基因多态性的影响, TNF-α-308
和TNF-β+252位点与IBD患者的年龄, 性别, 疾
病持续时间 ,  疾病活动性以及发病部位均无 
关[8], 经分层, 逻辑及多元统计分析, 卡方及双侧

Fisher精确检验, 未见TNF-α多态性分布在UC或
CD中有显著的不同以及对类固醇激素依赖型

IBD的影响, TNF-α-308AA/AG与伴关节炎的CD
有关联, 但未达到显著性水平[18], Yamamoto-Fu-
rusho et al [11]证实TNF-α-238和-308多态性与IBD
的病变程度, 肠外表现以及手术治疗无关, 有别

于既往女性IBD广泛病变TNF2等位基因频率增

高的报道. Fidder et al [15]的研究显示TNF-857基
因型没有影响到胃肠道疾病分布与疾病活动程

度(炎症, 透壁性或狭窄性病变), 与年龄和肛周

病变以及肠外表现均无显著差异, 而另有报道

TNF-α-857基因型与CD的临床表现密切相关, 
单变量分析突出显示TNF-α-857CC与CD的狭

窄及透壁性病变显著相关(69%), 且与家族性CD
发病有关, 其作用可能是单独的, 也可能与IL10-
1082GG协同, 影响CD发病[19]. 未成年CD患者表

现为体质量增长不足和身材矮小, TNF-238G/A
影响线性生长, 多变量分析显示TNF-238G/A对

身高滞后起保护作用, 对体质量滞后不起保护

作用, TNF-α-857C/T与疾病严重性弱相关, 显示

保护作用, 而TNF-α-308G/A与疾病严重程度强

相关, 趋向于疾病严重性[20].   
3.4 基因多态性与IBD临床表现亚型 虽然TNF-α
多态性可能与IBD的总体关系并不明显, 但与

IBD临床表现亚型却有直接联系. TNF2等位基

因频率及基因携带率在类固醇激素依赖型CD
患者明显高于非依赖型(28.1% vs  10.3%, 43.8% 
vs  19.3%), 伴有瘘口的CD中TNF2高于伴有狭

窄的CD, 结肠中的TNF2高于小肠[21], 女性UC患
者广泛性结肠炎TNF2单倍体等位基因频率明

显比远端结肠炎者高(31% vs  12%, P  = 0.028), 
结合LT-α-2分析, 其关联性更强, 表明TNF2与
LT-α-2有着强连锁不平衡关系[5]. 关节炎是CD
患者最常见的肠外表现之一, 逻辑回归分析显

示TNF-308A增加了CD患者关节炎发病的危险

性, TNF-308A的携带者患关节炎的频率明显高

于TNF-308G的携带者, 伴有关节炎的CD患者

有高浓度的TNF-α产生, 表明TNF-308A对关节

炎易感性的影响可能是通过直接或间接增加

TNF-α来发挥作用的[6]. 英夫利昔单抗与TNF-α
有高度亲和性, 其作用的发挥可能受TNF-α多
态性影响, 难治性CD患者, 除了TNF2在无应答

的CD中轻微增高外, TNF-α-308的基因型频率

和等位基因频率对英夫利昔单抗有无应答表现

无显著不同[22], TNF-α-857影响着TNF-α的产生, 
当TNF-α-857位点的核苷酸为T时, Oct-1与其结

合, TNF-α的浓度显著升高, 影响英夫利昔单抗

作用的充分发挥, 当核苷酸为C时, Oct-1不识别

此位点, TNF-α的含量减少, 表明TNF-α-857的
C→T的转变可能影响英夫利昔单抗的治疗作

用[23]. 外周型抗中性粒细胞胞质抗体(periphery 
antineutrophil cytoplasmic antibodies, pANCA)
和抗酿酒酵母抗体(antisaccharomyces cerevisiae 
antibodies, ASCA)在IBD中增高, 二者分布与

CD患者的小肠及大肠的病变存在一定相关性, 
pANCA和ASCA与细胞间黏附分子-1(intercellu-
lar adhesion molecule-1, ICAM-1)基因多态性有

关, 而ICAM-1的上调表达受TNF-α的影响, 在使

用Alicaforsen治疗的CD患者中发现有三个独特

的TNF-α SNP位点(290, -2735, -3090)与克隆恩

病活动指数(crohn's disease activity index, CDAI)
的减少显著相关, 支持在ASCA+/pANCA_患
者依赖ICAM-1/TNFα的克隆病亚型, 可能预示

肯定的治疗作用[24]. 抗嗜中性粒细胞胞质抗体

(anti-neutrophil cytoplasmic antibodies, ANCA)
阳性的IBD患者TNF-α-308A等位基因频率显

著高于ANCA阴性的IBD患者[25], Castro-Santos  
et al [26]进一步研究证实, TNF-α-308A*等位基因

和TNF-α-308AA/AGTNF-α基因型与ANCA阳

性表达明显相联(P  = 0.004, P  = 0.007), 认为UC
患者IL-10低表达与TNF-α高表达影响ANCA的

产生. C反应蛋白(C-reactive protein, CRP)增高

是IBD活动期的标志, CRP表达的调节主要在转

录及转录后水平, IL-6能诱导CRP基因的转录调

节, TNF-α能加强IL-6的表达, 引起CRP产生增

多, 含有TNFA2等位基因的个体中血清高敏度

的CRP(hs-CRP)浓度有增高的趋势, 方差分析显

示hs-CRP与TNFA2等位基因有显著的相关性(P  
= 0.01), 特别在年龄组中, TNFA2与四分位数的

hs-CRP浓度相关(P <0.05, OR  = 5.1), 表明TNF-α
的功能性遗传变异与hs-CRP浓度有着相关性[27], 
符合Jeanmonod et al [28]的研究, A等位基因携带

者与CRP呈剂量-反应关系, 纯合子的G等位基因

携带者却无此联系, 携带TNF-308A基因的IBD
患者, 活动期的CRP浓度显著高于非活动期的浓

度, 纯合子的TNF-308GG患者中却无此表现, 表
明TNF2显著影响疾病过程[29].   
3.5 种族与地区差异性 不同地区和种族TNF基

■创新盘点
本文从等位基因
频率、基因型频
率及基因携带率
这一角度分析综
述TNF基因多态
性对炎症性肠病
的疾病易感性和
临床表现的影响
以及存在种族与
区域的差异性.
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因多态性存在差异, 陕西地区IBD患者TNF-α 
-308的基因型频率及等位基因频率有显著差异

性[8], 而对浙江地区的IBD患者研究与上述结果

不符[13], Yamamoto-Furusho et al [11]对墨西哥UC
患者的研究, 认为TNF-α2和TNF1/2是UC患者的

额外基因标志物, 对爱尔兰人TNF-α-308A位点

多态性研究发现, UC中A等位基因频率为28%, 
低于健康组(40%, P  = 0.02)[30], 印度人群, 与健康

组(4.3%)相比, CD患者TNF-α-308的AA基因型

频率(9.1%)有逐渐增高的趋势, 而UC(4.3%)中无

此现象[31], 荷兰高加索人TNF-α-308等位基因多

态性与CD临床表现关系并不密切, 与IBD炎症

和非炎症部位的基质金属蛋白酶(MMPs)或基质

金属蛋白酶抑制剂(TIMPs)的浓度高低无相关

性[32], Zipperlen et al [12]认为加拿大纽芬兰地区的

CD患者TNF-α的变种与CD无联系, 说明TNF基
因多态性在IBD中不同表现很可能受地理环境

等因素的影响. 种族间的分布也存在差别, 日本

的大样本研究提示, 日本UC发生与TNF-308A密

切相关, 与欧洲的研究结果不符, 提示TNF基因

多态性与UC的相关性可能有种族差异. TNF的
基因多态性对不同种族与地区人群的IBD发病

易感性的影响不同, 显示了基因多态性作为疾

病易感性遗传标志的复杂性.

4  结论

IBD是肠道慢性炎症性疾病, 与TNF及其遗传基

因密切相关, TNF影响着IBD的发病, TNF基因多

态性影响着IBD的易感性和临床表现, 表现为种

族与地区差异. 研究TNF基因多态性对认识疾病

易感性, 评价疾病严重程度及预后, 探明发病机

制并进行治疗和干预都具有重要意义, 为生命

医学领域发展的方向之一. 大样本, TNF多位点

的基因多态性与IBD关系的研究有待今后逐步

深入开展.
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Abstract
AIM: To construct eukaryotic expression vectors 
for human wild-type and V600E mutant BRAF 
(v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog 
B1) gene respectively, and to provide suitable 
cell models for evaluating the potential role of 
BRAF V600E in pancreatic carcinoma. 

METHODS: Human full-length BRAF and BRAF 
V600E cDNA were subcloned to pCMV-Myc to 
construct recombinant eukaryotic expression 
vectors pCMV-Myc-BRAFW and pCMV-Myc-
BRAFV600E. The recombinant plasmids were trans-
fected into Panc-1 cells by lipofectamin method 
and the positive cell clones were screened with 
G418. The expression of human wild-type and 
V600E mutant BRAF gene in Panc-1 cells was 
tested by reverse transciptase-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) and Western blot. 

RESULTS: Enzyme digestion and sequencing 
analysis showed that the target gene was cloned 
into recombinant vectors successfully, and the 
expression of human wild-type and V600E 
BRAF gene was identified in the transfected 
Panc-1 cells by RT-PCR and Western blot.  

CONCLUSION: The eukaryotic expression vec-
tors containing human wild-type and V600E 
mutant BRAF gene are successfully constructed. 
The positive Panc-1 cell clones expressing hu-
man wild-type and V600E-mutant BRAF gene 
stably are obtained. 

Key Words: V-raf murine sarcoma viral oncogene 
homolog B1; Pancreatic carcinoma; Reverse tran-
sciptase-polymerase chain reaction; Western blot; 
Gene cloning; Eukaryotic expression

Cheng ZJ, Shi X, Tang YH, Gao NR. Construction and 
expression of eukaryotic expression vector for human 
wild-type and V600E mutant BRAF gene. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(21): 2395-2398

摘要
目的: 构建BRAF野生型和V600E突变型真核
表达载体; 转染并筛选稳定表达BRAF的胰腺
癌细胞株, 为探讨BRAF V600E突变在胰腺癌
发生发展中的作用提供合适的细胞模型. 

方法: 将BRAF野生型及V600E突变型cDNA
克隆于真核表达载体p C M V-M y c中 ,  构建
pCMV-Myc-BRAFW及pCMV-Myc-BRAFV600E

重组质粒 ,  酶切鉴定、测序证实序列正确
后, 利用脂质体将重组质粒转染胰腺癌细胞
Panc-1, 经G418培养筛选获得抗性细胞克隆, 
用RT-PCR和Western blot鉴定野生型和V600E
突变型BRAF基因在Panc-1细胞中的表达.  

结果: 酶切鉴定和序列分析证实, 重组克隆
pCMV-Myc-BRAFW和pCMV-Myc-BRAFV600E

序列正确, RT-PCR和Western blot结果显示
G418筛选获得的转基因Panc-1细胞稳定表达
BRAF和BRAF V600E. 

结论:  成功构建了p C M V-M y c-B R A F W和
pCMV-Myc-BRAFV600E真核表达载体, 建立了

www.wjgnet.com
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■背景资料
胰腺癌的早期表
现 不 典 型 ,  目 前
用于诊断的CT、
MRI等影像学技
术以及CA19-9、
CEA等肿瘤标志
物血清学检查, 其
准确性和灵敏性
尚难满足临床要
求 ,  难 以 做 到 早
期诊断. 因此, 寻
找早期诊断方法
已成为当前胰腺
癌研究的重点和
热点 .  研究表明 , 
B R A F 突 变 状 态
与多种肿瘤的发
生、发展及临床
结局有关, 可能是
一种新的恶性肿
瘤相关基因、一
个新的基因治疗
靶点. 对BRAF突
变与胰腺癌发生
和发展的关系进
行深入研究, 可望
为发现一条新的
胰腺癌诊断和治
疗途径提供理论
基础. 

■同行评议者
房林, 副教授, 同
济大学附属上海
市第十人民医院
普外科 ;  谷俊朝 , 
主任医师, 首都医
科大学附属北京
友谊医院普外科



稳定表达BRAF和BRAF V600E的胰腺癌细
胞株. 
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0  引言

在多种恶性肿瘤中, 存在BRAF(v-raf murine 
sarcoma viral oncogene homolog B1)突变, 其中约

80%位于第1799核苷酸上, T突变为A(T1799A), 
导致其编码的谷氨酸由缬氨酸取代(V600E), 
V600E突变能使BRAF激酶活性及NIH3T3细胞

转化能力提高[1]. 但是BRAF基因突变在胰腺癌

的发生和发展中的作用尚不清楚. 本研究拟构

建野生型和V600E突变型人BRAF基因真核表达

载体; 转染并筛选稳定表达BRAF V600E的胰腺

癌细胞株, 为探讨BRAF V600E突变在胰腺癌发

生和发展中的作用提供合适的细胞模型. 

1  材料和方法

1.1 材料 质粒、菌株、细胞株和抗体  克隆质粒

pUC m-T/BRAF-1(含BRAF基因1-508 bp片段)、
pUCm-T/BRAF-2(含BRAF基因508-2301 bp片
段)、pUCm-T/BRAF-3(含V600E突变型BRAF
基因508-2301bp片段)由本课题组先期合成; 真
核表达载体pCMV-Myc(美国Clonetech公司); 感
受态大肠杆菌DH5alpha(TaKaRa公司); 胰腺癌

细胞株Panc-1(美国ATCC公司); 鼠抗人c-Myc 
mAb、HRP标记羊抗鼠多克隆抗体(Santa Cruz
公司). Pfu DNA Polymerase(华美生物工程公

司); 限制性内切酶、T4 DNA Ligase(SibEnzyme
公司); DNA胶回收试剂盒、PCR产物纯化试剂

盒(Qiagen公司); 质粒小量抽提试剂盒(Omega
公司); DMEM培养液(美国Gibco公司); G418、
Lipofectamin2000转染试剂盒、TRIzol、逆转录

试剂盒(美国Invitrogen公司); 蛋白质抽提试剂

盒、蛋白质定量试剂盒(上海康成生物公司). 
1.2 方法 
1.2.1 BRAF野生型及V600E突变型真核表达载

体的构建: pCMV-Myc载体用Eco RⅠ和SalⅠ双

酶切, 胶回收试剂盒回收3800 kb的载体DNA片

段; Eco RⅠ/KpnⅠ双酶切pUCm-T/BRAF-1质
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粒, 胶回收试剂盒回收508 bp DNA片段; Kpn
Ⅰ/SalⅠ双酶切pUCm-T/BRAF-2质粒, 胶回收

试剂盒回收1800 bp DNA片段; T4 DNA Ligase
将3个片段14℃连接过夜, 连接产物转化感受

态大肠杆菌DH5 alpha, 筛选阳性克隆, 抽质粒, 
酶切鉴定、测序, 正确克隆定义为pCMV-Myc-
BRAFW. 同样方法构建V600E突变型真核表达

载体(所不同的是将pUCm-T/BRAF-2质粒换为

pUCm-T/BRAF-3质粒), 正确克隆定义为pCMV-
Myc-BRAFV600E.  
1.2.2 G418浓度梯度试验: 胰酶消化Panc-1细胞

成细胞悬液, 稀释至108 cell/L, 24孔板中取20个
孔, 每孔加入100 µL的细胞悬液及无双抗的培

养基900 µL. 将每孔中的G418浓度稀释至0、
200、300、400、500、600、700、800、 900、
1000 mg/L等10个级别. 每3-5 d换液, 培养10 d, 
记录细胞全部死亡的最低浓度. 以细胞全部死

亡的最低浓度加一个级别为筛选浓度.  
1.2.3 转染Panc-1细胞: 接种Panc-1细胞2×104/孔
于96孔板, pCMV-Myc-BRAFW、pCMV-Myc- 
BRAFV600E、pCMV-Myc每种质粒准备转染2个
孔, 同时设立对照细胞2孔. 接种后24h观察细胞

浓度达70%-90%, 按Lipofectamin2000操作手册

进行转染实验, 转染后6 h换新鲜培养液, 转染

24 h后将转染了质粒的细胞和对照细胞移到24
孔板中, 培养过夜. 转染48 h后换含有G418的选

择培养液, 继续培养细胞, 2-3 d更换选择培养液, 
直至对照细胞全部死亡, 以维持量的G418(浓度

减半)继续培养2 wk筛选得到阳性细胞克隆. 
1.2.4 阳性细胞克隆的逆转录聚合酶链反应(RT-
PCR)检测: 收集分别转染pCMV-Myc、pCMV-
Myc-BRAFW和pCMV-Myc-BRAFV600E后筛选获

得的Panc-1细胞各约5×106, TRIzol法抽提总

RNA, 按试剂盒说明进行逆转录和PCR反应: 
BRAF上游引物: 5'-ACG GGA CTC GAG TGA 
TGA TTG G-3', 下游引物: 5'-TGA AGG CTT GTA 
ACT GCT GAG GTG-3', 预计扩增产物167 bp; 内
参β-actin上游引物: 5'-CTG GAC GAA TGG AGA 
AAA-3', 下游引物: 5'-AAG GAA GGC TGG AAG 
AGT GC-3', 预计扩增产物564 bp. PCR反应体系

50 µL, 反应条件: 94℃预变性2 min; 94℃ 45 s, 
58℃ 45 s, 72℃ 45 s, 30个循环; 72℃延伸5 min. 
PCR产物进行10 g/L琼脂糖凝胶电泳.  
1.2.5 阳性细胞克隆的Western blot分析: 收集

分别转染pCMV-Myc、pCMV-Myc-BRAFW和

pCMV-Myc-BRAFV600E后筛选获得的Panc-1细胞
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■相关报道
K-ras及其下游的
RAF-MEK-ERK-
MAPK信号通路
被认为与胰腺癌
的发生显著相关. 
最近的两项研究
发现, 在胰腺癌临
床标本和胰腺癌
细胞株COLO357
中 均 能 检 测 到
BRAF V600E突
变, 且在同一肿瘤
组织中, BRAF和
K-ras突变具有互
相排斥的性质, 这
提示两者对与细
胞生长有关的胞
间信号转导系统
的激活可能相互
独立, 是启动肿瘤
细胞增殖的两个
独立因素. 

■研发前沿
目前国内外对胰
腺癌中BRAF基因
突变情况研究较
少, BRAF突变对
胰腺癌发生、发
展的作用尚未见
报道. 
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各约5×106, 按试剂盒说明进行蛋白质抽提和定

量. 20 µg蛋白作100 g/L SDS-PAGE电泳, 转至

Immunoblot-P转移膜, 用5%脱脂奶粉封闭, 分别

与1∶1000鼠抗c-Myc一抗和辣根过氧化物酶标

记的羊抗鼠二抗孵育, 对反应好的膜进行化学

发光, X光片曝光、显影、定影. 

2  结果

2.1 重组载体酶切鉴定 野生型和突变型重组载

体在600、1700和3800 bp左右处均出现相应

的条带(图1), 表明目的基因已成功连入pCMV-
Myc表达载体. 
2.2 重组载体测序验证 通过对重组载体的DNA
测序证实, 所插入的BRAF基因碱基序列与Gen-
Bank(登录号: NM004333)中公布的序列完全一致, 
而V600E突变型也含有需要的T→A突变(图2). 
2.3 细胞克隆 以500 m g/L的G418浓度培养, 
Panc-1细胞在10 d时间细胞全部死亡, 600 mg/L
应为Panc-1细胞合适的筛选浓度. 转染细胞经筛

选, 2 wk后得到抗G418的阳性细胞克隆, 未转染

的细胞则在G418培养液中逐渐死亡, 初步表明

BRAF基因转染成功. 
2.4 RT-PCR产物电泳鉴定 转染了野生型和突变

型BRAF的Panc-1细胞在170 bp处均出现了目的

条带, 而转染空载体的则未出现(图3). 
2.5 Western blot分析 转染了野生型和突变型

BRAF的Panc-1均检出了目的蛋白的表达, 而转

染空白对照载体的Panc-1细胞则未检出(图4). 

3  讨论

B R A F基因编码一种丝 /苏氨酸特异性激酶

(serine/threonine-specific kinase), 是RAS-RAF-
MEK- ERK-MAPK通路重要的转导因子, 参
与调控细胞内多种生物学事件, 如细胞生长、

分化和凋亡等[2]. 在绝大多数组织和细胞类型

中, BRAF是MEK/ERK最为关键的激活因子[3-5]. 
BRAF V600E突变能模拟T598和S601两个位点

的磷酸化作用, 使BRAF蛋白激活. Smalley et al
报道, BRAF激活后, 相应激活MEK和ERK, ERK
活性增加可促进细胞增殖和侵袭、改变整合素

的表达、降低E-钙黏素表达以及增加基质金属

蛋白酶(MMP)分泌[6]. Houben et al [7]的研究还发

现, BRAF的突变状态与恶性黑色素瘤的预后有

关, 存在BRAF突变者预后不良. 还有报道证实, 
BRAF突变与甲状腺乳头状癌淋巴结转移显著

相关[8]. 由此可见, BRAFV600E突变对于肿瘤的

发生、发展有关键性作用, 进一步研究BRAF突
变的生物学意义有助于丰富对胰腺癌的分子机

制的认识和发现新的胰腺癌临床干预措施. 
pCMV-Myc是一种哺乳动物细胞表达载体, 

属于氨苄青霉素抗性选择系统, 带有氨苄青霉

素抗性基因Ampr, 在SV40启动子驱动下可在真

核细胞中表达, 其编码产物能使氨苄青霉素类

似物G418失活, 故用G418筛选可获得导入有表

达载体的阳性细胞克隆; 在pCMV-Myc质粒的

多克隆位点上游有一个PCMV启动子, 插入到

多克隆位点的外源性基因在该启动子的驱动下

可以得到有效表达; 另外该质粒还含有一个N端

C-Myc尾, 非常方便用于免疫反应的检测以及作

为诱饵蛋白检测酵母双杂交结果. 因此, 该载体

非常方便用于筛选和鉴定. 
本实验中 ,  我们将目的基因亚克隆到

pCMV-Myc表达载体, 对重组质粒进行双酶切

电泳鉴定, 结果显示BRAF野生型和V600E突
变型重组载体在600, 1700和3800 bp左右处均

出现相应的目的条带, 而空白对照载体则仅在

3800bp左右处出现相应的条带, 表明目的基因

已成功导入pCMV-Myc表达载体, 进一步测序

证实, 本实验中克隆的人野生型BRAF cDNA序

列是完全正确的, V600E突变型cDNA序列也含

有必要的T→A突变. 证明本研究已正确构建了

pCMV-Myc-BRAFW和pCMV-Myc-BRAFV600E真

核表达载体. 
我们在实验中通过RT-P C R反应鉴定外

源性B R A F基因在转基因P a n c-1细胞中的表

达, 结果证实, 具有G418抗性的转染重组载体

pCMV-Myc-BRAFW和pCMV-Myc-BRAFV600E

图  1  pCMV-Myc重组载体双酶切电泳结果. M: DNA 

marker; Control: control plasmid; Wild: pCMV-Myc-BRAFW; 

V600E: pCMV-Myc-BRAFV600E.

Control         Wild        V600E         M

6000 bp

4200 bp

3100 bp
2000 bp
1800 bp
1300 bp
1000 bp
750 bp

250 bp

■应用要点
本 研 究 介 绍 了
BRAF V600E突变
体真核表达载体
的构建和表达方
法, 为进一步研究
BRAF V600E突变
的功能和在胰腺
癌发生、发展中
的作用奠定了良
好的基础. 

■创新盘点
本研究通过构建
B R A F 野 生 型 和
V600E突变型真
核 表 达 载 体 ;  转
染并筛选稳定表
达 B R A F 的 胰 腺
癌细胞株, 为探讨
BRAF V600E突变
在胰腺癌发生和
发展中的作用提
供合适的细胞模
型. 



www.wjgnet.com

的Panc-1细胞克隆中有人BRAF基因的mRNA
水平的表达. 同时, 我们又对这些转基因细胞

进行了Western blot检测, 结果显示转染了野生

型和突变型BRAF基因的Panc-1均检出了目的

蛋白c-Myc的表达, 说明这些细胞中能表达人

BRAF蛋白. 
本实验成功建立了稳定表达人野生型和

V600E突变型BRAF基因的Panc-1细胞株, 这为

我们进一步研究BRAF V600E突变的功能和在

胰腺癌发生、发展中的作用奠定了良好的基础. 
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■同行评价
本文选题较新颖, 
总体思路清晰, 表
达准确, 有一定的
实用价值.

图  2  重组载体的DNA测序证实, 所插入的BRAF基因碱基序列正确. A: 含克隆位点EcoRⅠ和BRAF基因的起始密码ATG及

N端相邻序列; B: 含BRAF基因C端相邻序列, 终止TGA位点和克隆位点SalⅠ; C: 含有需要的V600E的T→A突变.

48T_BRAF6-9CMV-F.abi(l>587)             AATTCGGATGGCGGCGCTGAGCGGTGGCGGTGGTGGCGGCGCGGAGCCGGGCCAGGCTCTGTTCAACGG
human Braf.seq(l>2301)                                     a tggcggcgctgagcggtggcggtggtggcggcgcggagccgggccaggctctgttcaacgg

A

human Braf.seq(l>2301)                     aacacccatccaggcagggggatatggtgcgt t t c c t g t c c a c t ga
64T_BRAF6-9_CMV-R.abi(l>532)          AACACCCATCCAGGCAGGGGGATATGGTGCGTTTCCTGTCCACTGATCTAGAGTCGACCGAGATCB

C
human Braf.seq(l>2301)                      t ga t t t t gg t c t agc t a cag tgaaa t c t cga tggag tggg t c c ca t cag t t t gaacag t t g t c t g
27T_BARF6-9_SEQ4.abi(l>480)            TGATTTTGGTCTAGCTACAGAGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTG

501/489 bp
404 bp
321 bp
242 bp
190 bp
147 bp

111/110 bp

M          C         Wild     V600E

β-actin

BRAF

图  3  转染Panc-1细胞的RT-PCR检测. M: DNA marker; C: 

control plasmid; Wild: pCMV-Myc-BRAFW; V600E: pCMV-

Myc-BRAFV600E.

175 bp
83 bp

62 bp
47.5 bp

32.5 bp

25 bp

16.5 bp

6.5 bp

M       C      W     V600E

图  4  转染Panc-1细胞裂解物的Western blot检测. M: DNA 

marker; C: control plasmid; W: pCMV-Myc-BRAFW; V600E: 

pCMV-Myc-BRAFV600E.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of pituitary 
tumor transforming gene (PTTG) and basic 
fibroblast growth factor (bFGF) and their 
correlations with the clinical pathological 
features in esophageal squamous cell carcinoma 
(ESCC). 

METHODS: Immunohistochemical S-P method 
was used to detect the expression of PTTG and 
bFGF proteins in 48 ESCC tissues and the corre-
sponding para-cancerous normal tissues.

RESULTS: The positive rates of PTTG and 
bFGF expression were significantly higher in 
ESCC tissues than that in the para-cancerous tis-
sues (68.8% vs 9.1%; 70.8% vs 14.3%; P = 0.023, 
0.018). The expression levels of PTTG and bFGF 
were correlated with lymph node metastasis 
and TNM staging, but not with the age and sex 
of patients, tumor size and histological grades. 
Meanwhile, there was a positive correlation be-
tween PTTG and bFGF expression (r = 0.627, P = 
0.012).  

CONCLUSION: PTTG and bFGF expression 
have close relations with the clinical pathophysi-
ological characteristics in ESCC. Detection of 
PTTG and bFGF may be valuable for diagnosing 
ESCC and evaluating its malignant extent and 
prognosis. 

Key Words: Esophageal neoplasm; Immunohisto-
chemistry; Pituitary tumor transforming gene; Basic 
fibroblast growth factor
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pituitary tumor transforming gene and basic fibroblast 
growth factor expression with clinicopathologic factors 
in esophageal squamous cell carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(21): 2399-2403

摘要
目的: 探讨食管鳞状细胞癌组织中垂体肿瘤
转化基因(PTTG)和碱性成纤维细胞生长因子
(bFGF)的表达和相关性.  

方法: 采用免疫组化S-P法检测PTTG和bFGF
在48例食管鳞状细胞癌组织和癌旁正常食管
组织中的表达情况. 

结果: 48例食管癌组织中PTTG和bFGF的阳
性表达率显著高于癌旁正常食管组织中的表
达(68.8% vs  9.1%, 70.8% vs  14.3%, P  = 0.023, 
0.018), PTTG和bFGF的表达均与淋巴结转移、

TNM分期显著相关, 与患者年龄、性别、瘤体
大小和肿瘤组织分化程度无相关性; PTTG和
bFGF的表达呈正相关(r  = 0.627, P  = 0.012).   

www.wjgnet.com

®

■背景资料
食管癌为我国最
常见的恶性肿瘤
之一, 在某些地区
位于发病率和死
亡 率 的 首 位 .  垂
体肿瘤转化基因
(PTTG)是新近发
现的一种癌基因, 
可通过多条途径
参与肿瘤的病理
过程, 与多种肿瘤
的发生、迁移与
转移均有关系, 是
一种强有力的肿
瘤转化基因.

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室; 阎
晓初, 副教授, 中
国人民解放军第
三军医大学西南
医院病理研究所



结论: PTTG和bFGF的表达与食管癌的临床病
理学特征密切相关, 二者的检测将助于食管癌
的诊断、评估食管癌患者的恶性程度和预后.

关键词: 食管癌; 免疫组织化学; 垂体肿瘤转化基

因; 碱性成纤维细胞生长因子
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0  引言

食管癌为我国最常见的恶性肿瘤之一, 在某些

地区位于发病率和死亡率的首位 [1-2].  垂体肿

瘤转化基因(pituitary tumor transforminggene, 
PTTG)是新近发现的一种癌基因, 可通过多条途

径参与肿瘤的病理过程, 与多种肿瘤的发生、

迁移与转移均有关系[3-6], 是一种强有力的肿瘤

转化基因[7-10]. 血管新生是肿瘤生长和转移过程

中一个关键限速步骤, 碱性成纤维细胞生长因

子(basic fibroblast growth factor, bFGF)作为一种

细胞丝裂原和促血管生成因子, 是发动肿瘤血

管新生的主要活化因子之一, 在许多肿瘤的生

长中起着重要的作用[11-16]. 有关PTTG与bFGF在
食管癌组织中的表达, 及其与食管癌生物学特

征的相关性至今报道较少. 为此, 我们应用免疫

组化S-P法对组织中PTTG、bFGF两种蛋白进行

检测和分析, 探讨二者的相关性及其与食管癌

临床病理特征的联系, 以期对临床工作有一定

的指导意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集我院2004-2005年病理科存档的48
例手术切除的食管癌组织标本, 同时边缘有癌

旁正常食管组织, 所有标本均为100 g/L甲醛固

定,石蜡包埋, 有完整的临床资料. 其中男性30
例, 女性18例, 年龄60岁以下22例, 60岁以上(含
60岁)26例. 瘤体直径<5者31例, ≥5者17例. 分化

程度包括高分化、中分化33例, 低分化15例. 16
例证明有淋巴结转移, 32例没有转移. 所有病例

均按照国际抗癌联盟(UICC)的标准(1987)进行

病理分期, 包括Ⅰ期、Ⅱ期33例, Ⅲ期15例. 所
有患者术前均未接受化疗、放疗及其他特殊治

疗. 兔抗人PTTG多克隆抗体和兔抗人bFGF多克

隆抗体、SP试剂盒及DAB显色剂均购自北京中

杉金桥生物技术有限公司(原北京中山生物技术
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有限公司). 即用型S-P试剂盒(北京中杉生物公

司), DAB染色试剂盒(北京博奥森生物公司)等.
1.2 方法  
1.2.1 免疫组化方法: 采用免疫组化法检测PTTG
和bFGF在食管癌及癌旁正常食管组织中的表

达情况. 具体操作步骤简述如下: 标本蜡块重新

制备成4 μm连续切片, 微波修复抗原,二甲苯去

蜡10 min(2次), 梯度酒精逐级水化. 柠檬酸缓冲

液(pH6.0)95℃修复10 min: 3% H2O2室温孵育10 
min, 磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗后滴加非免疫性

动物血清室温孵育15 min, 加一抗(抗PTTG抗体 
1∶100, 抗 bFGF抗体 1∶100), 4℃孵育过夜; 
P B S冲洗后滴加生物素标记二抗37℃孵育10 
min, 辣根过氧化物酶标记抗生物素三抗37℃孵

育15 min, PBS冲洗后DAB显色, 冲洗, 苏木精复

染, 封片, 显微镜观察并拍照. 免疫组化染色程序

严格按照试剂盒说明书进行操作, 用已知的阳

性垂体瘤切片为阳性对照, 用PBS液(0.01 mol/L, 
pH7.4)代替一抗作阴性对照. 
1.2.2 结果判定: 参照Bresalier et al [17]半定量法判

断食管癌组织中PTTG和bFGF的表达情况. 出
现棕黄色颗粒为阳性表达. 在光学显微镜下每

张切片随机选取5个视野(×400), 每个视野计

数100个细胞, 计算各个视野中的阳性细胞的平

均百分率作为该切片阳性细胞的百分率, 然后

打分: 0分为阴性, 1分为阳性细胞<30%, 2分为

30%-70%, 3分为>70%. 同时染色强度亦进行打

分, 以多数呈现的染色特征为计分标准: 0分为

无色, 1分为淡黄色, 2分为棕黄色, 3分为棕褐色.  
最后以阳性细胞百分率计分和染色强度计分相

加所得的总分进行结果判定: 0分为阴性, 1-6分
为阳性.

统计学处理 应用SPSS13.0软件包进行统计

学分析, 两样本比较采用χ2检验, 相关性分析采

用Spearman等级相关分析, 以P <0.05为差异有统

计学意义.

2  结果

2.1 PTTG和bFGF在食管癌组织中的表达 PTTG
和bFGF阳性表达均主要定位于肿瘤细胞的胞

质, 呈弥漫性全胞质分布, 偶见胞核表达. 食管

癌灶中为弥漫性或灶性分布, 肿瘤间质及炎症

细胞少见不规则弱阳性分布(图1). 食管癌组织

中PTTG表达阳性率为68.8%(33/48), bFGF表达

阳性率为70.8%(34/48), 在癌旁正常食管组织中

阳性表达率分别为9.1%和14.3%, 两组比较差异
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均有统计学意义(P <0.05, 表1).
2.2 PTTG, bFGF的表达与食管癌临床和病理因

素的关系 PTTG和bFGF的表达与淋巴结转移和

TNM分期有关, 而与患者年龄、性别、肿瘤大

小、组织学分化程度无关. 即有淋巴结转移和

Ⅲ期的食管癌组织中, PTTG和bFGF的阳性表达

率明显高于无淋巴结转移和Ⅰ、Ⅱ期的食管癌

组织(P <0.05, 表2).  
2.3 食管癌组织中PTTG表达和bFGF表达的关

系 在27例食管癌组织中PTTG和bFGF均被检测

到, 7例只检测到bFGF, 6例只检测到PTTG, 有8
例癌组织中二者均未检出. PTTG和bFGF的表达

经χ2检验, 有相关关系(χ2 = 7.582, r  = 0.627, P  = 
0.012, 表3). 

3  讨论

PTTG是由Pei et al [18]在1997年从大鼠GH4垂体瘤

中分离出的新的原癌基因, 定位于染色体5q33, 
含有5个外显子和个内含子, 编码一个含202个氨

基酸残基、相对分子质量为22×103的蛋白质, 
以细胞周期依赖性方式表达,在有丝分裂期(特别

是G2/M期)表达水平最高. 在大多数正常人体组

织如结肠、胰腺、卵巢、大脑等, PTTG只有弱

表达甚至检测不到, 但在多种增生活跃的组织, 
如胚胎肝、脾脏、睾丸等存在PTTG的表达, 在
肿瘤细胞中如肺癌、膀胱癌、肝癌、垂体瘤、

白血病、甲状腺癌等中高表达[19-22].  PTTG可通

过多条途径参与肿瘤的病理过程, 如诱导细胞

转化, 促进其他原癌基因及促瘤因子的表达, 干
扰姊妹染色单体分离, 促进bFGF参与的肿瘤血

管生成等[1]. 众多研究发现, PTTG是一个强有力

的细胞转化基因, 在无其他辅助癌基因的参与

下即能引起细胞转化, 与肿瘤的侵袭性、恶性

程度、细胞分化程度及预后密切相关[23-24]. 本实

验研究结果表明, 在食管癌组织中PTTG表达水

平显著高于癌旁正常食管组织(P <0.05). PTTG
表达与患者年龄、性别、瘤体大小和肿瘤组织

分化程度无相关性: 与有无淋巴结转移、TNM

表  2  PTTG, bFGF的表达与食管癌临床病理因素的关系

     
病理因素

                 PTTG	
P

              bFGF	  
P

                                +     -	               +       -

年龄

    <60

    ≥60

性别

    男

    女

瘤体大小(cm)

    <5

    ≥5

组织分化程度

    高、中分化

    低分化

淋巴结转移

    +

    -

TNM分期

    Ⅰ、Ⅱ期

    Ⅲ期

15     7

18     8

23     9

10     6

21   10

12     5

21   10

12     5

14     2

19   13

20   13

13     2

0.845

  

0.537

  

0.624

  

 

0.358

  

0.015

  

0.028

16       6

18       8 

24       8

10       6

23       8

11       6

22       9

12       5

15       1

19     13

21     12

13       2

0.817

  

0.401

  

0.736

  

0.425

  

0.018

  

0.022

表  3  PTTG, bFGF的表达的关系

     
PTTG

	                      bFGF		                      
χ2

                           -	                      +

-	         8	                     7                        7.582

+	         6	                   27

表  1  食管癌组织和癌旁正常食管组织中PTTG和bFGF的
表达差异的比较 (n  = 48)

     
类型

		  PTTG           
P

             bFGF	   
P

                                 +        -	               +        -

癌组织                  33     15     0.023     34     14      0.018

正常组织	               4      44	               6     42

图  1  PTTG和bFGF蛋白在食管癌组织中的表达(S-P×400). 
A: PTTG; B: bFGF.  

A

B

■相关报道
Ishikawa et al 发
现 转 染 P T T G 的
NIH3T3细胞的培
养液中b-FGF表
达增加, 这种培养
液在体外能诱导
人奇静脉内皮细
胞增生、迁移和
毛细血管管腔形
成.  
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■应用要点
本 实 验 证 实 了
PTTG和bFGF在
食管癌中的表达
情况及二者的相
关 性 .  这 将 为 食
管癌的基因治疗
以及开发新的药
物治疗提供新的 
思路.

分期显著相关, 患者有淋巴结转移时TNM分期

越晚, PTTG阳性表达率也越高, 这表明PTTG基

因的阳性表达与肿瘤细胞的侵袭和转移密切相

关: 这与金中元 et al [4]对原发性肝细胞癌的报道

相一致. 
肿瘤新生血管的形成在肿瘤的生长、侵

袭、转移中起到重要的作用, bFGF是一种具有

广泛生物活性的肽类物质, 是调节血管生成的

重要因子, bFGF对新生血管形成过程中的各个

环节均有促进作用, 可趋化血管内膜的各类细

胞, 并诱导这些细胞表达胶原酶、蛋白水解酶

等, 这些酶类可以促使血管内皮降解和刺激内

膜各类细胞的增殖, 诱导血管内皮细胞长入胶

原基质形成管腔, 促进新生血管生长. 通过自分

泌或旁分泌的形式促进细胞分裂增殖并强烈刺

激肿瘤的血管生成, 在多种肿瘤中过度表达[25]. 
PTTG可促进c-Myc和bFGF等其他促瘤因子

的表达, 其中PTTG与bFGF的关系最为密切, 有
学者认为PTTG的某些生物学作用通过bFGF实
现[26-27]. 研究表明, 肿瘤细胞内过度表达的PTTG
蛋白通过其反式激活作用激活bFGF的分泌, 同
时, bFGF可促进Ⅳ型胶原酶的分泌, 后者降解

间质亦为癌细胞的转移提供了基础. 体外实验

表明, PTTG与b-FGF可相互诱导, 形成自分泌与

旁分泌的反馈环路[28]. Ishikawa et al [25]发现转染

PTTG的NIH3T3细胞的培养液中b-FGF表达增

加, 这种培养液在体外能诱导人奇静脉内皮细

胞增生、迁移和毛细血管管腔形成. 在体内, 可
诱导鸡绒毛膜、尿囊膜呈轮辐状排列, 后者为

血管新生的表现. Tfelt-Hansen et al [29]发现PTTG
的过度表达可显著上调bFGF的表达, 并促进肿

瘤的血管形成. 本研究发现b-FGF表达水平与患

者年龄、性别、瘤体大小和肿瘤组织分化程度

无相关性: 而与有无淋巴结转移、TNM分期显

著相关. b-FGF在Ⅲ期食管癌中阳性率明显高于

Ⅰ+Ⅱ期, 说明b-FGF的表达与肿瘤的进展有关. 
b-FGF的阳性表达亦与淋巴结转移密切相关, 表
明其与肿瘤浸润转移有关(P <0.05). 近期研究表

明, b-FGF与多种恶性肿瘤的发生、发展有关, 
且其表达与肿瘤的预后相关[14-17]. 

本实验结果表明, PTTG和b-FGF在食管癌

中具有高表达, 并且二者表达均与肿瘤有无淋

巴结转移、TNM分期显著相关, 这与Shiba ta  
et al [30]的研究结果相一致. 同时, PTTG和bFGF的
二者的表达呈显著正相关, 这表明二者在肿瘤

细胞的发生和发展中可能起一种协同作用. 因

此我们认为PTTG可能通过提高bFGF的表达促

进肿瘤新生血管的形成而促进肿瘤的生长及向

恶性转化. 
总之, 本实验证实了PTTG和bFGF在食管

癌中的表达情况及二者的相关性. 这将为食管

癌的基因治疗以及开发新的药物治疗提供新的 
思路.
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Abstract
AIM: To exp lore the d i f f e rent l eve l s o f 
P-glycoprotein (P-gp) expression in metastatic 
lymph nodes and primary lesions of gastric 
carcinoma and its relation with the biological 
behaviors of gastric cancer.

METHODS: Tissue specimens from 19 cases of 
gastric carcinoma with lymph node metastases 
were collected. The expression of P-gp was ex-
amined by immunohistochemistry in tissues of 
metastatic lymph nodes, primary lesions and 
normal gastric mucosa.

RESULTS: P-gp expression in metastatic lymph 
nodes was higher than that in the primary can-
cers (84.20% vs 52.63%, P < 0.05). The expression 
of P-gp in lymph node metastastic tissues had 
no significant association with the sex and age 
of patients, gastric carcinoma differentiation 
and infiltration, but P-gp expression in primary 
tumors was markedly associated with cancer 
differentiation degree and infiltration depth (P 
< 0.05). The positive rate of P-gp expression in 
patients without serosal invasion or with high 
and moderate differention was higher than that 
in those with serosal invasion or with low differ-
entiation (P < 0.05).

CONCLUSION: P-gp expression in metastatic 
lymph nodes is higher than that in primary gas-
tric cancers. The relation of P-gp expression with 
the biological behaviors is different between 
metastatic lymph nodes and primary lesions of 
gastric cancer.

Key Words: Gastric carcinoma; Lymph nodes; Me-
tastasis; Multidrug resistance; P-glycoprotein

Li YL, Li HJ, Zhang M, Gao JK, Gao FL. Expression of 
P-glycoprotein and its significance in metastatic lymph 
nodes and primary lesions of gastric carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(21): 2404-2407

摘要
目的: 探讨P-糖蛋白(P-glycoprotein, P-gp)在胃
癌淋巴结转移灶与原发灶表达水平的差异及
其与胃癌临床病理特征的关系. 

方法: 应用免疫组化的方法检测19例伴有淋
巴结转移的胃癌患者的淋巴结转移灶、胃癌
原发灶和正常胃黏膜的P-gp表达. 

结果: 淋巴结转移灶P-gp表达的阳性率高于原
发灶(84.20% vs  52.63%, P <0.05); 淋巴结转移
灶P-gp表达与患者性别、年龄、肿瘤分化程
度和浸润深度无关; 胃癌原发灶P-gp的表达与
胃癌组织分化程度和浸润深度有关(P <0.05), 
与性别和年龄无关. P-gp表达阳性率在高、中
分化者较低分化者高, 肿瘤浸润未达浆膜者高

®

■背景资料
在我国胃癌发病
率和死亡率均居
恶性肿瘤首位, 且
呈上升趋势. 多药
耐药(MDR)严重
影响胃癌患者的
化疗效果和生存
质量. mdr1编码的
P-gp过度表达是
引起MDR的主要
机制. 恶性肿瘤转
移灶中肿瘤细胞
MDR的异质性是
影响化疗效果的
主要障碍.

■同行评议者
房静远, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化内科
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于已穿越浆膜者.

结论: 胃癌淋巴结转移灶的P-gp表达高于原
发灶, 淋巴结转移灶与原发灶P-gp表达和胃癌
临床病理特征的关系不同.

关键词: 胃癌; 淋巴结; 转移; 多药耐药; P-糖蛋白
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0  引言

在胃癌化疗过程中 ,  多药耐药 ( m u l t i d r u g 
resistance, MDR)严重影响患者的疗效和生存

质量. MDR是指肿瘤细胞对一种抗肿瘤药物产

生耐药性同时, 对结构和作用机制完全不同的

其他抗肿瘤药物也出现耐药性. 多药耐药基因

1(multidrug resistance gene1, mdr1)编码的P-糖蛋

白(P-glycoprotein, P-gp)[1]过度表达是引起MDR
的主要机制. 恶性肿瘤转移灶中肿瘤细胞MDR 
的异质性是影响化疗效果的主要障碍[2-3], 淋巴

结是胃癌重要的转移途径, 目前对胃癌P-gp表达

水平的研究多限于原发灶, 较少涉及淋巴结转

移灶与原发灶比较, 对比研究胃癌淋巴结转移

灶和原发灶P-gp表达的差异, 可为胃癌的化疗提

供理论依据. 本研究应用免疫组化的方法检测

同一患者的淋巴结转移灶、胃癌原发灶及正常

胃黏膜的P-gp表达, 共19例, 探讨胃癌发生和转

移中P-gp表达的变化及其意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-02/2006-08新乡医学院第一附属医

院手术治疗的胃癌患者中, 病理确诊为胃腺癌、

均伴有淋巴结转移、手术标本的切缘组织为正

常胃黏膜的部分, 共19例. 其中男性12例, 女性7
例; 年龄35-84岁. 患者术前未接受放、化疗以及

非甾体类抗炎药治疗. 一抗为兔抗人P-gp多克隆

抗体(Mdr(H-241): sc-8313), 购自Santa Cruz公司; 
即用型SABC免疫组化染色试剂盒和DAB显色

试剂盒购自武汉Boster公司.
1.2 方法 取手术标本的切缘组织、胃癌原发灶

和转移淋巴结标本分别设为正常胃黏膜、胃癌

原发和淋巴结转移三组, 经中性甲醛固定, 常规

石蜡包埋、切片. 采用SABC法对组织切片进行

P-gp免疫组织化学染色, SABC包含有辣根过氧

化物酶, 底物选择DAB. 染色步骤严格按试剂盒

说明书进行. 由两位病理医师双盲法对正常胃

黏膜、胃癌原发灶及相应转移淋巴结切片进行

观察. 每种切片随机取5个(×400)高倍视野, 每
视野计数100个细胞. 以细胞膜及(或)细胞质呈

棕黄色为P-gp阳性细胞, 阳性细胞数≥10%为

P-gp表达阳性.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行处

理. 阳性率的比较采用χ2检验, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 胃癌淋巴结转移灶、原发灶及正常胃黏膜

的P-gp表达 P-gp在胃癌淋巴结转移灶、原发灶

及正常胃黏膜均有不同水平表达(图1), 表达强

度由高到低依次为淋巴结转移灶、原发灶及正

常胃黏膜(P <0.05, 表1).
2.2 胃癌转移淋巴结灶P-gp表达与临床病理特

征的关系 转移淋巴结P-gp表达与胃癌患者的性

别、年龄以及肿瘤分化程度和浸润深度均无关

(P >0.05, 表2).
2.3 胃癌原发灶P-gp表达与胃癌临床病理特征的

关系 胃癌原发灶P-gp的表达与肿瘤分化程度和

浸润深度有关, 高、中分化胃癌的P-gp阳性率高

于低分化胃癌; 肿瘤浸润未达浆膜者高于已穿

越浆膜者(P <0.05, 表2); 而与性别和年龄无关.

3  讨论

胃癌是我国十大恶性肿瘤之一, 发病率和死亡

率均居恶性肿瘤首位, 且呈上升趋势[4]. 化疗仍

是胃癌治疗的主要手段, 在胃癌的原发M D R
中有P-gp参与. P-gp是具有转运功能的跨膜糖

蛋白, 其疏水区结合药物, 能量依赖性地将药

物泵出细胞外 ,  使细胞内药物蓄积减少导致

MDR[5]. 本研究结果显示, P-gp在正常胃黏膜、

胃癌原发灶及相应淋巴结转移灶的表达率分

别是21.10%、52.63%、84.20%. P-gp在正常胃

黏膜和胃癌原发灶的表达率, 文献报告相差悬 
殊[6-7], 造成不同结果的原因可能与应用的检测

方法及操作技术不同有关; 关于胃癌淋巴结转

移灶的表达率未见报道. P-gp在正常胃黏膜、

■研发前沿
目前对胃癌P-gp
表达的研究多限
于原发灶以及原
发灶与正常胃黏
膜P-gp表达的比
较, 较少涉及淋巴
结转移灶. 针对胃
癌原发灶P-gp表
达与临床病理特
征关系的报道较
多, 胃癌淋巴结转
移灶P-gp表达与
临床病理特征的
关系尚未见报道. 

表  1  胃癌转移淋巴结灶、原发灶和正常胃黏膜P-gp的
表达 (n  = 19, %)

     
临床病理特征	         阳性	           	              阴性

正常胃黏膜	     4(21.10)	        15(78.90)

胃癌原发灶	   10(52.63)	          9(47.37)

转移淋巴结	   16(84.20)	          3(15.80)
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胃癌原发灶及相应淋巴结转移灶表达差异有统

计学意义, 淋巴结转移灶中P-gp表达阳性率最

高. 韩杰 et al对消化系肿瘤包括胃癌和大肠癌

的淋巴结转移灶与原发灶的P-gp表达进行了研

究, 在淋巴结转移灶与原发灶的P-gp表达与我

们的结果一致[8-9]. 高福莲 et al [10]对胃上皮永生

化细胞ges-1、来自胃腺癌原发灶和淋巴结转

移灶的胃癌细胞系BGC823和SGC7901的P-gp
表达研究显示, P-gp表达在胃上皮永生化细胞

ges-1就存在, BGC823增强, SGC7901介于二者

之间, 但SGC7901少数细胞P-gp表达极强; P-gp
表达在胃上皮永生化细胞ges-1和来自胃腺癌

原发灶BGC823的变化趋势与本研究的正常胃

黏膜和胃癌原发灶的结果一致, 但来自胃腺癌

原发灶和淋巴结转移灶的胃癌细胞BGC823和
SGC7901的P-gp表达变化趋势方面与本研究胃

癌原发灶和淋巴结转移灶的结果不同, 这种不

同可能为高福莲 et al使用的是建系细胞, 在肿瘤

细胞演进中, P-gp表达极强的肿瘤细胞可能生命

力更强, 形成了高表达P-gp的转移灶, 本实验的

淋巴结转移灶P-gp表达检测只是肿瘤转移灶生

长的某个时段, 难反应肿瘤转移灶P-gp表达的发

展过程. 
胃癌淋巴结转移灶P-gp表达与临床病理特

征的关系研究尚未见报道, 针对胃癌原发灶P-gp
表达与临床病理特征关系的报道较多. 本实验

结果表明, 胃癌原发灶P-gp表达与性别和年龄无

关, 与肿瘤分化程度和浸润深度有关, 在肿瘤分

化程度、浸润深度以及性别和年龄等方面与高

福莲 et al [11]综述众多研究的如下结果一致: 原
发灶mdr1表达和肿瘤分化程度、浸润程度关系

不肯定性; 和患者性别、年龄无相关性. 高中分

化胃癌的P-gp阳性率高于低分化胃癌, 与Choi  
et al [12]研究结果一致, 肿瘤浸润未达浆膜者高于

已穿越浆膜者, 与刘忠民 et al [13]的研究结果一致. 
恶性肿瘤尽管由一个发生恶性转化的细

胞单克隆增殖而来, 但在其演进过程中可能出

现基因或大分子的改变, 表现为有各自特性的

“亚克隆”, 对抗癌药敏感性等方面呈现异质

性. 本研究P-gp表达在正常胃黏膜、胃癌原发灶

■相关报道
高福莲 et al 针对
胃癌组织P-gp表
达与胃癌临床病
理特征的关系的
众多研究进行统
计和分析, 得出胃
癌的mdr1表达和
胃癌对抗肿瘤药
物敏感性及患者
的生存期、生存
率呈负相关; 和组
织分化程度、肿
瘤浸润程度、肿
瘤分期及转移状
况的关系不肯定
性 ;  和 肿 瘤 发 生
部位、大小、组
织类型、患者年
龄、性别无相关
性.

A B C

图  1  胃癌淋巴结转移灶、原发灶和正常胃黏膜P-gp表达(×400). A: 淋巴结转移灶; B: 原发灶; C: 正常胃黏膜.

表  2  转移淋巴结和胃癌原发灶P-gp表达与临床病理特征的关系 (%)

     
临床病理特征	    n

	        	    转移淋巴结
                      P 值          

                   胃癌原发灶                 
P 值

			                   阳性               阴性
 
		                       阳性              阴性

性别		

    男		  12	         10(83.30)	 2(16.70)        7(58.33)	 5(41.67)         0.526        0.891

    女		    7	           6(85.70)	 1(14.30)        3(42.86)	 4(57.14)

年龄		

    ≤50岁		   7	           5(71.40)	 2(28.60)        4(57.10)	 3(42.90)         0.770        0.256

    >50岁		  12	         11(91.70)	 1(8.30)          6(50.00)	 6(50.00)

肿瘤分化程度	

    高、中分化	 11	           9(81.80)	 2(18.20)        8(72.70)	 3(27.30)         0.045        0.737

    低分化		   8	           7(87.50)	 1(12.50)        2(25.00)	 6(75.00)

浸润深度		

    浆膜内		   7	           6(85.70)	 1(14.30)        6(85.70)	 1(14.30)         0.032        0.891

    浆膜及浆膜外	 12	         10(83.30)	 2(16.70)        4(33.30)	 8(66.70)
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和淋巴结转移灶有差异, 淋巴结转移灶中P-gp表
达阳性率高于原发灶, 说明正常胃黏膜具有抵

抗药物的特性, 肿瘤细胞只是增加了这种抗药

性呈现原发耐药, 淋巴结转移灶的耐药性有异

质性变化, 原发灶P-gp表达水平难反映淋巴结转

移灶的P-gp参与的MDR, 检测淋巴结转移灶和

胃癌原发灶P-gp表达对于指导临床制定合理的

化疗方案有重要参考价值, P-gp表达主要对生物

碱类、蒽环类和鬼臼类耐药, 对烷化剂较敏感, 
临床上可根据肿瘤P-gp表达结果来选择化疗方

案, 尽量避免使用与P-gp相关的药物以提高化疗

效果; 化疗时应将转移灶与肿瘤原发灶区别对

待, 尤其肿瘤切除术后的患者, 针对淋巴结转移

灶化疗将为提高综合治疗效果具有重要的临床

意义. 
本研究显示胃癌原发灶P-gp表达与否和临

床病理特征的关系与淋巴结转移灶P-gp表达与

否与临床病理特征关系不同, 也是胃癌淋巴结

转移灶发生异质性的佐证. 由于本研究涉及病

例较少, 胃癌淋巴结转移灶和原发灶P-gp表达其

能否成为预后指标尚需商榷, 有待于进一步扩

大样本例数进行深入研究. 
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Abstract
AIM: To explore the correlation between 
dynamic changes of serum fibrosis indices and 
alpha fetoprotein (AFP) and the prognosis of 
patients with severe hepatitis (SH).  

METHODS: Based on the comparison of serum 
fibrosis indices and alpha fetoprotein in 89 pa-
tients with viral hepatitis, their dynamic changes 

in different periods were studied dominatingly 
in 39 SH patients. 

RESULTS: The levels of HA, PⅢP and AFP in 
SH patients were higher than those in chronic 
hepatitis (CH) patients and normal individu-
als (3273.19 ± 2060.83 vs 127.63 ± 110.63, 35.50 ± 
18.59; 2.13 ± 1.20 vs 1.18 ± 0.43, 0.80 ± 0.18; 130.98 
± 244.51 vs 20.40 ± 12.68, 7.50 ± 1.23; all P < 0.05). 
The level of LN in SH patients was higher than 
that in nomal individuals (148.95 ± 54.47 vs 
120.70 ± 18.35, P < 0.05). The levels of HA, PⅢP 
and LN tended to decrease in the living patients 
and to increase in the dead patients. The AFP 
level was elevated first and then reduced in the 
living patients, but showed a marked decreased 
trend in the dead patients. The serum levels of 
HA, PⅢP, LN and AFP in the subacute group 
were lower than those in the chronic group. In 
SH patients, HA level was significantly corre-
lated with PTA, ALB and TBIL levels (r = -0.372, 
-0.395, 0.344, respectively; all P < 0.05). 

CONCLUSION: It is definitely valuable to dy-
namically inspect serum HA, PⅢP, LN and AFP 
level for the prognosis of SH patients. 

Key Words: Severe hepatitis; Serum fibrosis index; 
Alpha fetoprotein; Dynamic changes

Shi HB, Chen Y, Han DK, Zhao J, Wu ZM, Duan ZP. 
Dynamic changes of serum fibrosis indices and alpha 
fetoprotein and their relations with prognosis of patients 
with severe hepatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(21): 2408-2411

摘要
目的: 初步探讨重型肝炎患者血清肝纤维化
指标及甲胎蛋白(AFP)水平的动态变化及其与
预后的关系. 

方法: 在比较89例病毒性肝炎患者血清肝纤
维化指标及AFP水平的基础上, 着重研究其中
39例重型肝炎患者血清肝纤维化指标及AFP
水平在不同时期的动态变化规律. 

®

■背景资料
重型肝炎病情发
展 迅 速 , 预 后 凶
险 , 其 病 死 率 为
60%-90%, 是严重
威胁肝病患者生
命的内科急重症. 
据文献报道, 重型
肝炎患者血清肝
纤维化指标及甲
胎蛋白水平明显
升高, 这是肝细胞
再生的反映, 同时
也是肝纤维化形
成的标志. 如果在
促进肝细胞再生
的同时并阻止肝
纤维化进展, 就既
能保持患者肝功
能稳定在正常范
围, 又能预防肝硬
化的发生, 对于患
者的预后将有积
极的意义. 

■同行评议者
高春芳 ,  研究员 , 
中国人民解放军
第二军医大学附
属长征医院全军
医学免疫诊断中
心/实验诊断科
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结果: 重型肝炎患者血清透明质酸(HA)、Ⅲ
型胶原氨基末端肽(PⅢP)和AFP水平高于慢
性肝炎患者及正常人(3273.19±2060.83 vs  
127.63±110.63, 35.50±18.59; 2.13±1.20 vs  
1.18±0.43, 0.80±0.18; 130.98±244.51 vs  
20.40±12.68, 7.50±1.23, 均P <0.05), 重型肝
炎患者血清LN水平仅高于正常人(148.95±
54.47 vs  120.70±18.35, P <0.05); HA、PⅢP和
LN在生存组总体呈现下降趋势, 死亡组呈现
上升趋势, AFP水平在生存组呈现先升后降趋
势, 在死亡组急剧下降; 血清HA、PⅢP、LN
和AFP水平在亚急性组低于慢性组; 重型肝炎
患者HA与PTA、ALB、TBIL有较好的相关性
(r  = -0.372, -0.395, 0.344, 均P <0.05). 

结论: 动态监测血清HA、PⅢP、LN和AFP
水平对重型肝炎患者的预后判断有一定意义.

关键词: 重型肝炎; 肝纤维化指标; 甲胎蛋白; 动态

变化
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0  引言

重型肝炎病情发展迅速, 预后凶险, 其病死率为

60%-90%, 是严重威胁肝病患者生命的内科急

重症[1]. 据文献报道, 重型肝炎患者血清肝纤维

化指标及甲胎蛋白(AFP)水平明显升高[2-5]. 本
研究在证实重型肝炎患者血清肝纤维化指标及

AFP水平升高的基础上, 动态观察重型肝炎患者

血清肝纤维化指标及AFP水平在不同时期的变

化规律, 期望为重型肝炎患者的预后判断提供

参考依据.

1  材料和方法

1.1 材料 2000-06/2003-09北京佑安医院收治的

病毒性肝炎患者89例, 其中慢性肝炎患者50例, 
重型肝炎患者39例, 诊断依据2000年全国传染

病与寄生虫病学术会议修订的病毒性肝炎诊断

标准[6]. 39例重型肝炎患者中, 亚急性11例, 慢性

28例, 男30例, 女9例, 年龄20-65(平均40.2)岁, 分
为生存组(n  = 22)和死亡组(n  = 17). 30例正常对

照组血清标本采自健康献血员.
1.2 方法 重型肝炎患者入院确诊后, 分别在刚

入院时、入院1 wk、入院2 wk采血. 离心, 分离

血清, -80℃冰箱冻存备用. 血清冻存标本待病

例收集齐后, 一并解冻, 采用同一批试剂测定肝

纤维化指标: 透明质酸(HA)、Ⅲ型胶原氨基末

端肽(PⅢP)及层连蛋白(LN). PⅢP检测采用放

射免疫分析法, 试剂盒购自法国CIS国际生物公

司; HA、LN检测采用酶联免疫吸附分析法, HA
和LN试剂盒购自上海海军医学研究所. HA、P
ⅢP、LN的正常值(试剂盒附及临床验证)分别

为45、0.8、126 mg/L以下. AFP用电化学发光酶

免分析仪进行测定, 正常参考值为8.1 mg/L. 凝
血酶原活动度(PTA)、白蛋白(ALB)、总胆红素

(TBIL)由本院临检中心检测. 
统 计 学 处 理  计量资料显著性检验采用

t检验, 相关分析采用Pearson相关分析, 采用

SPSS10.0统计学软件进行分析, 以P <0.05为差异

具有统计学意义.

2  结果

2.1 各组血清肝纤维化指标及A F P水平 血清

HA、PⅢP、AFP水平在正常组、慢性肝炎组、

重型肝炎组之间呈逐渐升高趋势, 各组之间的

差异有统计学意义(P <0.05). 血清LN水平在慢

性肝炎组和重型肝炎组高于正常组(P <0.05), 但
在慢性肝炎组和重型肝炎组之间无显著性差异

(P >0.05, 表1).
2.2 重型肝炎患者生存组和死亡组血清肝纤维化

指标及AFP水平动态趋势 HA、PⅢP和LN在生

存组总体呈现下降趋势, 死亡组呈现上升趋势, 
HA水平在各时间点生存组与死亡组之间有显著

差异(P <0.05), PⅢP和LN水平在入院第1周生存

组与死亡组之间差异没有统计学意义(P >0.05), 
在其他时间点生存组与死亡组之间有显著差异

(P <0.05). AFP水平在生存组呈现先升后降趋势, 
在死亡组急剧下降, AFP水平在刚入院时生存

组与死亡组之间差异没有统计学意义(P >0.05), 
在其他时间点生存组与死亡组之间有显著差异

(P <0.05, 图1). 重型肝炎患者血清肝纤维化指标

及AFP水平与肝功能指标的关系见表2.
2.3 亚急性及慢性重型肝炎患者血清肝纤维化

指标及AFP水平动态比较 HA和AFP水平在入

院第2周亚急性组低于慢性组, 差异有统计学意

义(P <0.05), 在其他时间点亚急性和慢性组之间

差异没有统计学意义(P >0.05). PⅢP水平在各

时间点亚急性组低于慢性组, 差异有统计学意

义(P <0.05). LN水平在各时间点亚急性组低于

慢性组, 在刚入院和入院第1周差异有统计学意

义(P <0.05), 在入院第2周差异没有统计学意义

(P >0.05, 图2). 

■研发前沿
有关重型肝炎患
者血清肝纤维化
指标及甲胎蛋白
水平的研究很多, 
但未见将两者结
合起来进行研究
的报道; 目前虽然
有学者认识到动
态监测重型肝炎
患者血清肝纤维
化指标及甲胎蛋
白水平的重要性, 
但相关报道还很
少. 

■相关报道
据文献报道, 重型
肝炎患者血清肝
纤维化指标及甲
胎蛋白水平明显
高于正常水平.
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3  讨论

重型肝炎发生后, 首先是各种因素引起的肝细

胞损伤, 肝细胞坏死, 随后发生肝细胞再生及肝

纤维化. 肝细胞再生和肝纤维化同是肝脏对各

种原因所致肝损伤的修复反应[7], 不同的是, 肝
细胞再生是正常的修复反应, 而肝纤维化是异

常的修复反应, 如持续发展将导致肝硬化的发

生, 从长远来看, 对机体十分不利. 

■应用要点
在动态监测重型
肝炎患者血清肝
纤维化指标及甲
胎蛋白水平的基
础 上 ,  如 能 结 合
患者更多临床资
料进行相关分析, 
对于患者病情评
估、疗效考核、

预后判断都将有
积极的意义.
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图  2  亚急性组和慢性组各血清指标的动态比较. A: HA; B: PⅢP; C: LN; D: AFP.
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图  1  生存组和死亡组各血清指标的动态变化. A: HA;  B: PⅢP;  C: LN;  D: AFP.
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重型肝炎患者大都有出血倾向, 肝穿虽是

诊断肝纤维化的金标准, 但并不适用于重型肝

炎患者. 近年来血清肝纤维化指标成为诊断肝

纤维化的较好参数. HA、PⅢP和LN与肝纤维化

有较好的相关性, 其中HA和PⅢP可反映活动性

肝纤维化, 是动态监测抗纤维化药物疗效的较

好指标[8]. AFP过去被认为是诊断原发性肝癌的

指标, 但在临床中, 经常看到肝炎患者AFP升高, 
说明AFP升高不是诊断肝癌的特异性指标[9], 目
前认为AFP是表达肝细胞再生的指标[10]. 肝细胞

再生与肝纤维化同是肝损伤后的修复反应, 其
发生机制似有一些共同的调节因素[11], 决定着肝

损伤后肝脏修复的发展方向. 
本研究证实重型肝炎患者血清HA、PⅢP、

LN和AFP水平高于正常水平, 与大多数文献报

道结果一致[2-5]. 生存组AFP水平呈现先升后降

的变化趋势, 结合HA、PⅢP和LN总体下降趋

势, 说明生存组在促进肝细胞再生的同时并有

效阻止肝纤维化进程[12], 预后较好. 死亡组AFP
水平急剧下降, 结合HA、PⅢP和LN总体上升趋

势, 说明死亡组肝细胞再生差, 肝纤维化继续进

展, 总体预后较差. 血清HA、PⅢP、LN和AFP
水平在亚急性组低于慢性组, 一方面说明亚急性

组肝纤维化程度要低于慢性组, 这与亚急性组病

程短, 损伤的肝细胞尚未发生明显的肝纤维化有

关; 另一方面说明亚急性组肝细胞再生低于慢性

组, 这与慢性组病程较长, 更能争取时间进行肝

细胞再生有关; 总体看来, 随着病程进展, 慢性组

肝细胞再生与纤维化要强于亚急性组. 重型肝炎

患者肝纤维化指标中HA与PTA、ALB、TBIL有

较好的相关性, PTA、ALB、TBIL均可反映肝细

胞损伤及严重程度[13-14], 提示肝纤维化的发生可

能与肝细胞损伤有直接关系. 
重型肝炎后, 血清肝纤维化指标及甲胎蛋

白处于高位水平, 这是肝细胞再生的反映, 同时

也是肝纤维化形成的标志. 如果在促进肝细胞

再生的同时并阻止肝纤维化进展, 就既能保持

患者肝功能稳定在正常范围, 又能预防肝硬化

的发生. 重型肝炎后极易发展为肝纤维化或者

肝硬化, 早期进行抗肝纤维化治疗, 将有望逆

转、阻止或延缓本病患者肝纤维化进程[15], 将
可能提高重型肝炎患者的寿命和生存质量. 
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表  2  HA、PⅢP、LN、AFP与PTA、ALB、TBIL的相关性分析

     
                        HA                 PⅢP                 LN               AFP

PTA	 -0.372a	       -0.166         -0.111         0.124

ALB	 -0.395a	       -0.022         -0.020       -0.111

TBIL	   0.344a	         0.014            0.010      -0.168

aP<0.05.

表  1  各组HA、PⅢP、LN和AFP比较 (mean±SD, mg/L)

     
分组                      n                        HA	                    PⅢP	                 LN	                 AFP

正常组	           30            35.50±18.59            0.80±0.18	     120.70±18.35	        7.50±1.23

慢性肝炎组        50          127.63±110.63          1.18±0.43	     149.62±42.29	      20.40±12.68

重型肝炎组        39        3273.19±2060.83        2.13±1.20	     148.95±54.47	    130.98±244.51

■同行评价
本文科学性及实
用性尚可, 具有一
定的临床参考价
值 ,  但 创 新 性 不
足. 
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Abstract
AIM: To analyze the relationship between 
routine laboratory results and death risk in 
patients with cirrhotic esophageal variceal 
bleeding (CEVB), and to create a simple and 
timely predictive model of death for the patients.

METHODS: The medical documents of CEVB 
patients were reviewed retrospectively and the 
data were collected. Univariate and multivariate 
Logistic regression analyses were performed, in 
which the discharged results (survival or death) 
as dependent variables and the results of liver 
function, kidney function, serum electrolytes 
and blood cell analysis as independent variables 
were included. The multivariate regression 

equation was as the model for the prediction of 
patient outcome and its predictive performance 
was evaluated.

RESULTS: In univariate regression, the signifi-
cant positive variables for death outcome were 
DBIL, AKP, K, WBC, PLT, and the negative 
variables were TP, AP, A/G, Na, Cl, Ca. The 
variables entered the multivariate regression 
included ALT, TBIL, DBIL, GP, A/G, Cr, Na, 
Cl, Ca, WBC, Hb, PLT. The sensitivity, specific-
ity and accuracy of the regression equation for 
predicting death of CEVB patients were 97.1%, 
95.1% and 95.8%. 

CONCLUSION: The liver function, kidney func-
tion, serum electrolytes and blood cell count are 
generally independent factors for death risk of 
CEVB patients, especially DBIL, A/G and Ca. 
The created regression model shows good pre-
diction performance. 

Key Words: Liver cirrhosis; Esophageal varices 
bleeding; Logistic regression; Death risk prediction

Fang N, Zhang KH, Zhang HQ, Tan XY, Zhu X, Lv NH. 
Predictive model of death for hospitalized patients with 
esophageal varices bleeding due to liver cirrhosis based 
on routine laboratory results. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(21): 2412-2416

摘要
目的: 探讨常规实验室检查与肝硬化食管静
脉曲张破裂出血(CEVB)住院期间死亡风险的
关系, 建立简便易行的死亡预测模型. 

方法: 回顾性分析CEVB患者的临床资料, 以
患者出院时生存或死亡为结果变量, 以肝功
能、肾功能、血电解质和血常规4项常规实验
室检查结果为自变量, 进行单因素和多因素
Logistic回归分析, 以多元回归方程为数学模
型, 预测患者的临床结局, 并评价其预测效率.  

结果: 单因素分析显示有统计学意义且与患
者的死亡风险正相关的指标有DBIL、AKP、

®

■背景资料
肝硬化食管静脉
曲 张 破 裂 出 血
(CEVB)是常见临
床 急 重 症 ,  死 亡
率 高 ,  需 要 及 时
而准确地评估病
情 ,  以 制 定 最 佳
的个体化救治方
案. 目前尚无专门
的 C E V B 病 情 评
估 模 型 ,  临 床 常
用的Child-Pugh
肝功能分级、终
末期肝病模型和
Rockall评分系统
用 于 C E V B 的 病
情评估均有不足
之处. 建立简便易
行 C E V B 死 亡 预
测模型, 及时对病
情作出客观评估, 
对指导临床救治
具有重要价值. 

■同行评议者
张晓岚, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化内科; 黄
晓 东 ,  副 主 任 医
师, 武汉市中心医
院消化内科
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K、WBC和PLT, 与患者的死亡风险负相关
的指标有TP、AP、A/G、Na、Cl和Ca; 多因
素分析进入回归方程的指标有ALT、TBIL、
D B I L、G P、A/G、C r、N a、C l、C a、
WBC、Hb和PLT; 回归方程对CEVB患者死亡
预测的敏感度为97.1%, 特异度为95.1%, 准确
度为95.8%. 

结论: 肝功能、肾功能、血电解质和血常规
总体上均是与CEVB患者死亡风险相关的独
立因素, 其中最为密切的指标是DBIL、A/G
和Ca; 所建立的预测模型具有良好死亡风险
预测价值. 

关键词: 肝硬化; 食管静脉曲张破裂出血; Logistic

回归分析; 死亡风险预测
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0  引言

肝硬化食管静脉曲张破裂出血 ( c i r r h o s i s 
esophageal varices bleeding, CEVB)是常见的消

化科急重症, 死亡率高, 及时而有效的救治是降

低死亡率的关键. CEVB的主要治疗方法有药

物、三腔二囊管压迫、内镜下治疗和手术等[1], 
治疗方法不同, 费用差异悬殊[2], 成本-效益比也

不相同[3-4]. 因此, 面对一个新入院的CEVB患者

时, 如果能及时而准确地评估其病情, 将为制定

最佳的个体化救治方案奠定基础, 达到既能保

证疗效, 又能降低费用的目的. 目前尚无专门的

CEVB病情评估模型, 临床常用Child-Pugh肝功

能分级和终末期肝病模型(model for end-stage 
liver disease, MELD)进行病情评估, 因他们都是

针对肝硬化建立的病情评估系统, 并不一定适

用于CEVB的病情评估: MELD评分在有并发症

和没有并发症的肝硬化患者间差异无统计学意

义[5], 而Child-Pugh肝功能分级采用了主观指标, 
且较为笼统. Rockall评分系统被认为对CEVB患
者的预后评估有价值[6], 但其需要内镜资料及完

善的诊断结果[7], 临床应用受到限制. 为了能在

CEVB患者入院后短期内对病情作出客观评价, 
本研究以患者出院时生存或死亡为结果变量, 
以肝功能、肾功能、血电解质和血细胞分析4
项常规实验室检查结果为自变量, 建立Logistic
回归方程, 预测患者住院期间的临床结局(生存

或死亡), 获得良好的预测效果, 现报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-2007年南昌大学第一附属医院

的CEVB患者95例, 其中男81例, 女14例, 年龄

21-72(平均48.3)岁. 61例(64.21%)经抢救出血停止, 
病情稳定, 存活出院, 归为存活组; 34例(35.79%)抢
救无效, 住院期间死亡, 归到死亡组. 死因主要包

括失血性休克、肝肾综合征、肝性脑病、感染

(原发性腹膜炎). 病例的诊断参考2000年西安第十

次中华医学会传染病与寄生虫病学分会、肝病学

分会联合修订的肝硬化诊断标准, 依据肝功能不

全的临床表现、门脉高压症的表现、肝功能损害

的实验室依据、影像学检查显示肝硬化征象作出

肝硬化诊断, 食管静脉曲张破裂出血的诊断依据

有黑便和/或呕血症状且大便隐血试验阳性、急

诊胃镜检查发现食管胃底静脉曲张且有活动性出

血或近期出血征象、或三腔二囊管压迫后胃腔内

无血性液体抽出(未行胃镜检查者). 所有病例参

照国内有关规范[1], 进行内科综合治疗, 包括药物

治疗、三腔囊管压迫和/或内镜治疗等, 手术治疗

的病例未纳入本研究. 
1.2 方法 采用回顾性调查方法, 查阅近3年的

CEVB患者的病案资料, 对资料完整者依上述

诊断标准进一步核实诊断, 对符合要求的患者

收集其入院后首次检查的实验室检查结果: (1)
肝功能, 包括谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶

(AST)、总胆红素(TBIL)、结合胆红素(DBIL)、
碱性磷酸酶(AKP)、γ-谷氨酰转肽酶(GGT)、
总蛋白(T P)、白蛋白(A P)、球蛋白(G P)、白

蛋白与球蛋白比值(A/G); (2)肾功能, 包括血肌

酐(Cr)、血尿素氮(BUN); (3)血电解质, 包括钾

(K)、钠(Na)、氯(Cl)、钙(Ca); (4)血细胞分析, 
包括白细胞计数(WBC)、红细胞计数(RBC)、
血红蛋白(Hb)、血小板计数(PLT). 各项数据存

入Excel电子表格. 
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件进行数

据统计分析[8-9]. 以患者的临床结局为因变量(存
活编码为0, 死亡为1), 以上述常规实验室检查的

各项数据为自变量, 先进行单因素二值Logistic
回归分析, 明确各项检查中各单项与患者死亡

风险的关系 ;  然后进行多因素后向逐步二值

Logistic回归分析, 得到多元Logistic回归方程(数
学模型)及其对每个病例的类别概率预测值, 根
据后者绘制受试者工作特征(ROC)曲线, 以求得

最适判别界值, 并以此界值得到所建数学模型

对全组病例临床结局的最佳预测结果. 根据预

测结果计算所建数学模型对CEVB患者死亡结

局预测的敏感度、特异度、准确度、阳性预测

■相关报道
国内外仅有关于
C E V B 患 者 预 后
影响因素的研究
报道, 但患者住院
期间死亡风险预
测模型尚未见报
道. 在CEVB患者
预后影响因素的
研究中, 主要涉及
不同治疗方法对
预后的影响、再
出血的危险因素
或评估现有模型
或评分系统的预
测价值. 

■研发前沿
对于病情程度的
评估一般是筛选
主要相关因素, 量
化后建立综合评
分系统, 以分值高
低反应病情程度, 
如Child-Pugh肝功
能分级; 目前多采
用多因素Logistic
回归分析建立数
学模型进行评估, 
如MELD模型. 选
用指标尽量以客
观指标为主, 以提
高可靠性和实用
价值. 
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值、阴性预测值, 以评价模型的预测价值. 

2  结果

2.1 单因素Logistic回归分析 有统计学意义且系数

为正值的指标有DBIL、AKP、K、WBC、PLT, 
与患者的死亡风险正相关; 有统计学意义且系数

为负值的指标有TP、AP、A/G、Na、Cl、Ca, 与
患者的死亡风险负相关; 其余指标与死亡结局均

无统计学意义(表1). OR值较大或较小的指标有

A/G、K、Ca, 对死亡风险的预测价值较大. 
2.2 多因素Logistic回归分析 进入回归方程的指

标有ALT、TBIL、DBIL、GP、A/G、Cr、Na、
Cl、Ca、WBC、Hb、PLT(表2), 其中DBIL、
Cr、Cl、Hb等4项指标的系数为正值, 与CEVB
患者的死亡风险正相关, ALT、TBIL、GP、
A/G、Ca等5项指标的系数为负值, 与患者的死

亡风险负相关, 而Na、WBC和PLT无统计学意

义. OR值较大或较小的3项指标是DBIL、A/G
和Ca. 求得的Logisitic回归方程为: Logit(P) = 
-17.969-0.019A LT-0.224T B I L+0.697D B I L-
0.458GP-12.865A/G+0.057Cr+0.161Na+0.166Cl-
5.634Ca+0.210WBC+0.085Hb+0.010PLT.
2.3 回归方程对患者临床结局的预测效率 将所

建立的回归方程变形为求概率值的表达式, 回
代计算各例的生死概率预测值, 绘出ROC曲线

(图1), 求得最适的生存与死亡预测界值为0.45, 
大于或等于该界值的病例预测为死亡, 否则预

测为生存. 依据该界值, 生存组61例中58例判断

正确, 3例判断错误, 死亡组34例中33例判断正

确, 1例判断错误. 回归方程对CEVB患者死亡

预测的敏感度为97.1%, 特异度为95.1%, 准确度

为95.8%, 阳性预测值为91.7%, 阴性预测值为

98.3%, 阳性似然比为19.74, 阴性似然比为0.03. 

表  1  常规实验室检查指标与CEVB患者死亡关系的单因素Logistic回归分析结果

     
指标	          回归系数	   标准误	              Wald值	          P 值	                     OR 值(95% CI)

ALT	           0.004	   0.004	             1.058	       0.304	           1.004(0.996-1.011)

AST	           0.001	   0.001	              0.761	       0.383	           1.001(0.999-1.002)

TBIL	           0.015 	   0.009	              2.564	       0.109	           1.015(0.997-1.034)

DBIL	           0.138	   0.038	            13.238	       0.000	           1.148(1.066-1.237)

AKP	           0.010	   0.004	              8.528	       0.003	           1.010(1.003-1.017)

GGT	           0.001	   0.002	              0.078	       0.780	           1.001(0.997-1.004)

TP	         -0.077	   0.032	              5.564	       0.018	           0.926(0.869-0.987)

AP	         -0.230	   0.059	            15.365	       0.000	           0.794(0.708-0.891)

GP	           0.002	   0.032	              0.006	       0.938	           1.002(0.942-1.066)

A/G	        -1.846	   0.778	              5.634	       0.018	           0.158(0.034-0.725)

Cr	           0.011	   0.007	              2.478	       0.115	           1.011(0.997-1.026)

BUN	        -0.030	   0.063	              0.224	       0.636	           0.971(0.859-1.097)

K	          1.313	   0.415	            10.012	       0.002	           3.718(1.648-8.386)

Na	        -0.101	   0.040	              6.496	       0.011	           0.904(0.837-0.977)

Cl	        -0.124	   0.034	            13.377	       0.000	           0.883(0.827-0.944)

Ca	        -6.283	   1.518	            17.138	       0.000	           0.002(0.000-0.037)

WBC	          0.238	   0.064	            14.036	       0.000	           1.269(1.120-1.437)

RBC	        -0.406	   0.345	              1.384	       0.239	           0.666(0.338-1.311)

Hb	           0.011	   0.010	              1.125	       0.289	           1.011(0.991-1.031)

PLT	           0.007	   0.003	              4.637	       0.031	           1.007(1.001-1.014)

	       

图  1  所建立的Logistic回归模型预测CEVB死亡的ROC曲线图.
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■创新盘点
本研究从一个独
特的视角对CEVB
患者住院期间的
死亡风险进行探
讨, 挖掘临床上最
常用的4项常规实
验室指标所蕴含
的预后评估价值, 
建立简便易行的
数学预测模型, 思
路新颖. 
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3  讨论

国内已有关于CEVB患者预后因素的研究[10-12], 
但对患者住院期间的死亡预测尚未见报道. 本
研究对95例CEVB患者的4项常规实验室检查结

果进行了单因素和多因素Logistic回归分析, 观
察了各单项指标对CEVB患者住院期间死亡的

风险评估价值, 所建立的数学模型对患者生存

或和死亡预测的准确度达到95.8%, 效果良好, 
与国外学者以肝性脑病、凝血酶原时间和72 h
内的输血单位数量为指标所建立的模型预测效

果(95.6%)类似[13], 但本模型所用指标均为客观

指标, 不含治疗相关指标. 
单因素L o g i s t i c回归分析显示, D B I L、

AKP、K、WBC、PLT等5项指标与CEVB患者

死亡风险呈正相关. 其中比较突出的是K(OR  = 
3.718)和WBC(OR  = 1.269), 其他几项OR值只稍

大于1(1.007-1.148). CEVB患者因失血或并发肝

肾综合征, 尿量减少, 排钾功能障碍, 也可因合

并严重感染、酸中毒使血钾升高. 因此, 血钾升

高, 提示病情严重, 死亡风险大. 而直接反映肾

功能的指标Cr和BUN均无统计学意义, 提示他

们似乎不是敏感的CEVB患者死亡风险指标. 
在单因素Logis t ic回归分析中, 还有TP、

AP、A/G、Na、Cl、Ca等6项指标与CEVB患者

死亡风险呈负相关. 其中比较突出的是Ca(OR  = 
0.002)和A/G(OR  = 0.158), 其他几项OR值只稍

小于1(0.794-0.926). A/G是人们熟知的反映慢性

肝功能损害的指标, 其比值越低, 死亡风险越大, 
容易理解. 但血清钙有如此强烈的死亡风险相

关性, 则往往不被人们认识. 肝脏对钙调激素的

调节代谢过程有重要的作用, 严重肝病时, 维生

素D3在肝细胞内羟化减少, 钙摄入不足和肠道

钙吸收减少, 维生素D缺乏及血浆蛋白下降, 都
可引起血钙降低. 肝功能障碍越严重, 血钙水平

越低, 两者具有一致性[14]. 另有报道, 肝硬化合

并感染时, 血清降钙素原检测阳性率达95.8%(非
感染时为14.0%)[15]. 因此, 血钙水平具有反映肝

功能损害和并发感染的双重功效, 因而具有重

要的死亡风险预测价值, 其预后评判价值应在

临床上更受重视. 
在多因素Logistic回归分析中, 4项常规检查

中均有指标进入方程, 包括肝功能中的ALT、
TBIL、DBIL、GP和A/G, 肾功能中的Cr, 电解

质中的Na、Cl和Ca, 血常规中的WBC、Hb和
PLT. 因此, 从总体上看, 4项常规检查均是与

CEVB患者死亡风险相关的独立因素, 可作为简

便有效的预后评价指标. 
单因素与多因素Logistic回归分析均显示与

CEVB患者死亡风险密切相关的指标有DBIL、
A/G和Ca. 与TBIL相比, DBIL对CEVB患者的死

亡风险预测价值更大. TBIL在多因素分析中虽

进入方程, 但在单因素分析中无统计学意义. 血
白蛋白水平是反映肝脏蛋白代谢功能的常用指

标, 但在本研究中也未进入回归方程, 取而代之

的是A/G, 相比之下, 后者对患者的死亡预测更

有价值. 血钙水平在本研究显示对CEVB患者死

亡风险预测的作用最为显著, 在单、多因素分

析中OR值分别仅为0.002和0.004, 如果将其从

回归方程中剔除, 预测的准确性就由95.8%降为

90.5%. 
在MELD模型和Child-Pugh分级中, 采用的

指标有TBIL、AP、Cr等, 这些指标在我们的

模型中都不重要, 是否提示MELD模型和Child-
Pugh分级并不适合CEVB患者病情严重程度的

表  2  常规实验室检查指标与CEVB患者死亡关系的多因素Logistic回归分析结果

     
指标	          回归系数	   标准误	              Wald值	          P 值	                   OR 值(95% CI)

ALT	         -0.019	   0.008	              6.305	       0.012	           0.981(0.966-0.996)

TBIL	         -0.224	   0.083	              7.235	       0.007	           0.799(0.679-0.941)

DBIL	           0.697	   0.234	              8.894	       0.003	           2.007(1.270-3.173)

GP	         -0.458	   0.188	              5.949	       0.015	           0.632(0.438-0.914)

A/G	       -12.865	   5.323	              5.841	       0.016	           0.000(0.000-0.088)

Cr	           0.057	   0.024	              5.553	       0.018	           1.059(1.010-1.111)

Na	           0.161	   0.116	              1.938	       0.164	           1.175(0.936-1.474)

Cl	           0.166	   0.094	              3.105	       0.078	           1.181(0.982-1.420)

Ca	         -5.634	   2.885	              3.813	       0.051	           0.004(0.000-1.021)

WBC	           0.210	   0.125	              2.804	       0.094	           1.234(0.965-1.578)

Hb	           0.085	   0.031	              7.689	       0.006	           1.088(1.025-1.156)

PLT	           0.010	   0.010	              1.105	       0.293	           1.011(0.991-1.030)

■应用要点
本研究所建立的
C E V B 患 者 住 院
期间死亡预测模
型 ,  预 测 效 果 良
好, 可及时指导临
床诊疗. 模型所用
指标为常规实验
室指标, 包括基层
医院在内的各级
医院均很容易使
用, 适用性广. 
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评估, 或我国的肝硬化患者有自身特点, 尚有待

进一步研究. 
本研究借助数理统计分析, 综合分析4种常

规实验室指标, 建立数学模型, 无需复杂和昂贵

的检测技术, 即可对CEVB患者住院期间的死亡

风险作出良好的预测. 因这4种常规检查在基层

医院都能开展, 因而模型具有广泛的适用性. 因
为模型的所用指标在CEVB患者入院后第2天就

能获得, 可迅速对病情严重程度作出评估. 当一

个CEVB患者入院后经本模型预测有死亡风险

时, 意味着诊断与治疗工作应该更为积极和细

致. 尽管本模型变量数达9项, 临床应用有其不

便之处, 但对于计算机无处不在的当今社会, 并
不是问题. 不过, 本研究样本量还不够大, 模型

的可靠性还有待更多病例的验证. 
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Abstract
AIM: To explore the relationship between the 
expression of growth arrest and DNA-damage 
inducible gene β (GADD45β) and carcinogenesis 
of hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: Using oligonucleotide chip, reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) and immunohistochemistry, the expression 
of GADD45β was detected in tissues of normal 
human liver, liver cirrhosis and HCC. We also 
analyzed the relationship between GADD45β 
expression and the clinicopathological character-
istics of HCC. Furthermore, the possible molecu-
lar mechanism of its abnormal expression was 
investigated.

RESULTS: The positive rates of GADD45β 

mRNA expression were 80%, 60% and 26% in 
normal liver, liver cirrhosis and HCC, respec-
tively, and there was a significant difference 
between normal liver and HCC (χ2 = 15.128, P 
< 0.01). The positive rates of GADD45β protein 
were 85%, 70% and 31% in normal liver, liver 
cirrhosis and HCC, respectively, and there was 
also a significant difference between normal liv-
er and HCC (χ2 = 24.619, P < 0.01). Meanwhile, 
the deletion of GADD45β was significantly cor-
related with the pathological grading of HCC.

CONCLUSION: GADD45β, as tumor suppressor 
gene, plays an important role in the carcinogen-
esis of HCC, and its expression is intimately cor-
related with tumor differentiation.

Key Words: Oligonucleotidechip; Reverse tran-
scriptional polymerase chain reaction; Immuno-
histochemistry; Hepatocellular carcinoma; Growth 
arrest and DNA-damage inducible gene β; Down-
regulated expression

Yang J, Yang YX, Han SY, Bai YQ, Zhang LD. Abnormal 
expression of growth arrest and DNA-damage inducible 
gene β in hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(21): 2417-2422

摘要
目 的 :  探 讨 生 长 抑 制 D N A 损 伤 诱 导 因 子
β(G A D D45β)与肝细胞癌(h e p a t o c e l l u l a r 
carcinoma, HCC)发生、发展的关系. 

方 法 :  应 用 寡 核 苷 酸 基 因 芯 片、反 转 录
P C R(RT-P C R)、免疫组织化学技术检测
GADD45β在人正常肝组织、肝硬化组织和肝
癌组织中的异常表达, 分析GADD45β与临床
病理学特征的关系及其异常表达的可能分子
生物学机制. 

结果: 正常肝组织、肝硬化组织和肝癌组织
中G A D D45β m R N A的阳性表达率分别为
80%、60%和26%, 肝癌组织与正常肝组织
间有非常统计学差异(χ2 = 15.128, P <0.01); 
G A D D45β蛋白的阳性表达率在正常肝组
织、肝硬化组织和肝癌组织中分别为85%、

70%和31%, 有显著统计学差异(χ2 = 24.619, 

www.wjgnet.com

®

■背景资料
GADD45β是DNA
损伤修复基因, 具
有调节控制细胞
的增生、监测细
胞周期、诱导细
胞凋亡、调控细
胞的负性生长等
功能. 目前, 有关
GADD45β在肝癌
中的生物学作用
和临床价值尚不
甚明了, 研究其异
常表达机制及与
临床病理特征之
间的关系, 有望为
肝癌的早期诊断
和靶向治疗提供
潜在的途径. 

■同行评议者
季国忠 ,  副教授 , 
南京医科大学第
二附属医院消化
科



P <0.01). GADD45β在肝癌组织中的表达缺失
与病理学分级显著相关(P <0.01).

结论: GADD45β作为抑癌基因在肝癌的发生
发展中起到相当重要的作用, 且与肿瘤分化程
度密切相关. 

关键词: 寡核苷酸芯片; 反转录聚合酶链式反应; 免

疫组织化学; 肝细胞癌, GADD45β; 低表达
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)简称

肝癌, 是临床上最常见的恶性肿瘤之一, 是由

病毒、化学致癌物等多病因作用的多环节、多

步骤的复杂过程, 常伴随着癌基因突变、抑癌

基因缺失以及DNA修复基因的异常表达等. 其
中乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是

导致慢性肝炎、肝硬化和肝癌发生的主要原 
因[1], 在这一过程中涉及多种基因的异常表达. 
生长抑制DNA损伤诱导因子β(growth arrest and 
DNA-damage inducible gene β, GADD45β)是细

胞和DNA损伤的应激基因, 主要调节控制细胞

的增生、监测细胞周期、诱导细胞凋亡、调

控细胞的负性生长等[2]. 目前, 有关GADD45β
在肝癌中的生物学作用和临床价值尚不甚明

了 .  本研究通过应用寡核苷酸基因芯片、反

转录PCR(RT-PCR)及免疫组织化学技术检测

GADD45β在人正常肝、肝硬化、肝癌组织中的

异常表达, 探讨GADD45β在肝癌演进过程中的

作用, 及其与临床病理特征之间的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-03/2006-04收取正常肝组织9例, 肝
硬化组织6例, 肝癌组织15例, 用于寡核苷酸基

因芯片研究; 2007-03/2007-05收取正常肝组织20
例, 肝硬化组织10例, 肝癌组织35例, 用于反转录

PCR及免疫组织化学研究. 肝硬化、肝癌组织标

本HBsAg均阳性, 正常肝组织HBsAg阴性. 疾病

诊断均经病理证实. 标本取出后迅速置于液氮冷

冻, 后转移至-80℃冰箱冻存待用. 标本选取随机, 
均取自河南省人民医院肝脏手术切除组织. 其中

正常肝组织取自肝血管瘤手术切除病变部位的

周围组织, 肝硬化组织取自门脉高压行贲门周围

血管离断术要求行病理检查的肝脏组织, 肝癌组
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织取自肝癌手术切除组织, 所取组织新鲜, 并经

过患者知情同意. 兔抗人GADD45β多克隆抗体

(sc-33172)购自美国Santa Cruz公司, PV-6001羊
抗兔免疫组织化学试剂盒及DAB显色剂均购自

北京中杉金桥生物科技有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 寡核苷酸基因芯片: 总RNA提取, cDNA合

成、芯片杂交和检测, 数据分析, 方法见文献[3].
1.2.2 反转录PCR: (1)抽提总RNA: 用TRIzol试
剂(Qiagen公司)分别抽提正常肝组织、肝硬化

和肝癌组织总RNA. (2)内参基因GAPDH上游引

物: 5'-GTGAAGGTCGGAGTCAAC-3', 下游引

物: 5'-CTCCATGGTGGTGAAGAC-3'; 扩增片

段长度309 bp. 目的基因GADD45β上游引物: 5'
-CAGAAGATGCAGACGGTGAC-3', 下游引物: 
5'-AGGACTGGATGAGCGTGAAG-3'; 扩增片段

长度202 bp. (3)GADD45β-cDNA合成及PCR扩
增: 按RT-PCR试剂盒(Promega公司提供)要求步

骤进行反转录聚合酶链反应. 先合成cDNA, 再
进行PCR. 扩增产物用20 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴

定. (4)扩增产物图像分析: 通过对GADD45β扩

增产物进行扫描和半定量分析, 结果用Syngene 
GeneGenius全自动凝胶成像系统(美国Syngene
公司)检测图像灰度值. 
1.2.3 免疫组织化学: (1)肝癌组织病理分型:  标
本经过HE染色明确诊断并确定病理分型. 肝癌

病理分型参照Edmondson分级, 将肝癌分为4级: 
Ⅰ级: 肿瘤细胞大小一致. 核浆比类似正常肝细

胞, 瘤细胞呈细索状排列; Ⅱ级: 核浆比较Ⅰ级

增大, 瘤细胞呈粗索状或腺管状排列; Ⅲ级: 核
浆比明显失调. 多形性明显, 索状排列紊乱, 无
假腺管或胆栓形成; Ⅳ级: 核浆比严重失调细胞

核大小不一. 胞质量少, 多呈实团状, 索状结构

不明显. 肿瘤分化介于Ⅱ-Ⅲ级或Ⅲ-Ⅳ级之间

者, 分别归入Ⅲ或Ⅳ级. 35例肝癌中, Ⅰ级8例, 
Ⅱ级9例, Ⅲ级12例, Ⅳ级6例. (2)免疫组织化学

检测GADD45β: 肝组织经梯度解冻, 100 g/L的
多聚甲醛固定, 石蜡包埋, 制成4 μm厚的石蜡切

片, HE染色组织学观察. 切片经高压热修复, 采
用免疫组织化学PV法, DAB显色, 苏木素复染, 
无水乙醇脱水, 中性树胶封片. 以0.01 mol/L的
PBS(pH值为7.5)代替第一抗体作为阴性对照, 以
组织中显示棕黄色颗粒为GADD45β表达阳性. 
(3)GADD45β阳性判断标准: 以阳性细胞数≥

10%作为阳性判断标准, 根据阳性细胞百分率分

为阴性(-): 阳性细胞不可见或阳性细胞不足5%; 

www.wjgnet.com

■研发前沿
G A D D 4 5 β 与 其
他蛋白如PCNA, 
p21、核组蛋白、

M T K 1 / M E K K 4
激 酶 以 及 C d k 1
等的相互作用是
多年来研究的热
点 ,  而 近 年 研 究
热点主要集中于
GADD45β参与多
种信号通路如NF-
κB、p38/JNK、

Foxo等的调节, 以
调控细胞负性生
长.

■相关报道
Qiu et al研究发现, 
在肝癌细胞株中
GADD45β呈低表
达, 而在正常肝细
胞株中则无明显
变化. 并通过MSP
方法检测到在肝
癌 组 织 中 存 在
GADD45β高水平
的甲基化, 而高甲
基化状态可能与
GADD45β的低表
达有关.
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弱阳性(+): 阳性细胞散在或为组织细胞的1/3以
下; 中度阳性(++): 阳性细胞呈局灶分布, 占全组

织细胞1/3-2/3; 强阳性(+++): 阳性细胞呈弥漫分

布, 占全组织细胞2/3以上.
统计学处理 应用SPSS10.0进行成组设计资

料的t检验、χ2检验、fisher's精确检验和Kruskal-
wallis非参数检验的统计学处理, 以α = 0.05为检

验水准.

2  结果

2.1 寡核苷酸基因芯片分析 Affymetrix U133 
Plus 2.0基因芯片含19378个已知基因信息, 完
全符合质控标准, 通过对其进行生物信息学对

比分析, 以正常肝组织为对照比较, 筛选出肝硬

化、肝癌差异基因表达谱, 包括原癌基因、抑

癌基因、DNA修复基因、细胞信号传导及细胞

周期相关基因、代谢酶类相关基因、免疫相关

基因、肿瘤相关抗原等. 其中, GADD45β在肝癌

差异基因表达谱中呈现明显下调表达(Ratio值 
= 0.397<0.5), 而在肝硬化中下调表达则不明显

(Ratio值 = 0.955>0.5). 部分肝癌下调表达基因见

表1.
2.2 RT-PCR分析结果

2.2.1 总RNA提取结果: 正常肝组织、肝硬化组

织、肝癌组织总RNA提取结果亦良好, 总RNA
的吸光度A 260/A 280值均在1.9-2.0, 电泳结果证实

已抽提高纯度的RNA(图1). 
2.2.2 PCR扩增结果: GADD45β RT-PCR扩增产

物电泳图谱显示在相当于202 bp处有DNA片段

区带(图2). 内参基因扩增产物显示在309 bp处有

DNA片段区带.
三种组织标本中GADD45β mRNA定性及

统计分析结果见表2. 目的基因和内参基因同

管扩增, 以GAPDH mRNA和GADD45β mRNA
的灰度比值作为统计对象, 进一步行GADD45β 

表  2  正常肝组织、肝硬化组织和肝癌组织中GADD45β 
mRNA的表达

     
分组	                 阴性(n )             阳性(n )

               阳性

			                              表达率(%)

正常肝组织	   4	        16	               80

肝硬化组织	   4	          6	               60a

肝癌组织		  26	          9	               26b

χ2 = 4.114, aP<0.05 vs  肝癌组织; χ2 = 15.128, bP<0.01 vs  正

常肝组织.

表  1  部分肝癌中下调表达的基因

     
UniGene ID			       Gene description				    CL		  Ratio

Hs.75678		 FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B, FOSB		 19q13.32	               0.067 

Hs.110		  solute carrier family 3 member 1, SLC3A1			   2p16.3	                0.102 

Hs.82120		 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2, NR4A2		  2q22-q23               0.198 

Hs.25647		 v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog, FOS	 14q24.3	                0.203 

Hs.534337	 major histocompatibility complex, class II, DR beta 4, HLA-DRB4	 6p21.3	                0.250 

Hs.332053	 serum amyloid A1, SAA1					     11p15.1 	                0.287 

Hs.1395		  early growth response 2, EGR2				    10q21.1	                0.330 

Hs.388674	 heart alpha-kinase, HAK					     18q21.31	               0.354 

Hs.171695	 dual specificity phosphatase 1, DUSP1				    5q34	                0.366 

Hs.414795	 serine (or cysteine) proteinase inhibitor clade E member 1, SERPINE1	 7q21.3-q22            0.379 

Hs.110571	 growth arrest and DNA-damage-inducible, beta  GADD45β		  chr19p13.3             0.397 

Hs.8364		  pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4, PDK4		  7q21.3-q22.1         0.420 

Hs.156637	 Cas-Br-M  ecotropic retroviral transforming sequence c, CBLC	 19q13.2	                0.435 

Hs.177534	 dual specificity phosphatase 10, DUSP10			   1q41	                0.451 

Hs.9914		  follistatin, FST						      5q11.2	                0.456 

Hs.351344	 transmembrane protein 25, TMEM25				    11q23.3	                0.467 

Hs.249441	 WEE1 homolog (S. pombe), WEE1				    11p15.3-p15.1       0.483 

Hs.376206	 Kruppel-like factor 4 (gut), KLF4				    9q31	                0.483 

图  1   总RNA琼
脂糖凝胶电泳图. 
1: 正常肝组织; 2: 

肝硬化组织; 3 : 

肝癌组织.

1              2             3
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18S

■创新盘点
本研究从DNA、

mRNA及蛋白水
平 上 ,  对 正 常 肝
组织、肝硬化组
织、肝癌组织中
GADD45β进行了
全面系统的分析, 
证明GADD45β在
肝癌的发展进程
中呈下调表达趋
势, 并与肝癌的分
化程度密切相关.
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mRNA半定量测定. 与正常肝组织相比, 肝硬化

组织灰度比值没有明显差异(1.047±0.221 vs  
0.940±0.230, t  = 1.032, P >0.05), 肝癌组织中

则明显下降(1.047±0.221 vs  0.607±0.223, t  = 
4.774, P <0.01), 肝硬化与肝癌组织相比, 差异亦

有显著意义(0.940±0.230 vs  0.607±0.223, t  = 
2.898, P <0.05). 
2.3  免疫组织化学分析

2.3.1 GADD45β的阳性表达: GADD45β阳性表

达物呈棕黄色颗粒, 弥散分布于胞质, 少数细胞

出现胞核着色胞膜未见着色, 不同病例的阳性

胞质着色颗粒的大小、分布密度及着色深浅亦

有不同(图3). 统计分析显示, GADD45β在正常

肝组织与肝硬化组织中表达无明显差异, 在肝

癌组织中呈现明显低表达(P <0.05), 且在3种组

织中GADD45β蛋白阳性表达程度有显著差异

(P <0.01).
2.3.2 GADD45β表达强度与肝癌临床病理特征

的关系: 35例肝癌组织中24例缺乏GADD45β表
达, 其中22例为中、低分化肝癌, GADD45β在
高分化肝癌组中的表达明显高于中、低分化组

(P <0.01); 在核分级较高组亦缺乏GADD45β表
达, EdmendsenⅡ、Ⅲ分级中GADD45β表达明

显低于EdmendsenⅠ级(P <0.05). 应用Kruskal-
Wallis非参数检验方法显示, 不同分化程度以及

不同核分级的肝癌组织GADD45β表达强度均有

显著差异(P <0.01, 表4).

3  讨论

肝癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一, 位

表  3  正常肝组织、肝硬化组织和肝癌组织中GADD45β蛋白的表达

     
标本	                     n 	   阳性(%)	                                   

GADD45β表达强度

			 
                                      -	     +	    ++             +++

正常肝组织	 20	     17(85)		    3	     1	     6	     10

肝硬化组织	 10	       7(70)a		   3	     2	     4	       1

肝癌组织		  35	     11(31)b		 24	     7	     3	       1

合计		  65	     35		  30	   10	   13	     12

χ2 = 4.821, aP<0.05, χ2 = 14.615, bP<0.01 vs  肝癌组织; 三组间χ2 = 24.619, P<0.01.

表  4  GADD45β表达强度与肝癌组织分化及核分级的关系

     
分组	                   n 	 阳性(%)	     Fisher's exact                       

GADD45β表达强度

			 
                                                       -	  +	  ++           +++

肝癌组织	               35             11(31.4)			   24	  7	   3	  2

分化程度								      

    高分化	                9               7(77.8)			     2	  3	   3	  1

    中分化	              14               2(14.3)b             0.004	 12	  2	   0	  0

    低分化	              12               2(16.7)b             0.008	 10	  2	   0	  0

Edmendsen分级								      

    Ⅰ		  8               7(87.5)			     1	  3	   3	  1

    Ⅱ		  9               2(22.2)a             0.018	   7	  2	   0	  0

    Ⅲ	               12               1(8.3)a               0.026	 11             1	   0	  0

    Ⅳ		  6               1(17.0)              0.141	   5	  1	   0	  0

aP<0.05 vs  Ⅰ级; bP<0.01 vs  高分化组; χ2 = 13.973, P<0.01肝癌分化程度间比较; χ2 = 17.596, dP<0.01肝

癌各核分级间比较.

图  2  GADD45β mRNA阳性表达RT-PCR产物电泳图. 1: 100 

bp DNA ladder(100-600 bp); 202 bp处为GADD45β扩增条带; 

309 bp处为内参基因扩增条带; 2: 正常肝组织; 3: 肝硬化组

织; 4: 肝癌组织.

1        2         3        2        4        4

309 bp
202 bp
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■应用要点
G A D D 4 5 β 在 肝
癌的发生发展中
起到相当重要的
作用, GADD45β
可以作为肝癌早
期 诊 断 的 一 个
候 选 基 因 ,  研 究
GADD45β下调表
达的分子机制, 有
望为肝癌提供一
种潜在的靶向分
子治疗途径.
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居全球恶性肿瘤发病率第5位[4], 死因第3位; 其
发病率和死亡率有逐年上升趋势 .  肝脏是机

体重要的解毒器官, 肝细胞承受着来自化学物

质、病毒感染及代谢废物的负荷, 很容易出现

细胞增殖恶变, 虽然有关肝癌的发病机制研究

取得了一些进展, 但有关DNA损伤及修复问题

仍然有待进一步阐明.  
GADD45是细胞和DNA损伤的应激基因, 

与DNA损伤修复有重要相关, GADD45基因家

族是P53、BRCA1调控的下游基因, 现已发现

GADD45α, GADD45β/MYD118, GADD45γ/
OIG37/CR6/GRP17三个成员, 能够在多种DNA
损伤因素包括电离辐射、紫外线、甲基甲磺

酸(MMS)、羟基脲等作用下, 随着DNA修复途

径的启动而诱导产生. GADD45β基因最初是

通过I L-6对小鼠髓样细胞性白血病的细胞株

M1终末分化诱导后所产生的髓样分化反应基 
因[5], GADD45β具有GADD45基因家族的共有功

能, 即主要调节控制细胞的增生、监测细胞周

期、诱导细胞凋亡、调控细胞的负性生长[2]. 研
究发现GADD45β编码的核蛋白能与其他蛋白如

PCNA, p21、核组蛋白、MTK1/MEKK4激酶以

及Cdk1等相互作用[6-7], 并参与多种信号通路的

调节, 在NF-κB[8-9]、p38/JNK[10-11]、Foxo[12]等的

通路中发挥作用, 通过信号通路间的交叉对话

(cross talk)行使生物学功能, 参与DNA的损伤修

复, 实现其负性生长调节. 
我们应用含有19 378个已知基因的寡核苷

酸芯片筛选出肝硬化及肝癌差异基因表达谱, 
从中发现GADD45β在肝癌组织中是一个明显

低表达基因. 通过GADD45β mRNA定性、半

定量以及蛋白测定证明正常肝与肝硬化组织

中GADD45β表达阳性率无明显差异, 肝癌组织

GADD45β表达明显降低(P <0.05); 且其表达与

肝癌的多种临床病理学特征相关(P <0.05): 高分

化组GADD45β蛋白表达明显强于中、低分化

组; EdmendsenⅠ级肝癌组织GADD45β蛋白表

达较强; 核分级程度越高, GADD45β蛋白表达越

弱. GADD45β的表达有随肿瘤分化程度降低和

核分级增高而降低的趋势. RT-PCR和免疫组织

化学二者相互印证, 并与基因芯片结果一致. 因
此, GADD45β是与肝癌基因DNA损伤修复有着

密切联系的特异分子标志, 与肝癌的发生发展

密切相关. 
本研究从mRNA及蛋白水平上, 对正常肝

组织、肝硬化组织、肝癌组织中GADD45β进

行了全面系统的分析, 证明GADD45β在肝癌的

发展进程中呈下调表达趋势, 并与肝癌的分化

程度有密切的关系. Qiu et al [13]利用基因芯片、

定量PCR等多种实验方法研究发现, 在人类肝

癌细胞株HepG2和Hep3B中GADD45β中低表

达, 而在正常人肝细胞株CL-48中表达水平没有

明显变化, 在结肠癌、乳腺癌、前列腺癌、鳞

状细胞癌、淋巴瘤和平滑肌肉瘤等其他肿瘤中, 
GADD45β也无明显变化. 这与本研究结果基本

相符, 说明GADD45β在肝癌中呈特异性缺失. 
GADD45β是一个损伤修复因子, 参与监测细胞

周期和诱导凋亡, 其低表达意味着损伤修复功

能的缺陷, 以及随之而来的对细胞生长不利的

反常转录调节, 随着损伤修复缺陷的累积, 癌基

因的高表达, 将会导致细胞增殖恶变. 
Qiu et al [14]通过MSP(methylation-specific 

P C R )方法 ,  检测到在肝细胞癌组织中存在

图  3  肝组织GADD45b阳性细胞(×200). A: 正常肝组织; B: 

肝硬化组织; C: 肝癌组织.

A

B

C

■名词解释
D N A 甲 基 化
(methylation): 哺
乳动物基因组中
5%的C为甲基化
(m C) ,  mC主要
存在于CpG二核
苷 酸 中 ;  C p G 二
核苷酸序列常成
簇聚集并零散地
分布于人基因组
中 ,  形 成 C p G 岛
(CpG islands), 人
基因组中约每10 
kb就有一个CpG
岛, CpG岛常与基
因相连(可作为寻
找 基 因 的 标 记 ) . 
DNA甲基化有转
录抑制作用, 基因
表达与甲基化呈
负相关.
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GADD45β高水平的甲基化, 而在CL-48正常细

胞株中甲基化则不甚明显. 在GADD45β启动子

区富含CpG岛, 存在高水平的甲基化, 而基因表

达与甲基化呈负相关, 此高甲基化状态可能与

GADD45β的低表达有关. DNA甲基化是一种

酶相关性化学修饰, 多发生在CpG二核苷酸中, 
GADD45β基因启动子区的甲基化会影响转录因

子的结合, 从而影响基因的正常转录, 导致正常

基因表达抑制. 富含CpG岛的区域高甲基化可能

会导致肿瘤发生过程中特异基因的失活[15], 甲
基化状态异常在肿瘤发展中的作用已受到日益

广泛的重视, 这种异常主要包括抑癌基因高甲

基化和癌基因的低甲基化, 前者使抑癌基因表

达受到抑制, 而后者则使癌基因表达上调. 作为

抑癌基因, GADD45β的高甲基化显然也于肝癌

的发生发展相关, 这也是我们下一步要研究的

问题之一. 此外, 许多研究表明, 细胞内信息传

递中的某些障碍与肿瘤发生有关, 这些控制细

胞增殖、分化的信息传递通路中某一环节的异

常都可以引起细胞生长失控, 最终导致肿瘤形 
成[10]. GADD45β参与多种信号通路的调节, 其表

达缺失, 很可能会造成信号通路异常, 扰乱正常

的细胞周期和细胞凋亡, 从而导致肿瘤发生. 
本研究提示GADD45β在肝癌的发生发展中

起到相当重要的作用, GADD45β可以作为肝癌

早期诊断的一个候选基因, 研究GADD45β下调

表达的分子机制, 有望为肝癌提供一种潜在的

靶向分子治疗途径.
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Abstract
AIM: To investigate the risk factors, prevention 
and treatment of needle-tract bleeding after 
percutaneous image-guided radiofrequency 
ablation (PRFA) for hepatocellular carcinoma 
(HCC).

METHODS: A total of 1567 patients with liver 
cancer received PRFA therapy for 2035 sessions 
between December, 1999 and October, 2007. The 
data of patients suffered from needle-tract bleed-
ing were recorded.

RESULTS: Needle-tract bleeding developed 
in 21 patients, who firstly received medicine 
therapy to control bleeding. Of 6 patients only 
used medicine therapy, 4 cases were successful 
and 2 cases died. In the other 15 patients, 3 cases 

directly received surgery and 12 cases received 
transcatheter embolization. Thirteen patients 
were treated successfully and 2 cases died. The 
rate of success for controlling bleeding was 
81.0% (17/21), and the rate of bleeding-induced 
death was 19.0% (4/21). The rate of needle-tract 
bleeding significantly correlated with the degree 
of liver cirrhosis, lower platelet count, obvious 
prolongation of prothrombin time and subcap-
sular HCC (OR = 4.33, 6.31, 7.66, 7.91; P = 0.008, 
0.32, 0.000, 0.027).

CONCLUSION: This study demonstrates that 
obvious prolongation of prothrombin time, low-
er platelet count, subcapsular HCC and pattern 
of RF needle electrode influence the needle-tract 
bleeding after PRFA for HCC. The most effective 
method to control the bleeding is transcatheter 
embolization.

Key Words: Radiofrequency ablation; Hepatocellu-
lar carcinoma; Needle-tract bleeding; Prevention

Zhai B, Xu AM, Sheng YH, Liu S, Li XY, Chen Y. 
Prevention and treatment of needle-tract bleeding after 
percutaneous radiofrequency ablation for liver cancer: an 
analysis of 21 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(21): 2423-2427

摘要
目的: 探讨肝脏肿瘤射频消融后针道出血的
影响因素、预防和处理方法. 

方法: 回顾性总结1999-12/2007-10我院1567
例肝癌患者2035次射频消融治疗资料, 分析射
频消融后21例针道出血的原因. 

结果: 21例针道出血患者中, 6例仅接受内科
药物止血, 4例成功, 2例死亡. 其余15例内科
药物止血无效后3例直接行剖腹探查, 均成功
止血; 12例经股动脉穿刺行肝动脉造影, 共13
例存活, 2例死亡. 治疗成功率81.0%(17/21), 
出血所致死亡率19.0%(4/21). 射频前肝硬化
重、血小板低于正常、P T明显延长以及位
于包膜下者更容易发生射频后针道出血(OR  
= 4.33, 6.31, 7.66, 7.91; P = 0.008, 0.32, 0.000, 
0.027).
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■背景资料
目前, 射频消融等
局部微创治疗某
种程度上已成为
原发性肝癌(尤其
是小肝癌)患者外
科手术的良好补
充和替代. 射频消
融治疗疗效好、

创伤小、并发症
少 而 轻 .  尽 管 如
此, 射频消融后仍
常发生一些较严
重并发症, 如针道
出血.

■同行评议者
钱林学, 教授, 首
都医科大学附属
北京友谊医院



结论:  对于存在严重肝硬化、凝血机制障
碍、位于包膜下等针道出血高危因素者应严
格把握适应证, 射频后密切观察病情. DSA下
血管封堵或外科手术止血是伴有肝硬化患者
射频消融后针道出血安全而有效的方法. 

关键词: 射频消融; 肝癌; 针道出血; 预防
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0  引言

近年来, 随着射频消融在肿瘤治疗中的广泛应

用, 有关术后并发症的报道越来越多. 由于射频

消融后针道出血等严重并发症可导致患者死

亡, 因此其预防和治疗非常重要. 目前对肝脏

肿瘤射频后针道出血的研究还比较肤浅, 大都

限于简单的病例报道, 未能对其影响因素及预

防和处理措施进行系统探讨[1]. 鉴于此, 我们总

结1999-12/2007-12我院1567例肝癌患者实施的

2035次射频消融的治疗资料, 分析21例射频消

融后针道出血患者的发生原因, 并总结预防和

处理射频后出血的经验和教训. 

1  材料和方法

1.1 材料 1999-12/2007-12我院射频消融治疗

肝癌患者1567例, 年龄9-84(平均53.7±4.2)岁. 
先后或分别采用了R F2000型射频消融系统

(Radiotheropeutic Corp, USA)、cool-tip射频消融

系统(Valleylab Corp, USA)和HITT注水射频消融

系统(Berchtold Corp, German). 不同射频消融系

统配备相应射频电极针.
1.2 方法 3例为腹腔镜下穿刺, 25例经开腹途径, 
5例采用CT引导下的经皮穿刺, 其余病例均采

用B超引导下的经皮途径. 麻醉主要采用局麻

(必要时加静脉麻醉剂), 肿瘤较多、较大者可采

用硬膜外麻醉, 极少数患者采用全麻. 麻醉前30 
min静脉推注止血药和止吐药. 取下列10个指标

作为可能影响消融后针道出血的因素: 性别、

年龄、肝硬化程度、 血小板数量、凝血酶原时

间、肿瘤大小、肿瘤部位、肿瘤数目、射频次

数以及应用的射频针类型. 
统计学处理 采用SPSS14.0软件统计, 配对

资料应用χ2检验行单因素分析, 有统计学意义者

进一步行Logistic多因素回归分析. P <0.05定义

为相差显著.
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2  结果

1567例肝癌患者实施2035次射频消融治疗, 其
中单次消融1221例, 消融2次以上346例. 原发性

肝癌1203例1531次, 转移性肝癌364例504次. 肿
瘤单发者1087例1447次, 多发者480例588次, 共
消融肿瘤4245个肿瘤最大直径0.6-9.3(平均4.6±
0.63) cm, 患者详细资料见表1. 
2.1 射频消融后出血的一般概况 2035次射频消

融后共有23例患者发生出血, 其中胃底食管下

段曲张静脉破裂出血2例, 与穿刺损伤有关的针

道出血21例(胆道出血3例, 腹腔内出血18例). 射
频消融后出血总发生率为1.13%(21/2035), 针
道出血发生率1.03%(21/2035). 21例针道出血

患者经治疗后17例恢复, 4例死亡, 治疗成功率

81.0%(17/21), 出血后死亡率为19%(4/21). 与针

道出血有关的患者死亡率为0.19%(4/2035).
2.2 针道出血的相关因素 对引起射频后针道

出血的可能因素统计分析表明, 射频前肝功能

差、血小板低于正常、PT明显延长、位于包膜

下及使用注水式射频电极者更容易发生射频后

针道出血(分别为P  = 0.029, 0.028, 0.003, 0.013
和0.009, 表1). 将上述5个影响因素进一步行Lo-
gistic多因素回归分析, 显示血小板数量, 凝血酶

原时间、肝硬化程度和肿瘤部位为射频消融后

针道出血的独立危险因素, 分别为血小板数量

(r  = 6.31, P  = 0.032), 凝血酶原时间(r  = 7.66, P  = 
0.000), 肝硬化程度(r  = 4.33, P  = 0.008)及肿瘤部

位(r  = 7.91, P  = 0.027, 表2).
2.3 针道出血的处理及结果 3例胆道出血患者首

先接受内科处理, 1例出血较轻者成功止血. 另2
例患者内科理后仍反复出现鲜血便, 生命体征

不稳, 即行经股动脉肝动脉穿刺造影, 1例证实

为消融灶内动脉血管破裂, 予明胶海绵封堵后

成功止血; 另1例考虑小静脉破裂出血, 继续保

守处理后止血. 18例腹腔内出血中, 5例因各种

原因仅接受内科保守处理, 3例出血量程度较轻, 
内科处理后成功止血; 2例肝硬化程度较重, 出
血迅猛, 保守治疗后生命体征极差, 合并多脏器

功能衰竭死亡. 18例腹腔出血中的3例内科处理

后未能止血, 直接行剖腹探查, 2例缝扎止血, 1
例局部病灶切除, 均恢复. 18例腹腔出血中的10
例内科处理无效后首先经股动脉穿刺行肝动脉

造影, 8例发现消融灶内动脉破裂点和/或针道出

血点, 给予明胶海绵封堵后成功止血, 1例再次

出血死亡; 其余2例DSA下未见明显出血点, 即
行剖腹探查, 1例发现出血位于膈下腹壁壁层, 
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■创新盘点
本文通过总结21
例射频消融后发
生针道出血的原
发性或继发性肝
癌患者的治疗资
料, 较系统地探讨
了发生射频消融
后针道出血的影
响因素、预防和
处理方法.
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系穿刺损伤静脉所致, 给予缝扎后止血, 另1例
仍未找到出血部位术后2 d死亡.
2.4 射频消融后针道出血的处理原则 通过21例
射频后针道出血患者的处理, 初步总结射频消

融后针道出血的止血方式选择和后续处理原则

(图1).

3  讨论

既往报道, 肝癌射频消融后出血的发生率约在

0%-3.58%之间[2-11]. 这可能与3个因素有关: (1)不
同报道中病例数量各异; (2)未将原发性肝癌与

转移性肝癌分别考察; (3)未将针道出血和非针

道出血区别统计. 总结既往报道及我们的资料, 
肝癌射频消融后出血可分为2种类型: 非针道出

血和针道出血. 前者主要是胃底食管下段曲张

静脉破裂出血, 后者最常见的有腹腔内出血和

胆道出血. 针道出血构成了射频消融后出血的

主体(本研究占91.3%, 21/23). 
转移性肝癌极少存在肝硬化, 肝组织结构

正常, 自限性止血能力较强, 射频后出血均为射

频针损伤针道血管(多为较粗血管)所致. 原发性

肝癌大多伴有不同程度肝硬化, 射频后出血有2
种情况: (1)长期门脉高压形成胃底食管下段静

脉曲张, 射频消融直接刺激或术后呕吐等反应

诱发曲张静脉破裂出血; (2)肝硬化后凝血因子

合成障碍、肝组织弹性减退、脾功能亢进致血

小板减少等因素, 使肝脏血管损伤破裂后自限

性止血能力减退或丧失, 穿刺中即使损伤较细

血管也更易发生针道出血. 我们的研究也证实

了上述推断. 排除射频的操作因素, 血小板明显

表  1  射频消融后针道出血患者的临床资料

     
项目                                                                     n                   出血患者          出血率(%)            c2                P 值

性别		  男		  1420	            16		 1.13	     0.406          0.524

		  女		    615	              5		 0.81

年龄		  >60		    489	              7		 1.43	     0.983          0.321

		  <60		  1546	            14		 0.91

肝功能分级	 A		  1840	            15		 0.82	     8.497          0.004

		  B		    195	              6		 3.08

肿瘤类型		  原发性		  1567	            17		 1.08	     0.183          0.669

		  继发性		    468	              4		 0.85

血小板数量	 正常		    872	              4		 0.46	     4.816          0.028

		  异常		  1163	            17		 1.47

PT		  正常		    955	              3		 0.32	     8.901          0.003

		  异常		  1080	            18		 1.67

肿瘤大小(cm)	 <3		  2874	            15		 0.52	     0.440          0.802

		  3-5		  1296	              6		 0.46

		  >5		      75	              0		 0.00

肿瘤部位		  肝实质内		  1161	              9		 0.78	   12.737          0.013

		  空腔脏器附近	   213	              2		 0.94

		  肝门部		    371	              2		 0.54

		  包膜下		    203	              7		 3.45

		  膈顶部		      87	              1		 1.15

肿瘤数目		  单发		  1447	            14             	 0.97	     0.199          0.655

		  多发		    588	              7		 1.19

射频次数		  首次		  1221	            15		 1.23	     1.132          0.287

		  再次		    814	              6		 0.74

射频消融系统	 Cool-tip		    146	              1		 0.68	     9.446          0.009

		  RF2000		  1475	            10		 0.68

		  HITT		    414	            10		 2.42

表  2  射频消融后针道出血的多因素Logistic回归分析

项目                              OR                   P 值              95% CI

血小板数量	 6.31	    0.032	     6.72-11.23

凝血酶原时间	 7.66	    0.000	     6.50-10.27

肿瘤部位		  7.91	    0.027	     3.82-12.56

肝硬化		  4.33	    0.008	     3.03-8.37

■应用要点
本研究总结了肝
癌射频消融后发
生针道出血的相
关因素分别为严
重肝硬化、凝血
机制障碍和肿瘤
位于包膜下等. 针
道出血高危因素
者应严格把握适
应证, 射频后密切
观察病情, DSA下
血管封堵或外科
手术止血是伴有
肝硬化患者射频
消融后针道出血
安全而有效的方
法, 应作为止血的
首选. 对于存在较
严重肝硬化者切
忌过度依赖药物
止血.
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低于正常、PT明显延长的肝癌患者发生针道出

血的可能性远高于血小板正常或轻度降低以及

PT值正常或轻度延长者. 
然而本研究结果发现, 原发性和继发性肝

癌射频后针道出血的总体发生率并无明显差异, 
但从肝功能分级角度统计分析, Child-Pugh A级

患者射频后针道出血风险显著低于B级. 这一

看似矛盾的结果可能是由于下列原因: 继发性

肝癌均为Child-Pugh A级, 原发性肝癌则包括了

Child-Pugh A级和B级两种情况, 但以A级为主, 
因此将原发与继发性肝癌放在一起讨论与按照

肝功能分级进行讨论可能会得出不同的结果. 
然而由我们的结果至少可以推断出两个论断: 
(1)存在明显肝硬化(Child-Pugh B级)的原发性肝

癌患者比没有肝硬化的继发性肝癌或肝硬化较

轻(Child-Pugh A级)的原发性肝癌更容易发生射

频后针道出血. (2)在同等熟炼程度穿刺操作下, 
与肝硬化程度有关的凝血机制障碍(PT值和血

小板数量异常)又是针道出血的重要决定因素.  
肝癌外科切除后腹腔出血较常见, 术中血

管结扎不牢是最常见原因之一[12-13]. 与之相似, 
穿刺道血管损伤破裂也是射频后针道出血的先

决条件, 因此只有提高操作技术才是预防针道

出血的最根本环节. 另外, 本研究证实肝硬化程

度、凝血机制障碍及肿瘤部位(位于包膜下, 尤
其外生性生长者)是射频后针道出血的非操作

性影响因素, 因此最大限度预防射频消融后针

道出血必须重点注意以下几点: (1)熟悉肝脏解

剖, 穿刺中必须避开较粗血管. 穿刺要尽量一步

到位, 减少因反复穿刺带来的血管破裂风险. (2)
肝硬化过重、PT过长者应通过保肝、注射维生

素K1等处理, 使PT至少降至16 s以内, 并且射频

前后应用凝血酶原复合物. 对于血小板过低者, 
可通过药物或输用血小板, 使之至少达到4万以 
上[14-18]. (3)位于包膜下、尤其突出于包膜以外

(外生性生长)的肝癌, 必须选择合理的穿刺路线. 
切忌透过腹壁直接肿瘤穿刺, 最好到达肿瘤前

有一段正常的非瘤性组织穿刺道. (4)射频消融

后必须烧灼针道后拔针. (5)存在较明显凝血机

制障碍者可经针道填塞明胶海绵等止血物. 
相比转移性肝癌, 伴有较严重肝硬化的原

发性肝癌患者对针道大量出血打击的耐受力明

显较弱, 出血后处理面临的矛盾较多, 对止血方

式的选择限制更大. 大量输液、输血和药物应

用等抢救措施往往进一步加重肝脏损害, 甚至

诱发多脏器功能衰竭, 即使出血能够控制, 后续

恢复也存在更多变数, 死亡风险更大. 本研究中4
例死亡病例即为肝硬化较重的原发性肝癌患者. 

对伴有严重肝硬化的原发性肝癌患者, 我
们重点强调以下几个方面: (1)射频前存在凝血

机制障碍者, 射频后必须密切观察病情变化, 尤
其对脉搏的监测. 如高度怀疑发生针道出血, 应
急查血常规和腹部B超; 如腹腔出现积液, 应立

即腹腔穿刺. (2)确诊发生腹腔出血后, 无论出

血量多少均应快速备血并行深静脉穿刺置管. 
(3)由于较粗血管破裂, 尤其伴有肝硬化的针道

出血通常难以经药物控制, 因此如内科处理效

果不佳, 应当机立断行肝动脉造影、DSA下封

堵止血. 这是效果最好、损伤最轻、最适合肝

硬化较重患者的处理方法, 其疗效已被我们及

Carrafiello et al [4]所证实. (4)如DSA下止血未果, 
继续保守处理仍无效, 则应尽快开腹行缝扎止

血或病灶切除. 有人担心伴有肝硬化情况下开

腹手术风险太大, 因而很难下此决心. 其实此类

■同行评价
本文实用性尚可, 
内容条理分明, 具
有一定的学术价
值.
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图  1  肝癌射频消融后出血处理方式选择原则.
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患者完全能够承受开腹血管缝扎止血或局灶切

除(而不是大块肝切除), 况且其他方式止血无效

后患者注定会发生死亡, 外科止血尚有一线生

机. 明知保守治疗生机渺茫还机械等待奇迹出

现的做法是不负责任也不可取的. 我们有2例出

血患者即因前怕狼后怕虎, 延误了最佳时机而

最终死亡, 教训深刻. (5)出血控制、患者生命指

征稳定后应尽早开始后续处理. 比如利尿以减

轻心脏负担, 控制腹水形成, 保护肝肾功能等. 
同时必须严密观察肝功能、电解质、血气和肾

功能变化, 防止酸碱平衡紊乱、肝肾综合征及

多脏器功能衰竭的发生. 
总之, 预防肝癌射频消融后针道出血的关键

在于严格把握适应证, 而出血后处理的关键在

于快速判断、把握时机. 值得强调的是, 射频消

融仅是肿瘤治疗的一个选项而已, 并非唯一选

择, 必须时刻把安全放在第一位. 
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Abstract
AIM: To analyze the mutation of protease 
serine 1 (PRSS1) gene in patients with chronic 
pancreatitis (CP).

METHODS: The general data of one female CP 
patient were collected, and the PRSS1 gene were 
amplified using polymerase chain reaction (PCR) 
and then sequenced. Meanwhile, the related lit-
eratures were retrospectively analyzed in order 
to investigate the pathogenic mechanism.  

RESULTS: We found c.369 C→T mutation in 
exon 3 of PRSS1 gene and this mutation resulted 
in an amino change (p.141 Ala→Pho). There was 

no difference in the enzyme spectrum (AMY, 
LIPA and CRP) between this female patient and 
general CP patients.  

CONCLUSION: The mutation of c.369 C→T in 
PRSS1 gene may be related to CP. 

Key Words: Protease serine 1; Mutation; Pancreati-
tis

Gao F, Xiao X, Zhuang ZH, Liu QC. Clinical and 
molecular characteristics of pancreatitis patients with 
novel mutation of protease serine 1 gene. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(21): 2428-2430

摘要
目的: 分析1例胰蛋白酶原基因新突变慢性胰
腺炎患者的分子生物学特征.  

方法: 收集患者的一般资料, 并对胰腺炎易
感基因-胰蛋白酶原基因(protease serine 1, 
PRSS1)进行PCR扩增, 纯化后直接测序. 进行
文献回顾, 初步分析其发病原因.  

结果: 慢性胰腺炎患者的胰蛋白酶原基因3号
外显子区存在c.369C→T突变为杂合性突变, 
造成p.141 Ala→Pho. 携带胰蛋白酶原基因突
变的胰腺炎患者与普通的胰腺炎患者具有一
样的胰腺酶谱规律. 

结论: PRSS1基因3号外显子的c.369C→T杂合
性突变与胰腺炎有关. 

关键词: 胰蛋白酶原基因; 突变; 胰腺炎
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0  引言

胰腺炎近年来发病率呈上升趋势[1], 发病率为

10-70/10万人, 其中重症胰腺炎(severe acute 
pancreatitis, SAP)病死率可高达15%-20%[2], 严重

®

■背景资料
胰腺炎是一种危
害人类健康的常
见 疾 病 ,  近 几 年
来发病率呈上升
趋势, 其个体易感
性与基因的遗传
多态性有关, 而且
基因遗传多态影
响着病情的发展. 
胰蛋白酶原基因
(PRSS1)是目前少
数明确与胰腺炎
发病相关的基因
之一.

■同行评议者
李 淑 德 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军第二军医大学
长海医院消化内
科 
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威胁我国人民的健康. 西方及亚太大多数国家

的胰腺炎与嗜酒有关, 而在我国是以胆道疾病

为主要原因, 其他病因有胰酶自身消化、细菌

感染、白细胞过度激活和血循环障碍等. 随着

研究的进展, 基因遗传背景在胰腺炎病因中的

作用日益受到人们的关注, 基于此我们对胰腺

炎患者的胰蛋白酶原基因进行全长测序, 发现1
例胰蛋白酶原基因新突变位点的慢性胰腺炎病

例, 现报道如下[7-9].

1  材料和方法

1.1 材料 患者, 女, 22岁, 以“持续性腹痛, 进食

后加剧”为主诉收治入院. 胰腺炎的诊断标准: 
(1)上腹痛反复发作、胰区有压痛或触及包块、

胰腺功能检查、胰腺影像学检查有阳性发现者;  
(2)有明显的胰腺钙化灶或结石; (3)有胰腺组织

学变化. 
1.2 方法 
1.2.1 DNA提取: 知情同意后, 取胰腺炎患者

和三例健康人的外周血2 mL, EDTA抗凝. 用
Biosping公司生产的试剂盒提取DNA, 按使用

说明书操作.  
1.2.2 PCR引物及PCR反应: 采用自行设计的引

物上游引物5'-GGTCCTGGGTCTCATACCTT-3', 
下游引物5'-GGGTAGGAGGCTTCACACTT-3',  
PCR反应体积为50 μL, 含1 μL样品DNA, 上游引

物0.4 μL,下游引物0.4 μL, 1 μL dNTP, 10×PCR
缓冲液5 μL, 4 μL Mg2+, 1 U Tag酶, 在PE9700
热循环仪上94 ℃ 5 min预变性后, 94℃ 5 min→
94℃ 1 min→52℃ 1 min→72℃ 1 min→72℃ 7 
min, 循环30次.  
1.2.3 PCR产物纯化和回收: 使用Tiangen公司胶

回收试剂盒, 按使用说明操作, 回收产物.
1.2.4 测序: PCR产物直接测序由上海生工生物

技术服务有限公司完成. 
1.2.5  临床资料收集: 收集该胰腺炎患者不同时

期血糖(GLU), 急性时相反应蛋白(CRP), 血淀粉

酶(AMY), 血脂肪酶(LIPA), 甘油三酯(TG), 糖类

抗原(CA19-9). 记录其他临床一般资料(年龄、

性别、发病年龄、病程、并发症及治疗情况). 

2  结果

2.1 DNA序列分析 对PCR产物进行DNA测序. 结
果与NCBI网站上公布的PRSSI DNA标准序列

(GI: 1616765)比对, 证实PRSS1基因3号外显子

存在c.369 C→T杂合性突变(图1). 

2.2 临床资料 患者的血糖、TG、Ca19-9水平未

见明显升高; 血清脂肪酶、血清(尿)淀粉酶、

CRP均为反应炎症的指标, 同时增高可反应炎症

加剧. 其病后7 h血淀粉酶迅速增高, 6 d恢复正常, 
尿淀粉酶升高较晚, 下降缓慢, 持续2 wk(图2). 

3  讨论

PRSS1基因位于7号染色体长臂3区5段(7q35), 
1996年Whitcomb et al [3-5]发现, 遗传性慢性胰腺

炎是由于第7染色体长臂上的阳离子胰蛋白酶

原基因的突变; 阳离子胰蛋白酶原所起的作用

是水解食物中含有赖-精氨酸残基的蛋白质, 同
时他在激活、灭活其他消化酶的过程中起关键

作用[6]. 目前, 已有一些胰蛋白酶原基因突变的

报告, 其中R122H突变最常见[1]. 基于此我们对

该胰腺炎患者的胰蛋白酶原基因进行检测发现

PRSS1基因3号外显子存在c.369 C→T杂合性突

变, 由于氨基酸的转变, 改变了胰蛋白酶原基因

上Ca2+的结合位点, 胰蛋白酶原受Ca2+激活成胰

蛋白酶, 胰腺中含有的Ca2+可使胰蛋白酶原激活

而导致胰腺的自身消化, 引发胰腺炎. 
胆囊结石、酒精、高脂血症、ERCP、创伤

等多种原因可导致急性胰腺炎. 目前TG升高引

起的SAP有上升趋势, 亚特兰大急性型胰腺炎临

床诊断及分级标准(1992)中的重症胰腺炎[10-11], 
发病72 h内, TG高于6.8 mmol/L, 排除其他病因诊

GLU
TG
血清淀粉酶
血清脂肪酶
Ca19-9
CRP
尿淀粉酶

2500

2000

1500

1000

500

0
1          2        3          4         5        6        7

胰腺炎相关酶谱IU

t /d

图  2  胰腺炎患者的临床资料.

图  1  胰蛋白酶原基因3号外显子c.369C>T突变. A: 突变; B: 

正常基因序列.

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

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

■相关报道
国外大量的研究
已证明遗传性胰
腺炎和特发性胰
腺炎患者中存在
PRSS1基因突变
热点, 国内近年来
也陆续有人发现
PRSS1基因突变
的遗传性胰腺炎
家系. 
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■同行评价
国内这方面的研
究尚不多, 本研究
处国内领先水平, 
不足之处为仅观
察1例患者.

断为高脂血症性重症胰腺炎. 该患者的TG略增

高, 可以排除高脂血症性胰腺炎. 感染性胰腺炎: 
急性胰腺炎继发于急性传染性疾病者多数较轻, 
随感染痊愈而自行消退, 如传染性单核细胞增

多症、细菌感染、急性流行性腮腺炎和肺炎衣

原体感染等. 常可伴有特异性抗体浓度升高, 和
白细胞增高. 该患者特异性抗体浓度正常, 且病

情较重, 故可排除感染性胰腺炎. 酒精性胰腺炎: 
由于胰岛周围的小静脉被纤维化的组织压迫, 
胰岛分泌的胰岛素不能进入血液循环, 可发生

糖尿病. 该患者血糖浓度略高或正常, 且无酗酒

史, 故可排除酒精性胰腺炎. 
PRSS1基因突变与胰腺炎发病的关联, 目前

已受到国际胰腺病学专家的一致认可, 据可查

文献显示约有150个胰蛋白酶原基因突变的胰

腺炎家系被报道, 而散发病例目前已超过400例, 
其中在欧美主要是以PRSS1基因的2号和3号外

显子突变为主[12-14], 在蒙古利亚人种(特别是汉

族人)最近的研究表明其突变热点与国外文献报

道存在较大差异, 主要是以杂合性突变为主. 对
胰腺炎基因易感的研究, 将为急、慢性胰腺炎

的治疗带来新的线索. 
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Abstract
AIM: To assess the practical usefulness and 
diagnostic yield of capsule endoscopy among 
healthy individuals.

METHODS: We retrospectively collected and an-
alyzed the clinical data of 114 healthy individuals 
receiving capsule endoscopy examinations in our 
hospital from March 2002 to October 2007.

RESULTS: The ratio of successful examination 
was 99.12% (113/114). Sixty individuals (53.10%) 
were found with small intestinal diseases of dif-
ferent properties. Forty-three individuals were 
diagnosed with one kind of small intestinal le-
sions, 10 with 2 kinds of intestinal lesions, and 7 
with 3 kinds of intestinal lesions. Of the 113 in-
dividuals, 17 didn’t need medical management, 
13 needed following up, other examinations or 
medical interference if necessary, and 30 needed 
drug interference and following up.

CONCLUSION: Capsule endoscopy can be an 

alternative modality for diagnosing and screen-
ing intestinal diseases, and it is useful for early 
diagnosis and treatment of small intestinal le-
sions in asymptomatic people.

Key Words: Capsule endoscopy; Small intestine; 
Health care
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摘要
目的: 了解胶囊内镜在健康人群中的使用价值. 

方法: 对2002-04/2007-12在我科进行胶囊内
镜检查的114例健康体检者临床病例资料进行
回顾性分析. 

结果: 检查成功率为99.12%. 53.10%(60/113)
的健康体检者检出各种不同性质的小肠病变, 
其中, 检出1种病变者43例、2种病变10例、3
种病变7例. 检出的病变中, 不需医疗处置者占
17例, 需随访监测、必要时进行其他检查或医
疗干预者13例, 需要进行药物干预治疗并随访
者30例.

结论: 胶囊内镜是一种有效的小肠疾病筛查
和诊断方法, 其在无症状人群中的应用有助于
亚临床病变的早期检出, 为小肠疾病的预防和
早期治疗提供有力支持.

关键词: 胶囊内镜; 体检; 小肠疾病
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0  引言

“早诊早治”是疾病预防的最终目的, 其实现

的最佳手段是定期体格检查或人群筛查. 小肠

是消化系疾病发生率较低的器官, 缺乏无创、

高效的临床检查方法, 因此, 小肠疾病的早期诊

断并未受到很好的重视, 针对小肠体检的方法
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■背景资料
胶囊内镜是进行
小肠疾病诊断和
筛查的首选方法. 
提高胶囊内镜诊
断准确度是消化
界不断寻求突破
的 重 点 .  与 此 同
时, 拓展胶囊内镜
使用范围也渐进
入人们视线. 但由
于消化界对健康
人群中隐藏的亚
临床小肠疾病分
布情况不明了, 因
而在亚临床或体
检人群中推广使
用胶囊内镜一直
饱受争议.

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科; 
高峰, 副教授, 新
疆维吾尔自治区
人民医院消化科



也一直未得到建立. 胶囊内镜的临床应用优越

性显示, 他可为我们提供一种很好的小肠疾病

筛查方法[1], 尤其重要的是, 确有一批健康体检

者具有选择胶囊内镜检查作为体检项目的主观

要求. 我们在胶囊内镜运用于小肠体检方面进

行了5年的探索, 获得了一些具有积极意义的经

验, 现总结报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 2002-04/2007-12我科进行体格检查、无

明显消化系症状、主动提出胶囊内镜检查并签

订知情同意书、顺利接受该项检查者114例, 男
性100例, 女性14例, 年龄36-86(平均年龄为54.38
±1.57)岁. 入选条件为消化系结构完整(即未进

行消化系相关手术)、临床初步检查未提示患

有消化系动力性及可能影响消化系通畅性的疾

病(如消化系肿瘤、消化系大憩室等). 胶囊内镜

为以色列Given影像公司生产的诊断图像系统

(Given diagnostic imaging system)、小肠型胶囊

内镜, 胶囊内镜的视野范围为140度、景深为30 
mm、最大放大倍数为8倍、最小分辨物可小于

0.1 mm, 图像采集及发射器发射视频图的频率均

为2 帧/s, 电池工作寿命为360-600 min.
1.2 方法 受检者于检查前禁食8 h, 不进行肠道清

洁. 检查2 h内禁食、禁水, 2 h后可适量进水, 4 h
后可进食半流质. 检查期间受检者可自由活动, 
检查开始至结束后, 受检者大便时要密切注意

胶囊内镜是否排出, 必要时进行腹部X线透视以

观察、核实. 在胶囊内镜未被证实排出体外之

前, 禁止进行核磁共振检查.
统计学处理 采用STATA 8.0软件进行统计

处理, 组间计量资料比较采用t检验.

2  结果

2.1 健康人群胶囊内镜检查的临床特性及安全

性 接受胶囊内镜查体的114例健康体检者, 内
镜胶囊顺利进入小肠并获得良好数据者113
例, 检查成功率为99.12%. 平均每例检查时间

为474(215-555) min, 平均获得图像55 300帧
(25 800-66 600帧). 检查成功者胶囊内镜在胃

内滞留时间平均为40(5-210) min. 在检查记录

有效期间, 胶囊内镜顺利通过回盲瓣97例(占
85.84%), 未通过16例, 通过回盲瓣的能力在性

别、年龄上无明显差异. 内镜胶囊在小肠内滞

留时间平均为240(82-442) min. 所有体检者在

检查结束后均顺利排出胶囊, 平均排出时间为

1380(300-2880) min, 无内镜排出延迟及滞留发生.
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2.2 健康人群中胶囊内镜检出小肠疾病及其处

理情况 除1例失败外, 113例健康体检者胶囊内

镜证实小肠正常者53例, 检出小肠病变者60例
(53.10%). 其中小肠存在一种病变者43例, 二
种病变10例, 三种病变7例. 检出的主要病变包

括: 黄色瘤29例、小肠炎21例、十二指肠球炎8
例、息肉5例、血管发育不良11例、蛔虫4例、

黏膜下肿物(性质未定)5例、脂肪瘤1例. 同时, 
胶囊内镜还发现并诊断: 反流性食管炎1例、胃

窦糜烂12例、十二指肠球炎5例、结肠多发性

息肉7例、结肠血管发育不良1例.
体检者检出的小肠病变中, 计有43例需要

进行医疗干预: 其中30例需及时进行药物治疗

(以炎症及寄生虫为主), 13例需随访及加强生活

监测、必要时进行其他检查或治疗(以小肠息

肉、黏膜下肿物、脂肪瘤为主); 不需临床处理

者17例(以小肠黄色瘤、血管发育不良为主). 

3  讨论

早期诊断和早期治疗是疾病预防的关键之一, 
而实现早期诊断的首选方法是临床筛查. 良好

的临床筛查方案包括两种基本元素: 其一是疾

病本身是常见病, 对人群的危害较高, 疾病的发

生具有一定的亚临床期, 具有可供筛查的时间; 
其二是临床上具有简便、高效的筛查方法. 既
往认为小肠的疾病总体发病率较低[9-16], 对人群

的危害相对较小; 同时也缺乏针对小肠的切实

有效、安全检查方法, 因此小肠疾病的早期诊

断一直是消化系的盲区, 卫生保健则更是从未

涉及. 
胶囊内镜的出现使小肠疾病的检诊手段

得到了飞跃性的发展. 胶囊内镜具有的安全、

高效、简便特性完全符合小肠疾病筛查的要 
求[17-19]; 更为重要的是临床上的确存在一些特殊

人群, 比如: 具有一定经济基础的个体劳动者和

特殊保健对象, 他们有主动使用胶囊内镜进行

小肠健康检查的要求. 这使得利用胶囊内镜进

行小肠健康检查成为了可能. 但胶囊内镜检查

不仅费用过高, 而且也属于侵入性检查, 具有一

定的风险, 在发生胶囊内镜排出障碍时可诱发

必须进行外科手术处理的并发症[20-22]. 因此, 在
健康人群中进行胶囊内镜检查的安全性及临床

运用价值都必须进行评估[23-25]. 
胶囊内镜是迄今为止最为安全的消化系可

视性检查方法, 他的非安全因素不来自于仪器

本身, 而来自于受检者个体, 即受检者本身存在

妨碍胶囊内镜在消化系内正常移行的病变或解

www.wjgnet.com

■研发前沿
即使在内镜技术
高速发展的今天, 
小肠疾病的诊断
仍是难题. 胶囊内
镜、小肠镜的运
用为此提供了新
的突破.

■创新盘点
本文首次对健康
人群中的亚临床
小肠疾病存在状
况进行了描述, 尤
其是对其中可能
对人体健康造成
损害的因素进行
了分析, 对开展小
肠疾病的早期预
防具有积极意义; 
同时也为胶囊内
镜临床运用范围
的进一步拓宽奠
定了基础.
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剖结构异常. 作者统计胶囊内镜并发症发现: 病
理或生理改变均可使胶囊内镜排出受到影响, 
进行胶囊内镜检查前消化系通畅性评估是必要

的[21,26-27]. 本组结果显示健康人群进行胶囊内镜

检查是安全的, 不会发生并发症. 
在健康人群中进行胶囊内镜检查的价值在

于: 检出需要处置的亚临床病变. 本组显示健康

人群中半数以上可检出各种病变, 其中肿瘤(含
息肉和黏膜下肿物)、炎症(十二指肠球炎和小

肠炎)、寄生虫等的比例较高. 检出的病变需及

时进行药物治疗者主要为各种炎症和寄生虫, 
占所有受检者的26.32%; 需定期随访, 必要时进

行其他检查或医疗干预者主要为各种性质不明

的肿瘤, 占11.40%; 检出病变但不需处理者主要

为血管发育不良和黄色瘤, 占14.91%. 胶囊内镜

的运用使该批亚临床患者获得了早期诊断和早

期治疗, 这也显示了胶囊内镜检查运用于健康

人群具有重要意义. 
但我们也发现: 胶囊内镜可检出一些无症

状的小肠肿瘤患者, 这部分患者存在胶囊内镜

排出障碍的风险[21,27-30]; 另外, 胶囊内镜在健康

人群中检出的小肠病变中对健康构成严重危害

的相对较少, 而且大部分病例如十二指肠球炎

和小肠炎可通过常规胃镜和结肠镜逆行回肠检

查实现, 后者不仅花费明显减少, 而且可同时进

行活组织检查, 运用更具可行性. 
总之, 胶囊内镜在健康人群中运用有助于

小肠疾病的早期诊断和早期治疗, 但其花费较

高, 且部分病例可由常规的胃肠镜检查所取代. 
我们的观点是不提倡、也不拒绝运用胶囊内镜

进行健康体检. 
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Abstract
AIM: To reveal the relations of the parameters in 
color Doppler flow imaging (CDFI) and power 
Doppler imaging (PDI) with TNM staging in 
rectal cancer. 

METHODS: Transrectal color and power Dop-
pler ultrasound examinations were performed on 
86 patients with rectal cancer before surgery. Tu-
mor blood flow signals were recorded including 
peak stream velocity (PSV) and resistance index 
(RI) and calculated vascularity index (VI). All the 
rectal cancers were staged by TNM system.  

RESULTS: There was a significant correlation 

between VI and TNM staging (χ2 = 32.78, P < 
0.05), but PSV and RI had no correlation with 
TNM staging in rectal cancer (χ2 = 2.942, 4.473, P 
= 0.816, 0.613). 

CONCLUSION: VI can be used in the evaluation 
of rectal cancer angiogenesis before operation, 
and also may provide valuable information for 
preoperative diagnosis and prognosis evalua-
tion.  

Key Words: TNM staging; Rectal; Neoplasm; Dop-
pler ultrasound; Transrectal ultrasonography

Yu YJ, Li YP, Yang ZW, Wang XM. Relationship between 
Transrectal color and power Doppler ultrasonography 
quantification and TNM staging in rectal cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(21): 2435-2438

摘要
目的: 探讨腔内彩色多普勒超声(CDFI)及能量
多普勒超声(PDI)参数与直肠癌TNM分期的 
关系. 

方法: 应用直肠腔内超声术前检测86例直肠
癌, 记录癌肿内血流峰值流速(PSV), 阻力指
数(RI), 计算在PDI状态下血管指数(vascularity 
index, VI), 采用TNM分期标准对直肠癌进行
分期, 超声所得各项参数与TNM分期比较.  

结果: 彩色多普勒参数PSV, RI与直肠癌TNM
分期无明显相关性(χ2 = 2.942, 4.473; P  = 
0.816, 0.613), 能量多普勒测值VI与直肠癌
TNM分期相关(χ2 = 32.78, P <0.05).  

结论: VI可用于术前评价直肠癌的血管生成, 
为术前诊断及预后评估提供有价值的信息.

关键词: TNM分期; 直肠; 肿瘤; 多普勒超声; 经直

肠超声
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■背景资料
直肠癌是常见的
消化系恶性肿瘤
之一, 提高直肠癌
术后生存率, 关键
在于早期诊断和
早期合理的治疗. 
术前准确的分期
对于临床制定合
理的治疗方案, 判
断预后尤为重要. 
目前临床多采用
CT、MRI或经直
肠二维超声等影
像学检查手段来
对直肠癌进行术
前分期. 在以往的
经直肠二维超声
判断直肠癌分期
较其他影像学方
法未见明显优势. 
研究表明, 肿瘤区
域的血流动力学
较正常组织发生
了改变. 

■同行评议者
曹 秀 峰 ,  主 任 医
师, 南京医科大学
附属南京第一医
院肿瘤中心; 王振
宁, 教授, 中国医
科大学附属第一
医院肿瘤外科



0  引言

新生血管生成是肿瘤发生与进展的关键, 其涉

及到肿瘤的生长、浸润、转移等各个环节. 研
究表明直肠癌患者的血管生成状况与肿瘤细胞

的增殖、浸润和转移相关. 因此, 通过观察肿瘤

内血管生成可预测直肠癌浸润程度及淋巴结转

移情况. 经直肠超声(TRUS)的彩色多普勒成像

(CDFI)及能量多普勒成像(PDI)能于术前敏感显

示病灶内肿瘤血管, 本项研究应用CDFI、PDI技
术对86例直肠癌肿块进行检测得到血管峰值流

速(PSV)和阻力指数(RI)及PDI状态下计算的血

管指数(vascularity index VI), 与TNM分期进行对

比分析, 探讨超声参数与直肠癌分期的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究选取2006-07-01/2007-10-01在本

院治疗且资料完整的直肠癌患者86例, 其中男

性51例, 女性35例, 年龄29-79(平均52.5±12.2)
岁. 仪器采用LOGIQ9彩超仪, 选择经直肠腔内

探头, 频率8 MHz. 
1.2 方法 所有患者于当日检查前排净大便. 检
查时, 患者取左侧卧位, 屈膝, 双膝尽量向上, 双
手抱膝, 使肛门充分暴露. 探头表面放少许耦合

剂, 套橡胶套, 在橡胶套表面涂以耦合剂起润滑

作用. 嘱患者深呼气, 探头缓慢进入肛门, 观察

肿瘤的位置, 浸润肠壁的层次及与周围邻近器

官的关系. 选择清晰的二维图像, 启动CDFI, 选
择与声速夹角最小的血管测量其PSV及RI. 启动

PDI, 显示肿瘤区域血管分布, 保持探头平稳, 使
图像稳定, 冻结5次图像, 选择显示最多血流信

号的切面, 存储图像. 将PDI图像输入计算机, 并
用计算机图像软件分析获取血管数目定量参数

即VI, VI为肿瘤内血管的面积占肿块总面积的

比值. 所有病例均经国际抗癌联盟TNM分期标

准进行分期, 收集术后病理分期资料. 国际抗癌

联盟TNM分期标准, 对直肠癌进行术后分期, 分
为Ⅰ-Ⅳ期. Ⅰ期: T1N0M0癌限于黏膜层或黏膜下

层, 无淋巴结转移、无远处转移; T2N0M0侵及肌

层, 未超越浆膜, 无淋巴结转移, 无远处转移; Ⅱ
期: T3N0M0, T4N0M0, T3癌肿穿透肠壁, 侵及邻近

组织器官, T4癌肿穿透肠壁, 侵及邻近器官. Ⅲ
期: 任何T, N1M0, N2M0任何深度的肠壁浸润, 区
域淋巴结有转移, 无远处转移. Ⅳ期: 任何T、任

何N、M1, 任何深度的肠壁浸润, 不论淋巴结有

无转移, 远处已有转移.
统计学处理 利用SPSS11.5软件进行统计学
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处理. PSV、RI、VI与TNM分期比较用有序分

组资料的线性趋势检验, P <0.05为检验水准. 

2  结果

86例直肠癌患者中, Ⅰ期13例 (15.1%), Ⅱ期25
例(29.1%), Ⅲ期39例(45.3%), Ⅳ期9例(10.5%). 
腺癌77例(89.5%), 黏液腺癌3例(3.5%), 印戒细

胞癌3例(3.5%), 恶性间质瘤2例(2.3%), 未分化

癌1例(1.2%). 86例患者均获得满意的彩色及能

量多普勒图像. PSV范围13.72-34.78 cm/s, RI
范围0.52-0.83(图1A), Ⅵ范围10.3%-38.9%(图
1B). 直肠癌肿块彩色多普勒超声参数RI与病

理TNM分期之间无相关关系(χ2 = 4.473, P  = 
0.613). PSV与病理TNM分期之间无相关关系(χ2 
= 2.942, P  = 0.816). Ⅵ与TNM分期之间有相关关

系, 且呈直线相关(χ2 = 32.78, P <0.001, r  = 0.522, 
P <0.001, 表1).

3  讨论

直肠癌约占大肠癌的60%-75%, 是常见的消化系

恶性肿瘤之一, 近年来呈上升趋势. 提高直肠癌

术后生存率, 关键在于早期诊断和早期合理的

治疗. T1和部分T2期直肠癌可以行局部切除, 而
T3、T4期或有淋巴结转移可考虑手术前放化疗

加手术等, 因此直肠癌术前准确的分期对于临床

制定合理的治疗方案, 判断预后尤为重要[1]. 目
前临床多采用CT、MRI或经直肠二维超声等影

像学检查手段来对直肠癌进行术前分期. CT在T
分期的准确度仅达33%-77%, 对淋巴结准确度为

53%[2-3]. Laghi et al [4]应用MRI研究35例直肠癌患

者, 得出T分期总的准确性是86%, 另外, 涂小煌 
et al [5]研究MRI水成像(MRH)对直肠癌术前分期

价值, 得出MRI水成像检查对T分期的总准确性

为82.4%, 淋巴结转移的总准确性为67.6%. 经直

肠二维超声对T分期的总准确性为65.8%[6], 但是

超声检查与操作者的经验有很大关系, Rafaelsen 
et a l [7]研究比较了有经验和无经验的医生对30
例直肠癌术前分期诊断的特异性, 分别为83%和

46%. 二维超声对淋巴结转移诊断的准确性较

低, 有研究表明, N分期中准确性57%-71.4%. 因
此, 在以往的经直肠二维超声判断直肠癌分期较

其他影像学方法未见明显优势. 
研究表明, 血管生成在肿瘤的生长中发挥

着重要的作用[8-10]. 血管生成为肿瘤细胞的增殖

提供了营养和氧气, 同时也增加了肿瘤转移的

机率. 肿瘤血管的结构和分布是不正常的, 包括

www.wjgnet.com
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研究表明, 肿瘤血
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是不正常的,从而
使得肿瘤区域的
血流动力学较正
常组织发生了改
变. 
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管径粗细的变化、延长及旋转、分枝结构的紊

乱及血管壁的不完全等. 这些变化会增加毛细

血管的通透性、血管横断层面的面积及动静脉

瘘的形成, 从而使得肿瘤区域的血流动力学较

正常组织发生了改变. 本项研究旨在探讨彩色

及能量多普勒超声在直肠癌TNM分期中的应用

价值. 
在彩色多普勒超声中, PSV和RI是较重要的

表示血流动力学特征的参数, 以往的研究中, 这
两个参数在肿瘤良恶性鉴别上有重要意义, 但
与恶性肿瘤病理分期之间的关系则研究较少. 
郭丽魁 et al [11]在卵巢癌的研究中得出结论, RI 
值随临床分期的升高而降低, 不同临床分期之

间差异有显著性, PSV在不同临床分期之间差异

无显著性. 在本项直肠癌研究中, 未发现这两项

参数与直肠癌TNM分期之间存在明显相关性, 
这与一些学者在宫颈癌TNM分期中的研究结果

及Emoto et al [12]在53例子宫内膜癌患者中的研

究结果相一致, 可能是由于恶性肿瘤本身其血

管形成过程及血管形态是相似的, 因此血流动

力学相似, 在各期之间则没有明显差别. 
V I是肿瘤断面内彩色像素数与总像素数

的比值, 反映的是肿瘤内超声可探测的血管密

度, 在PDI条件下测得的VI能更好的显示瘤内粗

细不均, 走行迂曲紊乱、不规则的血管, 较真实

的反映肿瘤内的血管分布情况.  本项研究表明, 

VI与直肠癌TNM分期呈直线相关, 这与赵玉珍  
et al [13]的研究结果一致, 可能是由于不同分期的

恶性肿瘤内新生血管的密度不同, 分期越高, 新
生血管的密度越大. 但与另一些学者的研究结

果相反, 分析其原因, 可能是由于分组标准不同. 
本项研究所测得的VI值均在10%-40%之间, 故
以10%、15%、20%为分组标准, 得出阳性结果, 
而另有学者的研究以25%、50%、75%为分组

标准. 
彩色及能量多普勒超声是一种无创、快

捷、易操作、在活体上可重复实施、能显示肿

瘤全貌及病理特征的检查方法, 在术前评估肿

瘤血管生成、指导临床分期和预后上, 都有一

定的价值, 具有较广泛的临床意义. VI能够反映

直肠癌血供的一些特点, 对预测直肠癌血行转

移有一定意义, 可以为选择正确的治疗方案和

估测预后提供参考.
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表  1  直肠癌肿块RI、PSV、VI与TNM分期的关系

     
TNM分期

	      
n
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图  1  直肠癌声像图. A: Ⅱ期(PSV28.18 cm/s, RI0.67); B: Ⅲ期(VI: 22.3%). 
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Abstract
AIM: To analyze the clinical value of closed gut 
lumen pressurized perfusion (CGLPP) in the 
detection of anastomotic leakage. 

METHODS: A total of 35 cases were collected. 
After the enteroenterostomy was completed, the 
intestine was clamped at the upper extremity 5 
cm away from the anastomotic stoma. In addi-
tion, one Foley urinary catheter (22-24 in size) 
was used via the anus and water was instilled 
into the catheter balloon to make the enteric 
cavity closed. Via the urinary catheter, methyl-
thioninium chloride diluent was infused into the 
enteric cavity to observe whether anastomotic 
leakage existed. 

RESULTS: During the pressurized perfusion, 
anastomotic leakage was found in 2 cases (5%), 
and repaired immediately. After following up 
for 6-12 mo, no anastomotic fistula and stricture 
occurred. All the cases had no reccurence or me-
tastasis. 

CONCLUSION: Application of CGLPP in Dixon 
operation may help to detect anastomotic leak-
age and prevent anastomotic injury. 

Key Words: Prevention; Carcinoma of the rectum; 
Dixon operation; Anastomotic fistula

Dai D, Gong AM, Yan WZ, Li MY, Tan XY. Clinical 
significance of closed lumen pressurized perfusion in 
Dixon operation in detecting anastomotic leakage. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(21): 2439-2441

摘要
目的: 探讨Dixon术中肠腔封闭式加压灌注在
预防吻合口瘘中的临床意义.  

方法: Dixon手术完成肠肠吻合术后, 在吻合
口上端5 cm处钳夹封闭上端肠腔; 另经肛门插
入1 Foley尿管(22-24号), 向尿管球囊中注入水
使球囊封闭肛门, 使该段肠腔处于相对封闭状
态. 通过尿管向该肠段内注入美兰稀释液, 观
察吻合口是否有美兰液渗出可及时发现即行
缝合修补. 

结果: 术中经肠段封闭式加压灌注检测发现
2例吻合口有轻微渗出(发生率5%), 即行修
补. 随访6-12 mo, 本组病例术后未发生吻合口
瘘、吻合口狭窄等情况, 患者无复发和转移, 
健康状况良好. 

结论: Dixon术中应用封闭式加压灌注检测吻
合口, 不易引发吻合口副损伤.

关键词: 预防; 直肠癌; Dixon术; 吻合口瘘
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保肛率大为提高.
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0  引言

直肠癌患者须在可行直肠癌根治手术的前提下, 
是否能保留肛门, 将是直接影响低位直肠癌患

者术后生活质量的重要问题. 适时的保留肛门, 
是外科医师在直肠癌根治手术中主要目标之一. 
经腹直肠癌直肠前切除术(Dixon手术)需具有严

格的手术指证, 目前Dixon手术仍为直肠癌最理

想的保肛术式. TME原则的普及、直肠癌生物

学特性研究的进一步深入, 使得低位直肠癌的

保肛率大为提高. 但保肛术后吻合口瘘的发生

率仍在10%-20%间[1-2], 吻合口瘘的发生直接影

响保肛术的成败. 预防吻合口瘘是提高保肛手

术成功的关键.

1  材料和方法

1.1 材料 本组2005-01/2006-03完成Dixon手术35
例, 男性21例, 女性14例, 年龄34-72(中位年龄

56.2)岁. 肿瘤平均距离在齿状线上5.5-6 cm处, 
吻合口距齿状线3-4 cm. 高分化腺癌17例, 直肠

息肉癌变16例, 黏液腺癌2例. 根据1978年我国

大肠癌学术会议对Duke分期补充意见: B期26
例, C1期7例, C2期2例.
1.2 方法 本组35例患者均在气管内插管全麻下, 
严格遵循TME原则行低位Dixon手术, 其中16例
由于骨盆腔较为宽大直接采用手工吻合, 另19
例因骨盆腔较为狭窄用吻合器(美国强生公司生

产的CDH29mm或CDH33mm吻合器)完成低位

吻合, 吻合口均距齿状线3-4 cm. 肠管切除的切

端经快速冰冻病理检查证实无癌细胞浸润, 认
真冲洗术野, 吸尽盆腔内冲洗液, 充分显露吻合

口处肠管. 在吻合口上方5 cm处用肠钳钳夹乙状

结肠或降结肠, 经肛门向直肠插入1条Foley尿管

(22-24号), 将尿管球囊置于肛门口, 向尿管球囊

内注入15-20 mL盐水, 球囊膨胀使肛门处于相对

封闭状态(图1). 随后将2 mL×2支美蓝溶液稀释

在200 mL的盐水内, 用50 mL注射器将所已稀释

的美蓝液缓慢通过Foley尿管注入所封闭肠段, 
使该段肠管逐步充盈, 平均注入100-150 mL时, 
该段肠管充盈满意. 祥细观察吻合口处有无美

蓝液渗出. 操作中仅发现2例肠吻合口处有美篮

液轻微渗出, 即用1号丝线行浆肌层水平褥式缝

合修补渗液处. 该操作可重复使用至确认无吻

合口渗出为止, 确定吻合口无渗瘘后抽空水囊

拔出Foley尿管. 常规在骶前放置胶引流管1条, 
经腹膜外由左下腹部引出并固定于腹壁作观

察、引流用. 经再次确认所用于吻合的乙状结
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肠、降结肠及其系膜游离度, 及确认其供血情

况, 确保吻合段乙状结肠、降结肠在无张力供

血良好的情况下, 缝合盆底腹膜, 关腹. 术后常

规经颈静脉导管维持维持全肠外营养治疗1 wk, 
并确保患者术后的水、电解质、能量及营养物

质的供给. 

2  结果

本组35例患者术中均采用了肠腔封闭式加压灌

注检测, 结果证实通过此方法能够明确掌握吻合

口的吻合口情况; 上述患者在应用本检测后在术

中仅发现有2例患者出现吻合口处有轻微渗出现

象, 即用1号丝线对瘘口处上下端浆肌层缝合修

补固定; 修复后再次注入美兰稀释液复查. 该组

患者术后未发现吻合口瘘的情况, 术后本组患者

恢复良好. 另该35例患者术后1 wk内3-4次/d排稀

烂, 至术后3 wk患者排便功能恢复正常. 上述患

者转入化疗后仍然定期复查及病情跟踪, 了解术

后疾病的进展情况, 在复查及病情追踪的过程中

未发现有吻合口狭窄及癌肿复发.

3  讨论

直肠癌手术技术技巧的提高、吻合器械的广泛

应用, 低位直肠癌手术的保肛率不断提高, 平均

可达70%左右[3-6]. 另相关直肠癌生物学特性、

解剖学的研究进展: 淋巴转移存在的3个途径, 
既上、侧、下3个途径, 并非所有部位的直肠癌

肿都发生3个方向的淋巴引流, 腹膜返折以上直

肠癌肿一般仅有上方向的淋巴引流, 腹膜返折

以下的直肠癌肿则出现向上及侧方向的淋巴引

流, 奠定了直肠癌的淋巴引流的特定途径及下

段直肠癌根治术中淋巴清扫范围的病理及解剖

基础[4-7]. 直肠癌逆行扩散(远端)极为罕见并其

范围也有限 , 即使有远侧(向肛门侧)浸润也多

在0.5-1.0 cm以内, 罕有超过者2 cm者. 学术界公

认远端肠段切缘距离>2 cm为安全. 欧美及日本

均主张直肠癌远侧肠管切除范围为2 cm. 我国

www.wjgnet.com

■相关报道
欧美及日本均主
张直肠癌远侧肠
管 切 除 范 围 为
2 cm.  我国大肠
癌专业委员会建
议直肠癌肿远侧
肠 管 切 除 3  c m . 
Heald et al 提出全
直肠系膜切除的
直肠癌手术原则
(TME)后, 使保肛
手术后局部复发
率明显下降.

图   1   肠 腔 封 闭
式加压灌注检测
示意图. 
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大肠癌专业委员会建议直肠癌肿远侧肠管切除

3 cm[8-9]. Heald et al提出全直肠系膜切除的直肠

癌手术原则(total mesorectal excise, TME)后, 使
保肛手术后局部复发率明显下降[10]. Dixon术后

直肠癌患者的主要难题是吻合口瘘, 不论是人

工或吻合器的吻合, 吻合口瘘仍是常见的并发 
症[11-16]. 因此如何预防吻合口瘘是保证直肠癌低

位前切除吻合保肛手术成功的关键[17-23]. 作者通

过术中行肠段封闭式加压灌注检测预防及避免

手术后吻合口瘘: Dixon手术完成后, 施行相对封

闭的肠腔内通过Foley尿管缓慢向肠腔内注射美

蓝稀释液, 观察吻合口是否有美蓝液渗出. 如发

现渗漏便及时修补; 术中经导尿管向封闭检测肠

腔内注射美篮溶液, 既对相对封闭的肠腔进行加

压灌注, 通过封闭式加压灌注来检测吻合口的吻

合质量, 操作中可及时了解吻合口情况, 注射美

篮溶液时应注意压力要适当, 压力过高可能会胀

破吻合口, 压力过低则无法检测吻合口的吻合质

量. 在本组经肠腔封闭式加压灌注检测的病例中

仅发现2例吻合口处有美篮液轻微渗出, 经及时

修补及再次检测确认无渗. 除以上封闭式加压灌

注检测外, 术中必须确保近端乙状结肠或降结肠

的血供及该段肠管系膜应具有的适当松弛度, 这
同样对吻合口的愈合也十分重要. 检测完成后在

骶前经腹膜外常规放置引流管, 可充分引流骨盆

腔, 观察是否发生吻合口瘘或盆腔内感染, 骶前

骨盆腔内经腹膜外置管, 当吻合口瘘发生或盆腔

内感染可及时引流而不污染腹腔. 术后第1天即

开始由鼻胃管注入石蜡油(100 mL/次, 3 次/d)润
滑肠道, 同时促进胃肠蠕动, 可预防粪块的形成. 
经过上述一系列措施, 本组患者无吻合口瘘发

生, 确保肛手术的成功, 因而提高了患者的生活

质量. Dixon术中肠腔相对封闭式加压灌注操作

简单、直接安全可靠, 方法行之有效, 不易引发

吻合口副损伤. 可有效预防直肠癌Dixon手术后

吻合口瘘的发生.
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