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Abstract
Hepatitis B or C virus infection carries a high risk 
for genesis of hepatocellular carcinoma (HCC). Most 
of HCC patients were complicated with cirrhosis. 
The choice of therapeutic modality is depended on 
tumor location, metastasis and liver function. The 
only proven potentially curative therapy for HCC 
are hepatic resection or liver transplantation in 
highly selected patients. For the patients with non-
resectable HCC, chemoembolization and ablation 
therapy may be used as the primary therapy. 
Agents for highly advanced HCC should be given 
based on clinical trials. 

Key Words: Primary hepatocellular carcinoma; 
Hepatectomy; Liver transplantation; Hepatic artery 
chemoembolization; Ablation therapy

Shi SQ, Chen ZB. Therapeutic strategy for hepatocellular 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(31): 
3477-3479

摘要
原发性肝癌的病因主要是乙肝病毒及丙肝病
毒, 绝大多数肝癌患者合并有肝硬化. 治疗手

段的选择取决于肿瘤位置, 转移及肝脏储备功
能等因素. 在合适的患者中, 原发性肝癌首选
治疗为肝切除术或肝移植. 对不可手术的肝
癌, 则可选择局部消融治疗或肝动脉栓塞化
疗. 更晚期的患者只能作对症治疗. 治疗选择
的标准需以临床实验研究为基础.  

关键词: 原发性肝细胞癌; 肝切除术; 肝移植; 肝动

脉栓塞化疗; 消融治疗
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0  引言

据统计, 目前全球每年新患原发性肝癌(hepatoce-
llular carcinoma, HCC)患者约为626 000, 其中55%
发生在我国. 我国每年约110 000人死于HCC, 肝
癌诊治形势十分严峻[1]. 随着技术进步和治疗经

验的积累, HCC的治疗手段不断更新丰富, 有肝

切除术、原位肝移植(orthotopic liver transplant, 
OLT)、肝动脉栓塞化疗术(transcatheterhepatic 
arterial chemoembolization, TACE)、经皮无水酒

精注射(percutaneousethanol injection, PEI)、射

频消融(radio frequencyablation, RFA)、微波消融

(microwave coagulation therapy, MCT)、冷冻术、

放疗、抗激素疗法、生物治疗及中药治疗等. 包
括肝切除和肝移植的手术是目前唯一有可能治

愈HCC的方法, 选择合适患者行TACE、PEI、
RFA、冷冻术等方法均能不同程度上改善不能

手术的肝癌患者的预后. 如何针对不同的病情, 
从多种治疗方法中选择出最合理有效的治疗策

略有重要意义. 
全球范围内大部分HCC的病因都和乙肝病

毒及丙肝病毒相关. 在日本和欧美国家, 丙肝病

毒为HCC首要病因; 在东南亚和我国, 乙肝病毒

为HCC首要病因[2]. 90%左右HCC患者都合并有

肝硬化. HCC以小结节的形式发展, 早期并无临

床表现, 倍增时间平均为6 mo. HCC治疗手段的

选择取决于肿瘤位置、大小、是否转移及肝脏

储备功能等因素. 目前世界范围内公认HCC首

www.wjgnet.com
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选治疗为肝切除术和肝移植. 若疾病进一步进展, 
则选择局部微创治疗或TACE. 更晚期的患者仅能

选择对症治疗. 但是治疗方案的选择标准在各个国

家和地区有所不同. 在我国, HCC患者诊断时多处

于中晚期或处于肝功能代偿的临界状态, 与欧美国

家的诊疗指南比较起来, 我们的治疗方案更积极. 

1  肝切除术

美国NCCN指南认为, 无肝硬化背景的HCC应

施行肝切除术, 而对有肝硬化背景的HCC, 肝
切除术的最好适应证是位于外周且肝功能良好

(Child-Pugh A级)的小肝癌[3]. 英国胃肠学会发布

的指南认为, 任何单发小肝癌(≤5 cm)患者都应

到能够行肝切除术或肝移植术的单位进行外科

治疗的评估, 肝切除只适用于肝功能优良(Child- 
Pugh A)的患者[4]. 中华外科学会肝脏外科学组推

荐的肝癌根治性切除适应证为: (1)肝功能分级属

A级或能恢复到A级; (2)肝储备功能基本在正常

范围以内; (3)受肿瘤破坏的肝组织<30%或无瘤

侧肝脏达全肝组织的50%以上[5]. 这表明国内的

肝癌肝切除的适应范围较欧美等西方国家要宽

泛. 我国是HCC高发国, 临床上大量面对大肝癌

及肝功能不全的情况. 我国的外科医生常常将进

展期肝癌(>5 cm)及肝功能分级属A级或能恢复

到A级纳入手术切除的范围是一种必然的选择. 
最近有一项多中心的研究比较了美国、法

国和日本的肝癌肝切除术的疗效, 尽管在肿瘤

大小及肝硬化的严重程度有很大不同, 但术后

5年生存率并没有显著不同(分别为31%, 31%, 
41%)[6]. 最近日本的一项调查显示肝癌肝切除手

术死亡率为0.9%, 5年生存率51%[7]. 国内吴孟超

报道6446例肝癌肝切除术5年生存率为53.2%. 其
中10 cm以上的HCC切除术1317例, 其1、3、5 年
总体生存率分别为73.8%、48.0%和36.9%[8]. 国
内对巨大肝癌合并有门脉主干癌栓或下腔静脉

癌栓或胆管癌栓的患者, 也行肿瘤切除+门静脉

或下腔静脉或胆管切开取栓术, 获得肿瘤及癌栓

的完整切除, 术后联合消融治疗、TACE或免疫

治疗等处理, 其疗效还在近一步观察中. 
肝癌切除后剩下的肝脏仍有发生恶变的可

能, 术后随访5年的复发率为50%-60%. 术后复发

再次手术肝功能衰竭的风险较大, 国外认为局部

消融治疗和TACE是更合理的选择, 但目前国内

对合适病例仍倾向首选手术切除. 在2项大样本

随机对照研究(randomized control trials, RCT)和5
项临床对照研究中, 肝切除术后行TACE能减少
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肿瘤复发延长生存时间[9].

2  肝移植术

最初行肝癌肝移植的5年生存率较差, 一般低于

50%, 主要是由于肿瘤的复发. 现行研究表明这

是由于对肝移植的患者挑选不当造成的. 现在

公认按Milan标准挑选: 单个肿块直径≤5 cm, 或
不多于3个肿块且直径≤3 cm的, 并以影像学证

实无血管侵犯, 复发的几率几乎为零, 并且肝移

植的预后和那些仅有基础肝病而无肝癌的患者

预后相似[10-11]. 肝移植短期生存率类似于肝癌切

除术; 然而在无瘤生存方面, 肝移植占有明显的优

势. 最近有研究按单个肿块直径≤6.5 cm的标准挑

选行肝移植结果表明预后与Milan标准类似[12]. 
目前公认肝移植是治疗HCC的最佳选择, 但

有许多困难限制着肝移植的广泛开展, 如供肝的

短缺、费用的高昂等. 鉴于此种情况, 我们认为

肝移植术比较适合于早期肝癌伴有肝硬化、肝

功能失代偿而不适合手术切除或微创治疗者.

3  局部消融治疗

美国NCCN指南认为局部消融治疗和肝动脉栓

塞化疗是无法手术肝癌患者的合理选择[3]. 而局

部消融治疗相对于TACE而言对肝癌患者仍存

在治愈的机会. 中华外科学会肝脏外科学组认

为局部消融治疗适宜于: (1)肝切除术后近期复

发的肝癌; (2)单个肿瘤, 或癌灶在5个以内, 肿瘤

直径<5 cm, 伴有严重的肝硬化, 肝功能分级属A
级或B级[5]. 

局部消融治疗中PEI最先应用到临床, 其创

伤小, 但作用范围受酒精弥散能力局限且分布

不均, 易被瘤组织内的纤维间隔阻挡, 需反复多

次治疗. RFA是一项较新的技术, 单个的探针可

以破坏直径≤3 cm的病灶, 而一种新开发的多探

头探针可用于治疗直径约6 cm的病灶. 在一项

102例对EPI或RFA的进行比较的临床随机研究

中: RFA显著延长无瘤, 但在总生存时间上并无

差异. 另一项临床随机研究中比较RFA及MCT, 
在生存时间上并无区别, 只是MCT次数多些[13]. 
我们的资料表明, 对于大肝癌病例, RFA联合肝

动脉门静脉化疗更有助于延长生存期[14]. 
对于早期肝癌, 局部消融治疗疗效可与肝

切除术类似. 746例PEI治疗直径<5 cm的肿瘤的

大宗样本显示, 肝硬化Child A级的患者(239例)
的3年和5年生存率分别为79%和47%, 而Child B
级的患者(149例)则分别为63%和29%[15].

www.wjgnet.com

■研发前沿
如何针对不同的
病情, 从多种治疗
方法中选择出最
合理有效的治疗
策略有重要意义.

■相关报道
国内吴孟超报道
6446例肝癌肝切
除术5年生存率为
53.2%. 其中10 cm
以上的HCC切除
术1317例, 其1、
3、5 年总体生存
率分别为73.8%、

48.0%和36.9%.
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4  肝动脉栓塞化疗

中华外科学会肝脏外科学组认为TA C E适应:  
(1)肝功能分级属A级或B级; (2)无法手术治疗; 
(3)肝癌肝切除术后肿瘤复发. 原则上可切除的

肝癌术前不作放射介入治疗[5]. TACE是使肝癌

肿瘤的动脉血供栓塞阻断, 并使瘤细胞短时间

内暴露在冲击性高浓度的化疗药物下的方法. 
一项包括9项RCT的Meta分析证实了TACE

提高生存时间. 在另一项包括3项RCT的共412
例患者的M e t a分析中TA C E和肝动脉栓塞术

(TAE)在生存时间并没有差异[16]. 在另一项包括

4项RCT的Meta分析中TACE联合局部消融治

疗比任何单个治疗能显著延长生存时间. 有2项
RCT和13项非随机临床研究显示在肝切除前行

TACE并不能减少肿瘤复发, 也不能延长生存时

间. 相反在2项RCT和5项临床对照研究中, 肝切

除术后行TACE能减少复发延长生存时间[9].

5  其他治疗

应用放射治疗、生物治疗、激素治疗等方法治

疗HCC也取得进展, 但只是用于临床研究或缓

解症状对症治疗. 任何治疗的疗效必需以临床

实验为基础. 全身化疗在肝癌治疗中的作用是

非常局限的. 常用的药物是阿霉素, 其有效率仅

10%-15%[17]. 一些具有更大破坏性的多药联合化

疗方案不能提高有效率, 反而可能会降低受治

患者的生存率. 大的随机化实验显示在治疗无

法手术的肝癌患者中他莫昔芬并不能提高生存

率[18]. 另一项随机对照试验表明, α干扰素也不

能提高生存率, 反而产生更多的副反应[19]. 目前

寄希望最大的肝癌的基因治疗仍在研究中.
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论述了目前原发
性肝癌的治疗选
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国内外肝癌治疗
的主流意见, 文中
还将中华外科学
会肝脏外科学组
推荐的肝癌治疗
选择标准与国外
的指南做了比较, 
对读者了解、比
较国内外的学术
观点与特色, 以及
国内外肝癌治疗
效果存在差异的
原因等有裨益.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年11月8日; 16(31): 3480-3484
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

模拟失重大鼠肝组织中NF-κB的表达及意义

崔 彦, 董家鸿, 张 铭, 周金莲, 刘子沛, 王 平, 李成林, 张建中

崔彦, 董家鸿, 中国人民解放军第三军医大学西南医院全军
肝胆外科研究所 重庆市 400038
崔彦, 刘子沛, 王平, 李成林, 中国人民解放军第306医院普
通外科 北京市 100101
张铭, 周金莲, 张建中, 中国人民解放军第306医院病理科 北
京市 100101
崔彦, 1987年湖南医科大学硕士, 主任医师, 教授, 硕士研究生
导师, 主要从事消化系统疾病的临床与基础研究.
全军“11.5”计划面上基金资助项目, No. 06MA005
作者贡献分布: 此课题由崔彦, 董家鸿及李成林设计; 研究过程
主要由崔彦, 张铭及周金莲完成, 刘子沛, 王平及李成林协助; 论
文写作由崔彦完成; 实验及论文修改中董家鸿与张建中提供技
术指导.
通讯作者: 崔彦, 100101, 北京市朝阳区安翔北里9号, 中国人民
解放军第306医院普通外科. dryancui@yahoo.com.cn
电话: 010-66356138
收稿日期: 2008-09-25   修回日期: 2008-10-16
接受日期: 2008-10-27   在线出版日期: 2008-11-08

Expression of nuclear factor-
kappa B and its significance 
in liver tissues of rats during 
simulated weightlessness 

Yan Cui, Jia-Hong Dong, Ming Zhang, Jin-Lian Zhou, 
Zi-Pei Liu, Ping Wang, Cheng-Lin Li, Jian-Zhong Zhang

Yan Cui, Jia-Hong Dong, Institute of Hepatobiliary Sur-
gery, Southwest Hospital, the Third Military Medical Uni-
versity of Chinese PLA, Chongqing 400038, China
Yan Cui, Zi-Pei Liu, Ping Wang, Cheng-Lin Li, Depart-
ment of General Surgery, the 306th Hospital of Chinese 
PLA, Beijing 100101, China
Ming Zhang, Jin-Lian Zhou, Jian-Zhong Zhang, Depart-
ment of Pathology, the 306th Hospital of Chinese PLA, 
Beijing 100101, China
Supported by: the Grant from the Chinese PLA Gen-
eral Project during the 11th Five-Year Plan Period, No. 
06MA005
Correspondence to: Professor Yan Cui, Department of 
General Surgery, the 306th Hospital of Chinese PLA, Bei-
jing 100101, China. dryancui@yahoo.com.cn
Received: 2008-09-25    Revised: 2008-10-16 
Accepted: 2008-10-27    Published online: 2008-11-08

Abstract
AIM: To investigate the expression of nuclear 
factor-kappa B (NF-κB) in liver tissus of rats 
under the condition of simulated weightlessness.

METHODS: Eighty-four male adult Wistar rats 
weighing 280-310 g were randomly assigned 
to simulated weightlessness group and control 
group, each with 7 subgroups from 1 to 7 ac-

cording time sequence in day unit. Tail-suspen-
sion was used to simulate the weightlessness 
condition. The expression of NF-κB p65 was de-
tected by Western blotting analysis and PV-6001 
immunohistochemistry respectively.

RESULTS: The tail-suspended rats were upset 
at the beginning, and seemed adapted to the 
microgravity condition after 2 to 3 days. Tail-
suspension significantly increased liver NF-κB 
expression in rats, as compared with the controls 
(F = 271.36, P < 0.01), with peak expression on 
day 1 and 2, followed by a gradual decline to the 
normal level on day 5, 6 and 7 (F = 60.68, P < 0.05). 
NF-κB expression stained as brown particles 
was mainly detected in rat hepatocytes, also in 
the infiltrated cells and Kupffer cells. There were 
three types of intracellular expression according 
to the location of positive NF-κB particles, i.e. 
cytoplasm, nucleus, and cytoplasm plus nucleus, 
existing alone or co-existing in rat liver.

CONCLUSION: Simulated weightlessness, espe-
cially in the early stage, acts as a kind of stress to 
induce the activation of NF-κB in liver tissues of 
rats, suggesting that NF-κB plays an important 
role in the cascade reactions and adaptation to 
the weightlessness stress. 

Key Words: Simulated weightlessness; Wistar rat; 
Liver; Nuclear factor-kappa B; Western blotting; 
Immunohistochemistry

Cui Y, Dong JH, Zhang M, Zhou JL, Liu ZP, Wang P, Li 
CL, Zhang JZ. Expression of nuclear factor-kappa B and 
its significance in liver tissues of rats during simulated 
weightlessness. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(31): 3480-3484

摘要
目的: 研究模拟失重环境下大鼠肝脏组织中
NF-κB的表达及意义.

方法: 成年♂Wistar大鼠84只, 随机分为模拟
失重组和对照组, 每组又分别设1、2、3、4、
5、6和7 d共7个时相点, 每时相点模拟失重和
同步对照各6只大鼠. 采用尾悬吊法建立模拟

®

■背景资料
机体在失重环境
中受到瀑布式的
直接和间接的失
重应激作用, 正常
生理机能受到影
响. 近年来, 我国
航天事业迅猛发
展, 航天员特殊训
练和载人航天飞
行的成功及后续
重大任务对航天
医学提出了新的
要求, 但迄今国内
尚未见有关失重
和模拟失重应激
环境下肝脏生理
和病理研究的报
道.

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科
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失重动物模型. 各组大鼠肝组织中NF-κB表达
分别应用Western blot和免疫组化PV-6001法
进行检测. 

结果: 在尾悬吊1-2 d期间, 大鼠焦躁不安, 饮
食量减少, 精神较差, 活动减弱, 2-3 d后有所
适应, 逐渐恢复稳定状态. 模拟失重环境下大
鼠肝脏NF-κB表达水平明显升高, 1、2 d悬尾
组大鼠肝组织中NF-κB表达率明显高于对照
组(F  = 271.36, P <0.01), 其后, NF-κB表达水平
呈明显下降趋势(F  = 60.68, P <0.05), 5-7 d悬尾
组NF-κB表达水平接近对照组, 差异无统计学
意义. NF-κB阳性产物主要见于实验大鼠肝细
胞内, 亦见于炎细胞及Kupffer细胞内, 可分为
胞质型、核型、核浆型等三个类型, 单独或混
合存在.

结论: 模模拟失重使大鼠肝脏组织中NF-κB表
达发生明显变化, 提示在失重环境中肝脏NF-
κB的早期高表达和逐渐恢复过程与失重应激
反应及失重耐受有密切关系.

关键词: 模拟失重; 大鼠; 肝脏; 核因子κB; 蛋白免

疫印迹法; 免疫组化
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0  引言

微重力环境对于机体来说, 是一种特殊类型的

不良刺激. 机体在失重环境中发生诸多变化, 导
致一系列病理生理改变[1]. 肝脏受到瀑布式的直

接和间接的失重应激作用, 正常生理机能受到

影响. Merrill et al [2]研究搭乘Cosmos 2044生物卫

星大鼠的肝脏, 发现失重可对肝脏的蛋白质、

糖原及多种酶的代谢产生重要影响. Abraham  
et al [3]研究搭乘苏联Cosmos 936生物卫星的大

鼠, 发现肝脏的部分代谢酶水平发生变化, 但短

期后即能恢复. Rivera et al [4]进行地面模拟失重

动物实验, 发现微重力环境下胃肠道蠕动缓慢, 
菌群移位, 黏膜屏障发生障碍, 导致内毒素成分

进入门静脉而对肝脏造成损伤. 近年来, 我国航

天事业迅猛发展, 航天员特殊训练和载人航天

飞行的成功及后续重大任务对航天医学提出了

新的要求, 但迄今国内尚未见有关失重和模拟

失重应激环境下肝脏生理和病理研究的报道[5]. 
本研究通过尾悬吊法模拟失重动物实验, 观察

实验大鼠肝脏组织中NF-κB表达特性, 探讨失重

环境对肝脏造成的影响及其机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级成年健康♂Wistar大鼠84只, 体质

量280-310 g, 由中国农业大学实验动物研究所提

供. NF-κB mAb(Sigma, USA), GAPDH(Ambion, 
USA), 碱性磷酸酶标记山羊抗小鼠IgG(GAR-AP, 
Zymed, USA). NF-κB p65 mAb(Santa Cruz, USA), 
PV-9000即用型二步法检测盒(北京中山生物技

术有限公司). NBT(Sigma, USA), BCIP(Sigma, 
USA), DTT(Sigma, USA), PVDF膜(Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, USA), TEMED(Sigma, 
USA). 转膜仪(Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
USA), 低温离心机5810R(Eppendorf, Hamburg, 
Germany), 微型高速离心机(Eppendorf, Hamburg, 
Germany), 垂直电泳槽(Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, USA), 琼脂糖水平电泳槽(Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, USA), 凝胶成像系统

(AlphaImagerTM 2200, USA).
1.2 方法 
1.2.1 分组: 大鼠适应饲养1 wk后进行实验. 随
机分为模拟失重组和对照组, 每组又分别设1、
2、3、4、5、6及7 d共7个时相点, 每时相点模

拟失重和同步对照各6只大鼠.
1.2.2 造模与取材: 参照陈杰 et al的方法采用尾

悬吊法建立模拟失重大鼠模型[6]. 大鼠单笼饲养, 
实验组大鼠尾部悬于笼顶, 前肢踏于笼底. 对照

组大鼠置于相同鼠笼中, 自由活动. 所有大鼠可

自由进食、饮水. 动物室温度保持在23±2℃, 
每天灯光照明12 h与黑暗交替循环, 保持适当湿

度及通风条件. 各时相点实验结束时, ip戊巴比

妥钠(45 mg/kg)将实验及对照动物麻醉, 无菌操

作, 经腹正中线剖腹, 取肝右叶组织保存于液氮

中, 左叶肝组织浸入40 g/L中性甲醛中固定.
1.2.3 Western blot检测大鼠肝组织NF-κB蛋白

表达: (1)蛋白质提取: 从液氮中取出肝组织, 放
入玻璃匀浆器中, 加入200 μL细胞裂解液, 在冰

上将组织制成匀浆并在液氮中反复冻溶裂解

细胞3-5次, 然后转移至离心管中, 4℃高速离心

(12 000 r/min)80 min. 吸出上清液, 分装, -80℃保

存备用; (2)加样, 电泳, 160 V, 1 h; (3)转膜: 电泳

完毕后切取60-94 kDa和27-45 kDa区, 转膜液浸

泡20 min, 转膜100 V, 100 min; (4)免疫反应: 水
平摇床上用TBST浸泡PVDF膜10 min, 室温下

脱色摇床上摇动封闭1-3 h, 用TBS稀释一抗NF-
κB 1∶200, GAPDH 1∶10000, 与PVDF膜一起

■研发前沿
NF-κB控制着大
量基因的激活, 介
导多种炎性介质
和急性期反应蛋
白等的转录表达, 
参与细胞凋亡的
调控. NF-κB在机
体应激反应过程
中的重要作用及
机制是目前研究
的热点问题.

■相关报道
研究尾悬吊模拟
失重大鼠肝脏组
织中NF-κB的表
达特点并探讨其
作用机制, 国内外
尚未见类似研究
报道.
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4℃条件下摇动孵化过夜. 然后用TBST在脱色

摇床上洗10 min×3次. 加TBS稀释碱性磷酸酶

标记的二抗与PVDF膜在常温下育孵2-3 h, 继用

TBST在脱色摇床上洗10 min×3次; (5)显色: 用
碱性磷酸酶底物BCIP/NBT显色10 min.
1.2.4 免疫组化检测大鼠肝组织NF-κB表达: (1)
免疫组化PV-6001法: 常规切片, 脱蜡至水; 3%
过氧化氢室温10 min以阻断内源性过氧化物酶; 
PBS冲洗3 min×3次, 枸橼酸钠高压锅热修复

2 min后自然冷却, PBS洗3 min×3次; 加入一抗

NF-κB(1∶100)于湿盒中4℃过夜; PBS洗3 min
×3次, 加入辣根酶羊抗兔多聚体, 室温30 min; 
PBS洗3 min×3次; 染色按照PV-9000即用型二

步法检测盒说明进行操作. 用PBS缓冲液代替一

抗作为阴性对照; (2)NF-κB阳性表达判定: 以细

胞核和(或)胞质中有明显的棕黄色颗粒为阳性. 
每张切片随机计数5个高倍视野(×400)下的阳

性细胞数, 切片边缘视野不计, 以排除“边缘效

应”的干扰. 阳性指数以NF-κB阳性细胞占所有

细胞的百分率(%)表示.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 结果用

SPSS11.0统计软件进行t检验和方差分析. P<0.05
认为有统计学意义.

2  结果

2.1 实验动物情况 本研究各组动物在实验期间

无死亡. 在尾悬吊1-2 d, 大鼠焦躁不安, 饮食量

减少, 精神较差, 活动减弱, 2-3 d后有所适应, 逐
渐恢复稳定状态.
2.2 Western blot检测结果 肝组织中NF-κB的

Western blot分析结果表明, 各实验组及对照组

大鼠肝脏组织中均可检测到70 kDa的NF-κB表
达(图1). 与对照组比较, 模拟失重1 d组大鼠肝脏

组织中NF-κB蛋白水平显著升高, 并形成高峰, 
差异有统计学意义(F方差值 = 13.27, P <0.05). 随着

模拟失重时间的延长, NF-κB蛋白表达水平呈下

降趋势, 其中3-5 d组NF-κB仍在较高水平表达, 
与对照组相比差异不显著. 而6-7 d组NF-κB表达

则低于正常对照, 差异无统计学意义(图2).
2.3 NF-κB免疫组化结果 NF-κB阳性产物主要

见于实验大鼠的肝细胞内, 亦可见于炎细胞及

Kupffer细胞内. 棕黄色颗粒状的NF-κB表达位于

细胞质及细胞核中, 分布不均, 呈单个散在或小

片状分布, 可分为胞质型、核型、核浆型等三

个类型, 单独或混合存在. 在肝细胞核型表达阳

性中, 可见全核阳性者, 也可见局部碎点状阳性

者, 且主要位于核仁区(图3). 结果显示, 1、2 d悬
尾组大鼠肝组织中NF-κB表达率明显高于对照

组(F 方差值 = 271.36, P <0.01), 随着模拟失重时间

的延长, NF-κB表达水平呈明显下降趋势(F 方差值 
= 60.68, P <0.05), 5-7 d悬尾组NF-κB表达水平接

近对照组, 差异无统计学意义(图4).

3  讨论

NF-κB是Sen和Baltimore于1986年首先报道从

B淋巴细胞核抽提物中检出的可与免疫球蛋白

轻链基因增强子κ B序列特异结合的核蛋白因 
子[7]. NF-κB广泛存在于真核细胞内, 属于Rel蛋
白家族, 为二聚体蛋白分子, 包含多种亚单位结

构, NF-κB p65是其主要成员之一, 表达最广泛, 
相对稳定, 生物活性最强. NF-κB调控大量基因

的表达与活性, 介导多种炎性介质和急性期反

应蛋白等的转录表达, 参与细胞凋亡的调节, 具
有多向性特征. 通常情况下, 细胞内NF-κB与IκB
抑制蛋白结合在一起, 处于失活状态. 多种因素

可激活NF-κB, 活化后的NF-κB从细胞质转移到

细胞核内的DNA特定黏附部位, 进而启动和调

控转录程序, 发挥生物学效应[7-9].
研究发现, NF-κB与肝脏的多种病变相关, 

在肝脏的急性损伤过程中发挥重要作用[10]. 杨文

军 et al [11]报道大鼠创伤性炎症肝脏损伤后NF-
κB活性明显升高, 与肝脏结构和功能改变基本
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图  2  各组大鼠肝脏NF-κB/GAPDH的灰度比值, 字母不同
代表差异显著(P <0.05).

■创新盘点
本研究应用Western 
b lo t和 免 疫 组 化
PV-6001法研究模
拟失重大鼠肝脏
组织中NF-κB表
达特性, 发现在模
拟失重环境中实
验 大 鼠 肝 脏 N F -
κB表达发生明显
变化, 其早期高表
达及渐降过程与
失重应激反应和
失重耐受有一定
关系.

图  1  Western blot半定量检测悬吊大鼠肝脏NF-κB p65蛋
白水平的变化. M: Marker.
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一致. Salazar-Montes et al [12]研究发现肝脏急性损

伤30 min后NF-κB即被激活. 王春妍 et al [13]研究

认为, NF-κB通过调控其下游基因加重肝脏损伤.
失重和模拟失重环境下肝脏NF-κB的表达

特征如何? 国内外尚未见研究报道. 本实验结果

发现, 在模拟失重早期(48 h内), 大鼠肝脏组织

中NF-κB表达水平明显升高, 应用Western blot
半定量检测和免疫组化PV6001组织染色的结

果一致. 分析NF-κB的这种变化, 可能缘自失重

环境所造成的肝脏分子水平的应激反应. Wise 
et al [14]的研究表明, 微重力环境引起脑组织氧化

应激(oxidative stress)并活化NF-κB, 引发转录

因子高表达. 近期还有学者研究发现, NF-κB在
模拟失重小鼠睾丸组织中表达异常, 伴随睾丸

重量减轻和睾酮水平下降的同时, NF-κB以及

Caspase-8和Caspase-3的表达水平明显升高, 认
为失重环境导致NF-κB及Caspase-8、Caspase-3
过度活化进而激活了与细胞凋亡有关的信号通

路[15]. 显然, 模拟失重环境下肝组织NF-κB高表

达应是肝脏失重应激反应的一部分, 对NF-κB高
表达是否导致肝脏细胞凋亡笔者将做进一步研

究. 本实验还发现, 在尾悬吊初期, 大鼠焦躁不

安, 饮食量减少, 精神较差, 活动减弱, 而24-48 h
后则有所适应, 逐渐恢复稳定状态, 这一现象与

肝组织中NF-κB表达先升后降的结果似乎同步, 
提示肝脏NF-κB表达在失重耐受(microgravity 
tolerance)过程中亦可能发挥一定作用. 理论上

推测, NF-κB表达及基因调控对失重应激环境可

形成一种应激耐力, 此机制是否成立及其在航

天员强化训练中的意义则有待深入研究.
本研究结果显示, 实验大鼠肝组织中NF-

κB阳性产物主要见于肝细胞, 亦见于炎细胞及

Kupffer细胞. 笔者依据NF-κB在细胞内表达部

位的不同而将其分为胞质型、核型、核浆型等

三种类型, 各种类型可单独或混合存在. 在核型

NF-κB阳性表达类型中, 可见全核阳性者, 也可

见局部碎点状阳性者, 且主要位于核仁区. 分析

认为, NF-κB在肝脏细胞内的分布及其表达特征

说明了NF-κB的应激活化和发挥生物学效应的

程序、部位、强度及消长过程; 核仁是rRNA基

图  3  模拟失重对大鼠肝脏NF-κB表达的影响(PV-6001). A: 对照组(×100); B: NF-κB高表达, 核浆型, 悬吊1 d组所见(×

100); C: 肝细胞中NF-κB核型表达, 可见全核阳性及局部碎点状阳性者, 主要位于核仁区(×200); D: NF-κB阳性产物亦可见

于炎细胞和Kupffer细胞内(×200).

A B

C D

图  4  各组NF-κB免疫组化结果比较(mean±SD).
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■应用要点
本研究为进一步
探讨失重和模拟
失重环境对肝脏
的影响奠定基础, 
为航天员特殊强
化训练及航天飞
行过程中的有害
因素防护及保健
提供理论基础.
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因存储、rRNA合成加工以及核糖体亚单位的装

配场所, NF-κB在核仁功能区染色形态的不同, 
可能涉及失重应激反应的程度及时相效应, 与
NF-κB功能演变和对靶基因信息转录的调控力

度有关.
总之, 在失重应激环境中, 肝脏乃至机体全

身的应激损伤、保护与适应, 基因调控过程的

启动、瀑布效应与反馈等机制, 显然是一个十

分复杂的系统, NF-κB在其中发挥的具体作用以

及所涉及的其他介导因素, 尚需要进一步探讨.
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Abstract
AIM: To explore the changes of leptin in 
intestinal tract following hepatic ischemia/
reper fus ion (H- I/R) , to inves t iga te the 
association between these changes and H-I/
R-induced intestinal injury, and to find out the 
role of leptin in H-I/R-induced intestinal injury.

METHODS: A 70% H-I/R model of rats was 
established, forming 5 groups including sham-
operation and injury ones based on different 
reperfusion time. Enzyme-colorimetry was used 
to detect serum diamine oxidase activity after 
injury, hematoxylin-eosin staining and immu-
nohistochemistry were applied to investigate 
pathological variations and leptin protein ex-

pressions in duodenum after injury, respective-
ly, while reverse transcriptase-PCR was used to 
detect leptin mRNA expressions in duodenum 
after injury.

RESULTS: Compared with sham-operation 
group after injury, the four reperfusion groups 
showed no significant difference in serum di-
amine oxidase activity, but serum diamine 
oxidase level was significantly higher in 60 min 
ischemia/60 min reperfusion (I60’R60’) group 
than in I60’R360’ group (P = 0.0077). Patho-
logical investigation suggested that duodenal 
impairments at the early phase of H-I/R were 
more serious, while the impairments at the later 
phase lessened gradually. Compared with leptin 
protein expression in duodenum of sham-opera-
tion group after injury, that of I60’R240’ and I60’
R360’ groups increased significantly (0.126503 
± 0.005873, 0.129458 ± 0.003755 vs 0.079269 ± 
0.001995, both P < 0.01), and the levels of reper-
fusion groups decreased in such order as I60’
R360’, I60’R240’, I60’R60’ and I60’R150’ groups. 
Compared with leptin mRNA expression in du-
odenum of sham-operation group after injury, 
that of I60’R150’ group decreased significantly 
(0.944 ± 0.033 vs 1.022 ± 0.011, P = 0.049), and 
it was significantly lower than the level of I60’
R360’ group.

CONCLUSION: The expression changes of 
leptin in intestinal tract after H-I/R are closely 
associated with intestinal injury, suggesting that 
leptin may be a protective factor of resisting 
H-I/R-induced intestinal injury.

Key Words: Leptin; Reperfusion injury; Liver; Duo-
denum; Recovery of function; Homeostasis

Lin J, Yan GT, Xue H, Hao XH, Zhang K, Wang LH. 
Role of leptin in hepatic ischemia/reperfusion-induced 
intestinal injury of rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(31): 3485-3491

摘要
目的: 研究瘦素(leptin)在肝缺血/再灌注(H-I/
R)后肠道内的表达变化, 并探讨leptin在H-I/R
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■背景资料
研 究 表 明 ,  瘦 素 
(leptin)参与能量
代谢、神经-内分
泌、血管新生、

生殖、免疫应答
等的调节, 这提示
瘦素是与创伤修
复密切相关的代
谢因子. 探讨瘦素
在肝缺血/再灌注
后肠道内的表达
变化及其与肠道
损伤的联系, 为利
用以瘦素为核心
的调控网络进行
损伤后干预提供
了理论依据.

■同行评议者
张 国 梁 ,  主 任 医
师, 天津市第一中
心医院消化内科; 
张 占 卿 ,  主 任 医
师 ,  上海市(复旦
大学)公共卫生中
心



介导的肠道损伤中的作用. 

方法: 建立大鼠70% H-I/R模型, 大鼠随机分
成5组, 每组9只, 依次为假手术(Sham)组、

肝缺血60 min/再灌注60 min (I60'R60')组、

I60'R150'组、I60'R240'组和I60'R360'组. 采用
酶比色法检测损伤后血清二胺氧化酶活性, 采
用HE染色和免疫组织化学法分别检测损伤后
十二指肠的病理改变和leptin蛋白表达, 并采
用逆转录-PCR法观察损伤后十二指肠leptin 
mRNA表达的变化. 

结果: 与损伤后Sham组比较, 四个再灌注组血
清二胺氧化酶活性无显著差异, 但I60'R60'组
显著高于I60'R360'组(P  = 0.0077). 病理学观
察提示H-I/R早期的十二指肠损伤较重而后
期逐步减轻. 与损伤后Sham组十二指肠leptin
蛋白表达相比, I60'R240'、I60'R360'组显著升
高(0.126503±0.005873, 0.129458±0.003755 
vs  0.079269±0.001995, 均P <0.01), 再灌注
组之间按I60'R360'、I60'R240'、I60'R60'、
I60'R150'组的顺序依次递减. 与损伤后Sham
组十二指肠leptin mRNA表达相比, I60'R150'
组显著降低(0.944±0.033 vs  1.022±0.011, P  
= 0.049).

结论: Leptin在H-I/R后肠道内发生的表达变化
与肠道损伤密切相关, 提示leptin可能作为一
种保护因子对抗H-I/R介导的肠道损伤.

关键词: 瘦素; 再灌注损伤; 肝; 十二指肠; 功能恢

复; 内环境稳定
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/再灌注介导的肠道损伤中的作用.  世界华人消化杂志  2008; 
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0  引言

肝缺血/再灌注(H-I/R)常发生于肝移植、肝切

除、腹腔挤压伤复苏时, 引起损伤的主要原因

是活性氧生成、Ca2+超载和白细胞活化, 是导致

临床相关疾病患者不良预后的重要原因[1-3]. 瘦
素(leptin)是一种由ob基因表达, 含167个氨基酸, 
分子质量为16 kDa的活性因子, 主要作用是抑制

摄食、促进能量消耗[4-5]. 近年的研究证实leptin
参与能量代谢、神经-内分泌、血管新生和生殖

的调控[6-8], 能够加速糖和脂肪的氧化以代偿细

胞损伤, 并能够增强免疫系统功能[9-10]. 由于肝、

肠道是营养吸收、能量代谢的重要器官, leptin
又是与创伤修复密切相关的代谢因子, 而且尚
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未见leptin与H-I/R介导的肠道损伤相关联的报

道, 我们设想leptin在H-I/R后肠道内的表达发生

一定的变化, 这些变化与肠道结构破坏、功能

受损存在一定的联系. 我们通过建立大鼠70% 
H-I/R模型, 采用酶比色法检测损伤后血清二胺

氧化酶(DAO)活性, 采用HE染色和免疫组织化

学法分别检测损伤后十二指肠的病理改变和

leptin蛋白表达, 并采用逆转录-PCR法观察损伤

后十二指肠leptin mRNA表达的变化, 探讨leptin
在H-I/R介导的肠道损伤中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 免疫用清洁级♂新西兰白兔3只, 体质

量1250 g; 实验用清洁级♂SD大鼠45只, 体质

量250 g, 均由中国人民解放军总医院实验动物

中心提供(许可证编号D98010). 重组鼠leptin购
自Pepro Tech®公司; 福氏完全及不完全佐剂购

自Gibco BRL®公司; AMV酶、Oligo(dT)15购自

Promega®公司; 琼脂糖购自Sigma®公司. DAO检

测试剂由中国人民解放军总医院第一附属医院

黎君友老师馈赠; 磷酸盐缓冲液、生物素化羊抗

兔IgG、辣根过氧化物酶标记的链亲合素、二氨

基联苯胺四盐酸(DAB)染色试剂盒购自北京中

杉金桥®公司; TRIzol试剂、RNA酶抑制剂、Taq
酶、dNTPs购自北京鼎国®公司; leptin、β-actin
引物由北京赛百盛®公司合成; 其他试剂均为国

产分析纯级.
1.2 方法 
1.2.1 leptin抗血清的制备: 将leptin抗原120 μg与
3 mL福氏完全佐剂充分混匀后, 以背部皮内多

点注射法免疫新西兰白兔, 每只白兔注射1 mL. 
首次免疫后2 wk进行加强免疫, 采用福氏不完全

佐剂. 之后每隔4 wk进行1次加强免疫, 共计4次. 
末次免疫后1 wk于清醒状态下分离白兔右侧颈

内动脉并插管持续放血, 收集血样按4℃、3000 
g  15 min, 冻存血清于-80℃备用.
1.2.2 大鼠70% H-I/R模型的建立: 大鼠随机分

成5组, 每组9只, 依次为假手术(Sham)组、肝缺

血60 min/再灌注60 min(I60'R60')组、I60'R150'
组、I60'R240'组和I60'R360'组. 实验前12 h禁
食、不限水, 实验时以1%戊巴比妥钠(60 mg/kg, 
ip)麻醉大鼠, 无菌条件下开腹, 取右侧肋缘下斜

切口, 充分显露第一肝门. 以微血管夹夹闭肝蒂

左分叉, 60 min后取出血管夹进行再灌注, 腹腔

内注射1 mL生理盐水后关腹[11]. Sham组开腹后仅

钝性分离肝蒂左分叉, 但不夹闭阻断肝叶供血.

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝、肠道是营养
吸收、能量代谢
的重要器官, 国内
外尚未见leptin与
肝缺血/再灌注介
导的肠道损伤相
关 联 的 报 道 .  同
时, 由于leptin可
能参与创伤后内
环境紊乱的恢复
过程, 研究leptin
在肝缺血/再灌注
介导的肠道损伤
中的变化, 成为证
明leptin是否对肠
道损伤发挥保护
效应的一个主要
环节.
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1.2.3 血清及十二指肠样品的制备: 损伤后于相

应时间点、相同麻醉条件下对各组大鼠行心脏

抽血, 血样置37℃水浴20 min后, 按4℃、3000 g
离心20 min, 保存血清于-20℃. 抽血后迅速取出

十二指肠并均分为2份, 一份置液氮速冻后存于

-80℃, 另一份采用常规石蜡包埋法经梯度酒精

脱水、二甲苯透明后, 制作成石蜡块. 采用Leica® 
RM2135切片机连续切片, 厚度4 μm, 分别用于

HE染色和免疫组织化学检测.
1.2.4 血清DAO活性的检测: 血清DAO活性测

量的标准点为75、150、300、600、1200、
2400、4800、9600 U/L, 设立空白对照管、标

准管和样品管. 各取40 μL蒸馏水、标准品和血

清样品加入含0.2 mol/L pH7.2磷酸缓冲液240 
μL、40 mg/L辣根过氧化物酶8 μL、5 g/L邻联

茴香胺8 μL、1.75 g/L二盐酸尸胺8 μL的混合液, 
室温避光混匀2 min, 置37℃避光水浴30 min后, 
于436 nm处以空白对照管调零后测量各管的吸

光度. 以标准管的DAO活性由低至高为横坐标, 
以其对应的调零后吸光度为纵坐标, 作出标准

曲线. 将各血清样品的调零后吸光度代入标准

曲线, 即可计算出相应样品的DAO活性. 
1.2.5 十二指肠损伤的观察: 十二指肠标本的石

蜡切片经二甲苯脱蜡、梯度酒精处理至水洗, 
以Gill改良苏木素溶液染色、盐酸酒精分化、

稀氨水返蓝、伊红溶液染色, 再经梯度酒精处

理、二甲苯透明后, 用中性树脂封片. 采用Leica® 
DC300F型图像采集系统观察并拍摄HE染色结果.
1.2.6 十二指肠leptin蛋白表达的检测: 采用链

霉卵白素-过氧化物酶连结三步法检测十二指

肠标本的leptin蛋白表达. 石蜡切片经二甲苯脱

蜡、梯度酒精处理至水洗, 依次经内源性过氧

化物酶清除、抗原修复、正常血清封闭、抗体

结合、DAB染色、蒸馏水洗涤, 再经Gill改良苏

木素溶液染色、盐酸酒精分化、稀氨水返蓝、

梯度酒精处理、二甲苯透明后, 用中性树脂封

片. 所用一抗为1∶50自制leptin抗血清, 二抗为

1∶200生物素化羊抗兔IgG, 显色时加入1∶200
辣根过氧化物酶标记链霉卵白素, 三种试剂均

以磷酸盐缓冲液稀释. 采用Leica® DC300F型图

像采集系统拍摄免疫组织化学染色结果, 每组

切片随机挑选9个视野进行拍摄, 采用Image Pro 
Plus® 6.0软件定量分析每个视野图像中特异性

阳性染色的累积光密度与特异性组织区域面积

像素的比值.
1.2.7 逆转录-PCR: 采用TRIzol试剂提取十二指

肠总RNA, 操作步骤按说明书进行. 提取总RNA
后, 以三蒸水为空白对照, 测量样品260 nm处的

紫外吸光值并计算出总RNA浓度, 随后进行逆

转录. 以β-actin mRNA表达作为cDNA合成及

PCR反应的内源性参照, leptin和β-actin的引物序

列及反应条件如表1. 于15 g/L琼脂糖电泳检测

PCR产物, 并用Gel-Pro®凝胶成像仪拍摄和分析

电泳图像.
统计学处理 采用统计软件Stata 7.0进行数

据处理, 使用单因素方差分析F检验和t检验分别

进行多样本组间和两样本间比较. 测量结果以

mean±SD表示, 以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 损伤后各组血清DAO活性的变化 与损伤后

■相关报道
目 前 认 为 肝 缺 
血 / 再 灌 注 的 损
伤机制包括自由
基释放、中性粒
细胞聚集、内皮 
素 / N O失衡、核
因子-κB活化、前
炎症细胞因子和
黏附分子释放、

肝细胞凋亡等, 而
leptin与这些因素
都 有 关 联 ,  提 示
他参与调节肝缺 
血/再灌注介导的
脏器损伤. 前期研
究也证实leptin在
损伤后发挥迟缓
而持续的保护效
应.

表  1  PCR所用的引物序列及反应条件

     
引物名		               核酸序列及PCR反应条件		               产物大小(bp)	                GenBank

leptin	     上游引物: 5'-ACCTGGAGAACCTGCGAGAC-3'			     336	            NM_013076

	     下游引物: 5'-AGGAGTAGGAGAAACGGACA-3'

	     变性: 94℃ 30 s, 退火: 55.6℃ 30 s, 延伸: 72℃ 30 s, 循环: 35

β-actin	     上游引物: 5'-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3'			     445	            NM_031144

	     下游引物: 5'-TGGAAGGTGGACAGTGAGGC-3'

	     变性: 94℃ 30 s, 退火: 55.7℃ 30 s, 延伸: 72℃ 30 s, 循环: 35

图  1  损伤后各组血清DAO活性. aP<0.05 vs  I60'R360'.

a
5000

4000

3000

2000

1000

0
Sham      I60'R60'  I60'R150'  I60'R240'  I60'R360'

D
A

O
活

性
(U

/L
)



www.wjgnet.com

3488                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志      2008年11月8日      第16卷     第31期

Sham组血清DAO活性相比, 4个再灌注组与之均

无显著差异. 再灌注组之间两两相比, I60'R60'组
显著高于I60'R360'组(P  = 0.0077), I60'R150'组趋

向于显著高于I60'R360'组(P  = 0.0858), 其他组之

间无显著差异(图1).
2.2 损伤后各组十二指肠的病理学变化 与Sham
组相比, I60'R60'组十二指肠黏膜上皮层柱状细

胞活动性增加、排列不规则、嗜酸性染、胞

质减少, 刷状缘局灶性萎缩、缺失, 杯状细胞数

增加, 黏膜固有层充血. I60'R150'组十二指肠黏

膜上皮层柱状细胞活动性增加、排列极不规

则、广泛水肿、坏死, 刷状缘广泛萎缩、崩解, 
杯状细胞数增加、坏死, 黏膜固有层充血减轻. 
I60'R240'组十二指肠黏膜上皮层柱状细胞活动

性增加、排列紊乱、弥漫性水肿、坏死, 刷状

缘弥漫性萎缩、崩解, 杯状细胞数增加、广泛

坏死, 黏膜固有层充血减轻. I60'R360'组十二指

肠黏膜上皮层柱状细胞活动性减低、排列趋于

规则、无明显水肿、尚有局灶性坏死, 刷状缘

趋于完整、仅局限性缺失, 杯状细胞数减少、

无明显坏死, 黏膜固有层无充血(图2).
2.3 损伤后各组十二指肠l ep t in蛋白表达的变

化 与损伤后Sham组十二指肠lept in蛋白表达

(0.079269±0.001995)相比, I60'R60'组(0.089756
±0.014883)、I60'R150'组(0.074811±0.010886) 
与之无显著差异 ,  I60 'R240 '组 (0 .126503±

0.005873)、I60'R360'组(0.129458±0.003755)显
著升高(均P <0.01). 再灌注组之间两两相比均有

显著差异(均P <0.01), 按I60'R360'、I60'R240'、
I60'R60'、I60'R150'组的顺序依次递减(图3).
2.4 损伤后各组十二指肠leptin mRNA表达的变

化 与损伤后Sham组十二指肠leptin mRNA表达

(1.022±0.011)相比, I60'R150'组显著降低(0.944
±0.033, P  = 0.049), I60'R60'(0.990±0.001)、
I60'R240'(0.968±0.041)、I60'R360'组(1.041±
0.017)与之均无显著差异. 再灌注组之间两两相

比, I60'R360'组显著高于I60'R150'组(P  = 0.014), 
并趋向于显著高于I60'R240'组(P  = 0.065), 其他

组之间均无显著差异(图4).

3  讨论

H-I/R造成的损伤机制主要是自由基释放、中

性粒细胞聚集、内皮素/NO失衡、核因子-κB
活化、前炎症细胞因子和黏附分子释放、肝细

胞凋亡等[12-17], 目前研究发现leptin与内皮素、

NO、核因子-κB、多种炎症细胞因子、氧源性

自由基、中性粒细胞聚集及细胞凋亡都存在联

系[18-23], 而且我们前期的工作也初步证实leptin
在急性炎症反应中发挥一定的保护效应[4,6,24-26], 
我们考虑leptin与H-I/R介导的内环境紊乱(尤其

是肠道损伤)可能存在某些联系. 但目前国内外

尚无这方面的报道, 若能揭示leptin在H-I/R介导

■创新盘点
本研究发现leptin
在肝缺血/再灌注
后的肠道内发生
显著的表达变化, 
这些表达变化与
肠道损伤紧密相
关, leptin表达水
平的增高与肠道
损伤的修复存在
密 切 联 系 ,  提 示
leptin对肝缺血/再
灌注后的肠道结
构受损和屏障功
能改善很可能扮
演了抗损伤因子
的重要角色.

A B C

D E

图  2  损伤后各组十二指肠的病理学变化(HE染色×200). A: Sham; B: I60'R60'; C: I60'R150'; D: I60'R240'; E: I60'R360'.
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的肠道损伤中的作用, 对于相关外科手术、创

伤等疾病的诊治将具有积极的意义. 我们采用

的70% H-I/R模型而非100% H-I/R模型, 避免了

因全肝血流阻断后肠道淤血引起的细菌移位和

内毒素释放对观察指标的潜在影响[27]. 同时, 自
制的leptin抗血清具有良好的效价和特异性, 已
应用于前期的相关研究[28-29].

D A O是一种含有脱氨的丁二胺和组胺的

细胞质酶, 发挥控制肠黏膜增殖的作用, 外周

血D A O活性的变化能反映创伤后肠黏膜屏障

功能受损和修复情况, 是判断肠黏膜屏障功能

的敏感指标[30-31]. 我们的结果发现, 损伤后再灌

注组血清DAO活性与Sham组均无显著差异, 这
符合70% H-I/R模型仅夹闭部分门脉血流而不

会造成显著肠道淤血、坏死的实验条件; 同时, 
H-I/R早期I60'R60'组血清DAO活性显著高于损

伤后期的I60'R360'组, 以及I60'R150'组趋向高于

I60'R360'组, 则说明H-I/R早期的十二指肠黏膜

受损情况比损伤后期要严重得多. 十二指肠HE

染色的结果提示, H-I/R早期的肠道损伤较重而

后期逐步减轻, 也说明H-I/R后期机体对肠道损

伤存在有效的抗损伤、促修复机制.
既然lep t in是联系能量代谢、免疫调控和

神经-内分泌三大功能系统的枢纽 ,  我们考虑

leptin在H-I/R后受损肠道内的表达水平会发生

某些变化, 这些变化可能与改善肠道的内环境

紊乱有关. 从蛋白水平的结果来看, 损伤后十二

指肠leptin蛋白表达在H-I/R早期无显著变化, 至
损伤后期显著升高, 提示H-I/R后期受损的肠道

黏膜屏障逐步恢复时伴随着lept in蛋白表达的

升高. 从基因水平的结果来看, 十二指肠leptin 
m R N A表达于H-I/R早期即有下降的趋势, 于
I60'R150'组显著降低, 损伤后期又逐步恢复, 虽
然与Sham组无显著差异, 但是I60'R360'组显著

高于I60'R150'组而且趋向高于I60'R240'组, 提示

H-I/R早期高代谢造成的能量储备不足和肠道严

重受损抑制了十二指肠leptin mRNA表达, 损伤

后期能量储备的逐步升高和肠道损伤逐步修复

则反馈诱导十二指肠leptin mRNA表达回升至

Sham组水平, 同时他也促进了十二指肠leptin蛋
白的表达.

总之, 结合血清DAO活性、十二指肠HE染
色结果、leptin蛋白表达和基因表达的结果, 我
们发现leptin表达水平的增高与肠道损伤的修复

存在密切联系, leptin对H-I/R后肠道结构受损和

■应用要点
探讨leptin在肝缺
血/再灌注介导的
肠道损伤中的作
用, 为充分利用以
leptin为核心的代
谢、免疫及神经-
内分泌网络进行
内源性和外源性
的干预, 开拓早期
诊治肝缺血/再灌
注介导的肠道损
伤和消化系统脏
器创伤的新方法
有积极的意义.

图  3  损伤后各组十二指肠leptin蛋白表达的变化(免疫组织化学染色×200). A: 阴性对照; B: Sham; C: I60'R60'; D: 

I60'R150'; E: I60'R240'; F: I60'R360'.

A B C

D E F

M     G1    G2   G3    G4   G5    N

leptin400 bp
300 bp

b-actin500 bp
400 bp

图  4  损伤后各组十二指肠lept in  mRNA表达的变化. 
M: Marker; G1: Sham; G2: I60'R60'; G3: I60'R150'; G4: 

I60'R240'; G5: I60'R360'; N: 阴性对照.
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屏障功能改善很可能发挥了抗损伤因子的重要

角色. 充分利用以leptin为核心的代谢、免疫及

神经-内分泌网络进行内源性和外源性的干预, 
将有助于开拓早期诊治H-I/R介导的肠道损伤和

消化系统脏器创伤的新方法.

致谢: 感谢廖杰、于力方、李宁老师与钟苑、周

国垠、吕效兴同志对本研究的部分操作给予的

支持.
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Abstract
AIM: To determine role of angiotensin Ⅱ (AngⅡ) 
in alcoholic liver fibrosis and to provide a new 
suitable agent for clinical treatment.

METHODS: Wistar male rats were randomly 
divided into 3 groups: control group (n = 30), 
experimental group (n = 50) which were intra-
gastricaly infused with NS or alcohol, and Cap-
topril group (n = 30) treated with captopril twice 
a day for 12w [8 g/(kg·d)] following two weeks’ 
of alcohol infusion. HE and van Giesion staining 
were used to observe the histological changes, 
and serum or hepatic hyaluronic acid, laminin 
and angiotensin Ⅱ were detected using radio-
immunoassay method. Immunohistochemistry 
staining was used to detect the expressions of 
type Ⅰ and type Ⅳ collagen in liver.

RESULTS: The serum AngⅡ level began to 
increase after eight weeks’ of ethanol feeding in 
alcohol-fed rats and reached the highest level at 

the end of 12 weeks, significantly higher than 
controls (1250.50 ± 170.06 vs 598.20 ± 83.73, P < 
0.0005). AngⅡ, detected in liver, progressing 
increased and showed significant difference 
between alcohol-fed rats and controls (1083.4 ± 
197.45 vs 568.2 ± 89.82, 1382.5 ± 154.88 vs 570.2 
± 77.63, 1504.00 ± 173.12 vs 579.2 ± 87.65, all P < 
0.0005). HE and van Giesion staining showed 
no degeneration or necrosis or inflammatory 
cell infiltration or fibroproliferation in captopril-
treated rats, whereas dramatic changes were 
observed in alcohol-fed rats. At the end of week 
12, serum hepatic hyaluronic acid and laminin 
level were significantly increased in alcohol-
fed rats than either the controls or the captopril-
treated rats (33.9 ± 2.77 vs 22.0 ± 2.31, 24.2 ± 1.9; 
72.5 ± 3.31 vs 54.4 ± 3.15, 56.7 ± 3.22, all P < 0.05). 
The result of immunohistochemistry staining 
showed no different location of positive stain-
ing, but the strength and areas of type Ⅰ or type 
Ⅳ collagen-positive staining were significantly 
lower in captopril-treated rats than in alcohol-
fed rats (6.45 ± 0.41, 7.01 ± 0.49 vs 17.23 ± 0.62, 
18.04 ± 0.89, all P < 0.0005).

CONCLUSION: AngⅡ is increased both in plas-
ma and also in liver tissue. Captopril inhibits 
formation of liver fibrosis, decreases the plasma 
level of HA and LN and reduces the expression 
of collagen type Ⅰ and Ⅳ in liver. Thus AngⅡ 
promotes the alcohol-induced liver fibrosis.

Key Words: Angiotension Ⅱ; Liver fibrosis; Alcohol; 
Rats

Yu JH, Chen YS, Lin H, Fu BY. Role of angiotens Ⅱ in 
pathogenesis of alcoholic liver fibrosis in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(31): 3492-3497

摘要
目的: 明确血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)在酒精性肝
纤维化发生中的作用, 为临床治疗提供新的
靶点. 

方法: Wisar大鼠110只随机分为对照组(n  = 
30), 酒精组(n  = 50), Captopril组(n  = 30); 酒精
组采用乙醇灌胃法制备酒精性肝病动物模型, 

®

■背景资料
酒精性肝病既往
是西方国家的常
见疾病 .  近年来 , 
在我国已成为引
起肝硬化、肝癌
的主要因素. 酒精
性肝病的发病机
制不十分清楚, 临
床治疗缺乏有效
手段 .  肾素-血管
紧张素-醛固酮系
统已被证实介导
心、肺、肾等器
官纤维化过程, 但
其在酒精性肝纤
维化发病过程中
的作用还不十分
清楚, 本文就这一
问题进行研究.

■同行评议者
朴云峰, 教授, 吉
林大学第一临床
医院消化科
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Captopril组在乙醇灌胃2 wk后, 加用Captopril 
8g/(kg·d), 日2次灌胃, 同时继续乙醇灌胃, 共
12 wk. 应用HE和VG染色观察肝脏病理组织
学改变; 放射免疫分析法检测血清HA、LN含
量以及血浆和肝组织内AngⅡ水平; 免疫组织
化学染色检测肝组织内Ⅰ、Ⅳ型胶原含量. 

结果: 酒精组血浆A n gⅡ水平在8  w k后开
始升高 ,  12  w k时达到顶点 ,  明显高于对
照组(1250.50±170.06 v s  598.20±83.73, 
P <0.0005). 实验4, 8, 12 wk, 肝组织内AngⅡ进
程进行性升高, 与对照组相比差异具有统计学
意义(1083.4±197.45 vs  568.2±89.82, 1382.5
±154.88 vs  570.2±77.63, 1504.00±173.12 vs  
579.2±87.65, 均P <0.0005). Captopril组未见
明显的肝细胞脂肪变性、坏死及炎性细胞浸
润, 无纤维条索形成; 而这些改变在酒精组均
非常明显. 12 wk末, 酒精组血清LN和HA与
对照组及Captopril组比较差异具有统计学意
义(33.9±2.77 vs  22.0±2.31, 24.2±1.9; 72.5
±3.31 vs  54.4±3.15, 56.7±3.22, 均P <0.05); 
Ⅰ、Ⅳ型胶原的定位在两组没有明显差别, 但
在染色强度及染色面积上, Captopril组明显低
于酒精组(6.45±0.41, 7.01±0.49 vs  17.23±
0.62, 18.04±0.89, 均P <0.0005).

结论: 酒精性肝纤维化时血浆及肝组织内Ang
Ⅱ增高, 血管紧张素转换酶抑制剂Captopril能
抑制酒精性肝纤维化的形成. AngⅡ具有促进
酒精性肝纤维化发生的作用. 

关键词: 血管紧张素Ⅱ; 肝纤维化; 酒精; 大鼠
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0  引言

随着我国人民生活水平的提高和乙肝疫苗预防

的普及, 我国乙型肝炎的发病率逐年下降, 但酒

精性肝病的发病率明显上升[1]. 由酒精引起的肝

硬化、肝癌已经成为威胁人类健康的严重疾病, 
其发病机制还不十分清楚. 肾素-血管紧张素-醛
固酮系统(rennin-angiotension-aldosterone system, 
RAAS)是一类血管调节因子, 通过调节血管收

缩和水钠潴留来维持机体血流动力学的稳定[2]. 
近年来发现RAAS中的血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)还
有上调细胞因子、促进细胞增生和调节细胞外

基质代谢等非血流动力学作用[3], 能够促进心脏

和肾脏纤维化的形成. 肝脏并不是合成RAAS的

经典器官, RAAS在酒精性肝纤维化形成中的作

用还不确定, 因此我们应用乙醇灌胃法制备酒

精性肝纤维化动物模型, 观察血浆和肝脏Ang 
Ⅱ的动态变化以及血管紧张素转换酶抑制剂

(ACEI)Captopril能否抑制酒精性肝纤维化的形

成, 以明确AngⅡ在酒精性肝纤维化发生中的作

用, 为临床治疗提供新的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠110只, 6-8周龄, 体质量

160-200 g, 清洁级, 由中国医科大学实验动物

中心提供. 分析纯无水乙醇, 沈阳生威试剂厂; 
Captopril, 美国Sigma公司; HA、LN放射免疫分

析试剂盒, 上海海军科学研究所; AngⅡ放射免疫

分析试剂盒, 北京生物技术研究所; 抗Ⅰ、Ⅳ型

胶原多克隆抗体, 美国Santa Cruz公司; SABC免
疫组化试剂盒, 北京中衫金桥公司.
1.2 方法 
1.2.1 造模: 实验动物按随机数字表随机分为

3组. 对照组30只, 给予生理盐水2.0 mL/只, 每
天ig 3次, 共12 wk. 酒精组50只, 参照文献[4]给
予乙醇, 每天ig 3次, 共12 wk, 其中0-4 wk给予

400 mL/L乙醇8 g/(kg·d); 4-8 wk, 500 mL/L乙醇

9 g/(kg·d); 8-12 wk, 500 mL/L乙醇10 g/(kg·d).  
Captopril组30只, 在给予乙醇ig 2 wk后, 加用

Captopril 8 g/(kg·d), 每天ig 2次, 同时继续乙醇

ig, 用量、用法同酒精组, 总疗程12 wk. 实验4、
8、12 wk末分批处死动物, 各个时间点每组动物

10只. 下腔静脉采血并大循环灌流去除肝脏血

液后留取肝脏组织标本待检.
1.2.2 肝脏组织病理学检查: 肝脏标本置于甲醛

中固定, 石蜡包埋, HE及VG染色, 观察肝脏病理

形态学改变.
1.2.3 血清透明质酸(HA)、层粘连蛋白(LN)检测 
应用放射免疫分析法, 严格按照说明书进行操作. 
1.2.4 血浆、肝组织内A n gⅡ水平检测: 下腔

静脉采血2 mL注入含有酶抑制剂的抗凝管中, 
2500 r/min 4℃离心7 min分离血浆待用. 100 mg
肝组织制成肝细胞匀浆待用. 标准管及样品管

各加入标准液及待测样品200 µL, 然后加入125I
标记的AngⅡ 100 µL, 兔抗AngⅡ抗体100 µL, 
充分混匀, 4℃ 24 h; 加入驴抗兔免疫分离剂500 
µL, 充分混匀后室温放置15 min, 3000 r/min离心

15 min后吸去上清, 沉淀物在γ-放射免疫计数器

下测定.
1.2.5 Ⅰ、Ⅳ型胶原免疫组织化学染色: 采用

■研发前沿
酒精性肝纤维化
形成的核心是肝
星状细胞的激活, 
但肝星状细胞活
化的启动因素, 参
与因子及相关信
号通路尚不十分
清楚, 临床针对肝
星状细胞活化的
治疗缺乏靶点.
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SABC法. 石蜡包埋的肝组织切成4 μm厚的切片, 
常规二甲苯, 梯度乙醇脱蜡至水. 30 mL/L H2O2 
37℃孵育15 min以去除内源性过氧化物酶, PBS
冲洗5 min×3; 高压30 s进行抗原修复, PBS洗
5 min×3; 加入正常山羊血清37℃封闭30 min, 
不洗即加入兔抗大鼠多克隆α1(Ⅰ)、α1(Ⅳ)型
胶原抗体(1∶50倍稀释), 阴性对照用PBS代替

一抗, 4℃过夜; PBS洗5 min×3, 加入生物素标

记的羊抗兔-IgG抗体, 37℃孵育20 min; PBS洗
5 min×3, 加入SABC液, 37℃孵育20 min; PBS
洗5 min×3, DAB显色, 显微镜下控制显色时间, 
3 min左右; 自来水冲洗, 苏木素复染40 s, 盐酸-
乙醇分化, 常规脱水透明, 树胶封片. 结果应用

病理图像分析仪对染色强度和染色面积进行分

析, 分析时每张切片选取阳性染色最明显的10
个视野.

统计学处理 以mean±SD表示, 应用SPSS13.0
对各组间数据进行单因素方差分析(AVONA), 各
组间两两比较应用LSD方法, P<0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 一般情况 实验4 wk末, 酒精组大鼠毛色晦暗, 
竖毛, 反应迟钝, 食欲不佳, 体质量下降; 而Cap-
topril组大鼠活跃, 毛色光滑, 体质量持续增长. 
整个实验过程中, 对照组、酒精组及Captopril组
分别死亡1、8和1只大鼠, 死亡率分别为3.3%, 
16%和3.3%. 
2.2 肝脏组织病理学 HE及VG染色结果显示: 对
照组肝小叶结构完整, 肝细胞放射状排列, 无变

性、坏死和炎细胞浸润, 无纤维组织增生. 酒精

组4 wk末即出现局限性肝小叶中央静脉区小泡

状脂肪变, 肝细胞点片状坏死, 炎性细胞浸润; 
12 wk末, 大于2/3肝小叶形成弥漫性以大泡为主

的混合性脂肪变, 肝细胞坏死增多, 并可见中央

静脉及汇管区周围纤维组织增生, 呈条索状向

肝小叶内延伸, 部分包绕肝小叶, 但无假小叶形

成, 窦周亦有明显的纤维组织增生. 而Captopril
组8 wk末才出现局限性轻度脂肪变性, 肝细胞坏

死及炎性细胞浸润均不明显; 12 wk末脂肪变略

有增加, 无纤维条索形成(图1).
2.3 血清透明质酸、层粘连蛋白含量 实验4 wk
末各组间血清LN浓度差异无统计学意义(P  = 
0.231); 实验8 wk末酒精组血清LN浓度开始升

高, 12 wk末进一步升高, 与对照组及Captopril组
比较差异具有统计学意义(P  = 0.001, P  = 0.012). 
血清HA浓度在实验4和8 wk末时各组间比较无

统计学差异(P  = 0.496, P  = 0.201); 12 wk末酒精

组血清HA浓度明显高于对照组及Captopril组, 
差异具有统计学差异(P <0.0005, 表1).
2.4 血浆、肝组织内AngⅡ水平 实验4 wk末酒精

组血浆AngⅡ水平与对照组比较差异没有统计

学意义(P  = 0.067). 实验8 wk末酒精组血浆Ang
Ⅱ水平开始升高, 12 wk末仍维持于较高水平, 与
对照组比较差异有统计学意义(P <0.0005). 肝组

织内亦可检测到AngⅡ, 实验4 wk末酒精组肝组

织内AngⅡ水平即开始升高, 8 wk末进一步升高, 
12 wk末达到顶点, 与对照组比较差异有统计学

意义(P <0.0005, 表2).
2.5 Ⅰ、Ⅳ型胶原免疫组织化学染色结果 对照

组和Captopril组大鼠中Ⅰ型胶原主要分布于汇

管区的结缔组织、血管壁及胆管壁, 并沿肝窦

壁成丝状着色; Ⅳ型胶原主要位于中央静脉、

汇管区的血管壁, 两者均呈弱阳性染色. 酒精组

中Ⅰ型胶原主要分布于中央静脉、汇管区周围

■相关报道
柳 怿  e t  a l 应 用
CCl 4诱导大鼠肝
实质损伤性肝纤
维化模型, 从肝、

脾指数 ,  肝HE和
Masson染色以及
透射电镜下肝细
胞超微结构变化
等几个方面, 证实
了血管紧张素转
化酶抑制剂依那
普利对肝纤维化
具有治疗作用.
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图  1  肝脏组织病理学(HE染色). A: 对照组; B: 酒精组; C: 

Captopril组.
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及增生的纤维组织处, 形成宽而粗大的纤维条

索; Ⅳ型胶原大量沉积于增生的纤维间隔内, 呈
强阳性染色, 并可见沿肝窦壁连续分布的强阳

性线性染色. 病理图像分析仪所示酒精组Ⅰ、

Ⅳ型胶原阳性面积百分比(17.23±0.62, 18.04±
0.89)均明显高于对照组(5.14±0.29, 5.26±0.33)
和Captopril组(6.45±0.41, 7.01±0.49), 差异有统

计学意义(P <0.0005, 图2).

3  讨论

RAAS的研究已有上百年历史, 在维持机体血流

动力学的稳定方面发挥重要作用, 并认为其对

血流动力学的调节参与肝脏疾病所致门脉高压

和肝肾综合征的发生[5-6]. 近年来发现RAAS与
心、肺、皮肤、肾等器官和组织的纤维化密切

相关[7-11]. 肝纤维化与其他器官组织纤维化过程

相似, 是机体对损伤的一种过度修复[12-13]. 那么

RAAS是否在肝纤维化的进程中发挥重要作用, 
成为新的研究热点. 随后的研究发现, 在慢性乙

型病毒性肝炎和肝硬化患者中存在血清AngⅡ
和血管紧张素转换酶的升高, 血管紧张素转换

酶抑制剂和血管紧张素受体拮抗剂可以抑制

■创新盘点
本文首次报道了
A n g Ⅱ在酒精性
肝纤维化发病机
制中的作用, 并确
定肝脏在病理情
况下能够自主合
成AngⅡ.

表  1  各组血清LN、HA含量 (µg/L)

     
分组

				      LN					     HA

		        4 wk		  8 wk	           12 wk	      4 wk	                 8 wk	           12 wk

对照组		  20.4±2.06         21.2±2.03         22.0±2.31          53.7±3.09         52.5±3.03         54.4±3.15

酒精组		  23.6±2.15         31.1±2.87         33.9±2.77          52.6±3.75         58.1±3.24         72.5±3.31

Captopril组	 21.9±2.23         24.3±1.87         24.2±1.90	 46.8±4.22         47.8±3.87         56.7±3.22

表  2  各组血浆、肝脏AngⅡ含量 (ng/L)

     
分组

			       血浆AngⅡ 				           肝组织AngⅡ 

	             4 wk	        8 wk	                     12 wk		  4 wk	               8 wk	           12 wk

对照组	 611.00±138.12     607.00±107.81     598.20±83.73         568.20±89.82       570.20±77.63        579.20±87.65

酒精组	 729.00±132.54   1113.40±187.51   1250.50±170.06     1083.40±197.45   1382.50±154.88    1504.00±173.12

图  2  Ⅰ、Ⅳ型胶原免疫组织化学染色结果. A: 酒精组Ⅰ型胶原; B: Captopril组Ⅰ型胶原; C: 酒精组Ⅳ型胶原; D: Captopril

组Ⅳ型胶原.

A B

C D
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CCl4引起的大鼠肝纤维化[14-19]. 这说明RAAS在
肝纤维化的形成中发挥重要作用. 

酒精性肝病与乙型病毒性肝炎或CCl4引起

的肝脏损害有不同的特点. 酒精性肝病时脂质

过氧化反应更加明显, 由氧应激引起的血管内

皮系统的增生更加显著[20], 这可以由临床上酒精

性肝病的患者蜘蛛痣、肝脾大要比其他肝病患

者更加常见、更加严重来证实. 因此酒精性肝

病进程中RAAS可能占据更加重要的地位, 为了

验证这一观点, 我们利用乙醇灌胃法制备了酒

精性肝纤维化动物模型, 观察了在肝纤维化过

程中, RAAS最关键的活性物质AngⅡ的动态变

化以及ACEI的经典药物Captopril对酒精性肝纤

维化形成的影响. 
结果发现, 在乙醇灌胃4 wk末时, 血浆Ang

Ⅱ水平即开始升高, 8 wk末时进一步升高, 12 wk
末虽然没有继续升高, 但仍维持在较高水平, 说
明在酒精性肝病时确实存在RAAS的活化. 在
心、肾等脏器纤维化的研究中发现, 纤维化的

形成与局部RAAS的激活有关. 但是心脏和肾脏

是能够合成RAAS的全部或大部分成分的, 而肝

脏目前能够证实的仅有血管紧张素原的合成, 
是否能够合成AngⅡ和ACE还是未知. 因此我们

应用大循环灌流去除肝脏血液成分的影响, 检
测了肝组织内AngⅡ的含量. 结果发现在乙醇灌

胃4 wk末时, 肝组织内AngⅡ水平即表现为较高

水平, 8 wk末时进一步升高, 12 wk末达到高峰, 
并且明显高于血浆内AngⅡ水平, 这说明肝脏局

部确实存在AngⅡ, 而不是来源于血液循环. 
ACE是AngⅡ合成的限速酶, 能够促进Ang 

Ⅰ转化为AngⅡ. 为了进一步验证AngⅡ的促纤

维化作用, 我们应用Captopril抑制AngⅡ的合

成, 从肝脏组织病理学、血清HA、LN含量和

肝组织内Ⅰ、Ⅳ型胶原的表达几个方面观察

了Captopril对酒精性肝纤维化进程的影响. 结
果表明, 在乙醇灌胃12 wk末时, 中央静脉、汇

管区及窦周间隙纤维组织明显增生, 条索状向

肝小叶内延伸 ,  说明此时已经形成肝纤维化 , 
而Captopril组未见明确的纤维组织增生, 说明

Captopril抑制了肝纤维化的形成. 另一方面乙醇

可以引起反应肝纤维化程度的血清HA、LN的

明显升高, 而Captopril阻止了这种改变. 肝组织

内Ⅰ、Ⅳ型胶原免疫组织化学染色存在类似的

结果, 在酒精组12 wk末时, 中央静脉、汇管区

周围增生的纤维组织及纤维间隔内可见Ⅰ型胶

原的强阳性染色, 在血管壁和肝窦间隙可见连

续的Ⅳ型胶原强阳性染色, 而在Captopril组仅能

看见较弱的非连续性染色. 以上这些结果证明

ACEI能够抑制酒精性肝纤维化的形成, AngⅡ确

实是促进酒精性肝纤维化形成的重要因子. 
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Abstract
AIM: To construct COX-2 promoter recombined 
luciferase reporter gene vector, and to detect its 
function.

METHODS: Primers were designed based on 
human COX-2 gene promoter, then COX-2 
promoter from human genome DNA was repli-
cated. pGL3-Basic Vector and COX-2 promoter 
were digested with restriction enzymes Hind Ⅲ 
and Bgl Ⅱ separately, then COX-2 promoter was 
inserted into pGL3-Basic Vector. The recombi-

nant vector pGL3-Basic-COX-2-promoter was 
transiently co-transfected into MKN45 cells with 
control vector pRL-SV40 respectively. twelve 
hours later, cells were treated with H pylori 100 
times amount of cells for different length of time, 
then the activity of dual luciferase was detected. 

RESULTS: COX-2 promoter recombined lu-
ciferase reporter gene vector was constructed 
successfully, and the result of sequencing and 
double digesting of recombined plasmid were 
completely correct. The experiment of tran-
sient transfection showed that the expression of 
COX-2 promoter in MKN45 cells was increased 
with time. Activity of dual-luciferase after trans-
fection for 40 h was 3.5 folds of that for 8 h (P 
< 0.05). When H pylori was added to medium 
for co-culture, activity of dual-luciferase was 
increased up markedly compared with groups 
that were not added with H pylori (P < 0.05 or 
0.01), and it was 5 folds after transfection for 40 
h than 8 h (P < 0.01). 

CONCLUSION: pGL3-Basic-COX-2-promoter 
can be transcribed and activated in MKN45 cells, 
and activity of COX-2 promoter increases obvi-
ously after H pylori addition. pGL3-Basic-COX-2-
promoter can be used to identify and detect the 
level of COX-2 in cells. 

Key Words: Cyclooxygenase-2; Promoter; Vector; 
Helicobacter pylori ; Dual-Luciferase

Li Q, Zhou LH, Wang Y, Sun J,  Gao H, Fan ZZ. 
Construction of pGL3-Basic-COX-2-promoter reporter 
gene vector and detection of its function. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(31): 3498-3504

摘要
目的: 构建COX-2基因启动子荧光素酶报告基
因重组质粒pGL3-Basic-COX-2-promoter, 并
进行功能鉴定.

方法:  根据已知人的C O X-2基因启动子序
列设计两端引物 ,  扩增人基因组D N A中的
COX-2启动子. 载体质粒pGL3-Basic和COX-2

®

■背景资料
1998年Sawaoka et al
首次发现H pylori
感染诱导胃黏膜
COX-2表达后,  国
内外相继证实了
H pylori 感染的胃
癌组织COX-2表
达水平上调. 多数
研究认为COX-2
的过表达是胃癌
发生的早期事件, 
随着癌前病变的
进展, COX-2蛋白
表达递增, COX-2
不仅与早期胃癌
的发生有关, 同时
与胃癌的恶性进
展 密 切 相 关 .  因
此, H pylori感染可
能通过COX-2途
径参与了H pylori
相关胃炎向癌前
病 变 和 胃 癌 的
演 进 过 程 ,  增 加
COX-2的表达可
能是H py l o r i 引
起胃癌发生的重
要原因.

■同行评议者
陈洪, 副教授, 东
南大学附属中大
医院消化科
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启动子分别用限制性内切酶Hin d Ⅲ和Bgl  Ⅱ
双酶切, 将COX-2基因启动子插入到pGL3-
Basic报告载体中. 构建的pGL3-Basic-COX-2-
promoter重组质粒和内参质粒pRL-SV40瞬时
共转染胃癌MKN45细胞, 加入100倍细胞数量
的H pylori 共培养不同时间后, 检测双荧光素
酶的活性. 

结果: 成功构建COX-2基因启动子重组质粒
pGL3-Basic-COX-2-promoter, 质粒测序及酶
切结果完全正确. 瞬时转染实验显示, COX-2
启动子在MKN45细胞中的转录表达随时间
的变化而升高, 转染后40 h的双报告基因活性
是转染后8 h的3.5倍(P <0.01); 加入H pylori共
培养后, 同时间点的荧光素酶活性明显升高
(P <0.05或0.01), 转染后40 h的活性是转染后8 
h的5倍(P <0.01).

结论: pGL3-Basic-COX-2-promoter在胃癌
MKN45细胞中能被转录激活, 加入H pylori刺
激后COX-2活性显著增强, pGL3-Basic-COX-
2-promoter可以用来鉴定和检测细胞中COX-2
的水平. 

关键词: 环氧合酶2; 启动子; 质粒; 幽门螺杆菌; 双

荧光素酶

李琦, 周利红, 王炎, 孙珏, 高虹, 范忠泽. pGL3-Basic-COX-2-
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0  引言

环氧化酶2(cyc looxygenase-2, COX-2), 又称

环氧合酶 ,  在肿瘤发生、发展和转移的整个

过程中起着重要的作用 ,  参与了肿瘤形成的

多个环节 .  C O X-2可由癌基因的激活或抑癌

基因的失活而被活化 ,  活化的C O X-2可催化

花生四稀酸形成能抑制细胞凋亡的前列腺素

(prostag land ins, PGs), 使细胞增殖与凋亡失

衡, 从而促进肿瘤的发生发展 [1-3]. 因此, 对肿

瘤组织或肿瘤细胞中C O X-2活性检测可以作

为监测肿瘤的发生发展的一个重要手段, 同时

COX-2在肿瘤细胞中的表达水平也可以作为抗

肿瘤药物筛选的一个重要指标[4]. 幽门螺杆菌

(H pylori )在慢性胃病或胃癌的形成中起着关键

的作用, 1994年WHO将其列为胃癌的Ⅰ类致癌

因子, H pylori感染是导致胃癌发生的高危因素

之一[5]. 为探讨H pylori对胃癌细胞COX-2表达

的影响, 本研究构建了COX-2启动子重组质粒

pGL3-Basic-COX-2-promoter, 将其共转染胃癌

细胞, 并与H pylori共培养后进行双荧光素酶活

性的测定, 来检测H pylori对胃癌细胞COX-2启
动子活性的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 MKN45细胞株购自中科院上海细胞

所、H py lori引自上海交通大学附属仁济医院

消化病研究所; 大肠杆菌感受态细胞DH5α、

载体质粒pGL3-Basic、内参质粒pRL-SV40由
华东理工大学药学院药理研究室刘建文教授

馈赠. 人血基因组DNA纯化试剂盒、组织/细
胞基因组DNA纯化试剂盒购自深圳尚能生物

科技有限公司; DNA片段中量纯化试剂盒、质

粒抽提试剂盒购自美国Axygen公司; Taq DNA
聚合酶、d N T P、T4连接酶、限制性内切酶

Bg l  Ⅱ和Hin d Ⅲ购自日本TaKaRa公司; 转染

脂质体Lipofectamine 2000购自美国Invitrogen
公司; 胰蛋白酶、新生牛血清、RPMI 1640干
粉培养基购自美国Gibco公司; 琼脂粉(Agar)、
胰蛋白胨 (T r y p t o n e)、酵母浸出粉 (Ye a s t 
Extract)购自英国Oxoid公司; 双荧光素酶检测

试剂盒(dual luciferase assay system)与化学发

光仪(GloMax 20/20 Luminometer)购自美国

Promega公司. 电泳仪(MiniproteanIII型)与凝

胶成像系统(Gel-Doc EQ)购自美国Bio Rad公
司, 银质梯度PCR仪(Mastercycler)、生物分光

光度计(RS232c)、高速低温离心机(Centrifuge 
5804R)购自德国Eppendorf公司, CO2细胞培

养箱(Galaxy S+英国RS Biotech公司), 荧光倒

置显微镜(CKX41/CKX-RFA, 日本Olympus公
司), 空气浴摇床(SI50, 上海欧比特仪器有限公

司), 电热恒温培养箱(DNP 9032, 上海精宏实

验设备有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 基因组DNA提取: 含有COX-2启动子基因

组DNA提取自正常人外周血白细胞或人胃癌

MKN45细胞, 采用血液基因组DNA纯化试剂盒

或组织、细胞基因组DNA纯化试剂盒的操作方

法进行提取, 结果用10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测

DNA纯度及完整性, 利用分光光度计测定产物

在260 nm的吸收值, 以计算其浓度. 
1.2.2 引物设计与合成: 根据已知人的COX-2基
因启动子序列设计两端引物(PCR引物合成由

上海美季生物技术有限公司完成): 上游(5'端)引
物: 包含COX-2基因启动子互补碱基, 一个Hin d 

■研发前沿
COX-2在肿瘤发
生、发展和转移
的整个过程中起
着重要的作用, 参
与了肿瘤形成的
多个环节. 肿瘤细
胞中COX-2的表
达可作为抗肿瘤
药物靶向筛选的
一个重要指标, 寻
找快速、灵敏、

高效的筛选方法
成为目前的一个
研究热点.
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Ⅲ识别位点, 三个保护碱基, 5'-CCCAAGCTTCC
TGGACGTGCTCCTGAC-3'. 下游(3'端)引物: 包
含COX-2基因启动子互补碱基, 一个Bgl  Ⅱ识别

位点, 二个保护碱基, 5'-GAAGATCTTCCTCGA
CCCTCTAAAGACG-3'. 
1.2.3 PCR扩增COX-2启动子: 以基因组DNA为

模板, 利用常规PCR反应进行扩增; 反应条件为

95℃预变性3 min; 循环为94℃变性30 s, 65℃退

火45 s, 72℃延伸1 min, 共进行30个循环, 72℃终

末延伸5 min. 扩增产物取5 μL用7 g/L琼脂糖凝

胶电泳检测; 剩余PCR产物用DNA片段中量纯

化试剂盒回收纯化备用.
1.2.4 重组质粒的构建: 用pGL3-Basic载体质粒

转化常规制备的大肠杆菌DH5α感受态细胞, 进
行大量扩增; 试剂盒抽提法大量制备pGL3-Basic
质粒, 电泳检测质粒的纯度和含量. 分别用限制

性内切酶Hin d Ⅲ和Bgl  Ⅱ对回收的含COX-2启
动子PCR产物和pGL3-Basic载体质粒进行双酶

切, 试剂盒直接回收大片段的酶切产物. 将酶切

回收后的pGL3-Basic载体质粒和COX-2基因启

动子目的片段在0.2 mL的离心管中进行连接反

应, 16℃酶连过夜. 
取10 μL连接产物直接转化100 μL大肠杆菌

DH5α感受态细胞. 经过含有氨苄青霉素的LB平
板固体培养基中选择培养. 从转化子的平板上

随即挑取10个菌落, 经过不含氨苄青霉素的LB
液体培养基扩增培养, 培养后用试剂盒抽提法

提取质粒备用; 经过酶切、PCR、测序鉴定. 
1.2.5 质粒共转染胃癌MKN45细胞: 将培养于

含有100 mL/L新生牛血清、100 kU/L青霉素、

100 mg/L链霉素RPMI 1640完全培养基(37℃, 50 
mL/L CO2, 饱和湿度)中人胃癌MKN45细胞株, 
按1×104个细胞/孔的量在96空板中接种指数生

长期的细胞, 在37℃ 5% CO2培养箱中过夜培养, 
直到细胞到80%汇片. 

在EP管中配置重组质粒PGL3-Basic-COX-2 
promoter、内参载体质粒pRL-SV40、转染脂

质体Lipofec tamine 2000复合物. 将重组质粒

PGL3-Basic-COX-2 promoter、内参载体质粒

pRL-SV40各5 μL/well(96well)稀释至25 μL/well
不含血清和抗生素的RPMI 1640中, 用加样枪混

合均匀. 然后将脂质体悬液(0.5 μL/well)加入25 
μL/well不含血清和抗生素的RPMI 1640中, 在室

温孵育5 min, 最后将两者混合在一起, 充分混匀

静置20 min, 使质粒与脂质体充分结合.
分别吸去接种到96孔板中的培养液, 用不

含血清和抗生素的RPMI 1640洗一次, 在每个孔

中加入60 μL的质粒/脂质体混合物. 在37℃ 50 
mL/L CO2培养箱中培养3-5 h后, 吸弃培养板中

的转染培养液, 向各孔加入100 μL有血清无抗生

素的RPMI 1640培养液, 在37℃ 50 mL/L CO2培

养箱中培养18-24 h. 第2天将H pylori处理组孔

中的细胞分别加入H pylori  PBS混悬液(H pylori
∶MKN45 = 100∶1), 处理后8、16、24、32、
40、48 h收集样品, 进行双荧光素酶活性检测.
1.2.6 双荧光素酶报告基因活性测定: 将转染

有pGL3-Basic-COX-2-promter和pRL-SV40的
MKN45细胞经过一定时间的培养后收集, 吸弃

培养基, 用PBS洗1次. 加入裂解液20 μL/孔, 室温

摇动15 min. 按照双荧光素酶检测试剂盒(Dual 
Luciferase Assay System)的操作说明书, 取100 
μL Luciferase Assay Buffer Ⅱ于1.5 mL的离心管

中, 设定化学发光仪延迟2 s, 发光仪测读10 s, 将
全部细胞裂解液加入到离心管中, 用加样枪轻

轻抽吸2-3次混匀, 不要旋涡振动, 将离心管放入

GloMax 20/20 Luminometer化学发光仪中测读

萤火虫荧光素酶发光值; 将离心管移出发光仪, 
加入100 μL Stop & Glo Reagent, 快速旋涡混匀

后, 将离心管重放回发光仪中测读海肾荧光素

酶发光值.
统计学处理 统计数据用mean±SD表示, 采

用SPSS13.0软件的One-way ANOVA进行统计学

分析. P <0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 COX-2启动子扩增结果 从人血液白细胞或

胃癌MKN45细胞中提取出基因组DNA, 设计

COX-2启动子序列引物后, 对基因组DNA进行

PCR扩增, 得到COX-2启动子基因562 bp目的序

列(图1). 

图  1  COX-2基因启动子片段的克隆. M: Marker DL2000; 

1-4: COX-2基因启动子片段(562 bp).
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2.2 重组质粒测序及酶切鉴定 重组质粒DNA测

序由上海美季生物技术有限公司完成, 结果与

GenBank(gi|4506264)中人COX-2基因启动子序

列完全匹配(图2). 同时, 将构建好的pGL3-Basic-
COX-2-promoter重组质粒用限制性内切酶Bgl  
Ⅱ和Hin d Ⅲ进行双酶切鉴定, 酶切产物电泳可

见约4818 bp和562 bp的条带, 与插入的COX-2
启动子目的片段和线性pGL3-Bas ic大小完全

一致(图3).
2.3 重组质粒的功能鉴定 重组质粒pGL3-Basic-
COX-2-promoter和内参质粒pRL-SV40共转染

人胃癌MKN45细胞后, 测定萤火虫荧光素酶和

海肾荧光素酶报告基因活性, 并将两者的比值

作为衡量COX-2启动子活性的依据, pRL-SV40
作为内参可以消除由于细胞数目及转染效率等

不同所带来的组间差异. 结果显示, 与载体质粒

pGL3-Basic相比, 重组质粒pGL3-Basic-COX-
2-promoter转染MKN45细胞后, COX-2的表达

显著增强, 两者相比, 具有显著的统计学意义

(P <0.001)(图4). 
2.4 H pylori对COX-2启动子活性的影响 将重组

质粒与内参质粒转染MKN45细胞4 h后, 吸弃

转染培养液常规培养16-24 h, 分别加入H pylori 
PBS混悬液(H pylori∶MKN45 = 100∶1), 处理

后8、16、24、32、40、48 h收集样品, 进行

双荧光素酶活性检测. 结果显示, pGL3-Basic-
COX-2-promoter转染MKN45细胞后, COX-2启
动子的活性随时间的变化呈现明显的上升趋势, 
在转染40 h后达到最大值, 与转染8 h组相比活性

增高3.5倍(P <0.01). 转染有pGL3-Basic-COX-2-

图  3  酶切鉴定pGL3-Basic-COX-2-promoter载体质粒. M: 

Marker DL2000; 1: 重组质粒PCR扩增结果(562 bp); 2: 重组

质粒双酶切结果(4818+562 bp); 3: 重组质粒(5380 bp).
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图  2  构建好的pGL3-Basic-COX-2-promoter重组质粒及序列比对结果.
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promoter的MKN45细胞与H pylori共培养16 h后, 
COX-2启动子的活性明显增强, 并随时间的变化

呈上升的趋势, 40 h达到最大值, 与转染8 h组相

比活性增高5倍(P <0.01), 各时间点之间都有明

显的统计学意义(P <0.05或P <0.01, 图5).

3  讨论

环氧合酶(Cyclooxygenase, COX)是前列腺素生

物合成的重要限速酶, 可将花生四烯酸代谢成

各种前列腺素产物[6], 目前研究发现COX至少

有COX-1和COX-2两种同工酶[7]. COX-1为结

构型(constitutive)基因, 在正常组织和细胞内表

达, 参与维持其正常的生理功能; COX-2为诱导

型(inducible)基因, 静息时不表达, 当细胞受到

各种诱导因子刺激时表达上调, 迅速合成, 是炎

症过程中一个重要的诱导酶, 并参与肿瘤的发

生及发展, 可作为炎症及肿瘤的一个重要的治

疗靶分子[4,6,9]. COX-2的表达在不同的组织、

不同的状况下变动很大, 他的主要产物是环前

列腺素和PGE2[8]. COX-2基因全长8.3 kb, 由10
个外显子和9个内含子组成, 定位于第1号染色

体1q25.2-25.3, 由5'端0.8 kb的转录起始点上游

区, 6 kb的蛋白质编码区以及1.5 kb 3'端非编

码区组成, 转录调控序列包括TATA box序列、

CRE(cAMP responsive element)反应元件、

Ets-1转录因子位点和C/EBP(CCAAT/enhancer 
bind ing protein)反应元件各1个, 激活蛋白质

-2(activator protein, AP-2)位点、核转录因子NF-
κB(nuclear factor-kappa B)位点各2个, SP1位点

3个, 其mRNA约4.5 kb, 基因编码603或604个氨

基酸, 含有17个氨基酸残基构成的信号肽[9-10]. 
COX-2发现于广泛存在于各种肿瘤细胞中, 主
要定位于核膜, COX-2产生的PGs产物可进入核

内, 调节靶细胞基因的转录水平和影响下游的

信号转导. COX-2在肿瘤组织中高表达, 如结直

肠腺癌、Lewis肺癌、食道癌、膀胱癌、胰腺

癌、肝癌、胃癌、口腔癌、乳腺癌等[11-16], 表达

强度与肿瘤组织类型和分化程度密切相关. 
人类H pylori是一种革兰阴性、螺旋状微生

物, 在一极有5-6根带鞘鞭毛, 该微生物主要存在

于胃黏膜的黏液层, 有时向前穿过黏液层到达

其下的上皮细胞. 自从1983年从人胃黏膜中分

离出该细菌以来, H pylori已被认为是慢性活动

性胃炎、十二指肠球部溃疡的重要致病因素, 是
胃癌的高危因素之一[17]. 1998年, Sawaoka et al [18]

首先进行了27例无症状健康体检者胃窦黏膜

COX-2表达情况, 证实了H pylori感染诱导胃黏膜

COX-2表达. 此后, 国内外相继又有研究人员用

不同方法从mRNA、蛋白水平证实了H pylori感
染的胃癌组织COX-2表达水平上调[19-20]. 国内有

相关研究认为[21], COX-2的过表达是胃癌发生的

早期事件, 随着癌前病变的进展COX-2蛋白表达

递增, COX-2不仅与早期胃癌的发生有关, 同时

与胃癌的恶性进展密切相关. 卢启明 et al [22]进行

的流行病学研究提示, H pylori感染可导致胃黏

膜萎缩, 肠上皮化生及异型增生, 特别是VagA+
菌株为高毒菌株, 与胃癌及癌前病变关系更为

密切. Caputo et al [23]研究报道, VagA+H pylori菌
株可促进MKN28胃癌细胞COX-2过表达、上调

VEGF mRNA及其蛋白表达, COX-2抑制剂可阻

断H pylori上调VEGF. Chen et al [24]对71例胃癌切

除标本COX-2表达、血管浸润及H pylori感染状

况单因素和多因素分析结果显示, COX-2表达的

上调与H pylori感染相关, 与血管浸润高度一致. 
因此, H pylori感染可能通过COX-2途径参与了

H pylori相关胃炎向癌前病变和胃癌的演进过程, 
增加COX-2的表达可能是H pylori引起胃癌发生

图  5  H pylori 在不同的时间点对COX-2启动子活性的影响. 
a,cP<0.05; b,dP<0.01.

500

400

300

200

100

0

C
O

X
-

2启
动

子
活

性
(1

05 
fo

ld
s 

of
 fi

re
fly

/r
en

ill
a)

co-transfection
co-transfection
+H pylori

a

b

c d

8        16        24       32        40        48
t /h
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点明确、高效快
速、反应灵敏等
特点.
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的机制之一. 
本研究在前期工作的基础上 ,  通过构建

C O X-2基因启动子萤火虫荧光素酶重组质粒

pGL3-Basic-COX-2-promoter, 并与含海肾荧

光素酶的内参质粒pRL-SV40共转染胃癌细胞

MKN45细胞, 运用双荧光素酶报告基因法(dual-
luciferase reporter assay), 通过检测荧光素酶的表

达量反映启动序列的活性, 探讨H pylori对胃癌

细胞中COX-2基因启动子活性的影响及H pylori
对胃癌细胞COX-2表达的作用. 证实COX-2在胃

癌细胞中可以稳定表达, 其活性受各种刺激因

子的影响, H pylori便是其中最为常见的因素之

一, H pylori激活pGL3-Basic-COX-2-promoter重
组质粒中COX-2启动子的转录, 是胃癌细胞共转

染重组质粒后COX-2过表达的重要原因. 重组

质粒pGL3-Basic-COX-2-promoter不仅可以用来

检测不同的刺激因子对肿瘤组织或肿瘤细胞中

COX-2表达的影响, 而且可以作为一个平台筛选

以COX-2为靶基因的抗肿瘤药物, 是研究和筛选

抗肿瘤药物的一种很有潜力的靶标, 其具体的

实验可行性有待于进一步研究.
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Abstract
AIM: To construct a recombinant adenovirus 
carrying Apoptin gene so as to provide a basis 
for further studying the molecular mechanism of 
Apoptin gene in inducing tumor cell apoptosis.

METHODS: The plasmid pVAX1-Apoptin was 

digested by endonuclease BamHⅠ and SpeⅠ, 
and the obtained Apoptin segment was inserted 
into vector pacAd5 CMV K-N pA to construct 
a shuttle plasmid pacAd5-Apoptin. After PacⅠ 
digestion and linearized process, the plasmid 
pacAd5-Apoptin and pAD (genome plasmid) 
were co-transfected into AAV-293 cells by lipo-
some mediation. The DNA containing Apoptin 
gene of the recombinant adenovirus was identi-
fied by plaque purification, reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
Western blot. The titer of the obtained adenovi-
rus was also examined.

RESULTS: The recombinant adenovirus ex-
pressed Apoptin gene and the molecular weight 
of the protein was about 13 kDa, which was con-
sistent with the CVA-positive control. The pro-
tein of Apoptin could be effectively expressed 
in the recombinant adenovirus, and this protein 
had response to the CAV-positive serum. The 
titer of the recombinant virus was 1011 PFU/L.

CONCLUSION: The adenovirus containing 
Apoptin gene is successfully constructed, and 
the virus titer is able to meet the requirements of 
in vitro and in vivo experiments.

Key Words: Apoptin gene; Adenovirus vector; 
Genetherapy; Reverse transcription-polymerase 
chain reaction; Western blot

Chen L, Jin NY, Li X, Liu LM, Jia P, Liu Y, Gao P, Lu 
YS, Chi BR. Construction and identification of the 
recombinant adenovirus expressing Apoptin gene of 
chicken anemia virus. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
16(31): 3505-3509

摘要
目的: 构建携凋亡素(Apoptin)基因重组腺病
毒, 为进一步研究Apoptin基因抗肿瘤作用分
子机制建立基础. 

方法: 利用BamHⅠ和SpeⅠ双酶切质粒pVAX1-
Apoptin, 获得Apoptin片段并连接入pacAd5 
CMV K-N pA, 构建含Apoptin基因的穿梭质粒
pacAd5-Apoptin. 利用PacⅠ单酶切对pacAd5-
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■背景资料
癌症是一个具有
极复杂生物生命
变化发生机制的
过程, 也是严重威
胁人类健康的主
要疾病之一. 目前
肿瘤患者数量庞
大, 并随着诊断手
段的发展而逐年
增加. 目前对恶性
肿瘤的治疗仍多
采用手术治疗辅
以放化疗的方法, 
效果不尽人意, 且
有严重不良反应. 
基因治疗是近年
肿瘤治疗研究热
点, 有别于传统方
法, 着眼于调动机
体自身的抗癌能
力, 通过增强固有
的抗肿瘤机制达
到抑制肿瘤细胞
及根治肿瘤的目
的, 因此被认为是
最有希望攻克癌
症的疗法.

■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



Apoptin和腺病毒基因组质粒(pAd5)进行线性
化处理后应用脂质体介导法共转染AAV-293细
胞, 分别利用蚀斑纯化和RT-PCR、Western blot
等方法对重组病毒进行筛选和鉴定, 并测定所
获得重组病毒的滴度. 

结果: 所构建重组腺病毒中的Apoptin基因得
到了正确转录, 表达产物的相对分子质量约为
13 kDa, 与CVA阳性对照一致; 所获得重组腺
病毒可有效表达Apoptin蛋白, 该蛋白与CAV
阳性血清具有反应原性, 重组病毒滴度为1011 
PFU/L.

结论: 成功构建含Apoptin基因的重组腺病毒, 
所获得重组病毒的滴度可以满足体内外实验
要求.

关键词: Apoptin基因; 腺病毒载体; 基因治疗; 逆转

录-聚合酶链反应; 免疫印迹法

陈漉, 金宁一, 李霄, 刘立明, 贾鹏, 刘妍, 高鹏, 陆蕴松, 迟宝荣. 
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0  引言

随着分子生物学、分子遗传学、免疫学等相关

学科的发展和渗透, 基因治疗特别是肿瘤基因

治疗技术迅速发展, 多种肿瘤基因治疗方法在

理论和技术上已趋成熟, 并从实验及基础研究

过渡到临床试用阶段. 目前, 肿瘤基因治疗药物

的应用前景已不仅取决于其杀伤肿瘤细胞的有

效性, 而更加侧重于制剂的抑瘤特异性[1-4]. 由鸡

贫血病毒(chicken anemia virus, CAV)上VP3基因

编码的凋亡素(Apoptin)能够特异性诱导包括肝

癌、淋巴瘤、胆管癌、黑色素瘤、乳腺癌、肺

癌、结肠癌等人源肿瘤发生凋亡, 而对成纤维

细胞、角质化细胞、平滑肌细胞等正常没有影

响[5-7]. 这种特异性地诱导转化细胞和肿瘤细胞

凋亡作用不依赖于野生型p53也不受Bc l-2过度

表达的影响. 而且Apoptin基因较小, 可以插入多

种载体, 具有成为新的肿瘤研究策略的潜力[7-10]. 
因此, 本研究以腺病毒为载体, 构建携Apoptin基
因的重组腺病毒, 为进一步的体内外实验提供

基础.

1  材料和方法

1.1  材料  大肠杆菌感受态菌D H5α、C AV、

A AV-293细胞和质粒p VA X1-A p o p t i n[11]、

pTKEGFP、pacAd5 CMV K-N pA、pAd5均由
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本实验保存. 胎牛血清、DMEM、opti MEM
培养基购自Gibco公司; 碱性磷酸酶(AP)标记

的羊抗鸡I g Y、碱性磷酸酶(A P)标记的羊抗

鼠IgG购自华美生物工程公司; β-actin mAb、
CAV阳性血清由本实验室制备并保存; 脂质体

Lipofectamine2000、TRIzol、Oligo(dT)购自

Invitrogen公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养和质粒转染: AAV-293细胞在

DMEM培养液(含100 mL/L胎牛血清, 100 U/L青
霉素, 100 U/L链霉素)中, 于37℃, 50 mL/L CO2

条件下培养至对数生长期, 2.5 g/L胰蛋白酶消

化后制备单细胞悬液, 调整细胞浓度至1×108

并接种于6孔(2 mL/孔)细胞培养板, 培养24 h
后用于转染或病毒接种. 通过脂质体介导法将

10 μg线性化的pacAd5-Apoptin和pAd5共转染

AAV-293细胞, 即在500 μL opti MEM中, 加入10 
μL Lipofectamine2000并混匀; 另取500 μL opti 
MEM加入线性化产物并混匀, 两者混合后于室

温下作用30 min, 将上述混合液滴加入AAV-293
细胞中, 于37℃, 50 mL/L CO2条件下培养6 h. 同
时设pTKEGFP转染阳性对照.
1.2.2 穿梭质粒构建: 用Bam HⅠ和SpeⅠ分别双

酶切质粒pVAX1-Apoptin和pacAd5 CMV K-N pA. 
回收约366 bp的Apoptin线性化的pacAd5 CMV 
K-N p A, 两者连接后转化大肠杆菌感受态菌

DH5α, 挑菌后小量提取质粒, 并用BamHⅠ和Spe
Ⅰ双酶切进行鉴定. 实验方法参照分子克隆[12].
1.2.3 含Apoptin基因的重组腺病毒构建: 用Pac
Ⅰ对PacAd5-Apoptin和pAd进行酶切线性化处

理, 酶切产物用无水乙醇沉淀回收, 并将线性化

产物共转染AAV-293细胞, 培养7-10 d后挑取病

毒蚀斑, 经3次冻融后用AAV-293细胞进行蚀斑

扩增, 经扩增的重组病毒用于RT-PCR和Western 
blot鉴定. 
1.2.4  RT-P C R检测: 培养接种重组病毒后的

AAV-293细胞至80%-90%发生病变时用TRIzol
抽提总RNA, 以Oligo(dT)为引物进行反转录以

合成cDNA. 以3 μL cDNA为模板, 以Apoptin特
异引物进行PCR检测. PCR扩增的反应体系为: 
2.5 μL 10×Buffer, 0.5 μL 10 mmol/L dNTP, 上下

游引物(10 μmol/L)各1 μL, 1 μL Taq DNA聚合酶, 
补加水到25 μL. Apoptin反应条件为: 95℃预变

性5 min; 94℃ 1 min, 55℃ 30 s, 72℃ 40 s, 共30
个循环; 72℃延伸10 min. PCR产物进行琼脂糖

凝胶电泳. 以CAV感染细胞作为阳性对照, 以未
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■研发前沿
目前, 肿瘤基因治
疗药物的应用前
景已不仅取决于
其杀伤肿瘤细胞
的有效性, 而更加
侧重于制剂的抑
瘤特异性. 由鸡贫
血病毒 (CAV )上
VP3基因编码的
凋亡素(Apoptin)
能够特异性诱导
包括肝癌、淋巴
瘤、胆管癌、黑
色 素 瘤 、 乳 腺
癌、肺癌、结肠
癌等人源肿瘤发
生凋亡, 是目前研
究的热点.
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感染重组病毒的AAV-293细胞作为阴性对照.
1.2.5 Western blot检测: 培养接种重组病毒后

的AAV-293细胞至80%-90%发生病变时收获细

胞, 经预冷磷酸盐缓冲液洗涤, 收集至含400 μL
裂解缓冲液(50 mmol/L Tris, pH7.4, 250 mmol/L 
NaCl, 5 mmol/L EDTA, 0.1% Triton X-100, 20 
mmol/L β-磷酸甘油, 5 mmol/L NaF, 1 μg/mol亮
肽酶素, 200 mg/L胰岛抑素, 1 mg/L胃酶抑素)离
心管中, 冰浴30 min后于样品缓冲液(50 mmol/L 
Tris, pH7.4, 100 mmol/L二硫苏糖醇, 2% SDS, 
0.1%溴酚蓝, 10%甘油)中煮沸3 min, 12 000 g , 
离心10 min, 上清液经10% SDS-聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离后电转移至硝酸纤维素膜. 硝酸纤

维素膜于含5%脱脂乳封闭2 h, 先后与CAV阳性

血清和AP标记的羊抗鸡IgY或β-actin mAb和AP
标记的羊抗鼠IgG温育2 h, 并于NBT和BCIP溶
液中显色. CAV感染细胞的提取物作为阳性对

照, 未感染重组病毒的AAV-293细胞提取物作为

阴性对照.
1.2.6 重组腺病毒的滴度测定: 鉴定正确的重组

病毒扩增后做连续10倍梯度稀释, 并接种于24
孔板培养的AAV-293细胞, 培养3-5 d, 以出现细

胞病变的最大稀释倍数为依据, 按以下公式计

算病毒滴度: 病毒滴度 = 细胞病变数×稀释倍

数/病毒接种量(mL).

2  结果

2.1 pacAd5-Apoptin的构建 穿梭质粒pacAd5-
VP3经Bam HⅠ和SpeⅠ双酶切后出现366 bp条
带(图1), 成功构建了含Apoptin基因的穿梭质粒.
2.2 重组腺病毒蚀斑筛选 pTKEGFP与线性化

的pacAd5-VP3和pAd5分别转染AAV-293细胞

转染, 培养24 h后, 可观察到pTKEGFP转染孔

细胞呈现明亮绿色荧光(图2), 质粒已成功转染

入AAV-293细胞内. 继续培养7-10 d后, pacAd5-
Apoptin和pAd5共转染孔出现细胞病毒, 重组病

毒已包装完成(图3).
2.3 重组腺病毒RT-PCR鉴定 对重组腺病毒感染

AAV-293细胞的总RNA进行RT-PCR检测, 可扩

增出与CAV感染细胞大小一致的条带, 重组腺病

毒中的Apoptin基因得到了正确转录(图4).
2.4 重组腺病毒Western blot鉴定 可见相对分子

质量13 kDa的特异条带, 与CVA阳性对照一致. 
所获得重组腺病毒可有效表达Apoptin蛋白, 该
蛋白与CAV阳性血清具有反应原性(图5).
2.5 重组腺病毒滴度 对经筛选和鉴定正确的重

组腺病毒进行滴度测定, 重组腺病毒滴度约为

1011 PFU/L.

3  讨论

基因治疗的本质就是目的基因、载体与转染的

问题, 其关键就是目的基因的选择. 宗旨在于将

外源基因导入肿瘤细胞, 使之表达目的蛋白质

以达到治疗肿瘤的效果. 腺病毒载体具有滴度

高、感染范围广、DNA不整合到宿主染色体、

可插入7-8 kb的外源DNA片段等优点, 目前已成

为基因治疗、基因功能研究、反义治疗、疫苗

开发等领域最为常用的载体之一[13]. 但重组腺病

毒污染野生型病毒的问题一直没有得到很好的

解决. 本研究采用RAPAdⅠ重组腺病毒系统[14]

进行重组腺病毒的构建, 该系统将与腺病毒复

制和包装相关信号序列从腺病毒基因组骨架质

B

A

图  2  质粒转染AAV-293细胞结果. A: pTKEGFP转染细胞; 

B: 正常细胞.
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图  1  穿梭质粒酶
切鉴定图. 1: DL2000 

Maker pacAD5; 2: 

plasmad pacAd5-

Apoptin; 3-4: plasmad 
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■创新盘点
本研究利用RAPA 
dⅠ重组腺病毒系
统成功构建了表
达Apoptin基因的
重 组 腺 病 毒 .  实
验 结 果 表 明 ,  本
研究所构建的重
组腺病毒能够有
效表达Apoptin基
因 ,  并 且 所 表 达
A p o p t i n 基 因 与
CAV阳性血清具
有反应原性. 



www.wjgnet.com

3508                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志      2008年11月8日      第16卷     第31期

粒内敲除, 并转移至穿梭质粒中, 使得只有腺病

毒基因组骨架质粒与穿梭质粒重组后, 腺病毒

才能够包装并增殖. 因此, 应用RAPAdⅠ系统所

构建的重组腺病毒在理论上都是经过同源重组

的, 这大大降低了野生型腺病毒污染的机会.
细胞凋亡(apoptosis)又称为细胞程序性死

亡, 是细胞自主死亡的过程, 也是凋亡相关基因

调控的结果. 近年研究发现, 病毒感染是调节细

胞凋亡的重要因素, 病毒感染后不仅可通过自

身基因的表达激活或抑制细胞凋亡的发生, 也
可与细胞凋亡调节基因一起共同参与凋亡的调

控. 放疗和化疗是目前常用的肿瘤非手术疗法, 
其机制是通过野生型p53的介导细胞凋亡. 触发

CAV诱导肿瘤细胞凋亡的因子是由该病毒VP3
基因编码的Apoptin蛋白. 目前, Apoptin识别恶性

转化细胞的确切机制尚不十分明确, 有待进一

步探讨. 但有研究表明Bc l-2家族成员能够促进

Apoptin的功能而不是抑制其作用, 说明Apoptin
诱导肿瘤细胞凋亡的途径与经典凋亡通路存在

差别[15-19]. Apoptin含有一段核定位信号, 使其能

够进入转化细胞或恶变细胞的细胞核内[20], 同时

引起这类细胞凋亡. 而对正常细胞, Apoptin只存

在于核周围的细胞质而不进入细胞核, 不引起

正常细胞的凋亡, 对正常细胞无毒性[21-26]. 有研

究表明, Apoptin的核定位可能是其诱发细胞凋

亡的前提之一[20,27-29]. 由于大部分肿瘤细胞具有

p53突变或缺失, 使得传统抗肿瘤方法效果不佳, 
因此, 这种非p53依赖性使凋亡蛋白质作为抗肿

瘤药物有很好的前景.
为进一步探讨Apoptin基因诱导肿瘤细胞凋

亡及区分恶性细胞和正常细胞的机制, 本研究

利用RAPAdⅠ重组腺病毒系统成功构建了表达

Apoptin基因的重组腺病毒. 实验结果表明, 本研

究所构建的重组腺病毒能够有效表达Apoptin基
因, 并且所表达Apoptin基因与CAV阳性血清具

有反应原性. 重组腺病毒滴度为1011 PFU/L, 能
够满足体内外研究的需要.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of DNA 
mismatch repair gene hPMS2 and its clinical 
significance in gastric cancer.

METHODS: Real-time fluorescent quantitative 
reverse transcriptase polymerase chain reaction 
(RT-PCR) was used to detect the level of hPMS2 
mRNA respectively in 41 cases of gastric cancer 
and 37 cancer-adjacent mucosa samples of atro-
phic gastritis and 25 cases of chronic atrophic 
gastritis and 20 cases of chronic superficial gas-

tritis. The human glyceraldehydes-3-phosphate 
dehydrogenase (hGAPDH) gene was used as 
a reference for normalization of the expression 
level.

RESULTS: The expression levels of hPMS2 
mRNA in gastric cancer, the corresponding 
cancer-adjacent mucosa, chronic atrophic gas-
tritis and chronic superficial gastritis were 28.33 
± 14.05, 16.88 ± 10.67, 7.25 ± 8.72 and 1.78 ± 
1.34, respectively. Significant differences were 
detected among the four groups (F = 31.82, P = 
0.00). The expression level of hPMS2 mRNA was 
markedly higher in gastric cancer than in the 
other tissues (P < 0.01), and significantly higher 
in the corresponding cancer-adjacent mucosa 
than in nonneoplastic mucosa (P < 0.01), but 
no significant difference was detected between 
chronic atrophic gastritis and chronic superficial 
gastritis. The expression of hPMS2 in gastric 
cancer had no obviously relationship with the 
size, the degree of infiltration of tumor nor the 
metastasis of lymph node.

CONCLUSION: The abnormal transcription of 
hPMS2 gene may be related to gastric cancer, 
but not involved in the development of gastric 
cancer.

Key Words: Gastric cancer; DNA mismatch repair 
gene; hPMS2 mRNA; Real-time fluorescent quanti-
tative reverse transcriptase polymerase chain reac-
tion

Xu GX, Liu XS, Yang K. Detection of hPMS2 mRNA in 
gastric cancer using real-time fluorescent quantitative RT-
PCR and its clinical significance. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(31): 3510-3514

摘要
目的: 探讨DNA错配修复基因hPMS2在胃癌
组织中的表达水平及其临床意义. 

方法: 应用实时荧光定量逆转录聚合酶链反
应(RT-PCR)技术对41例胃癌患者的癌组织、

37例癌旁萎缩性胃炎组织、25例慢性萎缩

®

■背景资料
hPMS2是一种重
要的错配修复基
因 ,  其 功 能 缺 陷
与多种肿瘤的发
生 密 切 相 关 .  错
配修复基因表达
失调可能是错配
修复基因功能丧
失的主要原因. 本
文通过研究胃癌
中错配修复基因
hPMS2 mRNA的
水平, 探讨hPMS2
基因异常转录在
胃癌发生过程中
的作用.

■同行评议者
刘连新, 教授, 哈
尔滨医科大学第
一临床医学院普
通外科 ;  田晓峰 , 
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性胃炎组织及20例慢性浅表性胃炎组织中
hPMS2 mRNA进行定量检测, 以三磷酸甘油
醛脱氢酶基因(hGAPDH)为内参照.  

结果: 胃癌组织、癌旁萎缩性胃炎组织、慢
性萎缩性胃炎组织及慢性浅表性胃炎组织
中hPMS2 mRNA的含量分别是28.33±14.05, 
16.88±10.67, 7.25±8.72和1.78±1.34, 四组
相比差异有显著性(F  = 31.82, P  = 0.00). 胃癌
组织中hPMS2 mRNA含量明显高于其他三组; 
癌旁萎缩性胃炎组织中含量明显高于非胃癌
患者的胃炎组织, 差异均有显著性(P <0.01); 
而 非 胃 癌 患 者 的 慢 性 萎 缩 性 胃 炎 组 织 中
hPMS2 mRNA的含量与慢性浅表性胃炎组织
相比差别无显著性. hPMS2 mRNA含量与肿
瘤的大小、浸润深度、有无淋巴结转移关系
不明显, 差异均无显著性.

结论: hPMS2基因的异常转录可能与胃癌的发
生有关, 而与胃癌的发展关系不大.

关键词: 胃癌; 错配修复基因; hPMS2 mRNA; 实时
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0  引言

错配修复基因(misma tch repair genes, MMR 
genes)属管家基因, 负责对细胞内错配碱基进

行修复 ,  其中任何一个或多个的变异都会引

起D N A错配修复错误致肿瘤易感 [1].  有报道

称h P M S2体系的突变是人类遗传性非息肉性

结肠癌(hereditary non-polyposis colon cancer, 
HNPCC)和Turcot's综合征(Turcot's syndrome, TS)
的少见原因之一[2]. 迄今为止, 国内外对hPMS2
在胃癌发生发展中的作用研究尚少. 本研究采

用实时荧光定量RT-PCR技术检测在人胃癌、癌

旁萎缩性胃炎、慢性萎缩性胃炎及慢性浅表性

胃炎组织中hPMS2 mRNA的水平, 探讨hPMS2
基因与胃癌发生、发展的关系, 进一步了解胃

癌发生发展的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 2005-01/2005-08青岛大学医学院附属

医院普外科手术切除的胃癌组织41例, 男28例, 
女13例, 年龄35-80(中位年龄59)岁, 术前未经放

化疗. 每例均取相应癌旁组织, 即距离癌组织边

缘5 cm的胃组织, 选择其中的慢性萎缩性胃炎

组织作为癌旁萎缩性胃炎组, 共37例. 胃镜活检

25例慢性萎缩性胃炎组织, 男10例, 女15例, 年
龄37-75(中位年龄55)岁; 慢性浅表性胃炎组织

20例, 男5例, 女15例, 年龄33-75(中位年龄54)岁. 
将新鲜组织置液氮速冻后存于-70℃冰箱备用. 
全部病例均经病理检验证实. 引物采用FastPCR
设计, hPMS2上游引物为5'-GCA CTG AGC GAT 
GTC ACC ATT-3', 下游引物是5'-TTC CTT ATG 
GCG CAC AGG TAG T-3', PCR产物长度为171 
bp. 内参hGAPDH上游引物为5'-TCA TGG GTG 
TGA ACC ATG AGA A-3', 下游引物为5'-GGC 
ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3', PCR产物

长度为146 bp, 均由上海生工生物工程技术有

限公司合成. hPMS2的TapMan荧光探针序列

5'(FAM)-TAT CCA GAA AAC CCC CTA CCC 
CCG C(TAMRA)-3', 内参hGAPDH的TapMan荧
光探针序列5'(FAM)-TCA TCA GCA ATG CCT 
CCT GCA CCA(TAMRA)-3'均由大连宝生物有

限公司合成. 荧光定量RT-PCR试剂购于大连宝

生物有限公司.
1.2 方法 采用TRIzo l法提取总RNA. 10 μL逆
转录反应体系: 5×PrimeScriptTM Buffer 2 μL,   
PrimeScriptTM RT Enzyme Mix Ⅰ 0.5 μL, Oligo 
dT Primer 0.5 μL, Random 6 mers 0.5 μL, Total 
RNA 2 μL, RNase Free dH2O 4.5 μL. 反应条

件: 37℃ 15 min, 85℃ 2 min, -20℃保存备用. 20 
μL PCR反应体系: Premix Ex TaqTM 10 μL, 上
下游引物各0.7 μL, 0.8 μL荧光探针溶液, ROX 
Reference DyeⅡ 0.4 μL, cDNA溶液2 μL, dH2O 
5.4 μL. PCR 扩增条件: 95℃ 10 min预变性; 95℃ 
5 s, 60℃ 45 s, 共40个循环. 7500 Real-Time PCR 
System仪器反应, 反应结束后, 由7500 Real-Time 
PCR软件自动记录荧光曲线并分析计算出Ct值. 
建立hGPADH作为内对照, 检测被测样品RNA
的完整性和可靠性. 结果的计算: △△Ct = (样品

Ct均值-内参照Ct均值)-(对照样品Ct均值-对照

内参照Ct均值), 然后取2-△△Ct即代表被检样品初

始hPMS2 mRNA的含量.
统计学处理 采用SPSS11.5软件处理系统

进行统计学分析. hPMS2 mRNA的相对含量以

mean±SD表示. 统计学方法采用单因素方差分

析及t检验, 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 hPMS2 mRNA的含量 胃癌组织、癌旁萎缩

■研发前沿
错配修复基因在
胃癌发生中作用
逐渐受到重视, 其
中 对 h M L H 1 、

hMSH2及hMSH6
基因的研究较充
分, 对hPMS2基因
在胃癌中的变化
也受到越来越多
的关注. 错配修复
基因表达异常有
可能成为判断胃
癌是否发生的一
项新指标.



www.wjgnet.com

3512                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志      2008年11月8日      第16卷     第31期

性胃炎组织、非胃癌患者的慢性萎缩性胃炎组

织及慢性浅表性胃炎组织中均检测到hPMS2及
hGAPDH基因的表达(图1-2). hPMS2 mRNA在胃

癌组织、癌旁萎缩性胃炎组织、非胃癌患者的

慢性萎缩性胃炎组织及慢性浅表性胃炎组织中

hPMS2 mRNA的含量分别为28.33±14.05, 16.88
±10.67, 7.25±8.72和1.78±1.34, 依次降低. 四
组间相比差异有显著性(F  = 31.82, P  = 0.00); 采
用SNK法各组间相比: 胃癌组织中含量明显高

于其他三组; 癌旁萎缩性胃炎组织中含量明显

高于非胃癌患者的胃炎组织, 差异均有显著性(P  
= 0.00); 慢性萎缩性胃炎组织中含量与慢性浅表

性胃炎组织相比, 差异无显著性(P  = 0.071).
2.2 不同临床参数胃癌组织中hPMS2 mRNA水

平 hPMS2 mRNA含量在不同大小肿瘤组织、不

同程度浸润癌组织、有无淋巴结转移癌组织中

的差异均无统计学意义(表1).

3  讨论

DNA错配修复(MMR)系统由一系列能特异修复

DNA碱基错配的酶分子组成. 目前从人体细胞

中共分离克隆到9个MMR基因, 其通过编码不同

的MMR蛋白, 特异性识别并修复错配碱基, 保
持遗传物质的稳定性. MMR基因发生异常时, 无
法修复DNA复制过程中出现的碱基错配, 造成

细胞内遗传物质突变率增加, 产生遗传不稳定

性, 引起细胞恶性转化. 现已发现90%的HNPCC
患者存在一个或多个MMR基因的变异, 主要是

hMLH1、hMSH2及hMSH6基因的甲基化或突

变[3-5], 而在其他散发性肿瘤如卵巢癌、子宫内

膜癌、胃癌、肝癌、乳腺癌以及膀胱癌中亦可

检测到一个或多个MMR基因的变异[6-8]. 
hPMS2基因位于染色体7p22上, 包含15个

外显子. 正常组织中hPMS2蛋白位于细胞核内, 
在消化道上皮细胞、卵巢和睾丸组织中含量较

高[9-10]. hPMS2蛋白氨基末段片段具有与DNA结

合的活性, 与hMLH1蛋白形成hMutL-α异源二聚

体, 结合到DNA链上启动错配修复; 同时hPMS2
基因也通过介导DNA损伤细胞的凋亡发挥抗肿

瘤作用[11]. 目前对hPMS2基因在肿瘤中的研究

主要集中在hPMS2 DNA的突变上. 多项研究提

出在HNPCC和Turcot's综合征中检测到hPMS2 
DNA存在多位点突变[2,12-13]; Balogh et al [14]发现

在原发性乳腺癌中hPMS2基因亦存在多处移码

或缺失突变, 但尚未发现突变热点. 本研究应用

实时荧光定量RT-PCR技术对胃癌组织、癌旁萎

缩性胃炎组织、慢性萎缩性胃炎组织及慢性浅

表性胃炎组织中hPMS2 mRNA进行定量检测. 
研究结果显示, 在胃癌及癌旁萎缩性胃炎

组织中hPMS2 mRNA含量明显高于非胃癌患者

胃炎组织中含量, 提示胃癌及癌旁萎缩性胃炎

组织中hPMS2基因转录增加. 张媛 et al [15]发现

hPMS2 mRNA在子宫颈癌细胞中亦增加. 多项

研究证实在胃癌组织中hMLH1启动子区的甲基

化导致hMLH1基因失活, 使组织中仅表达少量

的hMLH1蛋白[16-17]. 本研究证实hPMS2基因在胃

癌及癌旁萎缩性胃炎组织中不但没有失活反而

存在过度激活现象. hPMS2基因过度激活的可

能机制: 机体细胞在正常生理状态下, 不存在遗

■创新盘点
本文应用实时荧
光定量RT-PCR技
术从mRNA水平
阐述hPMS2基因
在胃癌组织中存
在转录异常. 

表  1  不同临床参数胃癌组织中hPMS2 mRNA的含量

     
临床参数             n        hPMS2 mRNA水平          t              P

肿瘤大小(cm)

    <5	         13	     43.28±18.08	   1.190	 0.24

    >5	         28	     33.21±21.82

浸润深度

    浆膜内	          7	     36.28±25.94	   0.138	 0.89

    浆膜外	        34	     34.73±20.72

淋巴结转移

    有	         11	     38.43±25.25	   0.530	 0.59

    无	         30	     33.96±20.00

1     2     3     4     5     6      7    8     9

600
500
400
300
200
100

图  1  hPMS2和hGAPDH的RT-PCR产物电泳图. 1: DNA 

Marker; 2: 胃癌组织; 3: 癌旁萎缩性胃炎组织; 4: 慢性萎缩性

胃炎组织; 5: 慢性浅表性胃炎组织; 6-9: 2-5的相应内参照

hGAPDH.

图  2  实时荧光扩增曲线.
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传物质的变异, 所以hPMS2基因处于低转录状

态; 细胞在增殖过程中一旦出现遗传物质的错

配, hPMS2基因则被激活, 修复错配的基因, 但
hPMS2基因可能存在突变产生不全蛋白导致错

配基因不能修复[18], 从而形成恶性循环, 增加的

错配基因进一步激活hPMS2基因, 导致hPMS2 
mRNA含量增加. Balogh et al [14]曾提出在乳腺癌

组织中因hPMS2基因的移码或点突变, 导致转

录的mRNA出现错误, 产生缺陷蛋白导致不能修

复错配基因, 其研究结果亦支持上述推论. 但胃

癌组织中hPMS2基因过度激活的具体机制还有

待进一步研究. 
癌旁组织细胞与癌细胞处于同一内外环

境中, 有相同的遗传物质, 被看作肿瘤易发组 
织[19-20]. 我们研究数据显示癌旁萎缩性胃炎组

织中hPMS2 mRNA含量明显高于非胃癌患者的

萎缩性胃炎组织及浅表性胃炎组织, 更接近胃

癌组织中的含量, 提示hPMS2基因转录异常积

累到一定水平后可促使组织向癌的演变, 这可

能是胃癌术后残胃发生癌变的机制之一, 但其

作用机制尚不明确. 对胃癌术后患者定期复查

hPMS2 mRNA含量, 有望早期预测残胃癌变的可

能性, 以便早期采取防治措施, 减少残胃再发癌. 
慢性萎缩性胃炎是一种癌前疾病, 其发生

胃癌的危险明显高与普通人群[19-20]. 我们研究发

现hPMS2 mRNA的含量在慢性萎缩性胃炎组织

中与在慢性浅表性胃炎组织中差异无显著性, 
但萎缩性胃炎组织中含量高于浅表性胃炎组织, 
更接近于癌组织, 提示hPMS2基因转录异常的

积累有可能是部分萎缩性胃炎组织向癌组织转

化的促进因素之一, 这一结论还有待加大样本

量进一步研究. 
慢性浅表性胃炎部分可进展成慢性萎缩性

胃炎, 而后者有较高发生癌的危险性[21]. 本研究

结果显示, hPMS2 mRNA在浅表性胃炎组织、

萎缩性胃炎组织及癌组织中的含量逐渐增加, 
即随着组织损伤的加重, hPMS2基因转录异常

增加, 反映了异常基因的积累促使癌发生的过

程. 但在不同大小的肿瘤组织、不同浸润程度

癌组织、有无淋巴结转移及不同病理分级癌组

织中h P M S2基因的转录水平差异均无显著性 
(P >0.05), 提示hPMS2基因转录失调可能只与肿

瘤的发生相关, 与肿瘤的发展相关性不大. 所以

应用实时荧光定量RT-PCR技术对hPMS2 mRNA
进行定量检测有望对胃癌的早期发现, 早期治

疗提供依据. 

胃癌的发生是一个多因素、多步骤、多阶

段发展过程, 涉及癌基因、抑癌基因、凋亡相

关基因等的改变. hPMS2基因改变在胃癌发生

中的作用逐渐受到重视, 但其作用机制还有待

进一步研究. 因本实验是对hPMS2 mRNA的定

量检测, 未对其全部序列进行测定, 且hPMS2 
m R N A在翻译成蛋白质的过程中受多种因素

的调节, 所以hPMS2 mRNA的表达不能代表

hPMS2蛋白的水平, 应对其从基因到蛋白表达

和作用的各个环节做进一步分析研究, 以明确 
hPMS2 mRNA在胃癌组织中增加的机制. 
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世界华人消化杂志数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2008-11-08)
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Abstract
AIM: To investigate the role of Pim-3 aberrant 
expression in the development of gastric carcinoma.

METHODS: Semi-quantitative RT-PCR method 
and immunohistochemistry method were used 
to detect the expression of Pim-3 in 40 gastric 
carcinoma tissues and 20 adjacent normal tis-
sues. We also compared relationship between 
Pim-3 expression and the clinicopathological 
parameters of gastric carcinoma.

RESULTS: Pim-3 mRNA expression was en-
hanced in gastric carcinoma compared with non-
cancerous mucosa (0.287 ± 0.058 vs 0.053 ± 0.055, 
P < 0.001). Protein expression of Pim-3 was 

significantly higher in moderately differentiated 
adenocarcinoma tissue than in poorly differenti-
ated adenocarcinoma tissue. Pim-3 expression 
was closely correlated with lymphatic metastasis 
and venous invasion (r = 0.385, 0.412, P = 0.014, 
0.008).

CONCLUSION: Pim-3 can be seen as the biolog-
ical marker for early phase of gastric carcinoma 
and a prognostic factor to predict the prognosis 
of cancer.

Key Words: Pim-3; Gastric carcinoma; Aberrant 
expression; Reverse transcription-polymerase chain 
reaction; Immunohistochemistry method

Hu ZF, Huang Y, Zhong Q, Jian J. Significance of aberrant 
Pim-3 expression in gastric carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(31): 3515-3518

摘要
目的: 探讨Pim-3的异常表达在胃癌发展过程
中的作用. 

方法: 使用半定量RT-PCR法和免疫组化法检
测40例胃癌组织及20例癌旁正常组织标本
Pim-3的表达, 并比较Pim-3的表达与胃癌临床
病理参数的关系. 

结果: 与正常胃黏膜相比, Pim-3 mRNA的表
达量在胃癌组织中更高(0.287±0.058 vs  0.053
±0.055, P <0.001). 中分化腺癌中Pim-3蛋白的
表达高于低分化腺癌组织中的表达, 两者比
较差异显著(50% vs  20%, P <0.05). Pim-3的表
达与淋巴转移、静脉转移密切相关(r  = 0.385, 
0.412, P  = 0.014, 0.008).

结论: Pim-3可作为胃癌早期的生物标志物, 并
可预示肿瘤的预后.

关键词: Pim-3; 胃癌; 异常表达; 逆转录酶链式反

应; 免疫组化法
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■背景资料
P i m - 3 作 为 一 种 
丝/苏氨酸蛋白激
酶Pim家族中的成
员, 能磷酸化众多
特异性底物, 在细
胞增殖、分化、

凋亡中发挥着重
要的调控作用. 科
研人员在肝癌、

胰腺癌、结肠癌
中均发现Pim-3高
表达. 因此, Pim-3
可能成为抗肿瘤
治疗的一个新靶
点. 探讨Pim-3在
胃癌中的表达情
况将有助于从一
个新的方面揭示
胃癌的发生机制, 
为将来能早期诊
断和治疗胃癌提
供理论依据.

■同行评议者
蓝宇, 教授, 北京
积水潭医院消化
科



0  引言

胃癌的发生是胃黏膜细胞增生和凋亡失衡的结

果, 他是一个循序渐进的过程. 癌变过程是长期

的细胞生物学行为由正常演变为异常的过程, 
涉及多种肿瘤相关基因的参与. 丝/苏氨酸激酶

Pim家族有3个成员[1]: Pim-1、Pim-2和Pim-3, 能
磷酸化众多特异性底物, 分别在细胞增殖、分

化、凋亡中发挥着重要的调控作用[2]. 目前, 国
内外研究者在肝癌[3]、胰腺癌[4]、结肠癌[5]领域

对Pim-3基因的研究已有较大的进展, 在胃癌的

研究中对该基因的研究报道尚不多. 本研究拟

应用半定量RT-PCR及免疫组化法检测Pim-3基
因在人胃癌组织中的基因及蛋白水平的表达, 
探讨该基因异常表达在胃癌发生发展中的作用

及机制, 为胃癌的诊断及治疗提供新的靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 40例胃癌组织来自南昌大学第二附属

医院普通外科手术标本, 其中20例中分化腺癌, 
20例低分化腺癌. 患者手术前均未接受过化疗. 
20例癌旁正常组织, 来源于患者肿瘤边缘2 cm以

外区域, 经切片病理染色分析证实无癌变细胞. 
时间均为2007-05/2008-05. 新鲜组织离体后分两

部分, 一部分立即用液氮保存, 待提取总RNA, 一
部分用甲醛固定, 石蜡包埋, 待免疫组化染色. 患
者年龄、性别、肿瘤大小、分化程度、转移情

况等资料来源于本院病案室.
1.2 方法 
1.2.1 RT-PCR法: 应用TRIzol试剂, 按照说明书提

取胃癌组织、癌旁正常胃组织总RNA. 逆转录

反应合成CDNA. 取4 μL产物进行PCR扩增. 反
应条件为: 94℃ 5 min; 94℃ 45 s; 57℃ 45 s; 72℃ 
45 s; 72℃ 7 min, 35个循环. Pim-3上游引物序列: 
5'-TCTCCAAGTTCGGCTCCCT-3'; 下游引物序

列: 5'-TCACCCGCTCCTTCACCAC-3'. 本引物

扩增产物为232 bp, 内参β-actin上游引物序列: 
5'-CTTCCTGGGCATGGAGTC-3'; 下游引物序

列5'-GCCGATCCACACGGAGTA-3', 内参扩增

产物为740 bp, 反应结束后取产物于10 g/L琼脂

糖凝胶中电泳. 应用天能Gis凝胶成像系统分析, 
PCR产物量以吸光度/面积表示, 以Pim-3产物 
量/β-actin产物量的比值作为Pim-3 mRNA表达

量的最终结果.
1.2.2 免疫组化法: 将经过石蜡包埋的标本行4 
μm厚切片, 每例连续作3张切片, 1张常规HE染
色, 另2张用于免疫组织化学染色(采用SP免疫组
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织化学法), 用PBS液代替一抗作为阴性对照. 实
验流程按试剂盒说明步骤进行, 切片经60℃恒

温箱烤30 min, 二甲苯脱蜡水洗, 蒸馏水泡5 min, 
阻断内源性过氧化物酶, 一抗, 二抗, 酶标SP, 
DAB显色. 苏木素复染, 透明封固, 镜检. 主要试

剂为羊抗人Pim-3多克隆抗体(美国Santa Cruz
公司), 浓度为1∶200. Pim-3阳性定位于细胞质, 
细胞质染成棕黄色为阳性细胞, 每张切片选取

5个具有代表性的高倍视野. 计数500个细胞中

的阳性细胞数. 依据《全国免疫组织化学技术

及诊断标准化专题研讨会》标准, 按阳性细胞

所占比例进行分级: <25%为(-), 25%-50%为(+), 
51%-75%为(++), >75%为(+++).

统计学处理 用SPSS12.0软件行相关数据分

析, 分别用t检验和Spearman相关分析方法分析

相应组数据, 当P <0.05时有统计学意义.

2  结果

2.1 Pim-3基因mRNA的半定量RT-PCR检测结

果 胃癌组织mRNA的表达量是0.287±0.058, 癌
旁正常组织的是0.053±0.055, 两组经t检验分析

P <0.001, 有统计学意义(图1).
2.2 Pim-3蛋白表达的免疫组化结果 中分化胃癌的

蛋白阳性率是50%, 低分化胃癌的蛋白阳性率是

20%, 癌旁正常组织的蛋白阳性率是0. 中分化胃

癌与低分化胃癌Spearman相关分析比较, 有统计

学意义(P  = 0.024), 低分化胃癌与癌旁正常组织相

www.wjgnet.com

■研发前沿
科 研 人 员 发 现
Pim-3与消化系肿
瘤的发生有密切
联系, 在不同肿瘤
中Pim-3的作用机
制存在差异, 研究
Pim-3对胃癌发生
的作用途径正被
广泛关注. 

表  1  各种胃癌组织Pim-3蛋白表达水平 (n  = 20)

     
分组

	                       Pim-3蛋白的表达	         
阳性率(%)

	                  -           +         ++       +++

中分化胃癌            10          2         4         4          50a

低分化胃癌            16          2         2         0          20c

癌旁正常组织         20          0         0         0            0

aP<0.05 vs  低分化胃癌; cP<0.05 vs  癌旁正常组织.

N             M      C               B

图   1   P im-3基
因mRNA的半定
量RT-PCR检测结
果. B: β-actin条

带; C: 胃癌织;  M: 

Marker2000; N: 癌

旁正常组织.

■相关报道
研究已发现Pim-3
在正常肝、胰、

结肠组织中不表
达, 在癌组织中高
表达, 尤其在结肠
腺瘤中的表达最
高.
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关分析比较, 有统计学意义(P  = 0.036, 表1, 图2).
2.3 Pim-3蛋白的表达与临床病理资料的关系 
P i m-3蛋白的表达与肿瘤大小、浸润黏膜深

度、淋巴结转移灶无明显相关性, 与淋巴转移

(r  = 0.385, P  = 0.014)、静脉转移(r  = 0.412, P  = 
0.008)明显相关(表2).

表  2  Pim-3蛋白的表达与临床病理资料的Spearman相关分析

     
临床病理特点             n

                         Pim-3蛋白的表达	       
阳性率(%)	 r 	    P

			    -             +           ++         +++

性别		         					                  0.237         0.141

    男 		  25	 14           3           5           3	            40.0

    女 		  15	 12           1           1           1	            26.7

年龄		         					                  0.159         0.327

    <60 		  18	 13           2           2           1	            27.8

    ≥60 		  22	 13           2           4           3	            40.9

肿瘤大小(cm)						                   0.036         0.827

    <4             	 19	 12           1           5           1	            36.8

    ≥4            	 21	 14           3           1           3	            33.3

浸润深度		         					                  0.166         0.327

    黏膜下层 	 10	   5           1           2           2	            50.0

    固有肌层 	 12	   8           2           2           0	            33.3

    浆膜层		 18	 13           1           2           2	            27.8

淋巴转移	                                       	       			                0.385         0.014

    -		  26	 20           3           2           1	            23.1

    +		  14	   8           1           4           3	            57.1

静脉转移							                    0.412         0.008

    -		  30	 23           2           3           2	            23.3

    +		  10	   3           2           3           2	            70.0

淋巴结转移病灶		         				                 0.046         0.777

    -		  22	 15           2           2           3	            31.8

    +		  18	 11           2           4           1	            38.9

图  2  Pim-3蛋白表达(免疫组化×200). A: 癌旁组织; B: 低分化腺癌; C: 低分化腺癌; D: 中分化腺癌.

A B

C D

■创新盘点
本研究分别通过
半定量RT-PCR和
免疫组化方法发
现Pim-3在正常胃
组织中不表达, 在
分化程度越高的
胃腺癌组织中表
达 更 高 ,  并 发 现
Pim-3的表达与淋
巴转移、静脉转
移密切相关. 
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3  讨论

肿瘤的发生发展是多基因参与的复杂过程, 包
括癌基因的异常激活和抑癌基因失活, 从1997
年人们发现Pim基因来, 对该基因的研究逐渐深

入. 研究人员已发现Pim激酶家族能使促凋亡分

子Bad发生磷酸化而失活[6], 同时使抗凋亡家族

Bcl-XL、Bcl-2的表达增加, 从而导致肿瘤细胞

的失控生长, 且Pim蛋白对某些正常或肿瘤细胞

的增殖或细胞周期都具有调节功能, 能增强细

胞的抗凋亡作用[7]. Pim-1最初是在鼠的T细胞淋

巴瘤中被鉴定出来的一种癌基因, 当MMLV前

病毒插入PIM-1基因的3'UTR区(3'-untranslated 
regions)可使Pim-1 mRNA稳定性增加, 而上调

P i m-1蛋白的表达 ,  最终导致T细胞淋巴瘤的

产生. Pim-3最初由Feldman et al以大鼠细胞系

PC12去极化诱导的基因而被首先报道. 他在哺

乳动物细胞中与Pim-1的序列具有72%的同源

性, 在功能上也与前二者相似. Fujii et al [3]发现

Pim-3 mRNA在人的心脏、骨骼肌、大脑、脾

脏、肾脏、胎盘、肺和外周血白细胞中存在, 
在心肌和骨骼肌中呈高表达; 相反, 在结肠、胸

腺、肝脏和小肠的正常组织中不表达, 还证实

了Pim-3蛋白在人肝细胞癌的癌旁组织、一部分

癌组织及再生的胆管细胞中表达, 且在癌旁组

织中表达较癌组织高. 那么, Pim-3在另一内胚层

来源器官胃中的表达情况如何呢? 在本研究中, 
通过半定量RT-PCR方法检测Pim-3基因mRNA
的表达, 发现胃腺癌Pim-3基因mRNA的表达明

显高于在正常胃黏膜中的表达(P <0.001), Pim-3
基因mRNA在正常胃黏膜中基本不表达, 可能是

在正常胃黏膜细胞中Pim-3 mRNA不稳定, 而在

胃癌变组织中Pim-3 mRNA稳定性增加, 使促凋

亡分子Bad发生磷酸化而失活, 从而导致肿瘤细

胞的失控生长, 因此, 我们认为Pim-3是种理想

的胃癌的生物标志物. 另外, 我们又通过免疫组

化的方法检测Pim-3蛋白的表达, 发现Pim-3蛋
白在分化程度高的胃癌组织中的表达明显高于

在分化程度低的胃癌组织中的表达(P <0.05). 而
Popivanova et al [5]发现分化越高的结肠腺癌组织

里Pim-3蛋白表达阳性率越高, 这和本研究结果

类似. 可能原癌基因激活后, 蛋白表达增多, 使
促凋亡分子Bad发生磷酸化, 抑制了细胞凋亡, 
导致组织细胞异常增生, 即在肿瘤早期阶段起

作用, 在肿瘤后期基因的稳定性降低, 使蛋白的

表达下降. 我们认为Pim-3可能是细胞对生长因

子发生反应的早期基因, 其高表达可能是胃癌

发生过程中的一个早期事件. 从Pim-3蛋白和一

些病理资料的相关性分析结果来看, Pim-3蛋白

的表达与肿瘤大小、浸润黏膜深度、淋巴结转

移灶无明显相关性, 与淋巴转移(P  = 0.014)、静

脉转移(P  = 0.008)明显相关, 这和Zheng et al [8]

的研究结果相似, 不同的是我们发现Pim-3蛋白

的表达和性别(P  = 0.141)无明显相关, 我们知道

如果肿瘤细胞发生淋巴转移或静脉转移则患者

的预后不良的几率就会增高, 因此, 一定程度上

Pim-3可被认为是种能预示肿瘤预后的预后因子. 
总之, Pim-3在正常胃组织中不表达, 在胃癌

组织里的表达明显增高, 其高表达可能是胃癌

发生过程中的一个早期事件, 可被认为是种反

映胃癌早期阶段的生物标志物, 并且可被认为

是种能预示肿瘤预后的预后因子. 
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Abstract
AIM: The evaluate the efficacy of entecavir (ETV) 
in treating non-Hodgkin’s lymphoma-associated 
(NHL) chronic hepatitis B reactivation.

METHODS: Clinical data of NHL patients with 
HBV reactivation were analyzed retrospectively. 
Thirty-four patients were assigned to 2 groups, 
of which, group A (n = 18) was treated with ETV 
1.0 mg/d and group B (n = 16) was treated with 
ETV 0.5 mg/d. All patients were followed-up 
for 24 wk. Disease evolution, incidence of inter-
rupting chemotherapy, mortality, liver function, 
adverse events and clinical outcome were closely 
monitored. Quantitative analysis of serum HBV-
DNA using real-time PCR was performed at 
week 2, 4, 8, 12, 24 after treatment respectively.  
Serum HBV marker was investigated at week 12 
after anti-virus treatment. 

RESULTS: After 24 weeks’ therapy, the inci-

dences of chemotherapy on schedule and inter-
rupting chemotherapy between group A and 
group B showed statistically significant differ-
ence (χ2 = 7.438, 4.636; P = 0.006, 0.031); while 
the hepatitis-related mortality rate and fatality 
rate between the two groups showed no signifi-
cant difference. At week 2, the mean HBV DNA 
level decreased in both groups, lower in group 
A (t = 15.724, P = 0.000). At week 4, 8, 12, HBV 
DNA level continuously decreased, especially 
in group A. Serum ALT levels were markedly 
reduced in both groups, especially in group A. 
Each group had one case of adverse events.  

CONCLUSION: ETV at a dose of 1.0 mg shows 
a good prospect in antiviral therapy for NHL-
associated hepatitis B virus reactivation. 

Key Words: Entecavir; Hepatitis B virus; Hepatitis B 
virus reactivation; Therapy
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摘要
目的: 探讨恩替卡韦(entecavir, ETV)治疗非霍
奇金淋巴瘤(non-Hodgkin's lymphoma, NHL)
相关性HBV再激活的疗效. 

方法: 将34例NHL相关性HBV再激活患者分
为2组, ETV 1.0 mg/d组(A组, n  = 18), ETV 0.5 
mg/d组(B组, n  = 16). 观察患者病情变化、

化疗中断、病死率及临床转归. 于治疗后2、
4、8、12、24 wk, 采用实时PCR定量监测血
清HBV DNA水平, 采用微粒酶免疫法, 于抗
病毒治疗后12 wk检测血清HBV标志物. 并检
测肝功能变化, 观察抗病毒治疗中不良事件
发生情况.  

结果: 经ETV治疗后24 wk, A组与B组患者按
期继续化疗发生率、发生化疗中断差异均
有统计学意义(χ2 = 7.438, 4.636, P = 0.006, 
0 .031) ;  两组发生肝炎相关病死率、死亡
率差别无统计学意义 .  治疗2 w k患者血清
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■背景资料
随着肿瘤发病率
的升高以及细胞
毒化学药物的广
泛应用, 越来越多
携带HBV的肿瘤
患者会接受化疗. 
据相关文献报道, 
携带HBV的肿瘤
患者尤其是NHL
患者化疗后会引
起HBV再激活. 此
类免疫受损患者
的抗病毒治疗已
成为研究热点, 但
尚无统一共识. 

■同行评议者
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HBV DNA水平均较前下降, A组效果更佳(t  = 
15.724, P  = 0.000). 治疗后4、8、12 wk患者
血清HBV DNA水平继续下降. 两组患者血清
ALT水平均下降, A组效果更佳. 两组中各有1
例出现ETV相关不良事件. 

结论: 剂量为1.0 mg/d的ETV对于NHL相关性
HBV再激活的抗病毒治疗具有良好的前景. 

关键词: 恩替卡韦; 乙型肝炎病毒; 乙型肝炎病毒再

激活; 治疗
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0  引言

我国是乙型病毒性肝炎高发区 ,  慢性H B V感

染率高达10%, 而NHL患者HBV感染率更高达

3%-30%. 恶性肿瘤尤其是NHL伴慢性HBV感染

者化疗后再激活的发生率明显增加, 使患者被

迫延期或者中止化疗, 甚至引起肝炎相关死亡[1]. 
然而, HBV再激活[2]并无统一的诊断标准, 目前

以HBV DNA水平作为再激活的标志, 通常被定

义为在化疗和(或)免疫抑制治疗过程中, 或紧随

其后发生的HBV DNA升高10倍以上或其绝对值

>1012 copies/L. 目前, 此类免疫受损患者的抗病

毒治疗已成为研究热点, 但尚无统一共识. ETV
为高度特异性抑制HBV复制的新一代核苷酸类

似物, 本文系回顾性研究, 讨论了ETV在HBV再

激活中的应用. 

1  材料和方法

1.1 材料 2006-01/2007-11在本院就诊的慢性HBV
携带的NHL患者, 共34例, 其中男性23例, 女性11
例. 年龄28-61(平均年龄44.35±7.99)岁. 所有患

者均为初次化疗, 且均除外肝脏肿瘤侵润及合并

其他肝炎病毒感染. NHL诊断符合2008年NCCN
修订的《NHL临床实践指南》; 慢性HBV诊断符

合2005-12制订的《慢性乙型肝炎防治指南》[3]. 
肝功能指标参照WHO急性毒性评价标准, 其中

Ⅰ度2例, Ⅱ度5例, Ⅲ度15例, Ⅳ度12例. 
1.2 方法 
1.2.1 治疗: 所有患者均行CHOP化疗方案(环磷

酰胺+阿霉素/米托蒽醌+长春新碱+泼尼松); 出
现肝功能异常后, 采用双环醇、谷胱甘肽、胸

腺肽、促肝细胞生长素及人血白蛋白等保肝支
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持治疗; 检测到HBV再激活时, 应用ETV抗病毒

治疗. ETV由美国百时美施贵宝公司生产, 剂型

每片0.5 mg.  
1.2.2 分组: 根据抗病毒药物ETV的剂量不同, 将
患者分为两组: 分别为ETV1.0 mg/d组(A组), 共
18例, 其中男11例, 女7例, 平均年龄44.94±8.15
岁; ETV 0.5 mg/d组(B组), 共16例, 其中男12例, 
女4例, 平均年龄44.39±8.28岁. 两组在年龄、

性别、病情程度等方面差异无显著性.  
1.2.3 指标检测: 观察患者病情变化、按期继续

化疗、发生化疗中断、病死率等情况. 肝功能

检测使用美国贝克曼(Beckman-CX9)全自动生

化分析仪型号的检测仪器, 贝克曼公司试剂, 批
号M506419. 于抗病毒治疗前、治疗后2、4、
8、12、24 wk空腹采血送检. 采用实时PCR定量

(Cobas Taqman HBVTM)检测血清HBV DNA, 使
用Systems公司试剂, 最低检测值为106 copies/L. 
于治疗前、治疗后2、4、8、12、24 wk时检测

血清HBV DNA水平; 并观察HBV DNA转阴所

需时间. 采用微粒酶免疫法, 于抗病毒治疗后12 
wk检测血清HBV标志物. 观察应用ETV治疗期

间, 不良事件发生情况. 
统计学处理 死亡病例视为自然脱落, 资料

不列入统计分析. 所得数据采用SPSS11.5统计分

析软件处理. 计数资料采用χ2检验、秩和检验. 
计量资料采t检验. 

2  结果

2.1 临床转归 经ETV治疗后24 wk, 患者按期继

续化疗发生率为A组77.78%、B组31.25%, 差别

有统计学意义; 发生化疗中断, A组11.11%、B组
43.75%, 差异有统计学意义; 两组发生肝炎相关

病死率、死亡率差别无统计学意义(表1). 
2.2 病毒学应答 治疗2 wk患者血清HBV DNA
水平均较前下降, A组效果更佳(表2). 治疗后

4、8、12 wk患者血清HBV DNA水平继续下

降. 治疗后4 wk, 两组HBV DNA转阴率,  A组

33.33%(6/18), 均秩为25.81, B组无转阴病例, 均
秩为8.83, Z = 4.545, P = 0.000; 治疗后8 wk, A组

44.44%(8/18), 均秩为21.94, B组6.67%(1/15), 均
秩为9.50, Z = 3.804, P = 0.000; 治疗后12 wk,  A
组52.94%(9/17), 均秩为21.24, B组15.38%(2/13), 
均秩为8.00, Z  = 4.227, P  = 0.000, 差别有统计

学意义. 治疗12 wk后, 共检测到11例患者血清

HBV DNA转阴: 其中A组9例, 所需平均时间5.21
±0.91 wk; B组2例转阴病例分别出现在治疗后
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■相关报道
过去曾试图用干
扰素预防和治疗
HBV的再激活, 但
直接抗病毒作用
不够强大, 且其不
良反应明显, 因而
未得到广泛应用. 
Yeo et al 报道在
HBV再激活期间, 
应用LVD抗病毒
治疗, 但仍有20%
的HBV相关性病
死率, 这归咎于抗
病毒治疗的滞后
性. 另外, 最新的
个案报道此类患
者应用ETV取得
了较佳疗效. 

■研发前沿
亚太地区、美国
及我国的《慢性
乙型肝炎防治指
南》均推荐, 对于
接受肿瘤化疗、

免疫抑制剂治疗
的慢性乙型肝炎
患者, 在启动治疗
同时应用LVD预
防性抗病毒治疗. 
然而, 并非所有接
受化疗的患者都
发生HBV再激活, 
以及LVD治疗存
在的潜在缺点如: 
耐药变异、撤退
性肝炎等, 并且随
着HBV再激活机
制的进一步阐明, 
新一代核苷类似
物药物ETV将在
此治疗领域具有
美好的前景.
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8、12 wk. 另外, 共检测到2例HBeAg阴转, 均出

现在A组. 治疗后24 wk, 继续监测未发现HBV 
DNA反弹. 
2.3 生化学应答 治疗2、4、8、12 wk时患者血清

ALT水平均较前下降, A组效果更佳(表3). 治疗后

12 wk, 两组血清ALT转阴率, A组47.06%(8/17),  B
组38.46%(5/13); 治疗后24 wk, A组56.25%(9/16),  
B组41.67%(5/12), A组高于B组, 但无统计学意义. 
2.4 安全性评价 两组中各有1例出现ETV相关不

良事件, 分别表现为乏力及咽部不适, 且均缓解. 

3  讨论

HBV再激活是指慢性HBV感染合并肿瘤时接

受细胞毒性或免疫抑制剂治疗期间出现HBV复

制, 可导致细胞连续性坏死或肝功能进行性下

降, 最终产生程度不一的损坏, 轻者表现为肝炎

症状, 重者出现暴发性肝功能衰竭. HBV再激活

可能由病毒和宿主双方面因素决定[4]: 一方面传

统的细胞毒性药物如皮质类固醇和蒽环类药物

与病毒再激活最为关联: 这可能因为HBV DNA
中含有糖皮质激素的应答元件, 能促进HBV再

感染. 同时, 糖皮质激素可以溶解淋巴细胞, 也
降低了B淋巴细胞和T淋巴细胞的功能, 而蒽环

类药物如阿霉素以计量方式在体外可以刺激

HepG2.215细胞分泌HBV DNA; 另一方面, 由于

患者应用免疫抑制剂而导致免疫受损, HBV再

激活的机制可能包括通过增加感染HBV病毒的

肝细胞的数量来增强HBV复制. 在停用免疫抑

制剂治疗、恢复了免疫活性后, 有活性的免疫

细胞通过攻击靶肝细胞, 而产生迅速的免疫介

导的感染细胞的大量破坏, 而产生一系列的临

床表现; 此外, 在纤维化胆汁淤积性肝炎中发现

HBV再激活, 可以直接诱发病毒复制, 从而迅速

引起肝细胞消散[5-6]. 由此, 临床上在发现HBV再

激活时, 急需一种强效的、可以在短时间内抑

制病毒复制和兼具免疫调节功能的抗病毒药物, 
来拮抗由于HBV复制而引起的直接或间接的肝

细胞损伤. 
ETV是新一代鸟嘌呤核苷酸类似物, 大量临

床资料表明其具有很强的抗病毒活性, 优于拉

米夫定(lamivudine, LVD)和阿德福韦酯(adefovir, 
ADV)[7-10]. 本研究显示, 在口服ETV最初2 wk, 血
清HBV DNA水平即迅速下降, 超过2个log10; 且
在治疗4、8、12wk的持续检测中仍在下降, 治
疗12 wk时HBV DNA转阴率达36.67%; 而在治

疗后24 wk的监测中, 未发现病毒反弹病例. 提
示对于此类免疫受损后H B V再激活的特殊人

群, ETV也显示出了抗病毒能力强, 起效快, 并
能长期有效的抑制病毒复制及病毒反弹等优越

性. 考虑一方面与ETV特殊的抗病毒机制有关: 
他可以作用于HBV DNA复制的起始、逆转录

和DNA正链合成等阶段; 另一方面ETV亦可对

肝内cccDNA有一定的抑制作用[11]且在停药后

仍起作用, 而肝内cccDNA具有HBV再激活的临

床重要性[12]; 另外, 可能的机制是, 免疫受损患

者在停用免疫抑制剂后, 恢复活性的免疫细胞

对HBV再激活的高免疫应答状态, 协同清除肝

细胞内cccDNA, 及ETV可能兼具的免疫调节作

表  1  治疗后24 wk两组患者临床转归情况 n (%)

      
分组    n

     继续按期         化疗           肝炎相关       
死亡率

                      化疗              中断             病死率

A组   18   14(77.78)	     2(11.11)       1(5.60)        2(11.11)

B组   16     5(31.25)	     7(43.75)       2(12.50)      4(25.00)

χ2	   7.438	     4.636	         0.508          1.124

P 	   0.006	     0.031	         0.476          0.289

表  2  治疗2 wk时两组患者HBV DNA(log10 copies/mL)变化

     
分组        n

                               HBV DNA

                            治疗前          治疗后2 wk	   治疗后下降值

A组      18	      7.05±1.20      3.94±0.54      3.40±1.16

B组      16      6.88±1.30      5.28±0.51      1.86±0.68

t 	          1.033	 15.724	          6.001

P 	          0.303	   0.000	          0.000

表  3  治疗后两组患者血清ALT变化

     
        

                                                                    ALT (U/L)

                             治疗2 wk                  治疗4 wk                 治疗8 wk                治疗12 wk

A组              197.83±56.64       149.02±39.40	  43.01±18.86         33.25±5.66

B组              279.29±63.78       184.03±37.71	  58.76±28.05         51.20±7.36

t      	             4.544	           3.063	         4.199	       4.793

P 	             0.000	           0.033	         0.000	       0.000

■创新盘点
本文探讨了ETV
治疗NHL相关性
HBV再激活的疗
效. 并依据ETV抗
病毒治疗存在的
明确量效关系, 按
剂量分为ETV 1.0 
mg/d组及 ETV 0.5 
mg/d组, 进行回顾
性分析, 这在国内
尚无报道. 
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用[13-14], 共同抑制病毒复制. 此外, 在本研究结

果中值得注意的是: 治疗2 wk后, ETV 1.0 mg/d
组HBV DNA水平即明显降低, 平均下降达3.40 
log10, 其HBV DNA转阴率、ALT复常率均高于

0.5 mg/d组, 提示ETV在降低HBV病毒载量及恢

复血清ALT方面存在明确的量效关系而抗病毒

相关的不良事件发生率、病毒反弹等与剂量无

相关性, 这与Yao et al [15]报道的结果相一致. 并
且, 继续监测至治疗后24 wk, 研究结果显示在

提高患者继续按期化疗、降低化疗中断率方面, 
ETV 1.0 mg/d组效果优于0.5 mg/d组. 以上均提

示口服ETV 1.0 mg/d, 对于免疫受损的HBV抗病

毒治疗, 可能是较佳的选择. 
本研究亦对患者因H B V再激活致化疗中

断、发生肝炎相关性死亡及病死率等进行观察. 
结果显示发生HBV相关性病死率低于Yeo et al [16]

报道应用LVD的数据(8.82% vs 20%), 治疗后患

者继续按期化疗的比率高于何义富 et al [17]的报

道(55.88% vs 9.5%), 导致化疗中断的比率亦低于

报道(26.47% vs 37.1%). 而其他相关报道由于病

例选择和免疫抑制剂、化疗方案等不同而致数

据报道等不同, 及本研究受观察时间短、样本例

数少等局限性, 尚难以评价ETV的长期疗效. 
临床上关于此类特殊人群ETV抗病毒的长

期疗效、病毒反弹、病毒耐药, 尤其是在实践

中与抗肿瘤治疗并用是否加剧治疗毒性等, 均
需要更长期的随访来判定. 
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设计总体合理可
行, 实验数据的分
析和处理恰当, 学
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Abstract
Liver-type fatty acid binding protein (L-FABP) 
is an important member of FABP family, 
and mainly expressed in liver, intestine and 
kidney. In the past, it was found that L-FABP 
was related to the absorption, translocation 
and redistribution of long-chain fatty acid in 
intestine and cell compartments. Recent studtes 
indicated L-FABP is one pivotal signal molecular 
related to alcoholic or non-alcoholic fatty liver, 
kidney parenchymal injury, diabetes, ischemia 
injury and so on. In regard to its small molecular 
weight and membrane infiltration ability, 
L-FABP may be a high-sensitive marker of liver 
or kidney injury. Here, we review the research 
progress in the physical function, regulation 
mechanism and clinical application of L-FABP.

Key Words: Liver-type fatty acid binding protein; 

Regulation mechanism; Tissue injury
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摘要
肝型脂肪酸结合蛋白(l iver type fat ty acid 
binding protein, L-FABP)是脂肪酸结合蛋白家
族的重要成员, 主要在肝脏、小肠及肾脏表
达. 既往研究其主要与机体脂肪酸的吸收及转
运、细胞内的长链脂肪酸的转运及细胞器内
的再分布等密切相关. 近年发现肝型脂肪酸结
合蛋白具有信号转导分子的功能, 是机体能量
代谢的重要环节, 进一步的研究证明与酒精
性、非酒精性脂肪肝损伤、肾间质损害、糖
尿病、器官缺血损伤等密切相关. 鉴于其小的
分子量及良好的细胞膜通透性, 有望成为较好
的肝、肾组织损伤的敏感指标. 本文就近年肝
型脂肪酸结合蛋白的生理功能、调控机制以
及临床应用进展作一综述.  

关键词: 肝型脂肪酸结合蛋白; 调控机制; 组织损伤

刘鹏, 陆怀秀, 殷正丰. 肝型脂肪酸结合蛋白研究进展.  世界华

人消化杂志  2008; 16(31): 3523-3527
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0  引言

自1971年脂肪酸结合蛋白(fat ty acid binding 
protein, FABP)被发现以来, 陆续分离并鉴定了9种
不同类型的脂肪酸结合蛋白: 肝脏型(L-FABP)、
小肠型(I-FABP)、心肌型(H-FABP)、脂肪细

胞型(A-FABP)、表皮型(E-FABP)、回肠型(IL-
FABP)、脑细胞型(B-FABP)、周围神经髓磷脂

型(M-FABP)和睾丸型(T-FABP)[1]. 其中L-FABP
得到最为广泛、深入的研究, 已被阐明的基本功

能包括参与小肠脂肪酸的吸收及转运、细胞内

长链脂肪酸的转运及细胞器内再分布利用、胆

汁酸、胆固醇等物质的代谢等[2-6]. 随着转基因

及基因敲除动物模型、蛋白结构解析技术和蛋

白质组学技术等应用于L-FABP的研究, 人们对

www.wjgnet.com
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■背景资料
L-FABP主要在肝
细胞、小肠黏膜
细胞和肾小管上
皮 细 胞 表 达 ,  其
基本功能包括参
与机体脂肪酸的
吸收、细胞内的
长链脂肪酸转运
及细胞器内的再
分 布 等 .  近 年 研
究证实L-FABP与
脂肪肝、肾间质
损害、糖尿病、

器官缺血损伤等
密切相关. 因而L- 
FABP有望成为治
疗脂肪肝、减轻
器官氧化损伤等
的药物作用靶点. 

■同行评议者
迟宝荣, 教授, 吉
林大学第一医院
消化内科



L-FABP的分子结构、分布定位、生物功能、表达

调控以及与疾病的关系等都有了更为全面的了解. 

1  L-FABP的分子特点

1.1 L-FABP的基因结构 不同种属L-FABP基因

的定位不同, 如人源L-FABP位于2p11, 小鼠位于

6C1, 褐鼠则在4q33. 其基因结构高度保守, 由4
个外显子和3个内含子组成. 来源于鼠类肝细胞

的L-FABP基因, 在其启动子上游132位与下游21
位处存在正向和反向的顺式作用元件, 包含了肝

细胞核因子-1(hepatocyte nuclear factor-1, HNF-1)
与TATA、CCAAT盒子. 不同器官、组织L-FABP
的表达受其基因上的抑制子与增强子调控, 如抑

制和增强回肠和结肠表达L-FABP的序列分别位

于启动子上游1600-4000位点与351-597位点, 而
抑制肾脏表达L-FABP的序列位于启动子上游

133-186位点[7]. 
1.2 L-FABP的蛋白结构 不同类型FABP的氨基

酸序列高度同源(20%-70%), 三级结构也高度相

似[8-9]. X线衍射晶体和核磁共振分析结果表明, 
L-FABP由10个反向平行的β链和2个短的α螺旋

组成一个β折叠桶. 后者稳定性较强, 空间构型不

易受到化学修饰、大分子荧光物质和基因诱变

的影响. 空间大小可容纳2-3个脂肪酸分子, 上方

的两个α螺旋构成入口结构. L-FABP可以结合2
个长链脂肪酸分子, 而其他FABP只能结合1个. 
产生这种差异的原因主要是不同的FABP在其入

口α-Ⅱ螺旋与β折叠C和D结合处具有不同的结

构形式[10].

2  L-FABP的分布定位

L-FABP是人体内表达最多的FABP, 主要分布于

肝脏、小肠、肾脏与胰腺, 其中肝脏细胞和小

肠刷状缘细胞中尤为丰富, 占细胞质蛋白总量

3%-5%[11]. 在禁食条件下, L-FABP多表达于细胞

靠近肠道内腔面的边缘部分; 给予进食或高脂

饮食条件下, L-FABP则在细胞质内平均分布, 这
与其吸收和转运饱和与非饱和长链脂肪酸的功

能密切相关[12]. 由于过去只发现L-FABP具有结

合和运输脂肪酸的简单功能, 因此认为L-FABP
仅表达于细胞质. 后来Huang et al [13]发现在肝细

胞胞核中也表达F-FABP, 甚至有人将F-FABP基
因转染至细胞核研究L-FABP参与细胞信号转导

的作用.

3  L-FABP的生物功能

3.1 结合并转运脂肪酸 脂肪酸进入肠壁细胞、脂
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类物质由血液进入肝细胞转化代谢、脂肪酸在细

胞器之间的运输等均需要L-FABP参与. L-FABP
能转运多于14C的饱和与非饱和脂肪酸, 并且有两

个结合位点. 位于中心的是一个主要结合位点, 以
羧基与精氨酸及两个丝氨酸残基相互结合; 另一

个则靠近分子结构入口, 其羧基朝向入口并与分

子周围的溶质相接触. 两个位点结合饱和脂肪酸

具有相同的亲和力, 但中心位点结合非饱和脂肪

酸的亲和力却是入口位点的10倍[10]. 新近研究发

现, 入口位点结合脂肪酸依赖于中心位点与脂肪

酸的首先结合以及细胞微环境的变化[14-15]. 此外, 
L-FABP还结合、运输血红素、维生素A及癌抗原

等物质. 这体现了肝脏多样而复杂的生理功能. 
3.2 参与细胞信号转导 尽管早已观察到L-FABP
可在细胞核与细胞器内表达, 但对其生理功能并

不清楚. 最近Hagan et al [16]通过人工细胞膜实验观

察到L-FABP可与磷脂微囊结合, 并实现细胞器之

间的再分布, 进入细胞核后可引起细胞质内非脂

化脂肪酸浓度升高. 以前认为脂肪酸可导致过氧

化物酶增殖体激活受体α(peroxisome proliferation 
activated receptor-α, PPAR-α)激动, 近来研究发现

L-FABP也参与了该机制, 即L-FABP实际上起到了

配体的作用[17]. Schachtrup et al [18]亦证实L-FABP基
因启动子序列包含过氧化物增殖酶体增殖物受体

反应元件. 此外有证据表明, L-FABP可与丝裂原

物质以及癌抗原结合, 进入细胞核后引起细胞增

殖, 促进细胞恶性转化, 因此认为其具有核转录因

子的作用. 尽管目前尚缺乏L-FABP作为信号转导

分子的直接证据, 但上述研究结果表明L-FABP可
能不仅仅简单地作为载体蛋白, 其分子信号转导

作用值得进一步研究. 
3.3 作为内源性抗氧化及解毒物质 将L-FABP基
因转染至Chang Liver细胞表达, 结果L-FABP可以

减轻双氧水、缺氧等所导致的氧化应激损伤[19]. 
在肝脏胆道梗阻的动物模型研究中, 给予传统的

抗高血脂药物氯贝丁脂可上调L-FABP的表达水

平, 并减轻肝脏的胆汁淤滞性氧化损伤[20]. 在肝

脏酒精损伤过程中, 如果给予PPAR-α激动剂提高

L-FABP浓度, 则可减轻酒精所致的过氧化毒性作

用[21-22]. L-FABP的抗氧化功能可能与蛋白结构中

大量的半胱氨酸、甲硫氨酸残基有关. 这些残基

可参与巯基的氧化还原, 提高还原性谷胱甘肽的

生成率. 但Feng et al [23]发现, 在大鼠非酒精性脂肪

肝形成过程中, L-FABP水平逐渐升高, 以后逐渐

降低. 作者认为起初表现为适应反应, 后期失代偿

则表现为肝脏损伤. 因此, 进一步研究L-FABP的
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■研发前沿
L-FABP的表达受
基因和药物两种
作用途径控制, 鉴
于其转运和促进
脂肪酸代谢以及
抗氧化的生理功
能, 开发有效的调
控药物是当前研
究的热点与难点. 
有关其抗氧化的
机制以及抗氧化
损伤的临床意义
有待进一步更深
入的研究.

■相关报道
国外对L-FABP的
基因序列及蛋白
结构的研究已较
为深入, 有关其参
与机体脂肪代谢
的 研 究 较 多 .  将
L-FABP基因转染
至Chang Liver细
胞并表达, 结果显
示L-FABP可以减
轻缺氧等所导致
的氧化应激损伤.



刘鹏, 等. 肝型脂肪酸结合蛋白研究进展								                  3525

www.wjgnet.com

抗氧化及解毒机制, 将有助于阐明L-FABP在脂肪

肝、肝脏缺血/再灌注损伤等临床常见病理过程

中的作用.

4  L-FABP的表达调控

既往认为影响L-FABP表达的因素包括血液脂肪

酸水平, 激素(尤其是类固醇激素)水平, 某些药

物(如过氧化物增殖酶体受体激动剂)等. 近来又

发现了多种调控途径. 
已经证明, 环境的氧应激水平可影响细胞

内L-FABP表达, 细胞微环境氧自由基浓度可以

升高L-FABP水平[24]. 除了氯贝丁脂等降血脂药

物外, 许多新提纯的植化药物也可激动过氧化

物增殖酶体受体, 间接引起L-FABP水平升高, 进
而对某些氧化损害产生保护作用. Kim et al [25]

发现橘梗多苷可通过上调L-FABP水平减轻和

延缓酒精所致的肝脏损伤和脂肪肝的形成. 其
机制主要与该药物抑制了细胞色素P4502E1有
关. 另有研究发现, 非诺贝特和罗西格列酮分别

通过激动PPAR-α与PPAR-γ减轻非酒精性脂肪

的损伤和病变程度. 其机制与上调促进脂肪转

运和代谢的L-FABP及其他脂肪代谢酶系密切

相关[26-27]. 不同性别个体之间L-FABP水平存在

差异, 这与性激素水平有关. 类固醇激素(如地

塞米松)可抑制肝细胞表达L-FABP, 加重肝细

胞的氧应激损伤, 生长激素亦可以通过非依赖

PPAR途径下调L-FABP, 减缓脂肪肝的形成[28-29]. 
而食用富含维生素B及甲硫蛋氨酸的食物可有

效降低酒精性肝损伤动物肝脏的L-FABP和炎

症因子水平, 起到保护作用[30]. 最近一个重要的

进展是证明了L-FABP与PPAR受体之间的相互

作用, L-FABP可引起PPAR受体激动, 进而导致

L-FABP合成增加. 两者构成了正反馈环状调节

通路, 其机制和生理意义有待进一步研究[31-32]. 
基因调节途径则是近年来L-FABP表达调控

机制的主要研究进展. 关键基因位点的干预比

药物干预更加高效和准确. 例如, 锌指转录因子

GATA-4、GATA-5和GATA-6可以结合L-FABP
启动子上游128位点, 从而上调L-FABP表达[33-34]. 
而用PPARα-视黄醇X受体与PGC1β联合转染

肝细胞, 可抑制L-FABP与甘油三脂转运蛋白表

达, 阻止脂肪肝形成, 并有效减轻酒精性肝损 
伤[35-36]. 在L-FABP基因敲除动物模型中, 脂肪酸

β氧化功能减弱, 并且在禁食及喂饲高脂饮食条

件下不易形成脂肪肝[37]. 另外还发现[38], L-FABP
与脂膜形成脂蛋白微囊以出芽的形式输出脂蛋

白是肝细胞内质网合成脂蛋白的重要限速步骤. 
因此, L-FABP在脂蛋白合成方面具有重要功能.

5  L-FABP的临床应用

由于L-FABP分子质量较小(14.4 kDa), 在肝细

胞、肾小管细胞受到损伤时, 细胞膜通透性变

化可使其快速溢出, 因此L-FABP可作为一个敏

感、特异的组织损伤标志物[39-40]. Pelsers et al [41]

报道, 肝移植术后患者在发生排斥反应的当天, 
所有患者血清L-FABP均明显增加(>50%), 而α

谷胱甘肽S-转移酶升高者为91%, ALT升高者仅

占40%. 并且L-FABP增加早于急性排斥反应, 甚
至比α谷胱甘肽S-转移酶、ALT明显提前. 提前

时间的中位数L-FABP为2 d, α谷胱甘肽S-转移

酶为1 d, ALT则晚于2 d. 提示L-FABP是一个早

期监测肝细胞损伤的有用生化标志. 后来的研

究进一步表明, 应用L-FABP作为肝细胞损伤的

标志物, 对于评估尸体供肝的缺血损害程度以

及评估肝切除术中导致肝损害的关键因素等, 
都具有较高的敏感性和特异性[42-43]. 

L-FABP最引人注目的临床应用进展是作

为慢性和急性肾损伤的分子标志. L-FABP主要

表达在近曲小管, 其功能尚不明了. 在肾脏疾

病出现大量蛋白尿、缺血和毒性损害时, 推测

L-FABP参与尿夜游离脂肪酸的重吸收, 促进β

氧化供能, 从而减轻氧应激损伤. Kamijo et al [44]

在研究慢性非糖尿病肾病时发现, 肾功能恶化

患者的尿L-FABP水平显著升高. 其后进行的

多中心队列研究进一步发现, 在预测慢性肾病

进展方面, 尿L-FABP较尿蛋白有较高的敏感

度(93.8% vs  68.8%), 但其特异性较差(62.5% vs  
93.8%). 因此尿L-FABP对于筛检肾病恶化具有

较大优势, 其敏感度高于尿蛋白及葡糖胺酶等

常用指标[45]. 随着研究的逐步深入, 尿L-FABP
在检测局灶性肾小球坏死[46]、糖尿病肾病、冠

脉造影剂所致肾病 [47]、心脏转流术后急性肾

损伤[48]以及肾脏移植缺血再灌注损伤方面[49]均

显示了较好的预测作用. 由于肝细胞含有大量

的L-FABP, 在肝移植合并肾损伤或者伴有肝肾

疾病时, L-FABP的检测特异性和敏感度受到限

制. 但新近报道血清L-FABP的变化并不影响尿

L-FABP的数值[50]. 因此尿L-FABP仍可作为一个

较有应用前景的急慢性肾脏损伤分子标志.

6  结论

尽管目前对于L-FABP的细胞内外功能、调控因

■创新盘点
本文全面阐述了
L-FABP的结构与
生理功能、基因
与药物调控的机
制以及临床应用. 
较为集中地阐明
了L-FABP在脂肪
肝、肝肾组织损
伤等病理过程中
的作用及意义.
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素以及与糖尿病、肥胖症、高脂血症以及某些

肿瘤的关系尚未明了, 但现有的研究已显示出

L-FABP有望成为治疗上述疾病的有效药物靶

点. 因此, 加强对L-FABP功能与调控机制的研

究, 开发以L-FABP为靶点的药物将是未来研究

的重点内容. 
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Abstract
Survivin is a protein highly expressed in a vast 
number of malignancies while minimally ex-
pressed in normal tissues. It plays an important 
role in inhibiting normal cell death and facilitat-
ing cancer cell growth. Studies in recent years 
indicated that Survivin expression is associated 
with the biological behviours of gastric carci-
noma. Due to this specific expression, Survivin 
has been considered as an “ideal target” for 
cancer therapy. Currently, several pre-clinical 
and clinical trials are ongoing to investigate the 
effects of interfering with Survivin function on 
cancer cells. This paper reviews the progress in 
Survivin expression in gastric carcinoma and its 
targeted therapy. 

Key Words: Survivin; Gastric carcinoma; Targeted 
therapy

Ding YP, Zou SY, Zhao HH. Survivin expression in 
gastric carcinoma and its targeted therapy. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(31): 3528-3532

摘要
Survivin在大多数肿瘤组织中表达, 但很少表
达于正常组织. 他在抑制细胞凋亡, 促进肿瘤
生长方面发挥重要作用. 近几年在胃癌的研究
中提示Survivin的表达与胃癌的生物学行为密
切相关. 鉴于Survivin在肿瘤中表达的特异性, 
他被认为是胃癌等肿瘤治疗的理想靶点, 当前
以Survivin为靶点的生物治疗成为新的研究热
点. 本文就其近几年的研究现状作一综述.

关键词: Survivin; 胃癌表达; 靶向治疗
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0  引言

肿瘤的发生发展是多阶段过程, 涉及多个基因

突变与异常表达, 与细胞凋亡调控失衡相关. 细
胞凋亡(apoptosis)是一个主动由基因决定自动

结束生命的过程, 受到严格的由遗传机制决定

的程序性调控, 也称细胞编程性死亡, 该过程

受凋亡促进因子和凋亡抑制因子的共同调节[1]. 
Survivin是一种新近发现的结构独特的凋亡抑

制蛋白(inhibitor of apoptosis proteins, IAPs), 是
IAPs家族中相对分子量最小的成员, 具有抑制

细胞凋亡、调节细胞周期和细胞分裂的多重功

能. Survivin参与肿瘤的发生、发展过程, 提示他

是一个有潜在价值的肿瘤标志物和肿瘤治疗的

新靶点[2]. 

1  Survivin研究现状

1.1 基本结构 Survivin基因是1997年由耶鲁大

学的Alt ie r i研究组[3], 用效应细胞蛋白酶受体

-l(effecter cell protease receptor-l, EPR-l)cDNA, 在
人类基因组杂交筛选中分离并克隆出来的. 其基

因定位于染色体17q25, 靠近端粒, 全长14.7 kb, 
由4个外显子和3个内含子组成; mRNA长1619 nt
属于IAPs家族, 是IAP家族中最小的成员, 编码

蛋白由142个氨基酸残基构成, 分子质量有16.5 

®
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kDa. 结构上与其他IAP蛋白略有不同, 每个单体

分子N端仅含有一个部分保守的单拷贝杆状病

毒IAP重复序列(baculoviral IAP repeat, BIR)结
构域. BIR分子被插入序列(cys46-Pro47-Thr48 3
个氨基酸构成)分成二等份, 且羧基末端缺少锌

指结构, 被a螺旋结构(42个氨基酸构成)代替, 该
螺旋结构在G2/M期与组成有丝分裂纺锤体的微

管特异性结合, 抑制细胞凋亡, 维持有丝分裂的

正常进行[4]. 研究发现在人类有3种不同抗凋亡

特性的新的Suvrivin的剪接变构体, 即Survivin-
ΔEx3、Suvrivin-2B和Suvrivin-3B. 通过转染三

种剪接变构体对凋亡的调控, 显示Survivin-ΔEx3
保留抗凋亡特性, 而Survivin-2B的抗凋亡能力

明显降低, Survivin-3B含有单个对凋亡抑制非常

重要的BIR, 但是缺乏梭基末端螺旋结构, 提示

Survivin-3B可能与细胞增殖无关[5-6].
1.2 Suvr iv in功能 首先Suvr iv in蛋白调节细

胞凋亡 ,  大致有两种途径 :  外源性途径和内

源性途径 .  外源性凋亡途径又称死亡受体途

径 ,  是通过细胞膜上的死亡受体 (如T N F、
Fas)激活, 使细胞发生凋亡, 该途径的启动酶

是Caspase-8; 内源性凋亡途径又称线粒体途

径, 该途径的启动酶是C a s p a s e-9, 执行酶是

Caspase-3[7]. 其次, Survivin表达具有明显的

周期依赖性 ,  过表达会导致细胞加快向S期
转换, 抑制G l期静止, 从而促进细胞增殖. 其
机制可能是细胞生长信号诱导Surv iv in表达, 
Survivin竞争性的与Cdk4/P16INK4a复合物结

合, 把p16lNK4a从复合体中游离出来, 并形成

Survivin/Cdk复合物, 从而直接或间接地激活

Cdk2/Cy2clinE复合物, 导致Rb蛋白磷酸化, 以
启动细胞有丝分裂. Survivin不仅与细胞膜凋

亡、周期依赖有关, 还与细胞分化有关[8]. 通过

突变分析发现[9], Survivin的二聚体结构和环绕

天冬氨酸-71的疏水界面是其抗凋亡和保持倍

体性所必须的, 这是Survivin既抗凋亡又调节

细胞分化双重作用的结构基础. 干扰Survivin
的功能可引起多向性细胞分化缺陷和凋亡. 此
外Survivin参与了血管形成过程, 血管形成的

核心是血管内皮细胞的分裂增殖, 应用血管内

皮生长因子(VEGF)和碱性成纤维细胞生长因

子(b F G F)诱导静止期的内皮细胞分裂 ,  检测

Survivin表达水平, 结果提示血管内皮细胞内

Survivin含量升高[10]. 另外有研究发现VEGF-C
与Survivin在胃癌中的表达呈正相关[11], 可提

示Survivin在血管形成的中间环节中有重要意

义, 但其具体作用机制有待继续研究.  

2  Survivin与胃癌

2.1 Survivin基因多态性与基因表达 Survivin特
异表达于人和鼠的胚胎发育组织, 同时高表达

于绝大多数肿瘤组织. Chiou et al [12]研究却发现

Survivin亦表达于成人或鼠正常胃黏膜中. 在人

和鼠胃黏膜中, Survivin主要表达于黏膜表面上

皮细胞的细胞核中, 而在人类主细胞和壁细胞

中Survivin在细胞核和胞质中均有表达. Kania  
et al [13]报道在正常的胃黏膜中Survivin mRNA有

极低程度表达, 但无Survivin蛋白表达, 同时认为

Survivin水平的改变在正常胃黏膜向胃癌的转化

过程中发挥重要作用. 在胃癌组织中从mRNA水

平检测Survivin, 大多实验都显示高表达. 
新近研究采用聚合酶链反应-限制性片段

长度多态性分析技术(PCR-RFLP)检测胃癌患者

和正常人血液中Survivin基因多态性, 同时采用

实时定量逆转录聚合酶链反应(RQ-RT-PCR)对
Survivin mRNA定量检测[14]. 结果胃癌患者-31C
等位基因和C/C基因型频率显著高于对照组, 但
其表达强度在胃癌组织各基因型之间无显著性

差异. 提示Survivin基因启动子-31C/C基因型和

C等位基因与胃癌有关, 可能是肿瘤发生的易感

因素之一. 
2.2 Survivin与胃癌临床病理特征的关系 Sur-
vivin的表达, 与胃癌的分期, 分型, 及与淋巴转

移的相关性, 国内外学者结论不一. Lee et al [15]研

究了106例胃癌显示, Survivin mRNA在胃癌细

胞的表达, 均与淋巴结转移, 肿瘤大小, 浸润深

度, 分期密切相关, Survivin阳性者其生存期短. 
在这方面也有不同观点, Miyachi K的结果显示, 
Survivin mRNA的表达与肿瘤的组织学类型, 肿
瘤浸润深度无关, 而仅与淋巴结转移相关, 有淋

巴结转移的患者其Survivin阳性率及表达水平

均显著高于淋巴结阴性的患者(P <0.05)[16]; 还有

学者研究表明Survivin mRNA的表达与临床病

理特征包括组织学类型, 侵润深度, 淋巴结转移

及分期均无相关性, 但Survivin低水平表达的患

者生存期明显高于Survivin高表达的患者[17]. 国
内学者检测了Survivin及其拼接异构体Survivin-
2B、Survivin-ΔEx-3在胃癌中的表达与胃癌临

床病理特征及预后之间的关系, Survivin的表

达与上述各种临床病理特征之间均无相关性. 
Survivin高表达患者的生存曲线显著低于低表达

的患者, 而Survivin-2B、Survivin-ΔEx-3的表达
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与生存无关, 提示Survivin可能为独立的预后因

子[18]. 有研究指出, Survivin核阳性者与较好的预

后、较低的血管侵犯转移风险相关, 可作为独

立的预后评估指标; 而胞质阳性者则与预后和

肿瘤进程无明显相关, 提示Survivin阳性表达局

限于胞核内者, 有利于阻滞胃癌的发展进程[19]. 
2.3 Survivin与胃癌其他相关因素的关系 Sur-
v iv in的抗凋亡活性与胃癌其他相关因素也有

关系, 如胃泌素高, 胃癌细胞抗凋亡的活性就

是通过Survivin和BCL-2的表达上调实现的[20]; 
Survivin的表达与HP感染关系亦密切; EBV利

用潜在蛋白LMP2A激活NF-KappaB-Survivin途
径, 上调Survivin表达, 促进胃癌的发生发展[21]. 
还有研究结果显示非甾体抗炎药吲哚美辛能呈

剂量限制性抑制鼠胃黏膜细胞及RGM-1细胞

中Survivin的表达并引起严重的胃黏膜损伤[22]. 
Survivin可能在调节细胞更新和维持胃黏膜完整

性方面起重要作用, 国内学者进一步证明吲哚

美辛可能通过下调WNT通路中的β-catenin抑制

TCF4从而下调组织中Suvrivin的表达[23]. 

3  Survivin与肿瘤治疗

3.1 Survivin与化疗耐药 药物化疗是治疗恶性肿

瘤最重要的手段之一, 但随着抗肿瘤药物的广

泛应用, 耐药性成为临床肿瘤化疗失败最常见

和最难克服的问题. 胃癌是最难治疗的恶性肿

瘤之一, 常常对包括顺氯氨铂(CDDP)多种药物

耐药, CDDP诱导的肿瘤细胞凋亡需经Caspase-3
活化, 因此Survivin可能参与了此药物耐受发生

的机制. 
为探讨Survivin在化疗耐药机制中的作用, 

应用顺铂处理胃癌细胞株(MKN45), 结果提示

肿瘤细胞可能通过高表达Survivin以对抗化疗药

物诱导的细胞凋亡[24]; 联合X线放疗与TAS106
治疗使小鼠肿瘤明显抑制, 其原因被证实很大

程度上得益于TAS106对Survivin的抑制[25]; 转染

Survivin基因的野生型和显性负性突变至胃癌细

胞中, Survivin的过表达使胃癌细胞株NUGC-3
对药物诱导的凋亡敏感[26]. 因此, Survivin在胃癌

中可以作为对顺氯氨铂敏感性的预测指标, 同
时下调Survivin mRNA的表达, 可提高肿瘤细胞

对化疗药物的敏感性. 
3.2 Survivin与基因治疗 利用RNA干扰(RNA 
interference, RNAi)技术引起与其同源的mRNA
特异性的降解, 从而导致不同类型细胞的靶向

基因表达明显降低, 称为基因敲低(knock down)
或基因沉默(gene silencing). Ling et al [27]使用小

分子干扰RNA(small interfering RNA, siRNA)
和短发夹样RNA(short hairpin RNA, shRNA)等
RNA干扰技术同样使Survivin基因沉默, 并且发

现Survivin的表达受抑可选择性诱导转染的肿瘤

细胞凋亡. 国内学者Miao et al [28]也发现Survivin 
siRNA转染能诱导SGC-7901细胞的凋亡. 另外

采用反义寡核苷酸(An antisense oligonucleotide, 
ASO)方法, 抑制Survivin表达, 也使肿瘤的发生

发展受到抑制[29]. 由于Survivin和EPR21位于染

色体的同一基因族, 且两个基因的编码序列广

泛互补, 故通过两个天然反义转录物的相互作

用可以调节细胞凋亡. 该疗法可以克服反义寡

核苷酸基因治疗存在的特异性差, 基因传递不

完全的缺点. 此外, Survivin靶向治疗还可以与其

他肿瘤基因如bcl-2、p53等的靶向治疗联合, 发
挥协同作用. 
3.3 Survivin与肿瘤的免疫治疗 Survivin能诱导

特异的CD8+细胞毒性T[30]细胞, 并且这种自发的

Survivin反应性细胞毒性T细胞, 可被MHC2肽复

合物包被的磁珠纯化, 从而对不同组织类型的

HLA配型肿瘤具有细胞毒性, 因此Survivin可以

作为一个普遍存在的肿瘤抗原适用于广泛抗肿

瘤免疫疗法的一个新靶蛋白. 
I d e n o u e e t  a l [31]通过S u r v i v i n-2B80-

8 8 ( A Y A C N T S T L )肽作为抗原 ,  诱导人

HLA-A24(+)乳腺癌、结直肠癌及胃癌的特异

性自发性细胞毒T细胞(CTL)反应, 以识别和杀

伤肿瘤细胞, 从而提出AYACNTSTL肽可能成为

HLA-A24(+)肿瘤的疫苗, 为进行肿瘤的免疫治

疗提供了基础.
Survivin作为肿瘤治疗靶点的优点在于Sur-

vivin仅特异性地表达于肿瘤组织, 在正常成人

组织几乎不表达, 使得应用Survivin特异性抗体

免疫治疗以及反义Survivin基因治疗具有良好的

靶向性、特异性及安全性, 靶向Survivin治疗可

以促进肿瘤细胞凋亡并抑制其增殖, 而对正常

组织几乎没有不良影响, 这是靶向Survivin治疗

所特有的优点. 

4  结论

胃癌的发生过程, 是一个多因素, 多步骤的复合

作用过程. Survivin是一新近发现的具有多重功

能的细胞凋亡抑制因子, 不仅能够抑制细胞凋

亡, 而且还能启动并调节细胞周期, 且与部分肿

瘤的血管生成相关. 目前研究已揭示Survivin正
常组织中常无表达, 在人体内几乎所有的恶性

■应用要点
Survivin反义寡核
苷酸技术优点在
于高度的靶特异
性、设计容易且
合成简单, 其靶向
性为常规药物所
不及, 是目前最有
可能应用于临床
的基因疗法. 

■创新盘点
本综述对Survivin
结构、功能进行
概 括 ,  并 介 绍 了
Survivin在抑制肿
瘤凋亡中的作用, 
重点论述其与胃
癌发生发展关系, 
特别强调了其靶
向治疗的新观点. 
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肿瘤中均有表达, 与包括胃癌在内的肿瘤发生

发展、预后密切相关, 有望成为肿瘤有效诊治

的新靶点. 但Survivin如何实现对细胞凋亡和细

胞周期的双重检测点的调控, 以及与其他癌基

因、抑癌基因和凋亡相关基因的关系, 还不清

楚; 针对靶向Survivin的治疗实验亦处于起始阶

段. 但是, 随着对Survivin研究的进一步深入, 靶
向Survivin的阻断性抗体免疫治疗或基因治疗, 
促进人类恶性肿瘤细胞凋亡的抗肿瘤疗法及针

对性开发相应新的抗肿瘤药物, 将对恶性肿瘤

的治疗具有重大意义. 
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Abstract
Cycloxygenase-2 (COX-2) plays an important role 
in the development and prognosis of ulcerative 
colitis. First, it may initiate inflammatory process. 
Many studies show that expression of COX-2 is 
significantly increased in the lesion of ulcerative 
colitis. During regenerative phase, inhibition 
of COX-2 may hinder the healing process, and 
thereafter exacerbate symptoms. COX-2-induced 
regeneration is monitored under delicate systems. If 
the balance of this system is disturbed by unknown 
factors, dysplasia or even carcinoma may develop. 

Key Words: Cycloxygenase-2; Ulcerative colitis; 
Carcinogenesis

Zhang ZH, Jiang X, Wang JG. Role of cycloxygenase-2 
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摘要
环氧合酶-2在溃疡性结肠炎的发生及预后有

着重要的作用, 首先表现在启动炎症反应过
程, 许多研究发现COX-2在溃结组织中的表
达显著升高, 在炎症反应的组织修复期, 抑制
COX-2则表现为使修复受阻, 病情加重. 另外 
COX-2介导的组织修复也需要在一定的严密
系统调控下才能正常进行, 在各种未知因素的
作用下, 这个平衡被打破, 就有可能出现不典
型增生, 最终导致癌的发生.

关键词: 环氧合酶-2; 溃疡性结肠炎; 癌变

章仲恒, 姜潇, 王建国. 环氧合酶-2在溃疡性结肠炎中的作

用.  世界华人消化杂志  2008; 16(31): 3533-3538
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0  引言

肿瘤与炎症或感染的病理生理截然不同, 这一

结果是19世纪最重要的发现之一. 但到了20世
纪末 ,  各种各样的证据表明这两个过程似乎

不像组织病理学所提示的那样可以截然区分

开. 首先, 有许多慢性炎症过程可以显著提高肿

瘤的发病率, 如Barrett食管、慢性溃疡性结肠

炎. 其次, 许多肿瘤过度表达了炎症因子环氧合

酶(COX)-2. 第三, 各种流行病学资料、动物实

验、临床干预试验都表明, 阿司匹林和其他一

些非甾体类消炎药(NSAIDS)能抑制肿瘤发生, 
这最先在结直肠癌中观察到[1]. 溃疡性结肠炎为

研究炎症与肿瘤的关系提供了良好的模型, 环
氧合酶是炎症反应中重要的酶, 探讨环氧合酶

在溃疡性结肠炎中的作用有助于阐明肿瘤发生

发展的其中一种途径, 并为临床上如何阻止溃

疡性结肠炎恶变提供理论依据. 本文就对COX-2
与溃疡性结肠炎的关系以及一些相关问题作一

综述.

1  COX-2对溃疡性结肠炎的致病作用

COX有COX-1和COX-2两种同工酶. 前者为结构

型, 主要存在于正常的血管、胃、肾等组织中, 
在溃疡性结肠炎组织中表达于正常对照无显著

差异, 参与血管舒缩、血小板聚集、胃黏膜血

流、胃黏液分泌及肾功能调节. 后者为诱导型, 
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■背景资料
近年来有较多针
对COX-2对溃疡
性结肠炎的致病
作用以及在癌变
中的作用研究, 本
文就这些最新成
果作一综述. 
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与炎症有密切联系, 可以被多种炎症递质和细胞

因子所诱导, 如胆汁酸、脂多糖、血清、高渗

状态、白介素-1、肿瘤坏死因子、表皮生长因

子、转移生长因子、血小板激活因子等. 各种损

伤性化学、物理和生物因子激活磷脂酶A2或酰

基水解酶水解细胞膜磷脂, 生成花生四烯酸, 后
者经COX催化加氧生成前列腺素(PG2). 当下丘

脑PGE2增加, 使体温调定点上升, 增加产热, 减
少散热, 体温上升. PGE2和PGF2α有轻度而持久

的致痛作用, 也使痛觉感受器增敏. PGS可致血

管扩张和组织水肿, 也可与缓激肽等协同致炎.
溃疡性结肠炎是一种慢性非特异性炎症, 

炎症反复发作的过程中, 黏膜不断被破坏和修

复, 致正常结构破坏. 许多研究发现COX-2在该

炎症发展过程中起重要作用[2], 由三硝基苯磺

酸诱导的小鼠结肠炎模型J[3], 应用三硝基苯磺

酸后24 h到1 wk内COX-2 mRNA的量可增加6
倍. 在对人溃疡性结肠炎组织的研究中也发现

与对照组相比COX-2多在病变组织中表达显著

增多, 用免疫组化的方法测定COX-2蛋白含量和

用反义PCR方法测定COX-2 mRNA含量都得出

一致的结论[4], 而且有些研究得出内镜下炎症活

动度分级与COX-2表达呈正相关. 然而国内的

一项研究却表明在I、Ⅱ、Ⅲ级溃疡性结肠炎之

间COX-2表达差异无显著性意义, 这可能与所

采用的分级方法不同有关, 前者为内镜下分级

而后者采用turelove组织学分级, 但炎症反应使

COX-2增高是不争的事实. 而抑制COX-2能减轻

肠道黏膜炎症[5-6].
显微镜下可见溃疡性结肠炎组织隐窝结构

紊乱, 主要表现为腺体变形、排列紊乱、数目

减少等萎缩改变, 伴杯状细胞减少和潘氏细胞

化生. 用免疫组化方法检测正常和溃结组织发

现, COX-1在结肠隐窝下部上皮表达, 而COX-2
则出现在顶端上皮细胞(apical epithelial cells)和
固有层单核细胞(lamina propria mononuclear), 
在间质炎性细胞中可见COX-2呈强阳性表达. 
COX-1表达区域刚好是增生活跃区域, 这提示了

当细胞分化成熟时便不再表达COX-1, COX-1表
达主要在胞质内(cytoplasmic), 而COX-2则在核

周[7].
关于C O X-2与溃疡性结肠炎之间的一些

分子机制也做了广泛而细致的研究. 目前认为

COX-2属诱导型酶.与炎症有密切联系. 可以被

多种炎症递质和细胞因子所诱导[8], 如胆汁酸、

脂多糖、血清、高渗状态、白介素-1、肿瘤坏

死因子、表皮生长因子、转移生长因子、血小
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板激活因子等. 这些递质和细胞因子主要通过

激活被称作初始反应基因的NF-κB途径来实现

对COX-2的诱导卜. NF-κB由一组诱导型核转

录因子组成, 位于COX-2 mRNA启动子中, 作为

宿主重要的调节因子, 通过诱导和促进特定的

细胞因子及化学因子的基因表达, 调节炎症和

免疫反应过程. 炎症反应时, 细胞因子IL-lβ、
TNF-α、LPS及氧化剂(如氢过氧化物)水平升

高, 使NF-κB不能与抑制蛋白IκB结合, 反而被

蛋白酶水解, 游离的NF-κB迅速进人胞核, 与靶

基因的启动子或增强子区域B基序结合, 调节

靶基因包括编码促炎性细胞因子(TNF-α)、趋

化因子、黏附分子和酶(如COX、NOS等)基因

mRNA的合成, 促进炎症反应. 而IL-lβ、TNF-α
等又作为NF-κB的激活剂, 反过来激活NF-κB, 
建立一种正反馈自我调节环路 ,  扩大炎症反

应, 延长慢性炎症进程, 造成更严重的不良影

响. 如果抑制NF-κB活性, 则IL-lβ和TNF-α表达

减少, 也间接证实激活NF-κB通路可能与疾病

相关炎症反应增强有关. 另一方面, COX-2的表

达也可调节NF-κB通路, 这主要是由于COX-2
指导与炎症消退有关的抗炎症性环戊前列腺素

(cyclopen-tenone pmstagiandins, cyPGs)的合成. 
COX-2调节NF-κB通路的具体作用包括两个方

面: (1)cyPCcs的代谢产物15dPGJ2活化核受体

超家族成员之一(PPAR7), 抑制NF-κB调节基因

的表达, 发挥抗炎活性. (2)cyPGs本身也能直接

抑制NF-κB活性, 其代谢产物PGA1, 抑制TNF-α
诱导的lJcBa磷酸化、NF-κB DNA黏连及NF-κB
在淋巴细胞中的转移活化作用. 正如NF-κB调节

COX-2的合成过程, 通过cyPGs途径抑制的NF-
κB转移活化作用很可能是促进炎症消退负反馈

环路的一部分[9]. 因此, 可推测在炎症条件下正

是这种正反馈与负反馈的失衡, 加重炎症反应.
一氧化氮(NO)对COX-2活性的调节也是

很重要的一个途径. 研究发现[10], 表达COX-2的
上皮细胞同时也表达诱导型一氧化氮合成酶

(iNOS), 上皮细胞在感染等外界因素作用下, 使
iNOS的局限性表达增多, 进而使催化合成的NO
明显增多, 高水平的NO失去了与PG共同维持黏

膜血流的作用, 引起血管扩张, 通透性增加; 另
有研究提示协同抑制COX-2和NO合成有助于结

肠炎大鼠结肠黏膜炎症减轻[11]. 此外, iNOS还可

通过提高COX-2的活性, 进一步促进NO的合成, 
过量表达的NO作为一种促炎因子, 可直接或间

接地导致黏膜损伤. 机制可能与其形成的大量

过硝酸盐有关, 过硝酸盐可使细胞线粒体蛋白

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文十分详尽地
阐述了COX-2在
溃结炎症及癌变
过程中的作用, 并
融入了许多与正
统观念不一致的
实验研究, 如许多
动物及临床实验
表明抑制COX-2
可能阻止黏膜的
修复. 
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硝酸化, 从而影响细胞呼吸; 而线粒体功能改变

又激活了半胱氨酸蛋白酶介导的级联反应, 诱
导细胞凋亡, 造成黏膜坏死. 尽管大多数学者通

过研究证实COX-2可经多种途径导致结肠炎症, 
如PGD介导炎症[12], 但仍有学者提出相反观点. 
Ajuebor et al [13]在三硝基苯磺酸(TNBS)诱导的鼠

结肠炎模型中发现通过COX-2诱导的结肠炎可

使PGD2合成加快, 若抑制COX-2可使PGD2合成

减少, 使粒细胞浸润加倍; 而摄人PGD, 或DP受
体激动剂(BW-245c)炎症明显减轻, 进而提出由

COX-2诱导的PG是一种早期抗炎标志.
炎症反应是一种以损伤起始、愈复告终的

复杂的病理过程, 因而其间必然包含了细胞增生

及组织修复, 因此COX-2可能参与了其中炎症损

伤后组织修复过程. 首先, COX-2可诱导组织产

生大量前列腺素, 在大鼠气囊炎症模型中[14]炎症

组织COX-2表达明显增高, 且伴有前列腺素和白

三烯增多, 特异性COX-2抑制剂NS-398可阻断前

列腺素的合成. PGs又介导产生了一些临床表现, 
PGE2可能使上皮细胞氯离子分泌增多, 从而导

致溃结患者的腹泻现象[15]. PGE2是一种血管扩张

剂, 这解释了溃结组织黏膜充血的表现. PGs还使

痛觉神经纤维致敏. PGs对组织的保护作用则体

现在保持黏膜血流、保护组织上皮免受cytotoxin
介导的损害[16], PGE2还促进了损伤上皮细胞增

生修复过程. 小鼠模型中COX-2抑制剂的使用会

使结肠炎的小鼠炎症加重[17], 使用1 wk后可发生

结肠穿孔[3], 另外的一些证据主要来自溃疡性结

肠炎患者对非甾体类抗炎药的反应上. 许多临床

试验都提示非甾体类抗炎药能明显加重炎症活

动期患者的症状[18-19], 但对于静息期患者使用非

甾体类抗炎药则不会明显加重病情或使疾病复

发. 一项初步的研究表明使用COX-2抑制剂不会

显著加重病情[20], 该研究中的27例患者中有2例
患者病情加重, 而这两位加重患者被纳入研究时

都有一定的基础炎症活动[21], 进一步临床实验表

明塞来西布(200 mg, bid)对于静息期患者没有明

显毒副作用[22], 一项包括32例患者的前瞻性研究

也表明rofecoxib不会使病情加重但对于关节炎有

好处[23], Takeuchi的研究显示只有NSAID可使静

息性溃结症状复发, 而患者对选择性COX-2抑制

剂耐受良好[24], Sandborn给予溃结缓解期患者14 d
的塞来西布, 结果与对照组相比复发率没有明显

提高[25]. 这是否与用药时间或不同病期有关, 目
前还不清楚. 鉴于选择性COX-2抑制剂对心血管

系统的毒副作用[26-27], 目前还无法开展更大规模

的临床试验来证实选择性COX-2抑制剂对于炎

症性肠病的确切作用. 也许对于活动期的患者使

用COX抑制剂有更严重点危险性, 相反的, 由于

COX-2只是作为修复过程的一部分, 在缓解期使

用NSAIDS就可能降低危险性[28-29].

2  COX-2在溃疡性结肠炎癌变中的致病作用

关于COX-2与肿瘤的关系最早来源与对大肠癌

的研究.最早人们观察到非载体类抗炎药能显著

降低大肠癌的发病率, 并且在动物模型上验证

了这一点[30-33], celecoxib可使F344小鼠结肠肿瘤

发生率减少90%以上[34]. 2007年新英格兰医学杂

志的一项前瞻性队列提供了相关的A类证据, 该
研究显示使用COX-2抑制剂可减少癌变的发生

率, 常规使用阿司匹林可以降低COX-2高表达组

织中的结肠癌发病危险, 但对于COX-2不表达或

表达较弱组织则该作用不明显[35], 即阿司匹林或

celecoxib作用是COX-2依赖的[36]. 提示COX-2在
肿瘤发展与形成过程中起一定作用.

在观察到NSAIDS能够降低大肠癌发病率

后, Eberhart et al开始了对结肠癌及结肠息肉中

COX-2表达水平的研究, 研究发现与对照组相比

COX-2在85%-95%的结肠癌组织中表达明显增

多, 而COX-1水平则无明显变化[37]. 此后许多中

心又作了较为细致广泛的研究, 结论与Eberhart
相一致, 并且进一步观察到, 从腺瘤到癌的发展

过程中COX-2的表达是逐步增多的.
有1篇对大肠癌的研究报道发现COX-2在腺

瘤与腺癌中均有高表达(89.4%, 83%), 但两者没

有显著差异, 且COX-2表达与异型增生程度、腺

瘤大小、分化程度、Dukes分期、淋巴结转移

无显著相关性, 但在腺癌和腺瘤周围的高度不

典型增生病变中的COX-2表达显著增多, 这些

事实提示COX-2可能仅在肿瘤发展的早期起作

用[38]. 但来自日本的一篇报道则提出了不同的

结论. COX-2在仅有原发灶、伴淋巴结转移、

伴肝转移的手术标本中阳性率分别为70.8%、

92.0%、100%, 并且与肿瘤大小、浸润深度、分

期、淋巴结转移显著相关, COX-2阳性的患者生

存时间显著缩短, 故而COX-2可作为估计患者预

后的一个独立指标[39]. 到底COX-2对于推动肿瘤

后期的发展是否有重要作用, 还是仅仅在肿瘤

初期起作用, 还需要进行进一步研究.
COX-2不仅是启动炎症反应的关键酶, 且

是肿瘤形成过程中的关键酶. 由于COX-1仅在

细胞外网状结构中起作用而COX-2在细胞外网

状结构和细胞核膜及核周区域均起作用, 因此

■应用要点
本文总结了目前
有关该领域的最
新研究成果, 有助
于读者了解该领
域发展及所要解
决的问题, 为进一
步探索指明方向. 
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似乎COX-2催化产生的前列腺素更容易进人核

内, 调节靶基因的转录, 改变细胞某些增殖和凋

亡相关基因的表达, 促进肿瘤的形成. 首先在

结直肠癌中COX-2的过量表达与肿瘤血管形成

(angiogenesis)有关, COX-2的表达程度与肿瘤微

小血管的密度成正相关(P = 0.02), 且与血管内

皮生长因之VEGF有很好相关性(P  = 0.004), 已
知VEGF是一种介导血管新生的重要介质[40]. 而
肿瘤新生血管的形成对癌肿的发生发展都有重

要的意义.
其次, 对小鼠模型研究发现COX-2的过量

表达能引起肠上皮细胞的表形改变(phenotypic 
changes), 这些表型包括与细胞外基质黏附能力

增强以及抗凋亡[41], 其中APC是个抑癌基因, 与
细胞周期和凋亡密切相关, APC变异在溃疡性结

肠炎恶变中属于晚期事件, 而在散发性结肠癌

中则为较早出现的分子事件, APC敲除小鼠是家

族性腺息肉病的研究模型. APC基因敲除的杂合

小鼠会产生大量表达COX-2的息肉, 而APC基因

敲除的杂合小鼠同时中断(disrupt)COX-2基因会

使息肉数量大大减少[42], 这提示了COX-2与APC
基因是导致恶变的同一条路径上的分子.

Sheng et al [43]在研究中发现炎症介质LTD4
和LTB4可使结肠细胞COX-2水平明显上调, PGs
随之增多, 改变了正常结肠细胞中Bcl-2的分布, 
并使Bc1-2水平升高. 其主要机制是通过阻止

BAD/BAX所诱导的线粒体膜外孔道的形成, 影
响了细胞凋亡的负调整, 使细胞凋亡受抑制, 进
而诱导肿瘤形成. 这一结果间接表明COX-2代谢

产物PGs在介导Bcl-2产生, 在细胞凋亡中发挥了

作用, 而COX-2水平升高及Bcl-2水平上调很可

能成为UC癌变的早期诊断标志. 此后该小组又

进一步研究证实了prostaglandin E2阻止了细胞

凋亡并介导了Bcl-2表达[44], 最新研究[45]提示通

过抑制COX-2, prostaglandin E2可被抑制进而阻

止肿瘤发生发展.
以上曾谈到COX-2与NF-κB能建立起正反

馈自我调节环路, NF-κB不仅在控制与炎症反

应有关的基因表达中起作用, 而且是控制细胞

增殖和凋亡的重要途径. 由NF-κB直接活化的

抗细胞凋亡基因包括TNF受体相关因子(ⅡF1
和TRAF2)、Bcl-2同源体(A1/Bn-1和IEX-1L).
TNF-α诱导的细胞中TRAF1、TRAF2过度表达

阻断了启动蛋白酶Caspase-8的活化作用, 使其

丧失了早期激活细胞凋亡的作用. NF-κB还能通

过附着于A1/Bf1-1启动子的特定位点诱导其表

达, 进而抑制B淋巴细胞中抗原受体介导的细胞

凋亡, 促进肿瘤细胞的增殖. 同时, 在癌细胞核

内有诱导作用的PPAR 7受体可发生突变, 丧失

其抑制NF-κB活性的作用, 加速某些凋亡抑制基

因的转录, 在细胞癌变的早期发挥作用.
关于溃疡性结肠炎相关性结肠癌中COX-2

表达情况目前研究较少, Shattuck Brandt RL在小

鼠模型中发现, 在IL-10(-/-)肿瘤和有炎症但大体

观未见肿瘤的区域发现COX-2 mRNA和蛋白表

达增高, 其中IL-10(-/-)小鼠是炎症性肠病和溃结

相关性大肠癌的良好的研究模型, COX-2表达主

要位于肿瘤溃疡区域的炎症细胞中, 但与前面

所述一些研究不相符的是, 在肿瘤来源的上皮

细胞中检测不到COX-2的表达, Oshima et al的研

究[42]也显示了COX-2表达位于间质细胞, APC敲
除小鼠的COX-2基因座位用细菌lacZ基因替代, 
结果LacZ表达出现在息肉间质细胞而非息肉上

皮细胞中, COX-2表达还与肿瘤中表达α-平滑肌

肌动蛋白的区域有相关性, α-平滑肌肌动蛋白

是上皮下成肌纤维细胞(myofibroblast)的分子标

志, COX-2的表达与上皮下成肌纤维细胞的相关

性在其他模型小鼠中也可见[46]. 成肌纤维细胞

可能与组织对肿瘤侵袭的免疫反应有关.
Agoff et al直接检测溃结相关大肠癌手术标

本发现, COX-2在腺癌、高度不典型增生、中

度不典型增生、低度不典型增生、未确定型和

无不典型增生中表达的概率分别为: 83%, 100%, 
100%, 60%和25%(P<0.0001, RR = 0.53), 不典型增

生改变解释了53%的COX-2改变, 而炎症反应只

解释了11%, COX-2在所有出现非整倍体现象的

组织中表达都升高, 但仅在38%的二倍体样本中

升高, 这说明了COX-2过量表达不仅仅用炎症来

解释, 还与溃结相关性不典型增生有一定关系[47].
此外, 5-ASA减少溃结癌变发生率最直接

到证据来自Fernando于2006年发表在Gastro-
enterology上的1篇文章, 该病例对照研究控制

了诸如病程和病变范围等影响因素, 结果发现

5-SAS能显著降低癌变率(OR  = 0.2, P <0.05), 但
该研究没有回答COX-2途径在其中所起的作用, 
其所纳入研究的为三级医疗中心的患者, 样本

选择上可能存在一定偏差. 以往的多项研究结

果与之相符[48-49]. 而来自2007年的一项研究则否

定了这种作用[50]. 结论不一致可能与5-SAS本身

复杂的药理作用有关, 再者所进行的研究还比

较初步, 未能提供大规模的临床研究数据.
总之, COX-2在癌变过程中起到了一定作
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■名词解释
COX: 有COX-1
和COX-2两种同
工酶. 前者为结构
型, 主要存在于正
常的血管、胃、

肾等组织中, 在溃
疡性结肠炎组织
中表达于正常对
照无显著差异, 参
与血管收缩、血
小板聚集、胃黏
膜血流、胃黏液
分泌及肾功能调
节 .  后 者 为 诱 导
型, 与炎症有密切
联系, 可以被多种
炎症递质和细胞
因子所诱导. 
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用, 但并不是唯一的一条通路, 在溃疡性结肠炎

中初步研究表明两者存在一定相关性, 但具体

的作用机制尚不明确. 在临床上是否可以使用

特异性COX-2抑制剂来预防溃疡性结肠炎患者

发生癌变, 这就需要处理好一个矛盾, 即COX-2
的产生是机体自我保护的一种机制, 促进损伤

组织增生修复, 这必然会激活许多癌基因, 一旦

失控就很容易发生癌变. 因此如何正确处理好

该矛盾是处理溃疡性结肠炎患者的关键.

3  结论

COX-2在溃疡性结肠炎的发生及预后有着重要

的作用, 首先表现在启动炎症反应过程, 在各种

遗传因素及致炎环境因子的共同作用下, COX-2
表达显著升高, 表现为在溃结组织中的表达显

著升高, 启动肠道黏膜的炎性损伤. 然而在炎症

反应的组织修复期, 抑制COX-2则表现为使修

复受阻, 病情加重. 另外COX-2介导的组织修复

也需要在一定的严密系统调控下才能正常进行, 
在各种未知因素的作用下, 这个平衡被打破, 就
有可能出现不典型增生, 最终导致癌的发生.
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Abstract
AIM: To observe the changes of plasma nitrogen 
monoxidum (NO), motilin (MTL) content and 
gastric emptying (GE) rate and to investigate 
the relationship between NO, MTL content 
and GE during early oral fluid resuscitation 
of hemorrhagic shock in rats with 40% blood 
volume loss.

METHODS: Twenty-four SD rats were random-
ly divided into three groups: sham operation 
group (GES group, n = 8), hemorrhage with no 
resuscitation group (H group, n = 8) and hem-
orrhage with oral administration of a glucose-

electrolyte solution group (H + GES group, n 
= 8). Rats of H group and H + GES group were 
subjected to a 40% hemorrhagic injury from the 
right common carotid artery, while GES group 
only to a ligation of the artery. GES was intra-
gastrically administrated with a total amount 
double of blood loss at 0.5 h and 1 h post-hem-
orrhage in GES group and H + GES group. Rats 
were sacrificed 4 h after hemorrhage/operation 
and blood samples were harvested for evalua-
tion of plasma NO and MTL contents. Gastric 
emptying rates (GE) were determined using 
method of phenol red emptying.

RESULTS: Gastric emptying rate was sig-
nificantly lower in H + GES group than in GES 
group. (62.4% ± 11.4% vs 92.4% ± 12.5%, P < 0.01). 
The plasma NO level was significantly higher 
(105.7 ± 13.2 μmol/L vs 53.6 ± 6.9 μmol/L, 75.4 
± 10.5 μmol/L, both P < 0.01) but plasma MTL 
content was significantly lower in H + GES group 
than in GES group or than in H group (72.5 ± 14.3 
ng/L vs 132.3 ± 24.1 ng/L, 95.7 ± 15.5 ng/L, both 
P < 0.01). Gastric emptying rate was negatively 
correlated with plasma NO content but positively 
correlated with plasma MTL content (P < 0.01).

CONCLUSION: The results indicate that gas-
tric emptying rate is lowered after early oral 
fluid resuscitation of hemorrhagic shock in rats 
with 40% blood volume loss, which might be 
caused by the increased plasma No content and 
decreased plasma MTL content during hemor-
rhagic shock.

Key Words: Hemorrhage; Oral fluid resuscitation; 
Gastric emptying rate; Nitrogen monoxidum; Motilin

Zhou GY, Hou JY, Zhang LJ, Hu S, Sheng ZY. Influencing 
factors for gastric emptying rate during oral fluid 
resuscitation of hemorrhagic shock in rats with 40% blood 
volume loss. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(31): 
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摘要
目的: 观察40%血容量失血大鼠模型早期口服

www.wjgnet.com

®

■背景资料
口服液体复苏是
战争、自然灾害
和突发事故等特
殊环境下产生大
批创伤伤员, 液体
供应受限和 ( 或 )
救治条件恶劣等
原因难以实施早
期静脉复苏时进
行的救治措施. 休
克时胃肠道处于
严重缺血缺氧状
态, 口服补液在发
挥快速复苏作用
的同时, 往往伴有
胃排空及肠吸收
功能的下降, 严重
影响了口服复苏
的效果. 胃排空是
口服复苏的首要
限制因素, 一氧化
氮(NO)、胃动素
(MTL)是胃排空
的主要影响因素.

■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



补液时胃排空(GE)率的变化及其与血浆一氧
化氮(NO)、胃动素(MTL)水平的关系. 

方法: ♂SD大鼠24只, 随机分为假手术+葡萄
糖-电解质溶液(GES)组(GES组, n  = 8)、单纯
失血组(H组, n  = 8)、失血+GES组(H+GES组, 
n  = 8). 氯胺酮-速眠新Ⅱ肌注复合麻醉后, 行
右侧颈总动脉插管, H组和H+GES组按全身血
容量的40%分2次间隔15 min放血, GES组不
予放血. GES组和H+GES组大鼠在手术或失
血后0.5 h及1 h分2次灌胃给予总计2倍预计放
血量的GES. 失血后4 h腹主动脉取血处死动
物, 检测血浆NO和MTL水平, 酚红法测定胃
排空率.

结果: 失血后4 h H+GES组胃排空率显著低
于GES组(62.4%±11.4% vs  92.4%±12.5%, 
P <0.01). H+GES组血浆NO水平显著高于GES
组与H组(105.7±13.2 μmol/L vs  53.6±6.9 
μmol/L, 75.4±10.5 μmol/L, 均P <0.01), MTL含
量显著低于GES组与H组(72.5±14.3 ng/L vs  
132.3±24.1 ng/L, 95.7±15.5 ng/L, 均P <0.01). 
胃排空率与血浆NO水平呈负相关, 与MTL水
平呈正相关(P <0.01).

结论: 大鼠40%血容量失血早期口服补液时胃
排空率降低, 其机制可能为失血性休克时血浆
NO水平升高及MTL水平降低等因素有关.

关键词: 失血; 口服补液; 胃排空率; 一氧化氮; 胃

动素
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0  引言

口服液体复苏是主要针对战争、自然灾害和突

发事故等特殊环境下产生大批创伤伤员, 液体

供应受限和(或)救治条件恶劣等原因难以实施

早期静脉复苏时进行的救治措施[1-2]. 但前期研

究发现, 休克时胃肠道处于严重缺血缺氧状态, 
口服补液在发挥快速复苏作用的同时, 往往伴

有胃排空及肠吸收功能的下降, 严重影响了口

服复苏的效果[3-4]. 本文观察40%血容量失血大

鼠早期口服补液过程中胃排空率的变化及其与

血浆一氧化氮、胃动素水平的关系, 初步探讨

失血性休克早期口服复苏时胃排空功能的变化

的机制, 为减轻失血性休克早期口服补液引起

的胃肠道并发症治疗提供实验依据. 
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1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠24只, 50-60日龄, 体质量210- 
230 g, 购自中国人民解放军军事医学科学院实

验动物中心. 葡萄糖-电解质溶液(GES)配方[5]: 
每1 L水中溶解3.5 g NaCl、2.5 g NaHCO3、1.5 
g KCl和20 g葡萄糖, 使用前置于37℃恒温水浴

箱预热. 一氧化氮(NO)检测试剂盒由南京建成

生物工程研究所提供, 胃动素检测试剂盒由北

京华英生物技术研究所提供.
1.2 方法 
1.2.1 模型制备与分组: 大鼠购入后适应性喂养

1 wk, 术前禁食18-20 h, 禁水2 h. 大鼠称质量后

用氯胺酮-速眠新Ⅱ im麻醉(0.5 mL/kg体质量)
后, 消毒颈部皮肤, 取右侧切口打开, 分离结扎

右侧颈总动脉, 于近端插管, 按大鼠全身血量的

40%(65 mL/kg体质量[6])间隔15 min分2次放血, 
每次于5 min内放完. 放血完毕结扎动脉近端, 缝
合皮肤. 放血完成后0.5 h及1 h在大鼠清醒状态

下进行灌胃. 随机分为假手术组(GES, n  = 8)、
单纯失血组(H, n  = 8)、失血+GES(H+GES, n  = 
8). GES组结扎右侧颈动脉后不予放血; GES组
和H+GES组手术或放血后30 min及1 h用大鼠灌

胃针对动物进行GES液口服补液, H组失血后不

予补液. 拟复苏总补液量为失血总量的3倍, 本
实验4 h过程中按2倍分2次给予.
1.2.2 血浆NO和MTL含量检测: 动物失血后4 h
腹主动脉取血, 3000 r/min离心10 min取血浆

-40℃冻存待测. 硝酸还原酶法检测NO含量; 放
射免疫法检测胃动素含量, 严格按照试剂盒说

明书操作.
1.2.3 胃排空率测定: GES组和H+GES组动物于

伤后4 h处死, 以酚红为指示剂, 按Scarpignato  
et al的方法[7]测定胃排空率.

统计学处理 实验数据采用SPSS11.0统计软

件处理, 结果以mean±SD表示, 进行t检验和相

关与回归分析, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 血浆NO和MTL含量 H+GES组血浆NO含量

(105.7±13.2 μmol/L)显著高于GES组(53.6±6.9 
μmol/L, P <0.01)和H组(75.4±10.5, P <0.01, 图
1A). H+GES组血浆MTL含量(72.5±14.3 ng/L)
显著低于GES组(132.3±24.1 ng/L, P <0.01)和H
组(95.7±15.5 ng/L, P <0.01, 图1B).
2.2 胃排空率(GE) H+GES组4 h胃排空率(62.4%
±11.4%)显著低于G E S组 (92.4%±12.5%, 
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■相关报道
车晋伟 et al 通过
比较口服液体复
苏与静脉液体复
苏的效果发现, 对
小于35%体表面
积的烧伤犬模型
给予早期口服补
液, 虽然血流动力
学恢复滞后于静
脉补液, 但在提高
血容量和尿量、

降低死亡率等方
面完全可以达到
与静脉补液相似
的效果.



周国勇, 等. 血容量失血40%大鼠早期口服补液时胃排空率的变化及其影响因素				              3541

www.wjgnet.com

P <0.01). 相关与回归分析显示, 胃排空率与血浆

NO含量呈负相关(r  = -0.936), 与血浆MTL含量

呈正相关(r  = 0.975, P <0.01).

3  讨论

口服补液是在战争或突发事故及灾害时救治

创、烧伤休克液体复苏的重要途径[1]. 在这些环

境中, 往往产生大量伤病员, 且环境条件不足, 
静脉复苏受到极大限制; 口服液干粉携带方便, 
加水即可制成口服溶液, 对无菌条件要求也不

高, 是战伤急救一个重要的替代急救措施. 车晋

伟 et al [8]通过比较口服液体复苏与静脉液体复

苏的效果发现, 对小于35%体表面积的烧伤犬模

型给予早期口服补液, 虽然血流动力学恢复滞

后于静脉补液, 但在提高血容量和尿量、降低

死亡率等方面完全可以达到与静脉补液相似的

效果. 口服液成分以葡萄糖-电解质溶液(因受到

世界卫生组织推荐, 称WHO ORS液)效果最好. 
国内外研究表明, 胃排空是口服液体复苏

的主要限制性因素. 机体发生休克时, 胃肠等消

化器官作为首先牺牲的器官, 其组织血流量显

著降低[9-10]. 其作用在于机体为满足重要生命脏

器的血液供应, 血流发生重新分布, 胃肠道血流

量减少、胃肠组织细胞缺血缺氧[11]. 此时通过口

服补充大量液体, 吸收后虽然能迅速恢复消化

系统局部及全身灌流, 有效改善烧伤休克的脏

器功能和循环指标; 但另一方面, 能造成消化器

官局部的缺血-再灌注效应, 进一步加重了组织

损伤, 从而导致胃肠道排空和消化功能障碍, 严
重影响了口服补液的治疗效果. 本试验的目的

在于观察失血性休克大鼠口服补液时胃排空率

和可能与之相关的影响因素的变化, 研究他们

之间存在的关系, 探讨失血性休克时胃排空功

能降低的机制. 
N O是一种新型的神经递质 ,  对体内多个

器官均有作用 ,  参与众多生理和病理过程 [12]. 
Yoneda et al [13]研究发现, NO可以抑制由胆碱能

神经刺激诱发的胃底平滑肌细胞的收缩. 本研

究结果显示, 大鼠失血40%发生低血容量性休克

时, 血浆NO含量显著升高, 且与胃排空率呈负相

关, 是此时胃排空率下降的可能原因之一. 
MTL是重要的脑肠肽激素, 其生理功能是

促进胃肠运动. MTL的不足导致胃肠平滑肌松

弛、胃张力及蠕动减弱、胃排空时间延长、胃

液潴留增加[14-15]. 本实验结果表明, 大鼠发生失

血性休克时, 血浆MTL水平明显降低, 与胃排空

率呈正相关, 亦可能是胃排空率下降的影响因

素之一. 
机体发生失血性休克时, 体内多种神经递质

及激素水平紊乱, 从而引发各脏器的功能障碍, 
而早期发生的胃肠道功能障碍严重影响了口服

补液的复苏效果. 本实验初步探讨了其发生机

制, 进一步实验的重点应在于研究如何通过药

物及其他手段, 改善胃肠道功能, 促进口服补液

复苏效果. 
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图  1  40%血容量失血大鼠各组血浆NO及MTL含量变化. A: NO;  B: MTL. bP<0.01 vs  GES组; dP<0.01 vs  H组.
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Abstract
AIM: To observe the change of tissue inhibitor 
of metalloproteinase-1 (TIMP-1) expression in 
carbon tetrachloride-induced liver fibrosis in rats 
after treatment with Chinese herbs compound 
Rhodiola sachalinensis (CHCRS). 

METHODS: Eighty healthy male SD rats were 
randomly divided into 5 groups (n = 16, for each 
group): normal group, fibrosis group, CHCRS-
treated groups (using high-, middle- and low-
dose CHCRS, respectively ). Liver fibrosis was 
induced by intraperitoneal injection of carbon tet-
rachloride (for 8 wk). CHCRS was given intragas-

trically twice a week while fibrosis was induced. 
Animals were sacrificed at the end of experiment. 
Histological examinations were performed after 
hematoxylin and eosin staining, and the fibrosis 
was classified into stage 0 to 4. The level of he-
patic TIMP-1 mRNA was determined by semi-
quantitive RT-PCR, and the expression of TIMP-1 
protein was detected by immunohisfochemistry. 

RESULTS: The extent of liver fibrosis was 
above the 3th stage in most model animals, but in 
CHCRS-treated rats, it was obviously degraded 
as compared with that in the model group. The 
level of hepatic TIMP-1 mRNA was significantly 
higher in the model group than that in the nor-
mal group (0.858 ± 0.052 vs 0.615 ± 0.067, P < 
0.05), but it was markedly lower in the CHCRS-
treated groups than that in the model group 
(0.740 ± 0.081, 0.704 ± 0.032, 0.695 ± 0.030; all P < 
0.05). Immunohisochemistry showed a signifi-
cant increase of TIMP-1 in the model group as 
compared with that in the normal group (0.356 
± 0.052 vs 0.121 ± 0.067, P < 0.05), but a notable 
decrease in the CHCRS-treated groups as com-
pared with that in the model group (all P < 0.05). 
Meanwhile, the positive expression of TIMP-1 in 
liver tissues of CHCRS-treated groups was still 
stronger than that in the normal group (0.298 ± 
0.08, 0.256 ± 0.032, 0.213 ± 0.030; all P < 0.05). 

CONCLUSION: CHCRS can efectively inhibit 
the expression of TIMP-1 in CCl4-induced fibrot-
ic liver in rats. 

Key Words: Chinese herbs compound Rhodiola 
sachalinensis; Liver fibrosis; Tissue inhibitor of met-
alloproteinase-1; Immunohistochemistry; Reverse 
transcription-polymerase chain reaction 
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摘要
目的: 探讨复方红景天对四氯化碳(CCl4)诱导
的大鼠肝纤维化肝组织TIMP-1基因表达的 
影响. 
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■背景资料
中药复方红景天
通过多年的基础
与临床研究被证
实具有抗慢性肝
炎 肝 纤 维 化 作
用. 本实验旨在观
察复方红景天对
CCl4诱导大鼠肝
纤维化模型胶原
代谢的影响. 

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系



方法: 健康♂SD大鼠80只随机分组: (1)正常
对照组; (2)肝纤维化模型组; (3)复方红景天高
剂量组(H组); (4)复方红景天中剂量组(M组); 
(5)复方红景天低剂量组(S组), 每组16只. 以
CCl4 ip法诱导大鼠肝纤维化, 复方红景天干预
组大鼠在造模的同时给予复方红景天灌胃, 正
常对照组给予橄榄油sc和生理盐水ip, 8 wk实
验结束时处死动物, 留取的肝脏组织做HE按
0-4期标准判定肝纤维化程度, 应用半定量RT-
PCR检测肝组织中TIMP-1 mRNA的表达情况, 
用免疫组化检测肝组织中TIMP-1的表达. 

结果: 模型组大鼠肝纤维化程度处于2-4期, 
其中大部分达3期以上, 复方红景天干预组
大鼠肝纤维化程度明显减轻, 只有少部分达
3期. 模型组大鼠肝组织中TIMP-1 mRNA水
平高于正常对照组(0.858±0.052 vs  0.615±
0.067, P <0.05), 而复方红景天干预组大鼠肝组
织中TIMP-1 mRNA水平(0.740±0.081, 0.704
±0.032, 0.695±0.030)显著低于模型组(均
P <0.05); 模型组大鼠肝组织TIMP-1的阳性表
达显著强于正常对照组(0.356±0.052 vs  0.121
±0.067, P <0.05), 复方红景天干预组肝组织
中TIMP-1的阳性表达(0.298±0.081, 0.256±
0.032, 0.213±0.030)明显强于正常对照组(均
P <0.05), 但较模型组显著减弱(P <0.05). 

结论: 中药复方红景天能有效抑制CCl4诱导的
肝纤维化大鼠肝脏中TIMP-1的表达.

关键词: 复方红景天; 肝纤维化; TIMP-1; 免疫组

化; 逆转录-聚合酶链反应
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0  引言

基质金属蛋白酶组织抑制因子(tissue inhibitors 
of metalloproteinase, TIMPs)是肝纤维化过程中

的关键因子, 具有抑制基质金属蛋白酶(matrix 
metalloproteinases, MMPs)活性的功能, 他可与

MMPs非共价结合而抑制其活性, 也可与酶原

结合阻止其活化. MMPs活性受抑, 细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)降解减少, 在肝内过

度沉积, 形成肝纤维化, 因而TIMPs在肝组织中

的表达水平可以反映肝组织学纤维化程度[1-2]; 
本文以CCl4中毒性大鼠肝纤维化为模型, 我们

应用反义寡核苷酸技术及免疫组化技术, 以金

属蛋白酶组织抑制因子(TIMP-1)为靶基因, 检测
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TIMP-1表达水平, 观察复方红景天对CCl4诱导

大鼠肝纤维化模型胶原代谢的影响, 以进一步

揭示复方红景天的抗肝纤维化机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠80只, 体质量180-220 
g, 由佳木斯大学实验动物中心提供. 四氯化碳

(CCl4)购自天津石英钏厂霸州市化工厂分厂. 复
方红景天胶囊购自福州恒丰量子生物科技有限

公司. 组织RNA提取试剂盒及逆转录试剂盒为

立陶宛MBI公司产品. TIMP-1上下游引物及兔

抗大鼠TIMP-1的一抗由上海生物工程公司生

产. 辣根过氧化物酶(HRP)标记的免疫组化通用

型羊抗兔的二抗工作液由北京中山生物技术有

限公司生产.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 健康♂SD大鼠80只随机分为5组: (1)
正常对照组; (2)肝纤维化模型组; (3)复方红景

天高剂量组(H组); (4)复方红景天中剂量组(M
组); (5)复方红景天低剂量组(S组). 每组16只, 各
组间暴露因素无差别(P >0.05). 用CCl4 ip法诱导

大鼠肝纤维化模型, 即用100 mL/L CCl4(橄榄油

稀释)1 mL/kg, 每周1次, 共8 wk. 复方红景天干

预组在造模的同时给予复方红景天i g(浓度60  
g/L、40 g/L、20 g/L, 剂量10 mL/kg, 每周2次, 
共8 wk), 肝纤维化模型组造模同时予生理盐水

ig, 正常对照组予等量橄榄油和生理盐水ig处理. 
各组大鼠在最后一次CCl4注射后48 h处死, 部分

肝脏用40 g/L甲醛固定, 留做病理检查, 其余标

本迅速放到-80℃冰箱保存. 
1.2.2 常规病理学检查: 病理学切片用HE染色, 
按2000年在西安会议上由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慢性

肝炎分级分期标准判定肝纤维化程度[3].
1.2.3 RT-PCR检测肝组织中TIMP-1 mRNA: 
TRIzol一步法提取组织总RNA, 总RNA反转录

成cDNA, PCR反应. 取10 μL PCR扩增产物加入

25 g/L溴乙锭琼脂糖凝胶中, 以80 V/cm电压电

泳50 min, 在紫外线下可见相应的长度的目的基

因和内参的扩增条带, 将电泳结果直接置于凝

胶分析系统中对条带进行分析. 根据GenBank数
据库. 应用Primer-3软件设计目的基因的扩增引

物: TIMP-1: 上游: 5'-CTT CCA CAG GTC CCA 
CAA-3', 下游: 5'-CAG CCC TGG CTC CCG 
AGG-3', 长度238 bp; GAPDH: 上游: 5'-CGA 
CCA CTT TGT CAA GCT CA-3', 下游: 5'-AGG 
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■研发前沿
中药复方红景天
有多层次、多靶
位抗肝纤维化作
用的特点, 但该中
药复方红景天对
于纤维化肝组织
中TIMP-l的表达
如何影响, 尚无深
入的报道. 
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GGT CTA CAT GGC AAC TG-3', 长度500 bp. 
采用25 μL的反应体系. 其中GAPDH与目的基

因的引物浓度均为1 μmol/L. 反应条件分别是: 
94℃ 2 min; 94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 50 s, 28个
循环(经多次预试验摸索最佳实验条件); 72℃ 7 
min; PCR产物经琼脂糖凝胶电泳后用Bio-Rad 
Gel Doc2000型凝胶成像系统照像并用Quangtity 
One软件计算基因相对表达值.
1.2.4 免疫组化检测肝组织中TIMP-1: 用3', 3-二
氨基联苯胺(DAB)二步法检测肝组织中TIMP-1, 
具体方法如下: 石蜡切片经常规脱蜡至水. 用
30 mL/L H2O2消除内源性过氧化氢酶. 以柠檬酸

盐工作缓冲液微波热修复. 用100 mL/L正常山

羊血清封闭非特异性抗原. 滴加1∶200的一抗. 
4℃孵育过夜. 滴加适量的二抗(HRP标记)工作

液, 37℃孵育20 min. DAB显色. 苏木素液复染, 
封片. 以磷酸盐缓冲液代替第一抗体作阴性对

照. 对阳性染色采用HPIAS-2000型高清晰度彩

色病理图文分析系统进行灰度分析, 方法按照

Weidner方法, 双盲法阅片, 先在低倍镜下选择阳

性结果密集区域, 然后在高倍视野下自动计算A
值, 取平均值计为该切片的A值. 

统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS13.0统计软件进行分析, 统计方法采用t 
检验.

2  结果

2.1 各组肝纤维化分期 用CCl4反复ip至第8周. 模
型组大鼠均形成肝纤维化或早期肝硬化, 纤维

化程度在2-4期之间, 16只大鼠中有12只是3期以

上. 而复方红景天防治组大鼠肝纤维化程度较

模型组减轻, 随着剂量的增加纤维化程度逐渐

减轻, 在高剂量组纤维化程度在1-3期之间, 16只
大鼠中只有4只达到3期. 
2.2 肝组织中TIMP-1 mRNA的变化 模型组大

鼠肝组织T I M P-1 m R N A的水平较正常组显

著增高(P <0.05); 复方红景天干预组大鼠肝组

织中T I M P-1 m R N A的水平较模型组显著降

低(P <0.05); 复方红景天干预组肝组织TIMP-1 
mRNA水平较正常组有所增高(P <0.05, 表1). 
2.3 肝组织中TIMP-1表达的变化 在正常组织切

片中可见TIMP-1呈微弱水平表达, 阳性信号主

要见于肌成纤维细胞、成纤维细胞、血管内

皮细胞中, 在模型组织切片中TIMP-1的表达较

正常对照组显著增强, 其A 值与正常对照组相

比, 差异有统计学意义(P <0.05). 阳性表达以汇

管区及纤维间隔中最明显, 主要表现为胞浆着

色, 同时在纤维间隔内也可见复方红景天防治

组肝组织中TIMP-1的表达明显强于正常对照组

(P <0.05), 但较模型组显著减弱. 其A值与模型组

相比差异有统计学意义(P <0.05, 表2, 图1-2).

3  讨论

肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSC)是肝组织

内生成胶原纤维等细胞外基质的主要细胞来源. 
他的激活是肝纤维化发病过程中的中心环节[4]. 

T I M P-1虽然不是肝纤维化的始发因素 , 
但在肝纤维化的发展过程中起重要的促进作

用.  在肝脏中, TIMP-1主要细胞来源是激活的

HSC, 肝脏受损后, 通过一系列细胞因子的作

用, HSC被激活, 大量表达TIMP-1, 可以在酶

原活化阶段与MMPs可形成稳定复合体, 阻碍

表  1  肝组织TIMP-1 mRNA的变化 (mean±SD, n  = 16)

     
分组                                  干预前                        干预后

正常对照组              0.587±0.058            0.615±0.067c

模型组                     0.586±0.042            0.858±0.052a

S组                          0.587±0.031            0.740±0.081c

M组                         0.588±0.042            0.704±0.032c

H组                          0.590±0.032            0.695±0.030c

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  模型组.

表  2  肝组织TIMP-1表达的变化 (mean±SD, n  = 16)

     
分组                             干预前                              干预末

正常对照组         0.093±0.058                 0.121±0.067c

模型组                0.099±0.042                 0.356±0.052a

S组                     0.096±0.031                 0.298±0.081c

M组                    0.095±0.042                 0.256±0.032c

H组                     0.094±0.032                 0.213±0.030c

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  模型组.

500 bp
400 bp
300 bp
250 bp 
200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

GAPDH

TIMP-1

图  1  肝组织中TIMP-1 mRNA表达的动态变化. 1: DNA 

Marker; 2: 模型组; 3: 正常对照组; 4: 复方红景天低剂量组; 

5: 复方红景天中剂量组; 6: 复方红景天高剂量组; 7: 电泳空

白对照; GAPDH与TIMP-1均不表达.

1     2      3     4      5      6     7
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M M P的酶原自我激活. 也可在活化的酶原阶

段与活化的MMPs形成1∶1复合体, 抑制其活 
性[5-6]. 研究表明TIMP-1能结合除MMP-14、19
以外的所有MMPs而减低其表达活性. 一方面通

过抑制胶原酶(MMP-1, MMP-8, MMP-13等)的
降解活性, 抑制间质性胶原(Ⅰ型, Ⅲ型为主的细

胞外间质的降解, 导致纤维胶原沉积于细胞外; 
另一方面他可能通过抑制激活的肝星状细胞凋

亡, 从而持续产生细胞外间质, 同时也大量产生

TIMP-1[7]. 如此产生的净效应是导致大量的纤维

胶原越来越多地沉积于肝细胞外间质, 而不能

被胶原酶降解. 
中药复方红景天通过多年的基础与临床研

究被证实具有抗慢性肝炎肝纤维化作用, 其作

用机制包括减轻肝脏炎症, 抑制HSC的增殖与活

化, 抑制纤维胶原的表达. 已知TIMP-l的表达与

促进间质性胶原酶的表达[8], 从而促进纤维胶原

的降解等, 充分显示出中药复方红景天从多层

次、多靶位抗肝纤维化作用的特点. 但该中药

复方红景天对于纤维化肝组织中TIMP-l的表达

如何影响, 尚无深入报道. 
本文应用半定量RT-PCR与免疫组化的方

法, 分别从mRNA与蛋白表达水平观察复方红

景天对纤维化肝组织中TIMP-1表达的影响, 结
果显示复方红景天可以较好防治CCl4损伤性肝

纤维化, 随着复方红景天量的增加, 大鼠肝组织

TIMP-1的表达逐渐减少, 明显低于模型组, 高
于正常对照组. 这就表明复方红景天具有通过

抑制TIMP-1的表达, 保护纤维化肝组织内包括

HSC在内的细胞周围正常的基底膜样细胞间质, 
对于抑制HSC的活化与肝纤维化的发展具有重

要意义. 
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图  2  肝组织中TIMP-1表达. A: 正常对照组; B: 模型组; C: 复方红景天高剂量组.
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Abstract
AIM: To explore the mechanism underlying  
H pylori resistance to rabeprazole, and to search 
for a new target of anti-H pylori drugs.

METHODS: The EZ::TN transposon which in-
cludes a chloramphenicol resistance gene (camB) 
was transformed into H pylori 26695 strain by 
electroporation. The isolates randomly inte-
grated the EZ::TN transposon were harvested 
on Columbia agar with 8% sheep blood and 
chloramphenicol (20 mg/L), and then all the 
isolates were inoculated on Columbia agar with 
rabeprazole (2.25 mg/L) to select rabeprazole-
resistant isolates. The rabeprazole-resistant 
isolates inserted by the EZ::TN transposon were 
detected by camB gene PCR test, and the gene 
related was amplified by LA-PCR (using in vitro 
cloning kit) and sequenced.

RESULTS: Six rabeprazole-resistant isolates 
were acquired. They were all inserted by trans-
poson into hp1469 gene, coding outer membrane 
protein (Omp31) which was a nonspecific porin 
of H pylori 26695.

CONCLUSION: The mechanism of H pylori re-
sistant to rabeprazole may be associated with 
the mutant of “hp1469”.

Key Words: Helicobacter pylori ; Rabeprazole; Drug 
resistance; Gene

Zhao F, He LH, Jiang K, Zhang JZ. A novel gene 
of Helicobacter pylori associated with resistance to 
rabeprazole. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(31): 
3547-3550

摘要
目的: 探索幽门螺杆菌(H pylori )对雷贝拉唑
(rabeprazloe, RPZ)耐药的发生机制, 以期发现
耐药相关基因, 为新型抗H pylori 药物的研发
和改造提供新靶点, 新思路. 

方法: 将带氯霉素抗性标签的Tn5转座子电转
化到H pylori  26695中, 使其随机插入到染色
体上. 使用含氯霉素20 mg/L的哥伦比亚血平
皿筛选所有插入了转座子的突变株, 再使用
含雷贝拉唑2.25 mg/L的哥伦比亚血平皿筛选
RPZ耐药克隆. 通过PCR技术对筛选到的RPZ
耐药克隆进行转座子插入检测, 用LA-PCR试
剂盒和测序技术检测插入失活位点. 

结果: H pylor i  26695经电转化在RPZ抗性
平皿上筛选到6个Tn5插入失活的耐药克隆, 
对插入位点基因的测序发现失活基因与H 
pylori  26695菌株中“hp1469”序列完全同
源, 其编码产物为外膜蛋白Omp31, 功能为膜
孔蛋白.

结论: H pylori 对RPZ耐药与“hp1469”基因
失活引起的膜孔蛋白缺失密切相关.

关键词: 幽门螺杆菌; 雷贝拉唑; 耐药; 基因
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■背景资料
临床多采用包括
质子泵抑制剂和
抗 生 素 在 内 的
三 联 或 四 联 疗
法治疗H py lo r i
感 染 ,  具 有 良 好
的 效 果 .  耐 药 性 
H pylori 的感染率
不 断 升 高 ,  成 为
根除失败的主要
原 因 之 一 .  研 究
发现质子泵抑制
剂除具有公认的
胃酸分泌抑制作
用和抗溃疡作用
外, 本身还有类似
抗生素的作用, 对
H pylori 有抑制作
用. 

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科
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0  引言

自1982年Warren和Marshall从慢性胃炎患者体内

分离出幽门螺杆菌(H pylori )以来[1], 其一直倍受

世界各地学者们的关注. 1994年WHO已将其列

为胃癌的Ⅰ类致癌因子, 也是迄今第一个明确

作为肿瘤病因的细菌. 中国人群H pylori感染率

为50%-60%, 根除H pylori可治疗慢性胃炎、消

化性溃疡, 可以使消化性溃疡的年复发率从80%
降低至4%[2]. 抗H pylori感染通常采用多药联合

治疗, 包括抗生素、质子泵抑制剂(proton pump 
inhibitor, PPI)和/或铋剂. 耐药性H pylori的感染

率不断升高, 成为根除失败的主要原因之一. 目
前临床多采用包括PPI和抗生素在内的三联或四

联疗法治疗H pylori感染, 具有良好的效果. 随后

研究发现PPI除具有公认的胃酸分泌抑制作用和

抗溃疡作用外, 本身还有类似抗生素的作用[3-5], 
相关抑制H pylori机制仍未完全明朗. 雷贝拉唑

(rabeprazloe, RPZ)是新一代PPI, 其体外杀菌效

果明显优于其他PPI[6]. 我们研究发现, H pylori
对于RPZ类似抗生素的抑制杀灭作用可以产生

抗性, 并且获得了相关的耐药菌株. 我们拟通过

转座子插入失活方法寻找耐药H pylori菌株的发

生机制, 寻找雷贝拉唑耐药基因. 同时为新型抗 
H pylori药物的改造和研发提供新思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori  26695原始株, 来自中国疾病预

防控制中心传染病预防控制所诊断室H pylori
菌种保存库. 雷贝拉唑原药, 由西安杨森公司惠

赠. 含有氯霉素抗性基因的pMOD-2-<camB>质
粒, 由张建中研究员自美国华盛顿大学医学院分

子生物学系实验室构建并带回, 并由中国疾病预

防控制中心传染病预防控制所传染病诊断室保

存并提供. Labconco生物安全柜、混合气体培养

箱、Eagle Eye Ⅱ型凝胶成像系统、EquiBio电
击转化仪、Eppendorf PCR扩增仪和TaKaRa LA-
PCR试剂盒.
1.2 方法 将带氯霉素抗性基因的质粒pMOD-2-
<camB>5 μL, 10×Buffer 2 μL, pvuII 1 μL, 灭
菌TE(pH7.5)12 μL依次加入到0.5 mL的灭菌

eppendorf管中, 混匀, 封口, 37℃水浴4 h酶切. 酶
切产物纯化按照Qiagen纯化试剂盒说明书操作. 
将酶切纯化后的Tn5-<camB>2.5 μL, EZ::TN转
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座酶5 μL, 灭菌葡萄糖溶液2.5 μL依次加入到0.5 
mL的灭菌eppendorf管中, 37℃水浴0.5 h, 形成转

座复合体. 取2 mm电击杯在750 mL/L的乙醇液

中浸泡2 h左右, 取出后在生物安全柜中将乙醇

完全挥发, 用紫外线照射, 盖紧塞后置于-20℃冰

箱预冷; 在生物安全柜中取1 μL转座复合体加入

到预处理的H pylori  26695菌悬液中, 用移液器

吹打均匀, 迅速转移至预冷的电击杯中, 放置在

电转化仪上进行电转化. 
电击转化后的菌液均匀涂布于普通哥伦比

亚血平皿, 在混合气体培养箱内培养24 h, 将菌

苔全部刮下悬菌于400 μL的灭菌脑心浸液保存

管内, 涂布于氯霉素(20 mg/L)抗性哥伦比亚血

平皿筛选插入Tn5-<camB>的H pylori , 平行接种

相同A值的未转化H pylori做阴性对照. 培养72 h
后, 将氯霉素平皿上所有生长的克隆重悬于400 
μL的灭菌脑心浸液保存管内, 涂布于RPZ(2.25 
mg/L)抗性哥伦比亚血平皿筛选转座子插入失

活的RPZ耐药株, 平行接种相同A值的未转化

H pylori做阴性对照. 筛选到的全部RPZ耐药株

进行Tn5-<camB>的PCR检测, 双向引物分别为 
cam1 5'-GAT ATA GAT TGA AAA GTG GAT-3'和
cam2 5'-TTA TCA GTG CGA CAA ACT GGG-3', 
目的片段742 bp. PCR阳性的耐药克隆用LA-
PCR试剂盒检测插入位点附近基因片段, 测序分

析Tn5插入位点及插入失活基因.

2  结果

经电转化的H pylori在氯霉素平皿培养72 h有细

密菌落生长, 相同A值未经电转化H pylori在氯

霉素平皿上培养72 h未见生长. 上述通过氯霉素

抗性标签获得的电转化插入Tn5-<camB>的菌接

种在RPZ平皿上筛选插入失活的RPZ耐药菌, 培
养96 h获得6个耐药克隆, 分别命名为R1-R6. 对
照组H pylori在RPZ平皿上无菌落生长. R1-R6
转座插入株的检测: 转座子带有氯霉素抗性基

因, 通过PCR检测, R1-R6均742 bp出现目的条

带(图1). 筛选到的6个耐药株在RPZ平皿上传代

生长良好, 接种到不含抗生素的哥伦比亚血平

皿上稳定传代3次后重新转种RPZ平皿上仍然

生长良好, 未转化H pylori则不能生长. 利用LA-
PCR试剂盒获得了转座子插入位点周遍基因序

列, 测序结果经BLAST分析6个耐药克隆转座子

插的入基因均为“ hp1469”.

3  讨论

PPI的类抗生素作用已得到公认, 但作用机制目

www.wjgnet.com

■研发前沿
质子泵抑制剂的
类似抗生素的作
用相关抑制机制
仍未完全明朗.

■相关报道
何利华 et al 在对
多种质子泵抑制
剂的H pylori  MIC
研究中发现了对
质子泵抑制剂耐
药的菌株, 经反复
传代验证为稳定
型耐药.



赵飞, 等. 一种新的幽门螺杆菌雷贝拉唑耐药相关基因							                  3549

www.wjgnet.com

前尚未明朗. 了解PPI的类抗生素作用机制有助

于H pylori的临床治疗和新型抗生素的研发. 耐
药H pylori的发现为研究PPI的药物靶点机制提

供了新的线索和研究思路. 前期实验发现自然

条件下筛选到耐药克隆的几率为10-9-10-10, 这
与单基因突变导致耐药的概率比较接近, 推测 
H pylori对PPI耐药原因可能是某基因突变或者

失活, 可利用转座子寻找可能的耐药基因. 
转座子Tn5长期以来被广泛应用于发现新基

因、分析基因功能和构建突变体库[7-10]. 本实验

以EZ::TN转座产品为工具, 利用了其如下特点: 
(1)可以随机插入到目的基因, 插入后稳定不会

丢失; (2)带有氯霉素标签, 易于筛选; (3)序列已

知, 带有测序引物. 实验通过2次耐药筛选获得目

的克隆: 电转化后通过氯霉素耐药平皿获得带有

转座子随机插入成功的H pylori , 再次通过RPZ耐
药平皿筛选到基因插入失活的耐药株. 将获得的

6株耐药克隆, 普通哥伦比亚血平皿上生长正常, 
重新转种RPZ平皿上仍然生长良好, 说明即使在

失去抗性压力的条件下耐药株仍然可以将耐药

性稳定传代, 此耐药为稳定的基因型耐药. 
“hp1469”基因在26695中编码一种外膜

蛋白(Omp31), 属于膜孔蛋白家族(hop family)[11], 
其基因编码产物为HopV, 大小为248个氨基酸, 
分子质量约为26.4 kDa. 该家族蛋白可在外膜上

形成亲水性的孔, 对于水溶性的小分子物质进

入菌体提供必要的通道. 外膜蛋白根据其形成

的膜孔直径和物质转运的方式差异可分为两类: 
非特异性和特异性膜孔[12]. 非特异性通道一般直

径在0.6-2.3 nm, 可以将小于孔径的亲水小分子

物质通过易化扩散作用被动转运到细胞内, 这
种转运缺少特异性, 只与物质的大小和细胞内

外浓度差有关, 抗生素通过该途径进入到细胞

内. 特异性通道直径相对要小, 一般的物质不能

通过, 只有能与通道上特异的结合位点结合的

物质才能被转运[13]. HopV膜电导测量实验发现

其与大肠杆菌非特异性膜孔蛋白OmpF形成的

孔道的电导率(1.8nS)[14]非常接近. 认为是一种非

特异膜孔蛋白[15], 是抗生素进入胞内的途径. 
耐药菌株中“hp1469”基因由于Tn5转座

子的插入失活造成其编码的膜孔蛋白Omp31的
缺失, RPZ失去了部分进入菌体的途径, 可能造

成胞内药达不到有效的杀菌浓度, 这可能是导

致突变株耐药的重要原因之一. HopV是非特异

膜孔蛋白, 其失活导致的耐药机制很可能是一

种非特异的耐药途径, 可能针对PPI以外其他治

疗H pylori的药物都会有一定影响, 通过定位突

变构建“hp1469”失活菌株可进一步验证实验

结果的可靠性, 同时有助于检测HopV失活对其

他抗生素敏感性的影响. 总之, 本耐药相关基因

的发现, 为RPZ抗菌机制的研究、耐药研究和新

药研发均具有较大的意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression and clinical 
significance of nuclear factor-kappa B (NF-κB) 
and vascular endothelial growth factor (VEGF) 
in gastric carcinoma. 

METHODS: Sixty-eight patients with gastric 
carcinoma were selected as experimental 
group, and their corresponding noncarci-
noma tissues were selected as control group, 
and 20 normal healthy gastric tissue samples 
were taken as normal control group. Immu-
nohistochemical method (SABC) was used to 
test the NF-κB and VEGF protein. And the 
clinical pathological data were statistically 
analyzed. 

RESULTS: NF-κB and VEGF were not ex-
pressed in normal gastric tissues, but were 
positively expressed in control group and in 
study group with a significant difference de-
tected (63.2% vs 2.9%, 76.5% vs 14.7%, both 

P = 0.000). Expression of NF-κB and VEGF 
were not correlated with the gender, age and 
histological type in gastric carcinoma. While 
the expression of NF-κB and VEGF in gastric 
carcinoma with TNM stage (Ⅲ + Ⅳ), lymph 
node metastasis, serous membrane involved, 
and distant metastasis were significantly 
higher than those of TNM stage (Ⅰ + Ⅱ) , 
without lymph node metastasis, or without 
serous membrane involved, or without distant 
metastasis (P < 0.05), respectively. There was 
significantly positive correlation between NF-
κB and VEGF in gastric carcinoma (r = 0.512, P 
= 0.000). 

CONCLUSION: NF-κB and VEGF are both sig-
nificantly expressed in gastric carcinoma and 
there is a positive correlation between them. 
And the possible mechanism is that NF-κB up-
regulates VEGF, hence promotes the develop-
ment of gastric carcinoma. 

Key Words: Nuclear factor-kappa B; Vascular en-
dothelial growth factor; Gastric carcinoma
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摘要
目的: 探讨核因子-κ B(N F-κ B)和血管内皮
生长因子(VEGF)在胃癌中的表达及其临床 
意义. 

方法: 选取68例胃癌组织为实验对象, 各对应
的癌旁组织为对照组, 并选取20例正常胃组织
为正常对照组. 采用免疫组织化学法(SABC)
检测各样本的NF-κB和VEGF, 并对相关的临
床病理资料进行统计分析. 

结果: 正常胃组织中未见NF-κB阳性表达及
VEGF表达, 胃癌细胞中阳性表达率均明显
高于癌旁组织中(63.2% vs  2.9%, 76.5% vs  
14.7%, 均P  = 0.000). NF-κB及VEGF在胃癌组
织中的表达均与性别、年龄、组织学类型无
关; NF-κB及VEGF在TNM分期(Ⅲ+Ⅳ期)、有
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■背景资料
最近发现, NF-κB
在肿瘤发生发展
中也起重要作用. 
他不仅可以促进
细胞增殖和转化, 
还可能在肿瘤血
管生成中起核心
作用. 血管内皮生
长因子是最具特
异性的血管活性
物 质 ,  能 够 刺 激
血管内皮细胞增
殖、促进肿瘤血
管生成, 从而促进
肿瘤的增殖、侵
袭及转移. 但二者
在胃癌发生发展
的相互关系还未
见报道. 

■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



淋巴结转移、累及浆膜、有远处转移组阳性
表达均明显高于TNM(Ⅰ+Ⅱ期)、无淋巴结
转移、未累及浆膜、无远处转移组(P <0.05). 
胃癌中NF-κB与VEGF表达显著正相关(r  = 
0.512, P  = 0.000). 

结论: NF-κB和VEGF在胃癌中呈现高表达, 
且两者存在明显相关, NF-κB可能通过上调
VEGF的表达促进胃癌的发生发展.

关键词: 核因子-κB; 血管内皮生长因子; 胃癌
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0  引言

胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 其恶性程度

与各种癌基因、肿瘤抑制因子及几种生长因子

及其受体异常有关[1]. 核因子-κB(nuclear factor-
kappa B, NF-κB)是一种多向转录调节因子, 广
泛参与多种生理和病理过程的基因调控. 最近

发现, NF-κB在肿瘤发生发展中也起重要作用, 
他不仅可以促进细胞增殖和转化, 还可能在肿

瘤血管生成中起核心作用[2]. 血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)是最

具特异性的血管活性物质, 能够刺激血管内皮

细胞增殖、促进肿瘤血管生成, 从而促进肿瘤

的增殖、侵袭及转移[3]. 本研究通过检测胃癌中

NF-κB和VEGF的表达, 旨在探讨二者对胃癌发

生发展的影响及其作用关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2003-03/2007-06本院收治行手术

切除的胃癌标本68例为实验对象, 其中男48例, 
女20例, 年龄38-83(平均59.2)岁. 所有病例术前

均未进行过放疗和化疗, 术后均经病理证实为

胃癌, 而且均有完整的临床和病理资料, 其中

高、中分化腺癌18例, 低分化腺癌41例, 印戒

细胞癌5例, 黏液癌4例. 临床分期采用1988年
国际抗癌联盟(UICC)正式颁布的国际统一的

胃癌TNM分期法, 其中Ⅰ+Ⅱ期31例, Ⅲ+Ⅳ期

37例; 淋巴结转移49例, 无淋巴结转移19例; 远
处转移13例, 无远处转移55例; 肿瘤浸润未侵

及浆膜层者26例, 浸润超过浆膜层者42例. 所
有胃癌患者均同时取相应的癌旁组织作为对

照. 另取本院同期胃镜室的镜下活检20例正常
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胃黏膜标本(胃镜标本)作为正常对照. 全部新

鲜标本24 h内经100 mL/L甲醛固定, 常规石蜡

包埋. 
1.2 方法 
1.2.1 NF-κB p65的检测: NF-κB p65是NF-κB的
主要组成因子, 因此以检测NF-κB p65来表示

NF-κB. 兔抗人NF-κB p65抗体及兔抗人VEGF
抗体、SABC试剂盒均购自武汉博士德公司. 免
疫组化染色主要步骤: 采用链霉亲和素-生物素

-过氧化物酶复合物(SABC)法, 操作按试剂盒说

明书进行. 主要包括切片脱蜡至水, 微波抗原修

复, 山羊血清封闭, 分别依次滴加抗NF-κB p65
或VEGF抗体过夜(工作浓度1∶100), 生物素化

二抗及ABC复合物, DAB显色, 苏木素复染后封

片. 用PBS代替一抗平行操作染色做阴性对照, 
用已知乳腺癌阳性片做阳性对照. 
1.2.2 判定标准: 在组织切片中显示胞质或胞核

染为淡黄至棕黄色者为阳性细胞标志, 参考文

献[4]报道的方法计算各指标表达程度. 计数5个
高倍视野, 将平均阳性细胞数分为5类: 0-阳性细

胞≤1%, 1-阳性细胞占1%-25%, 2-阳性细胞占

25%-50%, 3-阳性细胞占50%-75%, 4-阳性细胞

≥75%. 根据染色程度将阳性信号分为3类: 染色

强度弱(1+)-淡黄色或仅个别细胞呈黄至棕黄色

染色, 染色强度强(3+)-呈棕黄至棕褐色染色, 中
等染色强度(2+)-染色强度介于弱阳性与强阳性

之间, 染色强度×阳性细胞百分数为每例组织

染色的综合记分. 综合记分≥1判为表达阳性, 
<1则为阴性. 

统计学处理 用SPSS13.0进行统计处理. 率
的比较用列联表χ2或确切概率法分析, 相关分

析采用Spearman等级相关分析. α = 0.05为检验

水准.

2  结果

2.1 各组织中NF-κB p65蛋白的表达 正常胃组

织中未见阳性表达; 癌旁组织中有2例(2.9%)呈
阳性表达, 表达强度为中等; 68例胃癌细胞中有

43例(63.2%)呈阳性表达, 阳性信号多以胞质、

胞核同时着色为主, 为粗细不等的棕黄或棕褐

色颗粒, 其表达强度均达到中等或强阳性, 阳性

记分从4-12不等, 与癌旁组织的表达差异有统

计学意义(P  = 0.000). NF-κB在胃癌组织中的表

达与胃癌患者的与性别、年龄、组织学类型无

关(P >0.05), NF-κB在TNM分期(Ⅲ+Ⅳ期)、有淋

巴结转移、累及浆膜、有远处转移组阳性表达

www.wjgnet.com

■研发前沿
NF -κB参与多种
基因的转录调控
及细胞的凋亡调
控和转化, 在许多
肿瘤中高度表达. 
当NF -κB被不恰
当激活, 定位于胞
核而不能返回胞
浆时, 其功能可异
常增高, 进而改变
细胞正常的信号
转导, 促进细胞癌
变. VEGF是一种
多功能的血管生
成因子, 一方面作
为血管内皮细胞
高度特异的促有
丝分裂原, 具有强
烈的促血管内皮
细胞增殖作用, 通
过出芽方式形成
新的毛细血管, 满
足肿瘤组织无限
生长的需要. 另一
方面, VEGF使血
管通透性提高及
新生血管基膜不
完整, 为肿瘤的浸
润、转移提供了
有利的条件. 两者
如何致癌又如何
在肿瘤的发生、

发展中起作用是
目前研究的重点. 
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明显高于TNM(Ⅰ+Ⅱ期)、无淋巴结转移、未

累及浆膜、无远处转移组, 差异有统计学意义

(P <0.05, 表1). 
2.2 各组织中VEGF蛋白的表达 VEGF阳性信号

多定位于肿瘤细胞和血管内皮细胞胞质中, 部
分胞核着色, 呈棕黄或棕褐色颗粒. 正常胃组织

无VEGF表达, 癌旁组织中有10例(14.7%)呈阳

性, 表达强度为中等; 有52例(76.5%)胃癌呈现

VEGF中、强度阳性表达, 阳性记分界于6-12之
间, 与癌旁组织的表达差异有统计学意义(P  = 
0.000). VEGF在胃癌组织中的表达与性别、年

龄、组织学类型无关(P >0.05), VEGF在TNM分

期(Ⅲ+Ⅳ期)、有淋巴结转移、累及浆膜、有远

处转移组阳性表达明显高于TNM(Ⅰ+Ⅱ期)、无

淋巴结转移、未累及浆膜, 无远处转移组, 差异

有统计学意义(P <0.05, 表1). 
2.3 胃癌中NF-κB p65与VEGF表达的关系 在
43例NF-κB p65阳性标本中, 有40例同时存在

VEGF表达; 而在16例VEGF阴性标本中, 有13例

伴NF-κB p65表达缺失, 相关分析证实, 胃癌中

NF-κB p65与VEGF表达显著正相关(r  = 0.512, P  
= 0.000).

3  讨论

细胞核因子κB又称κ基因结合核因子(nuc lear 
factor κ gene binding, NF-κB), 是一种广泛存在

于细胞中的具有多向性调节作用的蛋白质分子, 
有着广泛的生物学作用. NF-κB通过调控细胞

激酶、趋化因子、生长因子、细胞黏附因子及

早期反应的蛋白质分子基因的转录而参与炎症

和免疫反应、某些疾病的病理产生、急性期反

应、细胞增殖和细胞凋亡以及对病毒感染的反

应等[5]. 由于广泛参与多种基因的转录调控及细

胞的凋亡调控和转化, 故NF-κB在许多肿瘤中高

度表达. 具有代表性的是由P65和P50组成的异

源二聚体. 通常情况下, 其以非活性形式存在于

胞质, 只有被激活后才从胞质转位于胞核发挥

功能. 当NF-κB被不恰当激活, 定位于胞核而不

■相关报道
已 有 实 验 发 现 , 
用NF -κB反义核
苷酸抑制TNF-α
诱 导 的 血 管 生
成 的 同 时 ,  能 下
调TNF-α介导的
bFGF和VEGF的
表 达 ,  从 而 提 示
NF-κB对VEGF的
活性确有潜在的
正向调节作用. 

表  1  NF-κB p65、VEGF蛋白表达情况及与胃癌临床病理学参数的关系

     
临床参数	                        n

	                   NF-κB	                                                  VEGF

	                                      阳性                阴性                P                  阳性                阴性                P

正常胃组织                  20             0	   20	     -	       0	          20	

癌旁组织	                    68             2	   66	 0.000	     10	          58	       0.000

胃癌组织	                    68           43	   25		      52	          16	

性别				                      0.064			         0.359

    男	                    48           27	   21		      35	          13	

    女	                    20           16	     4		      17	            3	

年龄				                      0.451			         0.567

    ≤59	                    34           20	   14		      25	            9	

    ≥59	                    34           23	   11		      27	            7	

组织学分型				    0.076			         0.178

    高中分化腺癌          18             8	   10		      11	            7	

    低分化腺癌              41           31	   10		      35	            6	

    印戒细胞癌                5             2	     3		        3	            2	

    黏液癌	                      4             2	     2		        3	            1	

临床分期 				                     0.002			         0.000

    Ⅰ+Ⅱ	                    31           14	   17		      17	          14	

    Ⅲ+Ⅳ	                    37           29	     8		      35	            2	

淋巴结转移			                     0.000			         0.006

    有	                    49           38	   11		      42	            7	

    无	                    19             5	   14		      10	            9	

累及浆膜				                      0.000			         0.004

    未累及	                    26             8	   18		      15	           11	

    累及	                    42           35	     7		      37	            5	

远处转移				                      0.023			         0.029

    无	                    55           31	   24		      39	          16	

    有	                    13           12	     1		      13	            0	
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■应用要点
本研究为探讨NF-
κB及其相关基因
VEGF在胃癌的发
病进程中的作用, 
加深对胃癌的分
子发生机制的认
识, 并为进一步揭
示NF-κB与肿瘤
的多重关系积累
了实验依据. 将来
的研究可能会揭
示肿瘤发生的启
动、以及浸润转
移的相关机制.

能返回胞质时, 其功能可异常增高, 进而改变细

胞正常的信号转导, 促进细胞癌变. 有证据表明, 
NF-κB因子的持续活化可作为包括乳腺肿瘤、

卵巢肿瘤、结肠癌、胰腺癌、前列腺癌以及黑

色素瘤等多种实体肿瘤的标志[6-7].
同时肿瘤的生长和转移与肿瘤的血管生

成也密切相关. 肿瘤的血管新生是一个多步骤

复杂的过程, 受血管形成促进、抑制因素的影

响. VEGF是一种多功能的血管生成因子, 一方

面作为血管内皮细胞高度特异的促有丝分裂

原, 具有强烈的促血管内皮细胞增殖作用, 通过

出芽方式形成新的毛细血管. 而肿瘤组织中丰

富的毛细血管又能输送氧气及营养物质, 转运

代谢产物, 满足肿瘤组织无限生长的需要. 另一

方面, VEGF使血管通透性提高及新生血管基膜

不完整, 为肿瘤的浸润、转移提供了有利的条 
件[8]. 已有研究表明, VEGF在许多恶性肿瘤中

表达亢进, 且与血管新生显著相关, 如肝癌、肺

癌、胃癌、食管癌、结肠癌及人的头颈部鳞状

细胞癌等[9]. 
本组资料中, 正常胃组织中未见NF-κB阳

性表达; 癌旁组织中有2例呈阳性表达; 68例胃

癌细胞中有43例(63.2%)呈阳性表达, 明显高于

癌旁组织(P <0.05). 朱辉 et al [10]也有类似报道. 
同时研究还发现, NF-κB在胃癌组织中的表达

与胃癌患者的与性别、年龄、组织学类型无关

(P >0.05), NF-κB在TNM分期(Ⅲ+Ⅳ期)、有淋

巴结转移、累及浆膜、有远处转移组阳性表

达明显高于TNM(Ⅰ+Ⅱ期)、无淋巴结转移、

未累及浆膜, 无远处转移组, 差异有统计学意义

(P <0.05). 这与朱辉 et al [10]的研究有所不同. 朱
辉 et al [10]在研究贲门癌的NF-κB表达情况时则

认为, 贲门癌组织中NF-κB阳性表达与癌分化程

度、淋巴结转移及肿瘤最大直径无关. 张飞雄  
et al [11]在胰腺癌中的研究也发现, NF-κB的表达

与性别、组织分化程度、神经浸润、TNM分期

等无关. 
研究表明[12], VEGF参与肿瘤的浸润和转移. 

本研究中正常胃组织无VEGF表达, 癌旁组织中

有10例呈阳性; 有52例(76.5%)胃癌呈现VEGF
中、强度阳性表达, 明显高于癌旁组织的表达

(P <0.05); 与崔涛 et al [13]的研究结果一致. 同时

还发现VEGF在胃癌组织中的表达与性别、年

龄、组织学类型无关(P >0.05), VEGF在TNM分

期(Ⅲ+Ⅳ期)、有淋巴结转移、累及浆膜、有远

处转移组阳性表达明显高于TNM(Ⅰ+Ⅱ期)、无

淋巴结转移、未累及浆膜, 无远处转移组, 差异

有统计学意义(P <0.05). 
本实验结果显示: 胃癌组织中NF-κB蛋白表

达与VEGF蛋白表达之间存在正相关关系, 提示

在胃癌组织中NF-κB的活化对VEGF的表达具有

正向的调节作用. 尽管目前尚未查明VEGF上是

否存在NF-κB特异结合位点, 但已有实验发现, 
用NF-κB反义核苷酸抑制TNF-α诱导的血管生

成的同时, 能下调TNF-α介导的bFGF和VEGF的
表达[2], 从而提示NF-κB对VEGF的活性确有潜

在的正向调节作用. 这或许是肿瘤细胞中VEGF
分泌异常增加的启动机制之一, 也为NF-κB对胃

癌发生发展的多向调节作用提供了有力佐证. 
总之, 我们在胃癌中看到了NF-κB及其相关

基因VEGF显著表达, 二者功能的异常可能协同

参与了胃癌的发病进程, 这将有助于加深对胃

癌的分子发生机制的认识, 并为进一步揭示NF-
κB与肿瘤的多重关系积累了实验依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the HBV DNA load in 
monocyte-derived dendritic cells (DCs) from 
patients with chronic hepatitis B, and to explore 
the reason for decrease of DC function. 

METHODS: Twenty patients with chronic hepa-
titis B and 10 healthy controls were included in 
this study. We incubated and induced DC sub-
sets differentiated from peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMCs). The expression levels of 
HLA-DR, CD-1α, CD80 and CD86 were detected 
by flow cytometry, and the levels of interleu-
kin-12 (IL-12) in supernatants were measured by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
The stimulatory ability of DCs for proliferation 
of allogeneic T cells was evaluated with mixed 
lymphocyte reaction (MLR). HBV DNA load in 
DCs was detected by fluorescent quantitative 
real-time PCR.  

RESULTS: HBV DNA was detected in the DCs 
of 13 patients. The expression levels of HLA-DR, 
CD-1α, CD80, CD86, IL-12, and the stimulatory 
ability of DCs for allogeneic T cell prolifera-
tion were much lower in patients than those in 
healthy controls (P < 0.01 or 0.05); moreover, the 
above indicator levels were lower in patients 
with DC HBV DNA positive than those in pa-
tients with DC HBV DNA negative (correspond-
ingly: 39.17 ± 6.02 vs 60.11 ± 7.92; 46.03 ± 5.52 vs 
58.77 ± 4.12, 20.95 ± 6.32 vs 35.24 ± 7.41, 25.16 ± 
6.05 vs 45.30 ± 8.01, 19.67 ± 7.32 vs 30.74 ± 8.39, 
0.32 ± 0.08 vs 0.59 ± 0.11; P < 0.01 or 0.05 ). The 
expression levels of HLA-DR, CD-1α, CD80 and 
CD86 on DCs, as well as the secretion of IL-12 
and the stimulatory ability of DCs for allogeneic 
T cell proliferation, were significantly correlated 
with DC HBV load (r = -0.713, -0.713, -0.623, 
-0.702, -0.525, -0.841; P < 0.001).  

CONCLUSION: The monocyte-derived DCs 
can be infected by HBV DNA. There is a sig-
nificantly negative correlation between DC 
function and HBV DNA load, and the function 
of DCs is good when the load of HBV DNA is 
lower.

Key Words: Chronic hepatitis B; Dendritic cells; 
Hepatitis B virus; DNA load; Flow cytometry; 
Polymerase chain reaction

Peng JP, Sun KW, Wu YN, He F. Relationship between 
HBV DNA load in monocyte-derived dendritic cells and 
dendritic cell function in patients with chronic hepatitis B. 
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摘要
目的: 探讨乙型肝炎患者外周血D C s H B V 
DNA载量与DCs功能的关系. 

®

■背景资料
DCs是人体内功
能最强的专职性
APC, 是机体免疫
功能的始动者, 其
功能缺陷将导致
抗原无法被有效
的递呈给CD4+Th
和CD8+CTL, 从
而产生异常的细
胞和体液免疫应
答. Beekebaum和
A r i m a 均已证实
DCs内有HBV的
感染. HBV对DCs
的感染, 可以诱导
DCs的凋亡, 从而
导致DCs分泌细
胞因子和刺激T细
胞增殖的能力受
到抑制, DCs作为
体内免疫反应的
始动子、调节子
和效应子, 一旦受
损会影响到机体
免疫的各个环节. 
所以, 研究DCs内
HBV DNA载量与
DCs功能的关系
是慢性HBV感染
机制研究的一个
重要方面. 

■同行评议者
朱传武, 副主任医
师, 江苏省苏州市
第五人民医院传
染科
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方法: 采集20例慢性乙型肝炎患者和10例健
康人的抗凝外周静脉血, 分离外周血单个核
细胞(PBMCs), IL-4和GM-CSF的作用下培养
使DCs增殖、成熟, 以流式细胞技术分别检测
DCs表面HLA-DR、CD-1α、CD80及CD86的
表达; ELISA检测DCs培养上清液IL-12的水
平, 实时荧光定量PCR法检测DCs HBV DNA
的载量, 同种异体混合淋巴细胞反应检测DCs
刺激同种异体T细胞增殖能力.  

结果: 慢性乙型肝炎患者外周血DCs内亦可
检测到HBV DNA, 患者DCs表面HLA-DR、
CD-1α、CD80及CD86的表达水平、DCs分
泌IL-12水平及DCs刺激同种异体T细胞增殖
能力均显著低于健康对照组, 其中DCs HBV 
DNA阳性组较DCs HBV DNA阴性组下降更
为明显(39.17±6.02 vs  60.11±7.92, 46.03±
5.52 vs  58.77±4.12, 20.95±6.32 vs  35.24±
7.41, 25.16±6.05 vs  45.30±8.01, 19.67±7.32 
vs  30.74±8.39, 0.32±0.08 vs  0.59±0.11, 均
P <0.01或0.05); HLA-DR、CD-1α、CD80及
CD86的表达、IL-12水平及DCs刺激同种异
体T细胞增殖能力与DCs HBV DNA载量呈
显著负相关(r  = -0.713, -0.713, -0.623, -0.702, 
-0.525, -0.841, 均P <0.001). 

结论:  慢性乙型肝炎患者外周血D C s可被
HBV DNA感染, 患者DCs HBV DNA载量与
DCs功能有密切关系, 病毒载量低者DCs功能
好, 病毒载量高者DCs功能差.  

关键词: 慢性乙型肝炎; 树突状细胞; 乙型肝炎病

毒; DNA载量; 流式细胞术; 聚合酶链反应
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0  引言

病毒性肝炎是我国最常见的疾病之一 ,  慢性

乙型肝炎患者病情迁延不愈的主要原因是由

于H B V形成的特异性的免疫耐受所导致的病

毒持续感染. 树突状细胞(dendritic cells, DCs)
是迄今所知作用最强的抗原递呈细胞(ant igen 
presenting cell, APC)[1]. 在慢性乙型肝炎患者中

DCs的功能是低下的[2], DCs功能的异常可能导

致抗原提呈功能失调, 引起体液和细胞免疫紊

乱, 最终导致患者病情迁延不愈[3]. DCs HBV 
DNA载量反映了HBV在DCs内复制的活跃程度. 
目前关于乙型肝炎患者DCs内HBV载量与DCs

功能的关系, 国内外报道少见. 本研究对乙型肝

炎患者DCs内HBV DNA的存在状况进行研究, 
力求探讨慢性乙型肝炎患者DCs的功能下降的

可能原因.

1  材料和方法

1.1 材料 20例慢性乙型肝炎患者为2008-04/08
湖南中医药大学第一附属医院门诊及住院病例, 
均为血清HBV DNA阳性患者, 其中男14例, 女6
例, 年龄25-46(平均34.9)岁. 诊断参照2000年西

安全国病毒性肝炎会议的标准[4], 均排除了甲、

丙、丁和戊型肝炎等病毒重叠感染以及其他原

因(酒精、药物等)引起的肝脏损害. 另取10例健

康人作为正常对照. 淋巴细胞分离液购于天津

灏洋公司; IL-4和GM-CSF购于美国Peprotech公
司; RPMI 1640购于美国Gibco公司; 胎牛血清

(fetal calf serum, FCS)购于美国Hyclone公司, 荧
光标记鼠抗人HLA-DR-PE, CD-1α-FITC, CD80-
FITC, CD86-PE购于美国eBioscience公司; 人
IL-12 ELISA试剂盒购于深圳晶美生物工程有

限公司; HBV DNA PCR荧光检测试剂盒购于上

海科华生物技术有限公司; 丝裂霉素C购于美国

Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 DCs的培养: 按照Romani et al分离培养DCs
的方法稍作修改[5]. 无菌条件下抽取各组外周

血20 mL, 肝素抗凝, 用淋巴细胞分离液分离外

周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear 
cells, PBMCs), PBS洗涤2次, RPMI 1640洗涤1
次. 用含100 mL/L FCS RPMI 1640液调整外周

血PBMCs浓度为3×109/L, 移植入6孔培养板, 每
孔3 mL. 50 mL/L CO2 37℃条件下培养2 h, 吸弃

培养上清液, 37℃预热RPMI 1640液轻轻洗涤培

养板2次, 祛除非贴壁细胞, 即获贴壁的单个核

细胞. 往祛除非贴壁细胞的6孔培养板孔内各加

3 mL 100 mL/L FCS RPMI 1640培养液, 其中含

有GM-CSF 100 μg/L, IL-4 500 kU/L, 在50 mL/L 
CO2 37℃条件下培养, 隔天换液1次, 吸弃原液

1.5 mL, 加同体系培养液1.5 mL. 收集第7天悬浮

细胞即为DCs. 台盼蓝染色测定细胞活力>95%, 
计数DCs获得量. 
1.2.2 FACS检测DCs细胞表面分子的表达: 在
DCs培养的第7天收集细胞, 用PBS洗细胞2次, 
稀释成5×108/L, 加入鼠抗人鼠抗人HLA-DR-
PE, CD-1α-FITC, CD80-FITC, CD86-PE 20 μL, 
轻轻混匀, 4℃温育45 min, 再用PBS洗2次, 流式

■研发前沿
慢性乙型肝炎患
者PBMCs通过体
外诱导培养产生
的DCs存在HBV, 
这一现象对DCs
和免疫系统功能
尤其在慢性乙型
肝炎病变过程的
影 响 值 得 重 视 . 
DCs内存在HBV
对各种免疫细胞
的分化、功能及 
他们与DCs间的
相互作用关系产
生影响有待于进
一步的研究并加
以证实.

■相关报道
Munz et al 发现 , 
慢性乙型肝炎患
者外周血DCs中
可 检 测 到 H B V 
D N A 基 因 片 段 . 
而Arima则运用原
位杂交PCR和RT-
P C R 的 方 法 ,  从
慢性乙型肝炎患
者外周血来源的
DCs内检测到了
HBV DNA和HBV 
RNA,  并发现其
同种异体混合淋
巴细胞反应水平
下降. Beekebaum 
et al 研究表明, 正
常人单个核细胞
来源的DCs在受
到HBV感染后, 表
现出抗原提呈功
能下降, 同时伴随
Thl反应受损.
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细胞仪检测HLA-DR、CD-1α、CD86、CD80的
表达. 
1.2.3 ELISA检测DCs培养上清液IL-12的水平: 
按试剂盒说明书操作. 
1.2.4 同种异体混合淋巴细胞反应: 取其他健康

人外周血, 经淋巴细胞分离液分离后获得单个

核细胞, 注入T细胞尼龙毛柱, 37℃孵育1 h后, 冲
洗出非黏附细胞为同种异型效应T细胞. 取同时

培养7 d的DCs用50 mg/L的丝裂霉素C 37℃处理

45 min后, PBS洗涤3次, 悬浮于完全1640培养基

中, 以1×104/孔加人96孔培养板, 分别用患者和

正常人的PBMCs作对照组, 每组各3个复孔, 每
孔加人同种T细胞2×105, 终体积200 μL/孔, 在
37℃、50 mL/L CO2条件下培养96 h. 培养结束

后, 沉淀细胞加人MTT液(5 g/L)20 μL/孔, 上述

相同条件下继续培养4-6 h, 每孔加人酸化异丙

醇100 μL, 振荡10 min, 在波长550 nm处测A值. 
1.2.5 HBV DNA的检测: 采用实时荧光定量PCR
法检测, 仪器为杭州博日Line-Gene型全自动定

量PCR仪, 试剂为上海科华配套试剂, 检测灵

敏度为5×105 copies/L. DCs培养的第7天, 用含

100 mL/L FCS RPMI 1640液调整DCs浓度为5×
108/L, 每个标本取细胞悬液3 mL, PBS洗涤3次, 
提取DCs内DNA, 按试剂盒说明书操作. 同时将

最后一次洗涤液保留进行HBV DNA的检测, 检
测方法同上. 

统计学处理 对检测的HBV DNA拷贝数取

常用对数. 对DCs功能的相关指标与HBV DNA
的常用对数值用相关分析法进行处理, 并对相关

系数进行显著性检验, 两组数据间的相关关系用

直线相关分析方法, P<0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 光镜下观察DCs的形态特征 PBMCs培养2 h
后见圆形扁平贴壁细胞, 培养24 h后可见贴壁单

个核细胞聚集成大小不等葡萄串状, 黏附于培

养板底, 尤以边缘为著. 第3天可见这部分细胞

体积增大, 第4天可见部分细胞悬浮于细胞培养

液, 第5天可见这部分细胞数目增多, 部分细胞

出现许多毛刺. 第7天培养液中飘浮着大量有明

显树突状的大个细胞或细胞团(图1). 
2.2 各组血清及DCs HBV DNA载量 将DCs洗
涤液进行HBV DNA的检测, 所有标本均未检出

HBV DNA, 排除了血清污染对实验结果的影

响. 血清HBV DNA阳性患者20例, 13例DCs内可

检测到HBV DNA, 7例DCs内未检出HBV DNA, 
DCs内HBV DNA检出率为65.0%. 20例患者血清

HBV DNA拷贝数的平均数为6.36±0.33log10值, 
13例DCs HBV DNA阳性者DCs HBV DNA拷

贝数的平均数为6.07±0.21log10值, 而7例DCs 
HBV DNA阴性者及10例正常对照者DCs HBV 
DNA水平<106 copies/L. 
2.3 DCs HBV DNA阳性组及阴性组DCs表面分

子的表达水平 DCs HBV DNA阳性组及阴性组

HLA-DR、CD80、CD86和CD-1α的表达率普

遍降低, 分别与正常人组比较P <0.01, 尤以DCs 
HBV DNA阳性组下降更为明显, 与DCs HBV 
DNA阴性组比较P <0.01, 有统计学意义(表1).
2.4 DCs在MLR中的刺激活性 在同种异体混合

淋巴细胞反应中, DCs表现出比自体PBMCs具
有更强的刺激T淋巴细胞增殖的能力. DCs HBV 
DNA阳性组、DCs HBV DNA阴性组及正常对

照组刺激T细胞增殖的A值分别为0.32±0.08、
0.59±0.11、0.71±0.09, 三组之间两两比较均

有显著性差异(P <0.05), 可见HBV DNA阳性组

■创新盘点
目 前 关 于 乙 型
肝炎患者DCs内
HBV载量与DCs
功能的关系, 国内
外 报 道 少 见 .  本
研究对乙型肝炎
患者DCs内HBV 
DNA的存在状况
进行研究, 力求探
讨慢性乙型肝炎
患者DCs的功能
下降的可能原因.

图  1  培养第7天的DCs形态(×200).

表  1  DCs HBV DNA阳性及阴性组DCs表面分子的表达水平 (mean±SD, %)

     
分组                                           n               HLA-DR                      CD80                          CD86                      CD-1α

DCs HBV DNA阳性            13        39.17±6.02bc          20.95±6.32bc        25.16±6.05bc        46.03±5.52bc

DCs HBV DNA阴性              7        60.11±7.92b           35.24±7.41b         45.30±8.01b         58.77±4.12b

正常人                                10        82.06±8.32            49.42±8.92           84.13±8.92          69.52±6.90

bP<0.01 vs  正常人; cP<0.01 vs  HBV DNA阴性组.
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DCs刺激T细胞增殖的能力低于HBV DNA阴 
性组. 
2.5 DCs HBV DNA阳性组及阴性组DCs分泌

IL-12水平 13例DCs HBV DNA阳性者IL-12水平

均值为19.67±7.32 ng/L, 7例DCs HBV DNA阴

性者IL-12水平均值为30.74±8.39 ng/L, 而正常

人组为79.58±6.68 ng/L, 慢性乙型肝炎较正常

人组IL-12水平明显下降, P <0.01, 尤以DCs HBV 
DNA阳性组下降更为明显, 与DCs HBV DNA阴

性组比较P <0.01, 有统计学意义. 
2.6 DCs HBV DNA载量与DCs表面分子表达、

DCs分泌IL-12水平及DCs刺激同种异体T细胞

增殖能力的关系 DCs表面分子的表达、DCs分
泌IL-12水平及DCs刺激同种异体T细胞增殖能

力与DCs HBV DNA载量呈显著负相关(CD80: 
r  = -0.623, t  = 3.839, P <0.01; CD86: r  = -0.702, t 
= 3.541, P <0.01; HLA-DR: r  = -0.713, t  = 7.487, 
P <0.001; CD-1α: r  = -0.713, t  = 7.487, P <0.001; 
IL-12: r  = -0.525, t  = 4.110, P <0.001; DCs刺激

同种异体T细胞增殖能力: r  = -0.841, t  = 7.103, 
P <0.001). 

3  讨论

DCs是人体内功能最强的专职性APC, 是机体免

疫功能的始动者, 能显著活化初始T淋巴细胞, 
还与单核细胞、内皮细胞及活化的B淋巴细胞

一起参与再次免疫应答. 其功能缺陷将导致抗

原无法被有效地递呈给CD4+Th和CD8+CTL, 从
而产生异常的细胞和体液免疫应答. 目前不少

研究结果表明, 慢性乙型肝炎患者DCs的功能存

在缺陷, 认为这是导致HBV持续感染的重要因

素之一[6-7].
近年来, 国内外的大量研究表明, 慢性乙型

肝炎患者外周血DCs数量减少, 表型不成熟、功

能下调, 并且临床往往表现出外周血高滴度的

HBV DNA载量, 而且针对HBV的特异性CTL应
答很弱, 甚至检测不到[8]. 

HBV DNA是体内HBV复制增殖最直接的指

标, 无外源性抗病毒措施干预时, 血清HBV DNA
载量的高低可以反映机体免疫系统和H B V之

间的作用结果, 而且不同HBV DNA载量组间肝

组织炎症程度亦存在明显的差异[9-10], 因此HBV 
DNA载量可以作为重要参数来评价机体免疫系

统对HBV的免疫应答状态. 而DCs内HBV DNA
载量反映的是DCs内HBV复制水平的高低, DCs
的生物学功能可能受HBV直接影响[11]. 

曾有报道将HBV导入正常人的DCs后发现

其表型和功能明显降低. Munz et al [11]发现, 慢性

乙型肝炎患者外周血DCs中可检测到HBV DNA
基因片段, 这说明DCs可被HBV感染, DCs的生

物学功能可能受HBV直接影响. 而Arima则运用

原位杂交PCR和RT-PCR的方法, 从慢性乙型肝

炎患者外周血来源的DCs内检测到了HBV DNA
和HBV RNA, 并发现其同种异体混合淋巴细胞

反应水平下降, 表明DCs可能作为HBV的肝外贮

存场所并与HBV的复制有关[12]. 研究还发现, 慢
性乙型肝炎患者DCs的表型以及抗原提呈能力

与体内HBV载量密切相关, 表型以及抗原递呈

能力良好者病毒载量低, 而表型以及抗原递呈

能力差者则病毒载量高[13]. 
Beckebaum et al [14]将HBV颗粒与正常人外

周血单个核细胞来源的DCs共培养后, PCR及

透射电镜检测发现: DCs内存在HBV, 说明体

外培养的DCs亦能被HBV感染, 其机制可能为

DCs表达唾液酸糖蛋白受体(asialoglycoprotein 
receptor, ASGPR), ASGPR介导细胞的内摄作用, 
导致HBV进入DCs内[15]. 本研究将DCs洗涤液

进行HBV DNA的检测, 所有标本均未检出HBV 
DNA, 排除了HBV体外感染DCs的可能, 本研究

在DCs内检测到的HBV DNA为患者DCs本身所

含有的. 
本研究的结果显示, 20例慢性乙型肝炎血

清HBV DNA阳性患者, DCs内HBV DNA检出率

为65.0%, 说明DCs亦能受到HBV感染. 慢性乙

型肝炎DCs HBV DNA阳性及DCs HBV DNA阴

性患者DCs表面HLA-DR、CD80、CD86和CD-
1α的表达均较正常人组明显低下, 且DCs HBV 
DNA阳性组较DCs HBV DNA阴性组下降更为

明显. 并且HLA-DR、CD80、CD86和CD-1α等
的表达与DCs内HBV DNA载量均呈显著的负

相关关系, 而这些分子与DCs的成熟度和功能发

挥有密切的关系. 提示慢性乙型肝炎患者DCs 
HBV DNA载量与DCs表面分子表达水平有密切

关系, 病毒载量低者表面分子表达水平高, 病毒

载量高者表面分子表达水平低. 
IL-12是迄今为止所发现的DCs细胞释放

的最有效的CTL和NK细胞活性刺激因子, 在机

体抗病毒和抗肿瘤的一系列免疫病理条件下均

能发挥关键作用. Chouaib et al [16-17]报道在MLR
反应阶段, 内源性IL-12的产生对细胞的增殖和

CTL分化起重要的作用. 因此, IL-12产生的缺失

可能是慢性乙型肝炎患者DCs刺激T细胞增殖

■应用要点
寻求恢复或提高
患者DCs的功能, 
可能将是治疗慢
性乙型肝炎的一
种新的方法, 国内
已开展了DCs疫
苗治疗慢性乙型
肝 炎 的 研 究 .  研
究慢性乙型肝炎
患者外周血DCs 
HBV DNA载量与
其功能关系或许
能为DCs疫苗治
疗慢性乙型肝炎
提供一定的基础.
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能力降低的最重要的原因. 从我们的实验中发

现DCs HBV DNA阳性及DCs HBV DNA阴性患

者DCs分泌IL-12水平较正常对照组均明显下降, 
DCs HBV DNA阳性组较DCs HBV DNA阴性组

亦有明显下降, 并且DCs分泌IL-12水平与DCs内
HBV DNA水平均呈显著负相关, DCs HBV DNA
载量越高, 则DCs分泌IL-12水平越低. 说明DCs
内HBV DNA载量能影响DCs分泌IL-12水平, 从
而进一步影响DCs功能. 

总之, 慢性乙型肝炎患者外周血DCs内亦可

检测到HBV DNA, 说明DCs亦能受到HBV的感

染. 而且DCs的表型、刺激同种异体T细胞增殖

能力及分泌IL-12能力与DCs内HBV载量呈显著

负相关关系, 在一定程度上反映了DCs的功能状

态对机体清除HBV的影响. 因此, 寻求恢复或提

高患者DCs的功能, 可能将是治疗慢性乙型肝炎

的一种新的方法. 
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■同行评价
本文探讨了慢性
乙型肝炎患者外
周 血 D C s  H B V 
DNA载量与DCs
功能的关系, 新颖
性较强, 研究内容
可信, 具有一定的
研究价值. 
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Abstract
AIM: To investigate the changes of intestinal 
permeability in chronic severe HBV-infected 
patients.

METHODS: Thirty chronic severe HBV-infected 
patients and 30 normal controls were measured 
for intestinal permeability in terms of lactulos/ 
mannitol ratio (L/M), respectively. The urine 

levels of lactulos and mannitol were detected 
using high performance liquid chromatography 
with evaporative light scattering detector.

RESULTS: Compared with normal controls, the 
urine level of lactulos was significantly raised 
in chronic severe HBV-infected patients (0.0860 
± 0.0225 vs 0.0650 ± 0.0270, P = 0.002), while the 
urine level of mannitol was not affected. A sig-
nificant rise in urinary L/M ratio was found in 
chronic severe HBV-infected patients compared 
with normal controls (0.0430 ± 0.0198 vs 0.0316 ± 
0.0134, P = 0.011).

CONCLUSION: In chronic severe HBV-infected 
patients, the intestinal permeability is raised sig-
nificantly. The elevated intestinal permeability 
facilitates endotoxin into the serum, and then 
causes endotoxemia. In so doing, the raised in-
testinal permeability may play a very important 
role in the pathogenesis of heavy degree chronic 
hepatitis B.

Key Words: Chronic severe hepatitis B; Lactulos; 
Mannitol; Intestinal permeability

Song HY, Jiang CH, Yang JR, Chen QH, Huang YH, 
Liang LX. Alterations of intestinal permeability in chronic 
severe HBV-infected patients. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(31): 3561-3565

摘要
目的: 研究重度慢性乙型病毒性肝炎患者肠
黏膜通透性的变化并探讨其病理生理机制. 

方 法 :  采 用 高 效 液 相 色 谱 蒸 发 光 散 射 器
(HPLC-ELSD)检测30例正常人和30例重度
慢性乙型肝炎患者尿中乳果糖和甘露醇排泄
率的变化, 以尿乳果糖/甘露醇排泄率的比值
(L/M)反映肠黏膜通透性的变化. 

结果: 与正常人相比, 重度慢性乙型肝炎患
者尿乳果糖的排泄率增加(0.0860±0.0225 vs  
0.0650±0.0270, P  = 0.002), 尿甘露醇的排泄
率无明显变化, 而尿乳果糖/甘露醇排泄率的
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■背景资料
有关肠黏膜通透
性的改变, 在肝硬
化失代偿期、重
症胰腺炎、严重
烧伤、创伤等疾
病领域都有所研
究. 但在重度慢性
乙型肝炎患者, 其
肠黏膜通透性有
何变化, 对内毒素
血症及重度慢性
乙型肝炎病程的
进展有何影响, 目
前国内尚未见临
床报道.

■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
民医院感染科



比值(L/M)明显升高(0.0430±0.0198 vs  0.0316
±0.0134, P  = 0.011).

结论: 重度慢性乙型肝炎患者肠黏膜通透性
增高, 导致内毒素经肠道途径大量入血, 引起
内毒素血症, 在重度慢性乙型肝炎发生, 发展
过程中发挥重要的病理生理作用.

关键词: 重度慢性乙型病毒性肝炎; 乳果糖; 甘露

醇; 肠黏膜通透性
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0  引言

在严重烧伤、多器官衰竭、肝硬化腹水等疾病

时, 肠黏膜通透性多出现异常并在疾病的发展

过程中发挥重要作用. 但在重度慢性乙型病毒

性肝炎患者肠黏膜通透性有何变化, 其病理生

理机制如何, 目前国内尚未见报道. 而恰恰是重

度慢性乙型肝炎病变程度较重, 病情变化快, 如
果得不到及时的救治, 往往会向慢性乙型肝炎

(重型)转化, 使得救治成功率明显下降. 本研究

拟研究重度慢性乙型肝炎患者肠黏膜通透性的

变化并初步探讨其病理生理机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康志愿者(对照组), 共30例, 来自志愿

参加本研究的医护人员及社会志愿者, 其中男13
例, 女17例, 年龄19-41(平均年龄31.8)岁. 入选标

准: 年龄18-60岁, 经血清甲, 乙, 丙, 丁, 戊肝炎五

项、肝肾功能、心电图、胸片等检查均为正常, 
无慢性胃肠道疾病症状, 近1 mo内无急性胃肠

道疾病症状的健康志愿者. 重度慢性乙型病毒性

肝炎患者(实验组)30例, 来自于2006-09/2008-06
在广西壮族自治区人民医院消化内科以及南宁

市第四人民医院肝病科住院的患者, 其中男19
例, 女11例, 年龄22-55岁, 平均年龄36.4岁. 入选

标准: 诊断标准参照中华医学会传染病与寄生虫

分会, 肝病学分会2000-09修订的慢性乙型病毒

性肝炎(重度)的诊断标准. 住院治疗的慢性乙型

病毒性肝炎患者, 入院后常规检查乙肝血清学标

志物, HBV DNA, 肝功能(ALT, AST, TBIL, 白蛋

白等), 血清胆碱脂酶, 凝血酶原活动度等指标. 
达到下列诊断标准的予以入组. 临床表现: 有明

显或持续的肝炎症状, 乏力, 纳差伴肝病容, 排除
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门脉高压症, 且ALT或AST反复或持续升高, 白
蛋白降低或A/G比值异常, 除上述条件外伴凡白

蛋白<32 g/L, 胆红素>5倍正常值上限, 凝血酶原

活动度<60%, >40%, 胆碱脂酶<2500 U/L, 4项指

标中有1项超过上述程度者. 对合并其他类型肝

炎, 试验用药过敏、妊娠及哺乳妇女、合并胃

肠道肿瘤, 慢性胃肠道疾病, 近1 mo内有急性胃

肠道疾病症状的予以排除. 上述2组人群受试前

均签署知情同意书. 美国Waters Alliance 2695高
效液相色谱系统, Empower色谱工作站, 检测器: 
Waters 2420 ELD检测器. 甘露醇和乳果糖标准

对照品(美国Sigma公司), 乙腈(色谱纯), 实验用

水均为超纯水. 色谱柱: Kvomasil NH2 5 µm(4.6 
mm×250 mm), 流动相: 乙腈∶水 = 80∶20. 流
速: 1.5 mL/min; 柱温: 25℃.
1.2 方法 
1.2.1 给药及标本处理: 受试者均需在试验前晚

禁食8 h, 于次日清晨排空尿液后空腹口服乳果

糖, 甘露醇混合液40 mL(内含乳果糖10 g, 甘露

醇5 g), 服药30 min后允许并鼓励饮水, 服药2 h
后可进食. 收集服药后6 h内的尿样, 混匀后, 记
录总尿量, 并取20 mL尿样作标本, 置-20℃冰箱

冷冻保存, 成批待检.
1.2.2 标本预处理: 取尿样2 mL, 经日立CR22G高

速冷冻离心机离心10 min(18 000 r/min), 取上层

清液, 用0.22 µm的微孔滤膜滤过, 用水稀释后分

别进样10 µL上机检测.
1.2.3 标准溶液的制备及标准曲线的绘制: 精密

称取甘露醇和乳果糖标准品, 用水溶解, 定容于

10 mL棕色量瓶中, 制得甘露醇浓度为1.474 g/L, 
乳果糖浓度为1.304 g/L的标准品溶液. 精密吸

取上述标准品溶液0.5、1.5、2.5、5.0、7.5、
10.0 mL至10 mL量瓶中, 用水稀释至刻度, 依次

进样测定. 用上述6种不同浓度的标准品溶液分

别进样10 µL, 以标准品质量(µg)的对数值为横

坐标, 峰面积的对数值为纵坐标, 将所得数据绘

成标准曲线, 并进行线性回归. 所得甘露醇的线

性方程为: logY = 1.2524logX-1.2272, 相关系数

0.9983, 线性范围0.74-14.7 μg; 乳果糖线性方程

为: logY = 1.3876logX-1.8807, 相关系数0.9980, 
线性范围0.65-13.0 μg.

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件分析. 
线性关系采用直线回归, 组间比较采用t 检验. 
P <0.05认为两者之间有显著性差异.

2  结果

在上述实验条件下, 甘露醇和乳果糖标准品溶
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■研发前沿
在重度慢性乙型
病毒性肝炎患者
肠黏膜通透性有
何变化, 其病理生
理机制如何, 目前
国内尚未见报道. 
而恰恰是重度慢
性乙型肝炎病变
程度较重, 病情变
化快, 如果得不到
及时的救治, 往往
会向慢性乙型肝
炎(重型)转化, 使
得救治成功率明
显下降.
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液, 尿样中组分均能实现基线分离, 峰形良好

(图1). 甘露醇和乳果糖的保留时间分别为5.8 
min和10.4 min.

与正常人相比, 在重度慢性乙型肝炎患者

尿乳果糖排泄率, 尿乳果糖/甘露醇比值均增高

(P  = 0.002或P  = 0.011). 而尿甘露醇的排泄率无

明显变化(表1).
实验组中e抗原阳性及e抗原阴性患者的

HBV DNA水平及尿乳果糖/甘露醇比值均未见

明显显著性差异(均P >0.05, 表2).

3  讨论

肠黏膜通透性(intestinal permeability)是指肠黏

膜上皮容易被某些物质分子以非载体或通道介

导的被动扩散方式通过的特性, 目前国内外常

以尿液中乳果糖/甘露醇排泄率的比值(L/M)来
间接反映. 而国内仍以高效液相色谱示差检测

器法以及电化学检测器法测定L/M比值应用最

为广泛[1-8], 而采用高效液相色谱蒸发光散射检

测法测定L/M比值报道极少, 而且缺乏大样本的

实际临床应用. 甘露醇和乳果糖属于无紫外吸

收物质, 不能用常规的紫外检测器测定其含量, 
采用示差检测器检测则有对热不稳定, 灵敏度

差等缺点. 而电化学检测器虽然灵敏度高, 选择

性好, 但对样品前处理的要求较高. 因为尿液中

含无机和有机杂质较多, 容易干扰色谱分析, 因
而需繁琐方法预处理净化尿样. 本研究选择蒸

发光散射检测器检测肠黏膜通透性(L/M比值)的
变化取得满意的临床结果, 该方法准确度高, 重
复性好, 操作简便, 标本预处理简单, 值得在临

床进一步推广. 

■相关报道
任卫英的报道表
明, 在肝硬化鼠小
肠壁超微结构明
显受损, 紧密连接
缺失, 细胞间隙扩
大, 炎症细胞浸润
增多, 从而导致肠
黏膜通透性升高. 
而郭长青 et al 报
道在肝硬化失代
偿期患者, 其肠黏
膜通透性也是升
高的, 并且与内毒
素血症有密切的
关系, 并对肝硬化
患者的病情进展
产生重要影响.

表  1  正常组与实验组患者尿中乳果糖, 甘露醇及其比值 (n  = 30, mean±SD)

     
	                乳果糖(mg/L)                          甘露醇(mg/L)	                   乳果糖/甘露醇

正常组                0.0650±0.0270                 2.1957±0.7158                  0.0316±0.0134

实验组                0.0860±0.0225b                2.2263±0.7281                  0.0430±0.0198a  

t  = 2.624, aP  = 0.011, t  = 3.27, bP  = 0.002 vs  正常组.

表  2  实验组中e抗原阳性及e抗原阴性患者的分组比较 
(mean±SD)

     	         n         HBV DNA(×106)      乳果糖/甘露醇

e抗原阳性      13         4.46±6.74       0.0439±0.0218 

e抗原阴性      17         3.61±7.95       0.0416±0.0193

图  1  甘露醇和乳果糖标准对照品及受试人群尿样色谱图. A: 健康人空白尿样色谱图; B: 甘露醇和乳果糖标准对照品色谱

图; C: 健康人口服乳果糖, 甘露醇混合液后尿样色谱图; D: 重度慢性乙型肝炎患者口服乳果糖, 甘露醇混合液后尿样色谱图.
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乳果糖是双糖, 分子质量大, 主要通过肠黏

膜细胞间的紧密连接透过肠黏膜, 这也是细菌

及内毒素通过肠黏膜的主要途径. 而甘露醇是

单糖, 分子质量小, 主要通过肠黏膜细胞膜上的

水溶性微孔通过肠黏膜. 一般认为, 尿液中乳果

糖的排泄率主要反映肠黏膜屏障的变化, 而甘

露醇的排泄率主要反映肠道总吸收面积的变化, 
采用乳果糖/甘露醇排泄率的比值(L/M比值)则
可以排除胃肠排空时间, 心输出量, 肾排出量及

尿液收集等各方面误差对检测结果的影响, 能
较为真实地反映肠黏膜通透性的变化. 本研究

发现在重度慢性乙型肝炎患者, 尿乳果糖的排

泄率明显升高(P  = 0.002), 尿甘露醇的排泄率变

化不大, 而尿L/M较正常人增高(P  = 0.011), 提示

重度慢性乙型肝炎患者肠黏膜通透性异常增高, 
而且是以肠黏膜细胞间的紧密连接通透性增高

为主, 而肠道的总吸收面积无明显变化. 
重度慢性乙型肝炎患者出现肠黏膜通透性

异常变化的病理生理机制推测有以下几个方面: 
(1)肠黏膜的缺血, 缺氧及缺血-再灌注损伤. 肠
黏膜需要充足的血液循环以维护正常的屏障功

能. 由于肠绒毛的氧交换特点, 绒毛顶端的氧张

力明显低于动脉[9]. 而重度慢性乙型肝炎患者, 
肝功能严重损害, 对血管活性物质的代谢灭活

能力降低, 使得肠黏膜血管扩张, 血流淤滞, 局
部血氧交换障碍, 并且出现缺血-再灌注损伤[10], 
导致肠上皮细胞缺血, 缺氧, 肠道通透性升高. 
(2)重度慢性乙型肝炎患者, 由于严重的肝脏炎

症, 蛋白质分解代谢加快, 白蛋白合成功能减退, 
常出现低白蛋白血症和肠黏膜局部谷氨酰胺摄

取和氧化的缺乏, 影响肠上皮细胞的供能及增

殖、修复[4,11-13]; 同时, 谷氨酰胺减少导致肠道分

泌SIgA减少, 肠道免疫屏障受损, 细菌及毒素更

容易直接损伤肠黏膜[14], 导致肠道通透性升高. 
(3)炎症介质及细胞因子的直接损伤. 重度慢性

乙型肝炎患者, 循环血和肠黏膜局部存在多种

炎症介质和细胞因子如肿瘤坏死因子(TNF)、
γ-干扰素、白介素-1(IL-1)、白介素-2(IL-2)、
血小板活化因子(PAF)等, 而研究表明[15-19], 上述

炎症介质和细胞因子均可以直接损伤肠黏膜上

皮细胞的超微结构(微绒毛和细胞终末网), 从而

破坏细胞间紧密连接, 导致肠黏膜通透性增高. 
(4)重度慢性乙型肝炎患者, 循环血中一氧化氮

(NO)含量明显升高[20-21], 而NO可通过第二信使

系统如cGMP等调节肠上皮细胞的紧密连接而

维持黏膜屏障功能. 高浓度NO则可破坏细胞内

支架, 抑制ATP生成, 使细胞间紧密连接变得松

弛而使肠黏膜处于高通透状态. 同时NO还能直

接增加回肠黏膜和单层细胞的渗透性及细菌易

位[22-23], 导致肠黏膜的通透性增加. (5)重度慢性

乙型肝炎患者, 肠道运动功能减弱. 而肠道运动

障碍可以导致胃肠道淤张, 肠黏膜上皮血流灌

注降低[24], 从而使肠黏膜通透性增加. 
本研究实验组中e抗原阳性及e抗原阴性患

者肠黏膜通透性的变化经统计分析未见显著性

差异(P >0.05), 分析原因有以下2点: (1)本研究入

组患者为重度慢性乙型肝炎患者, 入组时均已

存在较为严重的肝脏损害, 因此二组肠黏膜通

透性的变化没有明显差别. (2)细分后2组患者的

例数偏少, 统计结果代表性欠佳, 尚待扩大研究

例数后进一步研究证实.  
本研究发现在重度慢性乙型肝炎患者, 严

重的肝脏炎症损伤可以从多个不同环节导致肠

黏膜通透性增高, 从而使得大量细菌及内毒素

通过肠道进入血循环, 形成肠源性内毒素血症. 
而内毒素血症一方面能够促进重度慢性乙型肝

炎病情的发生, 发展. 另一方面又可以直接损伤

肠黏膜, 升高肠黏膜通透性, 形成恶性循环. 因
此, 重视对重度慢性乙型肝炎患者肠道通透性

的研究, 早期发现, 及时对症处理, 对促进重度

慢性乙型肝炎患者病情的恢复, 防止其重症化, 
具有十分重要的临床意义. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of GRP94 in 
human nonalcoholic fatty liver injury, and to 
explore the mechanism of human nonalcoholic 
fatty liver disease (NAFLD).

METHODS: Using immunohistochemistry and 
RT-PCR, GRP94 protein and mRNA expression 
were detected in fatty liver specimens and nor-
mal liver specimens. Hepatic steatosis, inflam-
mation and necrosis were graded by routine 
H&E staining of liver sections, and their correla-
tions were analyzed.

RESULTS: Steatosis, inflammation and necrosis 
were markedly increased in nonalcoholic fatty 

liver group than in the control group (3.89 ± 0.32 
vs 0.20 ± 0.4; 3.67 ± 0.49 vs 0; 0.44 ± 0.51 vs 0, P < 
0.01 or 0.05). The expression of GRP94 mRNA 
and its protein expression were enhanced sig-
nificantly in nonalcoholic fatty liver group than 
in the normal control group (0.86 ± 0.02 vs 0.37 ± 
0.03; 0.34 ± 0.01 vs 0.31 ± 0.01, both P < 0.01). The 
expression of GRP94 mRNA and its protein ex-
pression were positively associated with steato-
sis, inflammation and necrosis scores (P < 0.01).

CONCLUSION: The excessive expression of 
GRP94 could participate in the development of 
nonalcoholic fatty liver disease.

Key Words: Nonalcoholic fatty liver disease; GRP94; 
Immunohistomistry; Reverse transcription-polymer-
ase chain raction
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of endoplasmic reticulum molecular chaperone GRP94 
in human nonalcoholic fatty liver and its clinical 
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摘要
目的: 检测非酒精性脂肪肝患者肝组织中糖
调节蛋白94的表达情况, 探讨非酒精性脂肪肝
病(nonalcoholic fattyliver disease, NAFLD)的
发病机制. 

方法: 应用半定量逆转录聚合酶链反应(RT-
PCR)法和免疫组化法检测脂肪肝组和正常对
照组肝组织中糖调节蛋白94基因和蛋白表达, 
HE染色观察肝脏脂肪变性、炎性活动和坏
死, 并进行相关分析. 

结果: 非酒精性脂肪肝组脂肪变性、炎症评
分及坏死评分较正常对照组明显增加, 差异
具有统计学意义(3.89±0.32 vs  0.20±0.4; 
3.67±0.49 vs  0; 0.44±0.51 vs  0, P <0.01或
0.05). 与正常组比较, 脂肪肝患者肝组织糖
调节蛋白94mRNA和蛋白表达明显增强(0.86
±0.02 vs  0.37±0.03; 0.34±0.01 vs  0.31±
0.01, 均P <0.01). 糖调节蛋白94 mRNA和蛋
白表达与脂肪变性、炎症评分及坏死评分明

®

■背景资料
近年来, 随着人民
生活水平提高和
饮食结构的改变, 
NAFLD的发病率
呈逐年升高趋势. 
内质网应激是机
体的一种保护机
制, 但是长期的应
激会对机体造成
一定的损害, 他对
应激细胞的结局
如抵抗、适应、

损伤或凋亡有重
要作用, 近年来有
关其信号通路与
效应的研究非常
活跃, 其效应之一
即对脂质代谢的
影响. 目前有关内
质网应激与疾病
的研究较多, 但就
内质网应激在非
酒精性脂肪肝中
作用的有关临床
研究国内外较少
见.

■同行评议者
张 占 卿 ,  主 任 医
师 ,  上海市(复旦
大学)公共卫生中
心
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显呈正相关(P <0.01).

结论: 非酒精脂肪肝引起的肝脏损害可能与
糖调节蛋白94表达有关.

关键词: 非酒精性脂肪肝; 糖调节蛋白94; 免疫组织

化学; 半定量逆转录聚合酶链反应

俞泽元, 高鹏, 申力, 黄海云, 但杰. 内质网分子伴侣糖调节蛋

白94在非酒精性脂肪肝中的表达及意义.  世界华人消化杂志  

2008; 16(31): 3566-3570

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/3566.asp

0  引言

非酒精性脂肪肝发病率正逐年升高, 已经成为

全球范围内普遍存在的一种慢性肝病和其他

疾病的辅助因素[1-3]. 研究显示约20%的非酒精

性脂肪肝炎(NASH)患者可进展为肝硬化, 甚
至发生肝癌[4]. 糖调节蛋白94(glucose-regulated 
protien, GRP94)是细胞内质网中的一种糖蛋白, 
是一种压力诱导蛋白, 为相对分子质量90×103

的热休克蛋白(HSP90)家族, 能调节蛋白质的折

叠、传递和降解, 该家族蛋白具有分子伴侣功

能, 与多种疾病相关, 因此又称为内质网分子伴

侣[5]. 本研究通过检测GRP94在非酒精性脂肪肝

肝组织中的表达, 探讨其在该病中的致病作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 所有研究对象均来自2007-09/2008-04
在甘肃省人民医院行腹部手术时, 经患者本人

同意并签字, 并经医学伦理委员会同意取得. 非
酒精性脂肪性肝病组18例, 男/女: 10/8, 平均年

龄50±6.25岁, 诊断标准符合2006-02中华医学

会肝病学分会通过的“非酒精性脂肪性肝病诊

疗指南”[6], 术前检查提示有脂肪肝并经活检证

实, 并排除病毒性、药物性、自身免疫性肝病. 
非脂肪肝对照组10例, 暴露因素相似, 无肝脏疾

病, 男/女: 5/3, 平均年龄在50±4.32岁, 经转移性

直结肠癌手术时取得, 并经病理学证实为未发

现癌转移的正常肝组织. 所有取得的脂肪肝组

织和正常对照肝组织各0.2 g左右, 再分成两半, 
一半于15 s内迅速置液氮冷冻, -80℃低温冰箱保

存; 另一半置40 g/L甲醛溶液内固定.
1.2 方法 
1.2.1 组织病理学检测: 常规HE染色, 评价肝组

织脂肪变性、炎症坏死等病理变化. 脂肪变性

评分为: 0(无), 1(肝细胞含脂滴≤25%), 2(肝细

胞含脂滴26%-50%), 3(肝细胞含脂滴51%-75%)

及4(肝细胞含脂滴>75%). 根据汇管区、肝叶内

炎症细胞浸润程度将炎症评分为: 0(无), 1(轻微), 
2(轻度), 3(中度)和4(重度). 坏死评分为: 0(无), 
1(轻微), 2(轻度), 3(中度)和4(重度).
1.2.2 免疫组化检测GRP94蛋白表达: 标本用甲

醛固定, 石蜡包埋, 连续切片4 μm厚, 行免疫组

化染色(SP法). 即用型GRP94兔抗人多克隆抗体

和SP法免疫组化试剂盒购于北京中杉金桥生物

技术公司. GRP94主要表达在细胞质内, 呈棕黄

色颗粒. 光镜下每张切片随机选取6个不重叠视

野, 采用全自动医学彩色图像分析系统, 测定平

均吸光度(A ), 计算每组平均值, 反映阳性强度.
1.2.3 RT-PCR检测GRP94 mRNA: 肝组织标本于

匀浆器内研磨后, TRIzol试剂(上海生工)提取总

RNA, 并逆转录合成cDNA. 以cDNA为模板进行

PCR扩增. GRP94和GAPDH均由上海生工合成, 
GRP94正义链: 5'-CAG TTT TGG ATC TTG CTG 
TGG-3', 反义链: 5'-CAG CTG TAG ATT CCT 
TTG C-3', 扩增片段全长为274 bp; 磷酸甘油脱

氢酶基(GAPDH)作为内对照, 正义链: 5'-GAA 
GGT GAA GGT CGG AGT C-3', 反义链5'-GAA 
GAT GGT GAT GGG ATT TC-3', 扩增片段全

长为226 bp. 反应条件为: 95℃ 5 min后, 94℃ 1 
min, 58℃ 30 s, 72℃ 30 s, 循环30次, 最后72℃ 
10 min. 以GAPDH作为内参照, 反应条件为95℃ 
5 min后, 95℃ 30 s, 56℃ 45 s, 72℃ 1 min, 循环

35次, 最后72℃ 10 min. PCR反应产物经过12 
g/L琼脂糖凝胶电泳检测, 凝胶成像仪观察拍照.

统计学处理 采用SPSS10.0统计学软件进行

用t检验和Pearson相关分析, P <0.05为差异有统

计学意义.

2  结果

2.1 病理学观察 HE染色光镜下观察正常组肝脏

形态无明显异常. 脂肪肝组肝组织均见重度脂

肪肝(即肝脂肪变性和脂肪贮积的肝细胞占肝小

叶2/3以上或者肝细胞弥漫脂肪变性呈鱼网状), 
小叶内见局灶性肝细胞坏死, 有明显炎性细胞

浸润, 肝细胞广泛的气球样变.
2.2 肝脏脂肪变性、炎症及坏死变化 非酒精性

脂肪肝组较正常对照组明显增加, 有显著的差

异, 有统计学意义(表1).
2.3 GRP94蛋白表达变化 免疫组化学染色结果

显示, GRP94蛋白染色定位于肝细胞胞质, 正常

组检测到肝细胞胞质中, 呈散在分布的浅黄色

颗粒. 非酒精脂肪肝组肝组织可见大量棕褐色

■相关报道
国内外研究报道
内质网应激在酒
精性脂肪肝中起
着 重 要 作 用 ,  但
酒精肝和非酒精
性脂肪肝在病理
学表现上基本一
致. 还有研究报道
在非酒精性脂肪
时存在高半胱氨
酸血症, 他是内质
网应激的重要诱
导因素. 同时有报
道显示细胞色素
P450的激活也是 
内质网应激的重
要原因.
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颗粒沉积, 其表达较正常组明显增强, 差异有非

常显著性意义(图1). 采用全自动医学彩色图像

分析系统, 测定正常对照组、脂肪肝组平均吸

光度A值分别为0.31±0.01、0.34±0.01, 二者进

行比较, 差异有显著的统计学意义(t  = 9.733, P  = 
0.000).
2.4 GRP94 RNA表达 正常对照组和脂肪肝组

的GRP94 mRNA表达灰度值A值分别为0.37±
0.03, 0.86±0.02, 二者进行比较, 差异具有显著

的统计学意义(t  = 49.186, P  = 0.000, 图2).
2.5 肝组织GRP94蛋白和GRP94 RNA表达与肝

组织病理学改变的相关性 Pearson相关分析表

明GRP94蛋白和GRP94 RNA表达增强与脂肪变

性、炎症、坏死具有明显的正相关, 其结果显

示GRP94蛋白和基因的表达增强在非酒精性脂

肪肝的发生中起着重要作用, 其表达在脂肪变

性、炎症、坏死越严重时越为显著(表2).

3  讨论

NAFLD是一种无过量饮酒史致肝实质细胞脂

肪变性和脂肪贮积, 炎症和纤维化为特征的疾

病. 目前有关研究大多数集中在以胰岛素抵抗

为发端的肝内脂质沉积, 继发以线粒体、细胞

色素P450-2E1(CYP2E1)为中心的氧自由基形

成、脂质过氧化并最终导致肝实质损伤、蛋白

质变性、基因突变等一系列病理结果的“二次

打击”学说[7], 但其确切发病机制至今尚未完全

明了. 内质网是调节细胞内蛋白质合成后折叠

与聚集、细胞应激反应及细胞内钙离子水平的

细胞器. 内质网应激是指由于某种原因使细胞

内质网生理功能发生紊乱的一种亚细胞器病理

过程, 可促进内质网对蓄积在网腔内的错误折

叠或未折叠蛋白质的处理, 从而有利于维持细

胞的正常功能并使之存活, 但长时间的内质网

应激可引起细胞凋亡[8]. 他作为作为脂质代谢失

调、凋亡等相关性病理状态的一个原因, 近来

日益受到人们的重视. 越来越多的研究表明[9-12]

内质网应激在肝疾病(脂肪肝、病毒性肝炎)糖
尿病、神经元变性等疾病中起重要作用. 研究

表明[13]在酒精性脂肪肝中GRP94表达明显增强, 
内质网应激参与了酒精性肝损伤的病理生理过

程. 而酒精性脂肪肝和非酒精性脂肪肝的病理

表现基本一致, 因而推测GRP94也参与了非酒精

性脂肪肝的形成. 还有国内外研究[14-16]表明非酒

精性脂肪肝患者同型半胱氨酸明显升高, 他是

内质网应激的重要诱导因素, 从而激活肝细胞

内质网应激. 另国内研究[10,17]报道内质网应激在

非酒精性脂肪肝的形成中起着重要的作用. 因
此考虑内质网分子伴侣GRP94参与了非酒精性

脂肪肝的形成. 目前, 有关GRP94与非酒精性脂

肪肝形成关系国内外鲜有报道, 尤其在临床试

验方面, 有少数报道均在动物实验方面. 本实验

中正常对照组肝组织结构正常, 脂肪肝组均有

明显的脂肪变性、炎症、坏死, 采用RT-PCR和
免疫组化方法对脂肪肝组GRP94基因转录及蛋

表  1  肝脏脂肪变性、炎症及坏死比较 (mean±SD)

                           n      脂肪变性程度	   炎症积分         坏死积分

脂肪肝组    18     3.89±0.32b     3.67±0.49b     0.44±0.51a

正常组       10     0.20±0.42       0                     0

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组.

图  1  GRP94蛋白表达变化(免疫组化染色×100). A: 正常对

照组; B: 肝脂肪组.

A

B

Marker        1            2            3            4

600 bp

400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

500 bp

图  2  GRP94RNA表达. 1: 脂肪肝组GRP94; 2: 脂肪肝组

GAPDH; 3: 正常对照组GRP94; 4: 正常对照组GAPDH.

■创新盘点
本文从基因和蛋
白水平检测了内
质网分子伴侣在
非酒精性脂肪肝
中表达明显增强, 
并且与病理变化
做了相关分析, 从
而证明了非酒精
性脂肪肝存在内
质网的应激.
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白翻译水平检测显示, 脂肪肝组GRP94 mRNA 
和蛋白表达水平均较正常组显著增加, 提示内

质网应激参与了非酒精脂肪肝的病理生理过程. 
相关分析表明GRP94基因及蛋白表达与脂肪变

性、炎症、坏死积分成正相关, 提示他在肝脏

病理学改变越严重的部位表达越强, 他有可能

是促进脂肪肝进展的重要因素.
在非酒精性脂肪肝中, 尤其是NASH时, 产

生大量的活性氧即反应性氧(ROS)包括超氧阴

离子、过氧化氢、羟自由基以及有高活性的三

线态氧和单线态氧, 他对组织有强大的破坏作

用, 他可以氧化大分子物质引起多聚不饱和脂

肪酸、蛋白质、DNA损害, 同时还可以诱导细

胞色素P450在肝细胞内的表达, 从而在非酒精

性脂肪肝的发生和发展起重要的作用, 并被医

学界广泛接受[7,18-20]. 研究发现[20]非酒精性脂肪

肝时细胞色素P450处于高表达状态, 从而促进

未折叠蛋白反应(unfolded protein response, UPR)
和内质网超负荷反应(endoplasmic overloaded 
response, EOR)通路, 促进内质网应激的发生, 从
而进一步推测非酒精性脂肪肝存在内质网的应

激. 另外由于NASH时具有明显的同型半胱氨酸

血症, 他是内质网应激的重要因素[21-22], 也能够

说明非酒精性脂肪肝存在内质网的应激. 而内

质网应激时胆固醇被消耗, 进而激活固醇调节

元件结合蛋白(sterol regulatory element binding 
protein, SREBP), 并与SREBP裂解激活蛋白

(SREBP cleavage-activating protein, SCAP)形成

复合物. 酶解的SREBP成为转录因子进入胞核, 
调控靶基因的转录, 使HMG-COA还原酶、乙酰

辅酶A羧化酶等合成增多, 促进脂质的沉积与合

成, 促进脂肪肝的形成[22-23], 从而说明内质网应

激在在非酒精性脂肪肝的发生发展中有着重要

作用. 目前公认, 发生内质网应激的标志是组织

中GRP94、GRP78等内质网分子伴侣表达上调[5], 
因此本研究选用GRP94作为反映内质网应激敏

感指标, 在临床实验上来证明非酒精性脂肪肝

患者存在内质网的应激. 我们的实验证实非酒

精性脂肪肝患者的肝组织中GRP94的蛋白和基

因表达处于高表达, 并且与肝脏的病理学改变

呈正相关, 从而证实了内质网应激参与了非酒

精脂肪肝的病理生理过程, 是其发病机制之一. 
因此应用相应药物干预以阻断或抑制肝细胞内

质网应激可能减弱脂质合成, 为非酒精脂肪肝

病的防治提供新的靶点.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of 
emergency transcatheter arterial embolization 
(ETAE) for patients with acute massive hemorrhage 
of duodenal ulcer.

METHODS: Twenty-nine consecutive patients 
with acute massive bleeding of duodenal ulcer 
admitted to our hospital from 1997 through 2007 
were analyzed. Superselective angiographies 
at celiac arteries, gastroduodenal arteries were 
performed to find out the bleeding sites before 
ETAE, then, embolotherapy was done with gela-
tin sponge particles or microstrips via 5French 
angiographic catheter or 3French microcatheter. 

After ETAE, another superior mesenteric arte-
rioangiography was undertaken in case of collat-
eral circulation supplied to areas of duodenal ulcer. 
Technique success rate and clinical success rate 
were analyzed. Changes of the mucous membrane, 
were observed using endoscopy following ETAE.

RESULTS: Angiographies showed active bleed-
ing with extravasation of contrast medium in 7 
cases with 24% positive rate of bleeding at celiac 
arteries, and in 19 cases, 65.5% at gastroduode-
nal arteries. No bleeding signs of angiography 
were shown in 3 cases who undertook endosco-
py prior to ETAE. Twenty-six patients achieved 
immediate hemostasis and technique success 
rate reached 90%. No hemostasis was observed 
in 27 patients within 30 days after ETAE and 
clinical success rate was 93%. Recurrent hemor-
rhage occurred in 2 patients who drank wine a 
lot were treated by a second embolotherapy in 
the same way. Five patients underwent transient 
ischem with light abdominal pain under xiphoid, 
spontaneous restoration without special treat-
ment. No mucous necrosis happened to 29 cases 
for ischem of gastroduodenal arteries embolized.

CONCLUSION: Tranascatheter arterial emobliza-
tion is an effective and safe measure to control 
acute massive bleeding of duodenial ulcer.

Key Words: Transcatheter embolization; Massive 
bleeding; Duodenal ulcer; Angiography 
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摘要
目的: 评价急诊经导管动脉栓塞术(emergency 
transcatheter arterial embolization, ETAE)治疗
十二指肠溃疡大出血的有效性和安全性. 

方法: 收集1997-01/2007-11我院ETAE治疗的
十二指肠溃疡动脉性大出血的29例患者资料. 
分别行腹腔干动脉、胃十二指肠动脉造影, 以
明确出血动脉, 采用明胶海绵颗粒或条经造影
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■背景资料
胃十二指肠溃疡
引起的动脉性上
消化系出血, 来势
凶 猛 ,  以 急 诊 入
院 抢 救 ,  有 时 分
秒必争, 急诊内镜
检查和内镜治疗
是有效手段之一, 
但其再出血率达
14.1%, 难以重复
实施. 尤其对于老
年体弱、多脏器
衰竭的患者. 有时
甚至出血的急性
期对有些年轻的
患者而言, 其家属
或监护人也拒绝
接受内镜诊治.

■同行评议者
钱林学, 教授, 首
都医科大学附属
北京友谊医院内
科



导管或微导管栓塞胃十二指肠动脉或其出血
分支动脉, ETAE后均行肠系膜上动脉造影, 排
除侧支循环对溃疡区域供血. 分析ETAE的技
术成功率和临床成功率, 内镜观察十二指肠球
部动脉栓塞区黏膜改变. 

结果: 导管位于腹腔干动脉造影, 出现造影剂
外渗7例, 出血阳性率24%; 胃十二指肠动脉造
影, 造影剂外渗、涂抹肠黏膜19例, 出血阳性
率65.5%; 3例内镜明确诊断十二指肠溃疡, 但
胃十二指肠动脉造影出血阴性. 1例ETAE后, 
有肠系膜上动脉的胰十二指肠前下、后下弓
动脉侧支供血, 再予以微导管栓塞肠系膜上动
脉上述两分支动脉. ETAE即刻止血26例, 技术
成功率90%; ETAE后30 d内未再出血27例, 2
例饮酒再出血, 再行ETAE, 临床成功率93%. 5
例出现一过性剑突下隐痛, 未作处理自行缓
解. 19例患者ETAE术后内镜检查, 10例ETAE
前已查内镜者7例治疗后复查内镜, 显示动脉
栓塞区域的十二指肠黏膜呈苍白改变, 无缺血
坏死病例.

结论: 明胶海绵颗粒或条行ETAE是急诊治疗
十二指肠溃疡性动脉出血的迅捷、有效和安
全手段.

关键词: 急诊经导管栓塞; 大出血; 十二指肠溃疡; 

血管造影
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0  引言

十二指肠溃疡大出血为急诊常见疾病, 病变好

发于青壮年, 尽管内镜诊断和外科治疗提高了

患者的疗效, 但死亡率并没有下降[1]. 尤其在内

镜确诊并治疗后再出血的患者群中, 首选手术

治疗作为补救手段, 而多数患者体质虚弱, 生命

指征不平稳, 难以接受二次内镜或手术治疗. 伴
随着介入放射的发展, 急诊经导管动脉栓塞术

(emergency transcatheter arterial embolization, 
ETAE)因其微创性、可重复性、有效性和安全

性被用于十二指肠溃疡出血的急诊治疗[2]. 

1  材料和方法

1.1 材料 1997-01/2007-11收集我院十二指肠溃疡

大出血急症经导管动脉栓塞术治疗病例29例, 其
中男18例, 女11例, 年龄16-67(平均年龄36)岁. 所

3572                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志      2008年11月8日      第16卷     第31期

有病例均经内窥镜确诊, 10例患者血管造影和动

脉栓塞前接受过内镜检查明确十二指肠溃疡和

电凝治疗, 其中有3例再经手术治疗后再出血, 行
ETAE; 19例患者由急诊室直接送介入放射科行

血管造影诊断和ETAE, 治疗后3-5 d内窥镜再次

明确十二指肠溃疡诊断. 治疗前输血6-11单位, 
ETAE后输血2-4单位, 旨在纠正重度贫血, 并非

纠正血容量和恢复血压.
1.2 方法 
1.2.1 ETAE操作方法及程序: 在数字减影血管

造影机(DSA)下, 以改良Seldingge's穿刺技术

穿刺右或左股动脉, 送入6F动脉导管鞘(Japan 
Terumo), 股动脉显著迂曲的高龄患者, 改用6F
抗折导管鞘打开迂曲血管, 便于导管超选择插

管. 5F Rosch或Yasiro造影导管先行腹腔动脉干

造影, 再以0.035 inch超滑黑导丝导引, 将造影导

管超选至胃十二指肠动脉造影; 如患者血管迂

曲明显, 采用同轴导管技术将3F SP微导管(Japan 
Terumo)在造影导管支撑下超选择插管至胃十二

指肠动脉或其分支动脉造影. 有明确的分支动

脉出血或微导管能够到达的出血分支动脉, 则
使用微导管技术. 本文中17例采用微导管栓塞, 
其中经微导管栓塞出血的分支动脉14例, 栓塞

十二指肠动脉3例; 12例使用5F导管栓塞. 明确

出血部位后, 造影导管或微导管放置在出血动

脉的近端, 再经造影导管或微导管注入适量明

胶海棉颗粒或海棉条. 海绵颗粒规格: 1 mm×1 
mm×1 mm; 海棉条规格: 5 mm×1 mm×1 mm. 
在持续透视下以造影剂推注栓塞剂, 一旦相应

的出血动脉分支或胃十二指肠动脉造影剂流动

缓慢或造影剂滞留即停止注入海绵条或海绵颗

粒. 胃十二指肠动脉栓塞结束后必须再行肠系

膜上动脉造影, 防止来源于肠系膜上动脉分支

－胰十二指肠前下、后下弓动脉建立侧支供血, 
如造影发现侧支供血存在, 有再出血可能, 必须

用微导管行上述动脉栓塞.
栓塞术后予以内科保守治疗: 给予抑制胃

酸分泌、胃黏膜保护剂和止血, 补液纠正低血

容量. 术前没有内镜检查的出血停止后3-5 d, 作
内窥镜和螺旋杆菌(H pylori )相关检查, H pylori
阳性者按正规抗H pylori方案, 口服用药. 2000
年前门诊和信件随访, 此后, 门诊结合电话随访, 
随访时间3-6 mo.
1.2.2 疗效和安全性评价: ETAE后造影出血动脉

闭塞, 或造影剂外渗消失, 血压稳定; ETAE后30 
d内未再出血, 随访期间3-6 mo内大便潜血试验
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■相关报道
Toyoda et al 报道
11例十二指肠溃
疡 内 镜 治 疗 后
难 以 控 制 出 血 , 
ETAE治疗10例出
血 停 止 ,  有 效 率
91%, 1例再出血
为动脉粥样硬化
只能采用胃十二
指肠动脉近端栓
塞, 由于栓塞远端
血管建立了侧支
循环导致再出血.
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阴性. ETAE严重并发症为十二指肠球部梗塞或

缺血坏死穿孔, 表现持续性上腹部(剑突下)剧烈

疼痛, 或腹膜刺激征、肌卫征. 
血管分级说明: 1级动脉为腹主动脉, 2级动

脉为腹腔干动脉, 3级动脉为十二指肠动脉. 4级
动脉为十二指肠动脉分支动脉(本文血管分级为

作者定义, 有待进一步商榷).

2  结果

29例患者中, 3例伴有多脏器功能衰竭, 7例高龄

患者. 导管位于腹腔干动脉(2级血管开口处)造
影发现出血的有7例, 阳性率为24%, 在胃十二

指肠动脉造影(3级血管开口), 发现出血征象有

19例, 阳性率达66%, 3例造影未见明显出血, 阴
性所占比率10%. 出血表现: 腹腔干动脉造影出

血多数表现为造影剂小片状聚集或不显影, 胃
十二指肠动脉造影出血表现为造影剂聚集成湖

状, 量大涂抹十二指肠壁(图1-2). ETAE术后即刻

止血26例, 技术成功率达90%. 3例由于造影时未

见明显造影剂外逸表现, 故不纳入技术成功率

的计算中. 29例患者ETAE后血压均平稳, 术后

有4例患者由于ETAE前出血量大, 血红蛋白在

4.5-5.0 g/L, 为纠正贫血, 输注红细胞悬液2-4单

位. 较之ETAE前输注红细胞悬液4-11单位显著

下降. 临床成功率达93%(27/29), 30 d内仅2例因

大量饮酒导致溃疡复发出血, 再行造影后以同

样的技术栓塞治疗, 3-6 mo随访, 仅1例复发, 再
行ETAE治疗. 3例复发出血的患者首次造影时均

表现为出血阳性. 
ETAE术后由于急性缺血患者一过性上腹部

疼痛5例, 未作处理, 症状自行缓解. 没有出现胃

十二指肠因严重动脉梗塞、缺血或穿孔所致持

续性上腹部剧痛、肌卫征等腹膜刺激征. 
ETAE术后内镜检查有19例患者, 10例ETAE

治疗前已查内镜者中7例治疗后复查内镜. 内镜

显示动脉栓塞区域的正常十二指肠黏膜呈苍白

改变, 无缺血坏死病例.

3  讨论

十二指肠溃疡所致急性动脉性上消化系出血内

科保守治疗疗效欠佳. 内窥镜检查和内镜下治

疗是其公认的方法. 首次内镜治疗后再出血发

生率约14.1%[3], 可行二次内镜治疗, 可重复性

差, 二次内镜治疗后仍有可能再出血, 外科手

术则成为其继用治疗手段. 然而, 对于高龄同

时伴发多种疾病[4], 以及手术后患者, 再出血是

图  1  造影导管位置对出血征象的影响. A: 导管头端位于腹腔动脉干造影时未能显示胃十二指肠动脉出血征象; B: 导管超

选至胃十二指肠动脉起始处造影可见造影剂外逸、涂抹十二指肠黏膜(箭).

A B

图  2  微导管栓塞胃十二指肠分支前后血管造影变化. A: 微导管超选择至胃十二指肠动脉分支造影见造影剂外逸(箭示); B: 

经微导管栓塞治疗后造影复查出血停止, 出血动脉远端保持通畅, 避免大范围正常组织缺血.

A B

■应用要点
急诊经导管动脉
栓塞术即刻止血
技术成功率90%; 
临床成功率93%. 
无胃、肠缺血坏
死 病 例 发 生 ,  微
创、可重复性强. 
本方法是急诊治
疗十二指肠溃疡
性动脉出血的一
种安全、有效手
段.
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十二指肠溃疡大出血不良预后因素, 死亡率介

于44%-60%之间[2]. 近年来介入放射在此病的急

诊治疗中扮演着愈来愈重要的角色. 血管造影

不但能迅速明确出血部位, 同时ETAE也成为内

镜、手术治疗复发患者的有效替代措施, 甚至

有报道ETAE可成为急诊消化系动脉出血的首选

治疗措施[1]. 
介入治疗的疗效受介入治疗器械和治疗的

方式影响较大. 20世纪80年代中期至90年代中

期, 使用的造影导管直径介于5F-6F之间, 导管质

地粗硬, 难以超选择性插管, 这就决定了胃十二

指肠动脉破裂出血的患者多数采用经导管灌注

血管加压素, 收缩病变动脉, 以期达到止血的目

的. 尽管如此, 局部灌注药物仍然取得了很好的

技术成功率. Miller et al [5]的综述报道1979-1984
年间267例患者灌注治疗, 成功率在70%-80%之

间, 但再出血率仍近20%, 灌注治疗止血困难的

病例, 再出血率甚至高达40%. 原因在于有些高

龄患者存在高血压、冠状动脉粥样硬化或心梗

等基础疾病, 即使是局部使用血管加压素, 其使

用量和持续用药的时间仍然受限. 再有, 丰富的

侧支循环对出血的十二指肠球部肠管仍然提供

较多的血液供应. 近年来随着导管、导丝等器

械的工艺技术改进和微导管的广泛使用, 超选

择至3级以上的动脉插管和栓塞技术在多数单

位已被娴熟使用, 确保了ETAE的准确性和有效

性, 同时保证了正常组织的供血. 从我们收治的

29例患者的ETAE结果看, 技术成功率和临床成

功率分别达到90%和93%. 这一结果与国外文献

报道的上消化系出血ETAE治疗的技术成功率

95%、临床成功率52%-95%基本吻合[6]. 早些时

候的病例报道: 7例栓塞只有2例再出血, 而6例
采取保守治疗就有4例再出血. Toyoda et al [7]报

道11例十二指肠溃疡内镜治疗后难以控制出血, 
ETAE治疗10例出血停止, 有效率91%, 1例再出

血为动脉粥样硬化只能采用胃十二指肠动脉近

端栓塞, 由于栓塞远端血管建立了侧支循环导

致再出血. 
内镜明确诊断并治疗后的胃十二指肠球部

溃疡大出血患者, 呈现间隙性出血, 血管造影不

能明确显示出血征象, 本组病例有3例即如此. 
这样的病例是否使用ETAE治疗? 统计时虽然没

有将其纳入ETAE技术成功率计算中, 但我们认

为出血的停止或血管造影的阴性表现只是一种

假象, 这与低血容量、缩血管药或止血剂导致

短暂血栓形成有关, 如不处理, 一旦血压纠正, 

收缩的血管再扩张, 或血栓溶解, 则会再发出

血. 这种情况下仍应采取ETAE治疗, 3例患者经

ETAE治疗均达到临床成功标准. 
对于合并多脏器功能衰竭的患者, 本组病

例虽然只有2例 ,  无法进行随机对照研究 ,  但
ETAE治疗均有效控制了动脉破裂所致大出血, 
均达到技术成功和临床成功标准. 另有高龄患

者7例, ETAE后仅有1例再出血, 因动脉硬化迂

曲, 仅栓塞胃十二指肠动脉近端, 肠系膜上动脉

的分支-胰十二指肠动脉侧支开放. 再次经肠系

膜上动脉超选择栓塞侧支后仍达到了止血目的. 
该例患者的情况也同时提醒我们此后将肠系膜

上动脉的血管造影作为ETAE前的常规程序, 避
免了十二指肠的侧支循环造成的再出血. 总体

而言, 对于内镜二次治疗、随后的再手术以及

预后不利的上述两种因素并不影响ETAE的有

效实施, 相反, 急诊介入ETAE因其微创可以反

复对再出血实施局部治疗, 因其无需术前准备

可快速实施, 因其实时、准确显示出血部位可

有效控制出血. ETAE在一定程度上更符合消化

系大出血的急诊救治原则. 由此可见, ETAE是急

性十二指肠溃疡大出血的有效急诊治疗手段. 
从本组病例结果看ETAE对十二指肠大出

血的治疗是安全的. ETAE治疗后有些患者呈现

短暂的十二指肠球部缺血的症状, 剑突下闷痛

或隐痛, 未经处理, 可自行缓解. 部分病例ETAE
后内镜检查十二指肠球部黏膜显示轻度缺血改

变, 表现为溃疡周边正常黏膜苍白, 但没有动

脉栓塞后的正常黏膜破溃坏死. 有文献报道胃

十二指肠动脉远端栓塞的28例患者, 7例因缺血

导致十二指肠狭窄, 29例动脉近端栓塞, 仅有2
例出现前述病理性改变. 究其原因, 与ETAE治
疗中同时混用多种栓塞剂有关, 包括液体栓塞

剂. 另有一组32病例报道, ETAE导致2例十二指

肠坏死, 1例形成新的溃疡[8]. 与使用了明胶海绵

粉末栓塞剂有关. 无论液体栓塞剂还是明胶海

绵粉末都是末梢血管栓塞剂, 使用后可致黏膜

下层微血管网毁损, 黏膜的代偿供血彻底丧失. 
本组病例均采用大颗粒或条状明胶海绵栓塞近

端胃十二指肠动脉, 即使细小动脉的栓塞也是

在出血的靶向性非常明确前提下, 实施的微导

管超选择性ETAE, 即在栓塞剂的直径与栓塞范

围两个层面上, 保证黏膜下层的微血管网没有

破坏, 故未发生文献报道的并发症. 在保证安

全性方面, 我们在选择栓塞剂的类型上不同意

Lee et al的做法. 后者采用液体栓塞剂N-butyl-2-

■同行评价
本文对29例十二
指肠溃疡动脉性
大出血采用急诊
经导管动脉栓塞
术治疗, 急诊经导
管动脉栓塞术即
刻止血技术成功
率90%, 临床成功
率93%, 无肠缺血
坏死病例发生, 可
见本方法是急诊
十二指肠溃疡性
动脉出血的一种
安全手段, 值得临
床医生参考.
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cyanoacrylate(NBCA)栓塞16例患者, 栓塞术后, 
2例(12%)出现了大面积栓塞和多发性胃溃疡[9]. 
因此, 选择大小合适的栓塞剂和微导管超选择插

管, 控制栓塞范围能够有效保证ETAE的安全性. 
总之, 急诊经导管动脉栓塞是治疗十二指

肠溃疡大出血的有效、安全和快捷的急救手段, 
尤其适用于虚弱、高龄或多脏器功能不全的

十二指肠溃疡大出血患者的急救. 
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Abstract
AIM: To provide evidence for screening of 
colorectal cancer in susceptible population 
through detecting famil ial adenomatous 
polyposis (FAP) family clan MUTYH gene SNP 
site.

METHODS: PCR-SSCP and gene sequencing 
were used to detect MUTYH gene SNP site in 
three doubtful FAP genealogy, and PCR-CTPP 
was used to detect MUTYH gene SNP muta-
tional site in 283 colorectal cancer patients and 
307 control group patients in the affiliated first 
hospital of China Medical University. Relation-
ship between the SNP site and colorectal cancer 
susceptivity was analyzed.

RESULTS: Three SNP sites of MUTYH genes 
were found in three doubtful FAP genealogy, 
that is, IVS1-5 A>C (A/C), IVS6 + 35 A>G (A/G, 
G/G) and c.G972C (Q335H) (G/C). Eleven pa-
tients were found to generate MUTYH IVS1-5 

A/C mutation and 2 MUTYH IVS1-5 C/C muta-
tion in colorectal cancer group. And 4 patients 
were found to have MUTYH IVS1-5 A/C muta-
tion and no MUTYH IVS1-5 C/C homozygosity 
mutation in control group. Significant difference 
in MUTYH IVS1-5 A/C allele frequency was de-
tected between colorectal cancer group and con-
trol group (χ2 = 7.43, P = 0.006). Polymorphism 
of MUTYH IVS1-5 A>C was closely correlated to 
colorectal cancer susceptivity.

CONCLUSION: MUTYH IVS1-5 A>C site gene 
polymorphism plays important role in genesis 
of colorectal cancer, which is significant to etio-
pathogenesis of colorectal cancer and screening 
of high-risk group.

Key Words: Familial adenomatous polyposis; Color-
ectal cancer; MUTYH gene; PCR-CTPP method

Tong J, Wang BY. Relationship between MUTYH gene 
and occurrence of colorectal cancer in family clan of 
familial adenomatous polyposis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(31): 3576-3581

摘要
目的: 检测家族性腺瘤性息肉病(f a m i l i a l 
adenomatous polyposis, FAP)家族成员MUTYH
基因SNP位点, 为结直肠癌易感人群的筛检提
供依据. 

方法: 应用PCR-SSCP及基因测序方法检测三
个疑似FAP家系患者MUTYH基因SNP位点, 
PCR-CTPP方法检测中国医科大学附属第一
医院结直肠癌组患者283例与对照组307患者
血液DNA中MUTYH IVS1-5 A>C SNP突变位
点的情况, 分析其多态性与结直肠癌易感性的
关系. 

结果: 发现MUTYH基因3个SNP位点, 分别为
IVS1-5 A>C (A/C); IVS6+35 A>G(A/G, G/G)
及c.G972C(Q335H)(G/C). 结直肠癌患者中
发生MUTYH IVS1-5 A/C与MUTYH IVS1-5 
C/C突变的患者分别为11和2例, 对照组中发
生MUTYH IVS1-5 A/C突变的患者为4例, 但
未发现MUTYH IVS1-5 C/C纯合性突变. 对照

®

■背景资料
结直肠癌 (CRC)
是世界上最常见
的恶性肿瘤之一. 
每年近50万人死
于结直肠癌, 已引
起人们的广泛关
注 .  结 直 肠 癌 的
发生、发展是一
个多因素、多阶
段、多基因异常
改变的复杂过程. 
M U T Y H 基因定
位于1号染色体短
臂p32.1到p34.3,
长7.1 kb, 含有16
个外显子, 编码一
个535个氨基酸的
蛋白, MUTYH蛋
白是一种糖基化
酶, 定位于细胞核
和 线 粒 体 内 .  目
前 M U T Y H 基因
已发现多个SNP, 
在家族遗传性胃
癌 中 也 发 现 了
MUTYH的突变.

■同行评议者
倪润洲, 教授, 南
通大学附属医院
消化内科
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组中MUTYH IVS1-5 A/C等位基因频率与结
直肠癌组相比, 有显著性差异(χ2 = 7.43, P  = 
0.006). MUTYH IVS1-5 A>C多态性与结直肠
癌易感性有相关性.

结论: MUTYH IVS1-5 A>C位点基因多态性在
结直肠癌发生中起着作用, 其对了解结直肠
癌的发病机制及对高危人群的筛检具有重大
意义.

关键词: 家族性腺瘤性息肉病; 结直肠癌; MUTYH

基因; PCR-CTPP法
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0  引言

碱基切除修复途径在生物体内是保守的, 在参

与修复氧化损伤所引起的突变中起到至关重要

的作用. 其中MUTYH基因定位于染色体1p32.1
至p34.3, MUTYH基因编码一种特异的腺嘌呤

转葡糖基酶, 在复制后切除子链DNA中与母链

8-oxodG错配的A. 如果MUTYH蛋白失活, 则易导

致复制过程中G∶C-A∶T的颠换. 研究表明在癌

基因及抑癌基因中, 由于碱基切除修复途径缺陷

所引起的基因突变频率的增加能导致肿瘤发生. 

1  材料和方法

1.1 材料 3个受检家系血样标本均来源于中国医

科大学附属第一医院. 且经患者及其家族成员同

意对其血样进行基因筛查. 家系一受检者2005年
诊断为早期胃癌行纤维结肠镜检查示盲肠、升

结肠、乙状结肠均有多发息肉. 其妹行纤维结肠

镜检查发现有散发小的大肠息肉. 病理诊断为肠

腺瘤、中度异型. 家系二受检者其兄于20年前行

大肠癌手术, 于术后半年死亡. 为其家族第1个发

病者. 其姐于其兄发病后行纤维结肠镜检查, 发
现全结肠多发息肉, 行病理检查未发现癌. 遂行

全结肠切除术, 保留直肠. 当时受检者29岁, 行纤

维结肠镜检查, 发现盲肠和直肠散在数十个非密

生型息肉, 大小为1-8 mm. 病理诊断为肠腺瘤、

中度异型. 家系三受检者其父于2000-01便血, 行
纤维结肠镜检查, 镜下呈典型的FAP密生型息肉. 
病理示升结肠高分化腺瘤, 其父并于2007-08-09
因直肠癌肝肺转移病逝.

本研究中结直肠癌组患者283名与对照组

307名均来源于中国医科大学附属第一医院. 且

经患者及其家属同意对其血样进行基因检测.
1.2 方法 
1.2.1 DNA提取: 对每个受检者抽取约5 mL静
脉血, 经DNA提取试剂盒QIAamp® DNA Blood 
Maxi Kit提取受检者全血中DNA.
1.2.2 RNA提取: 对每个受检者抽取约5 mL静脉

血, 经RNA提取试剂盒PAXgene Blood RNA Kit
提取受检者全血中RNA.
1.2.3 引物的设计与合成: 在GenBank中登载

人M U T Y H(N M_012222 .1)基因全序列 ,  应
用Ol igo@S igma Genosys软件分别对APC及

MUTYH基因全部外显子设计引物. 
1.2.4 PCR反应体系: 20 μL PCR反应体系为: 
Hotstar Taq DNA聚合酶0.2 U 10×PCR缓冲液包

含15 mmol/L MgCl2 共2 μL, 200 μmol/L dNTP 1.6 
μL, 每种0.25 μmol/L引物0.2 μL, 加入1 μL模板

DNA, 加双蒸水至20 μL. 反应条件设置为: 95℃
预变性15 min, 94℃变性30 s, 退火30 s, 72℃延伸

1 min, 重复37个循环, 最后72℃充分延伸10 min. 
1.2.5 限制性内切酶反应体系: 20 μL限制性内切

酶反应体系为: PCR扩增产物15 μL, 10×缓冲液

2 μL, 100×BSA 0.2 μL, 各种限制性内切酶5 U, 
37℃孵育过夜.
1.2.6 单链构像多态性分析(single strand confor-
mation polymorphism, SSCP): PCR扩增后产物

或PCR扩增酶切后产物17 μL与FEXB(950 mL/L
甲酰胺, 0.02 mol/L EDTA, 0.25 g/L溴酚蓝)按 
1∶1.5比例混合, 96℃变性15 m in后置于冰中. 
然后各取10 μL上样于120 g/L聚丙烯酰胺凝胶, 
在4种条件下(常温, 常温+50 mmol/L甘油, 4℃, 
4℃+50 mmol/L甘油)电泳, 电压为150 V. 常温电

泳3.5 h, 4℃电泳4.5 h. 然后将聚丙烯酰胺凝胶

银染, 观察结果, 如果在凝胶上出现与正常对照

组不同的条带, 即泳动移位、多余条带或条带

变宽者视为异常条带, 提示有突变的可能性, 待
DNA测序分析.
1.2.7 DNA测序: 在凝胶上出现异常条带者, 应
用Sanger双脱氧终止法对PCR-SSCP法检测出

的可疑P C R产物进行测序 .  所用测序仪器为

ABI PRISM 3100, 测序前应用QIAquick PCR 
Purification Kit净化PCR产物, 使用Nanodrop 
ND-1000分光光度仪对DNA进行定量. 测序试剂

为ABI BigDye® Terminater v3.1 Cycle Sequence 
Kit序列分析软件为GENETYX 8.
1.2.8 相对的两对引物-聚合酶链反应(polymerase 
chain reaction with confronting two-pair primers, 

■研发前沿
近年来, 结直肠癌
的发病率呈明显
上升趋势, 已引起
人们的广泛关注.
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PCR-CTPP): 针对MUTYH基因突变位点IVS1-5 
A>C设计引物, 引物设计方法同上, PCR-CTPP
反应体系里同时加入两对引物 ,  其序列为 : 
Primer F1: 5'-GTC TTT GCA TGT CTC CAG 
GG-3'及Primer R1: 5'-CCA TGT TAC CCA AGC 
TGG TC-3'; Primer FT: 5'-CTT TGG CTG GGT 
CTT TTT GTT-3'及Primer RC: 5'-CTT CCT CAT 
GAT GGC CTG AC-3'(Sigma公司). 退火温度为

60℃, 共40个循环. 引物所设位置及CTPP-PCR
扩增所得产物见图1.

统计学处理  以χ 2检验比较各基因型 ,  相
关危险因素暴露在病例与对照之间分布的差

异. 以比值比(odd ratios, OR )及其95% CI表示

相对危险度, 其计算采用Logistic回归模型, 以
MUTYH IVS1-5野生基因型(A/A)作参照; OR值

经年龄、性别校正. 采用SPSS12.0统计软件进行

分析, 所有的统计检验均为双侧概率检验.

2  结果

2.1 基本特征 本研究中患者年龄范围20-74岁, 
结直肠癌组平均年龄为62.15±6.16岁, 对照组

的平均年龄为58.81±6.78岁, 差异有显著性(u  = 
6.27, P <0.001). 结直肠癌组和对照组中男性频率

分别为61.10%和52.10%, 经卡方检验有显著性

差异(χ2 = 4.87, P  = 0.027). 受检者于2000年其父

诊断为FAP时行纤维结肠镜检查, 未见异常, 7年
来未再次检查. 3个受检家系如图2所示.
2.2 PCR及基因测序 应用PCR-SSCP及基因测序

方法检测3个疑似FAP家系患者MUTYH基因全

部外显子, 发现MUTYH基因3个SNP位点, 分别

为IVS1-5 A>C(A/C); IVS6+35 A>G(A/G, G/G)
及c.G972C(Q335H)(G/C)如表1所示. 我们选择

MUTYH IVS1-5 A>C SNP突变位点作为研究靶

点(参见NCBI SNP数据库).
应用PCR-CTPP方法检测中国医科大学附

属第一医院结直肠癌组与对照组患者在血液

DNA中MUTYH IVS1-5 A>C SNP突变位点的情

况如图3, 结果发现在283例结直肠癌患者中发

生MUTYH IVS1-5 A/C与MUTYH IVS1-5 C/C突
变的人数分别为11人、2人, 在307例对照组中发

生MUTYH IVS1-5 A/C突变的人数为4人, 但未

发现MUTYH IVS1-5 C/C纯合性突变.

图  2  3个受检家系. A: 疑似FAP家系1; B: 疑似FAP家系2; 

C: 疑似FAP家系3.

A

B

CI CI

65 61

3034
36

GC SAH

495456

GC CRC

Ca

GCAMI CRC
FAP+

UC DM DM
AMI

51 48 43

C

■相关报道
目 前 M U T Y H 基
因 已 发 现 多 个
SNP, 其中研究比
较多的是Y165C
和G382D. 在家族
遗传性胃癌中也
发 现 了 M U T Y H
的突变, 在日本发
现IVS10-2 A>G
剪切位点的突变, 
在中国家族遗传
性胃癌中, 也发现
了两个新的突变
位点: Pro18Leu和
Gly25Asp.

图  1  引物所设位置及CTPR-PCR扩增所得产物. 上图

为PCR-CTPP所设引物在MUTYH基因上位置以及与

MUTYH IVS1-5 A>C突变位点的关系; 中图为PCR-

CTPP产物在琼脂糖凝胶电泳中的影像. 其中a-c: MUTYH 

IVS1-5基因野生型纯合子(A/A); d-f: MUTYH IVS1-5基因

突变型杂合子(A/C); g-h: MUTYH IVS1-5基因突变型纯

合子(C/C). 下图从左至右分别为MUTYH IVS1-5基因野生

型纯合子(A/A); MUTYH IVS1-5基因突变型杂合子(A/C); 

MUTYH IVS1-5基因突变型纯合子(C/C)的基因测序结果.

a          b        c         d        e         f          g         h
CTG AAACAAAAA CTG ANACAAAAA CTG ACACAAAAA

IVS1-5 A/A IVS1-5 A/C IVS1-5 C/C

MUTYH IVS1-5 A>C

5' 3'

R1

RAF1

FC

A
C
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2.3 基因型分布 结直肠癌组和对照组中MUTYH 
IVS1-5 A>C多态基因型的分布频率见表2. 对照

组中MUTYH IVS1-5 A/C等位基因频率为0.65%, 
结直肠癌组的MUTYH IVS1-5(A/C)及(C/C)频率

为2.65%; 经卡方检验有显著性差异(χ2 = 7.43, P  
= 0.006).
2.4 MUTYH IVS1-5 A>C多态性与结直肠癌易

感性的关系 结直肠癌患者中MUTYH IVS1-5多
态基因型的调整比值比见表2. 以携带MUTYH 
IVS1-5基因野生型(A/A)的个体为参照组, 调整

年龄、性别的混杂作用前后, 携带至少1个MU-
TYH IVS1-5等位基因(即A/C和C/C基因型)的个

体罹患结直肠癌的危险显著增高, 调整分别为

OR  = 3.64(95% CI: 1.17-11.32)和OR  = 3.60(95% 
CI: 1.21-10.48).

3  讨论

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是世界上最常

见的恶性肿瘤之一, 仅2000年全球就有945 000
新发病例, 每年近50万人死于结直肠癌, 仅次于

肺癌乳癌居恶性肿瘤发病率的第3位[1]. 结直肠

癌在我国也是最常见的恶性肿瘤之一, 目前居

恶性肿瘤发病率第4位. 近年来, 结直肠癌的发

病率呈明显上升趋势, 已引起人们的广泛关注. 
结直肠癌的发生、发展是一个多因素、多

阶段、多基因异常改变的复杂过程. 可因原癌

基因和抑癌基因突变累积而成, DNA损伤修复

系统缺陷亦可导致基因突变率增高, 促进肿瘤

发生[2-3]. DNA损伤修复系统是机体内主要的防

御屏障, 参与修复由内外环境因素所致的DNA
损伤. DNA修复能力缺陷或低下将增加基因突

变和细胞癌变的危险[4]. 研究表明, DNA修复能

力低于一般人群平均水平的个体对肿瘤易感. 
因此, DNA修复能力的个体差异可能是决定肿

瘤遗传易感性极其重要的因素[5]. 现在知道, 许
多DNA修复基因具有SNP, 越来越多的研究表明

SNP能导致氨基酸替换进而改变相应修复酶的

活性[6]. 因此, DNA修复基因SNP是导致DNA修

复能力个体差异的重要原因, 特别是位于基因

编码区或调节区的SNP. 研究表明, DNA修复基

表  2  结直肠癌组和对照组MUTYH IVS1-5多态基因型分布频率

     
分组

     			           MUTYH IVS1-5多态基因型

		        野生型                突变型杂合子             突变型纯合子	    
χ2	   P 值

对照组		    303(98.70)	    4(1.30)		    0(0.00)		

结直肠癌组	   270(95.41)              11(3.89)		    2(0.70)		  7.10	 0.029a

aP<0.05 vs  对照组.

表  1  3个受检家系患者APC与MUTYH基因PCR-SSCP及基因测序结果

     
基因	       位置	                             突变	      家系一患者          家系二患者         家系三患者

MYH	   内含子		  IVS1-5 A>CΔ	        wild type	      A/C	           wild type

	   内含子		  IVS6+35 A>G	        wild type	      A/G	           G/G

	   外显子12	 c.G972C(Q335H)	        wild type	      G/C	           wild type

图  3  左侧为疑似MAP家系二患者
SNP突变位点MUTYH IVS1-5 A>C使用
PCR-SSCP方法的检测结果; 右侧为该
患者SNP突变位点MUTYH IVS1-5基因
测序结果. 1: Control-1; 2: Control-2; 

3: Patient 1; 4: Patient 2; 5: Patient 3; 6: 

Control-3.

GANACAAAAAGACCCAGCCAAAG
         120                      130

IVSI-5 A>C  A/C

T: RT
Glycerol
   (+)

T: 4℃
Glycerol
   (-)

1    2   3    4    5 1  2   6   3   4  5

MYH intron IVS1-5 A>C

■创新盘点
本研究首次报道
了 D N A 修 复 基
因 M U T Y H 在人
群 中 的 一 个 新
的SNP突变位点
MUTYH IVS1-5 
A > C ,  并 且 就
MUTYH IVS1-5 
A>C多态性与结
直肠癌易感性的
关系进行了分析, 
并提示 M U T Y H 
IVS1-5 A>C位点
基因多态性在结
直肠癌发生中起
着重要作用.
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因的遗传多态性可导致个体发生癌症的危险性

增高[7-8]. 
人类DNA损伤修复系统主要包括: 碱基切

除修复(BER)、核酸切除修复(NER)和错配修复

(MMR)等[9]. 而MUTYH是碱基切除修复(BER)
的三级防御, MUTYH 基因定位于1号染色体短

臂p32.1到p34.3, 长7.1 kb, 含有16个外显子, 编
码一个535个氨基酸的蛋白[10], MUTYH蛋白是

一种糖基化酶, 定位于细胞核和线粒体内[11]. 在
DNA复制后他能迅速扫描子链DNA, 切除子

链DNA中与母链8-oxodG错配的A[12-15], 如果

MUTYH蛋白失活, 则易导致复制过程中G∶C
→A∶T的颠换, 从而促进肿瘤的发生[16-17]. 

目前MUTYH基因已发现多个SNP[17], 其
中研究比较多的是Y165C和G382D. 在家族遗

传性胃癌中也发现了MUTYH的突变, 在日本

发现IVS10-2 A>G剪切位点的突变[4], 在中国家

族遗传性胃癌中, 也发现了两个新的突变位点: 
Pro18Leu和Gly25Asp[6]. 本研究首次报道了DNA
修复基因MUTYH在人群中的一个新的SNP突
变位点MUTYH IVS1-5 A>C, 并且就MUTYH 
IVS1-5 A>C多态性与结直肠癌易感性的关系进

行了分析. 结果发现携带MUTYH IVS1-5基因突

变型杂合子(A/C)或MUTYH IVS1-5基因突变型

纯合子(C/C)基因型的个体罹结直肠癌的危险是

携带MUTYH IVS1-5基因野生型纯合子(A/A)的
3.64, 调整年龄、性别的混杂作用前后, OR值仍

为3.60. 提示MUTYH IVS1-5 A>C位点基因多态

性在结直肠癌发生中起着重要作用. 
个别学者对MUTYH基因的点突变进行了

功能分析[17]. 研究发现Y165C和G382D突变可以

减低大肠杆菌中MUTY的表达数量. 他们同时使

用底物类似物FA(2-fluoro-2-deoxyadenosine)对
酶作用底物亲和力进行评价, 结果发现这两种

突变均严重影响MUTYH识别FA以及区分鸟嘌

呤与8-oxoG的能力. 也许MUTYH IVS1-5 A>C
点突变也有类似的作用. 此外, MUTYH IVS1-5 
A>C SNP突变位点位于MUTYH与复制蛋白

A(replication protein A, RPA)的结合位点[18]. 而
RPA具有单链结合和解旋的功能, 在DNA复制

开始和延长阶段起着重要作用[19-20]. 在DNA复制

过程中, RPA磷酸化可改变他与DNA结合的活

性以及与参与DNA复制的各种蛋白质的相互作

用, 进而调节DNA复制. 此外, RPA除了参与正常

DNA的复制, 还参与了DNA损伤应激反应, 如核

苷酸切除修复(nucleotide excision repair, NER)、

DNA错配修复(DNA mismatch repair, MMR)、
同源重组(homologous recombination, HR)和非同

源末端连接(non-homologous end joining, NHEJ)
等修复过程. 这些均可能是提高MUTYH IVS1-5
基因突变型携带者的结直肠癌易感性的原因, 
其具体机制还需进一步探讨. 

本研究首次发现了DNA修复基因MUTYH
一个新的SNP突变位点MUTYH IVS1-5 A>C, 并
且分析了MUTYH IVS1-5 A>C多态性对结直肠

癌发生存在一定的影响, 提示MUTYH IVS1-5 
A>C多态性是构成结直肠癌遗传易感性的重要

因素, 这对了解结直肠的发病机制及对于预防、

早期诊断及早期治疗结直肠癌具有重大意义. 
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Abstract
AIM: To investigate expressional changes of 
serum sIL-2R and IL-8 in colorectal cancer 
patients as well as their clinical significance.

METHODS: Serum levels of sIL-2R and IL-8 
were measured using the double antibody sand-
wich ELISA in 28 patients with colorectal cancer 
before and after operation, 17 cases with intesti-
nal polyp and 25 healthy controls.

RESULTS: sIL-2R and IL-8 serum levels were 
found significantly higher in colorectal cancer 
patients than that in the intestinal polyp and 
controls (180.1 ± 83.22 vs 61.3 ± 12.12, 52.3 ± 
11.21; 3.09 ± 0.21 vs 2.49 ± 0.19, 2.33 ± 0.18, all 
P < 0.001). The serum level of sIL-2R and IL-8 
declined remarkably after the radical operation 
(80.2 ± 40.31 vs 114.1 ± 72.3, 2.53 ± 0.15 vs 2.81 ± 
0.17, both P < 0.01) and decreased after palliative 
operation (242.1 ± 60.3 vs 319.8 ± 67.3, 2.77 ± 0.20 
vs 3.67 ± 0.19, both P < 0.05). Serum changes in 
sIL-2R and IL-8 were positively correlated with 

the degree of differentiation in patients with 
colorectal cancer.

CONCLUSION: Dynamic monitoring serum levels 
of sIL-2R and IL-8 level may be useful for diagno-
sis and prognosis in colorectal cancer patients.  

Key Words: Colorectal neoplasms; sIL-2R; Inter-
leukin-8; Enzyme linked immunosorbent assay

Jin S, Zhao YY. Pre- and post-operative changes and 
significance of serum sIL-2R and IL-8 in colorectal cancer 
patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(31): 
3582-3584

摘要
目的: 探讨sIL-2R、IL-8在大肠癌患者术前术
后血清中表达及临床意义. 

方法: 双抗体夹心ELISA法检测28例大肠癌患
者的sIL-2R、IL-8血清水平; 并同时检测大肠
息肉患者17例和健康人25例作为对照组. 

结果: 大肠癌患者血清中sIL-2R、IL-8含量明
显高于对照组以及大肠息肉组(180.1±83.22 
vs  61.3±12.12, 52.3±11.21; 3.09±0.21 vs  
2.49±0.19, 2.33±0.18, 均P <0.001), 手术后
显著下降, 其中根治组下降显著(80.2±40.31 
vs  114.1±72.3, 2.53±0.15 vs  2.81±0.17, 均
P <0.01), 姑息组亦有所下降(242.1±60.3 vs  
319.8±67.3, 2.77±0.20 vs  3.67±0.19; 均
P <0.05). 大肠癌患者血清sIL-2R、IL-8变化与
分化程度呈正相关. 

结论: 动态监测sIL-2R、IL-8的血清表达量有助
于临床进行疗效评价, 判断大肠癌患者的预后.

关键词: 大肠癌; 可溶性白介素-2受体; 白介素-8; 
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0  引言

大肠癌是目前高发消化系肿瘤, 其发生发展和

®

■背景资料
大肠癌是目前高
发 消 化 系 肿 瘤 , 
其发生发展和转
移是一个多因素
参与多阶段发展
的复杂过程, sIL-
2R、IL-8都直接
或 间 接 参 与 了
某些肿瘤的发生
发展以及免疫过
程. 正常人体液中
sIL-2R以及IL-8含
量较低, sIL-2R来
自于活化淋巴细
胞膜IL-2受体的α
链成分, 是一种免
疫抑制因子由细
胞膜释放进入循
环或培养上清中, 
能够抑制T细胞的
增生反应, 是重要
的封闭因子, 其在
很多实体瘤中增
高明显, 而且和转
移相关. 

■同行评议者
曹杰 ,  主任医师 , 
广州医学院附属
广州市第一人民
医院胃肠外科
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转移是一个多因素参与多阶段发展的复杂过程, 
sIL-2R、IL-8都直接或间接参与了某些肿瘤的

发生发展以及免疫过程. 我们选取这两个指标, 
在大肠癌术前术后患者中对其进行了检测, 以
探讨这两个指标与大肠癌的诊断治疗以及发生

发展之间的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集本院以及北京市平谷区医院肿瘤

科2006-07/2008-03大肠癌患者标本28例, 其中

男15例, 年龄43-75(平均62.1)岁; 女13例, 年龄

39-72(平均59.1)岁. 其中高中分化癌15例, 低分

化癌13例, 所有患者均经病理检验确诊; 临床

Duke's分期, A期4例, B期7例, C期8例, D期9例. 
根治切除者19例, 姑息切除者9例. 大肠息肉患

者17例, 为本院以及平谷区医院2007年住院患

者, 男10例, 年龄23-69(平均54.7)岁; 女7例, 年龄

33-71(平均55.8)岁; 其中管状腺瘤7例, 混合型腺

瘤6例, 绒毛状腺瘤4例. 对照组25例, 均为同期健

康体检者, 男14例, 年龄25-69(平均52.7)岁; 女11
例, 年龄31-71(平均53.8)岁.
1.2 方法 空腹采取静脉血3 mL, 2% EDTA抗凝, 
3000 r/min离心5 min, 分离血清-20℃冻存; 癌症

患者术前3 d抽取血样, 术后10 d再留取术后血

样. 双抗体夹心ELISA法检测sIL-2R和IL-8水平.  
统计学处理 利用SPSS10.0软件进行数据处

理, 采用Student t检验, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 对照组与大肠癌患者血清sIL-2R、IL-8检

测结果及比较 大肠癌sIL-2R、IL-8血清浓度与

对照组相比, 差异有统计学意义(sIL-2R: 180.1
±83.22 vs  52.3±11.21, P <0.001; IL-8: 3.09±
0.21 vs  2.33±0.18, P <0.001), 与息肉相比亦

有显著性差异(sIL-2R: 180.1±83.22 vs  61.3±
12.12, P <0.001; IL-8: 3.09±0.21 vs  2.49±0.19, 
P <0.001, 表1).
2.2 手术前后sIL-2R、IL-8检测结果 手术后大

肠癌sIL-2R、IL-8血清浓度与术前相比, 差异有

统计学意义(127.4±75.6 vs  192.1±88.2, 2.65±
0.19 vs  3.11±0.21; P <0.01); 其中根治术有显著

性差异(80.2±40.31 vs  114.1±72.3, 2.53±0.15 
vs  2.81±0.17; P <0.01), 姑息术亦有显著性差异

(242.1±60.3 vs  319.8±67, 2.77±0.20 vs  3.67±
0.19; P <0.05, 表2).
2.3 与不同分化程度的关系 高中分化组与低分

化之间有显著性差异(P <0.05, 表3), 大肠癌患者

血清sIL-2R、IL-8变化与分化程度呈正相关, 低
分化组水平明显高于高中分化组.

3  讨论

正常人体液中sIL-2R以及IL-8含量较低, sIL-2R
来自于活化淋巴细胞膜IL-2受体的α链成分, 是
一种免疫抑制因子由细胞膜释放进入循环或培

养上清中, 能够抑制T细胞的增生反应, 是重要

的封闭因子, 其在很多实体瘤中增高明显, 而且

和转移相关[1]. 这可能与癌发生后其在生长过程

中引起淋巴细胞增生或者激活, 引起sIL-2R的分

泌增加有关, 并且在sIL-2R表达较高的状态下, 
NK细胞的功能受到抑制. 作为抑制因子高水平

的IL-2R反过来还可以抑制活化的淋巴细胞, 使
其转入抑制状态, 阻止淋巴细胞浸润肿瘤组织; 
他作为封闭因子与膜IL-2R竞争结合周围的IL-2, 
从而抑制T细胞单克隆增殖; 因为抑制NK细胞

功能最终可导致机体细胞免疫功能低下, 使肿

瘤细胞逃脱宿主免疫反应, 因此其和预后关系

密切. 综合起来虽然多数文献认为sIL-2R在消

化系肿瘤中的表达无特异性, 但因为其表达和

肿瘤患者本人免疫状态相关性较好, 高表达的

患者预后往往很差, 因此该指标和病情判断、

■应用要点
sIL-2R指标和病
情判断、疾病分
期、疗效分析以
及预后状况相关
性较好, 有望作为
一个新的辅助诊
断指标应用于临
床.

表  1  不同患者以及对照组sIL-2R、IL-8血清水平的变化

     
分组                 n             sIL-2R(nmol/L)             IL-8(ng/L)

对照组	      25	     52.3±11.21b	    2.33±0.18b    

大肠息肉	      17	     61.3±12.12b	    2.49±0.19b

大肠癌	      28	   180.1±83.22	    3.09±0.21

bP<0.01 vs  大肠癌组.

表  2  不同术式sIL-2R、IL-8血清水平的变化

     
分组                         n        sIL-2R(nmol/L)          IL-8(ng/L)

根治组术前          19       114.1±72.30        2.81±0.17

根治组术后          19         80.2±40.31b       2.53±0.15b

姑息术前               9       319.8±67.30        3.67±0.19

姑息术后               9       242.1±60.30a       2.77±0.20a

aP<0.05, bP<0.01 vs  根治术前.

表  3  不同分化组sIL-2R、IL-8血清水平的变化

     
分组                       n           sIL-2R(nmol/L)          IL-8(ng/L)

高中分化组        15          152.3±11.2         2.95±0.19

低分化组            13          212.3±12.1        3.24 ±0.23
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疾病分期、疗效分析以及预后状况相关性较好, 
有望作为一个新的辅助诊断指标应用于临床[2-3]. 

IL-8具有诱导肿瘤血管增生的作用, 可以调

节血管增殖以及渗透性, 并且是一种自分泌生

长因子, 已经证实他可以促进多种肿瘤的生长

浸润以及转移和扩散[4]. 本研究证实了在大肠癌

患者血清中其显著增高, 并与分化程度相关, 随
手术切除而下降, 这可能和手术切除后血管增

生受到抑制并且肿瘤细胞对淋巴细胞增生的刺

激减弱, 从而使其浓度降低; 反过来这些也会对

肿瘤的复发和生长具有延缓作用[5]. 手术切除后, 
尤其是根治术后sIL-2R、IL-8降低明显, 有效地

解除了机体的免疫抑制, 使机体的免疫功能以

及NK细胞功能得以恢复, 并且IL-8的表达降低

可以抑制血管增生以及癌细胞的增殖扩散, 有
报道在治疗中sIL-2R下降越明显的患者其预后

越好. 对于我们的试验患者的预后与转归是否

和其相关还需要进一步的临床资料积累以及时

间去验证, 但近期来看还是有关联的, 这两个指

标下降明显的患者其表征表现优于其他患者.      

总之, sIL-2R以及IL-8是和大肠癌病程发展

预后相关的有效指标, 检测他们有助于临床判

断肿瘤的病变进程以及监测手术疗效, 因此对

二者的监测具有一定的临床意义, 可作为辅助

指标应用于临床患者的病常监控, 至于其实际

意义还需要进一步的资料积累以及随访.  
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Abstract
AIM: To invest igate the express ion and 
clinicopathological significance of TSLC1 and 
DAL-1/4.1B proteins in pancreatic cancer.

METHODS: Immunohistochemical S-P method 
was used to measure the protein expression of 
TSLC1 and DAL-1/4.1B in 9 cases of normal 
pancreatic tissues, 11 cases of pancreatitis tissues 
and 42 cases of pancreatic cancer tissues, respec-
tively. 

RESULTS: The positive expression rates of 
TSLC1 and DAL-1/4.1B in pancreatic carcinoma 
were significantly lower than those in normal 
pancreatic tissues and pancreatitis tissues re-
spectively (30.95% vs 77.78%, 81.82%; 28.57% vs 
66.67%, 81.82%, P < 0.05 or 0.01). The expression 
levels of TSLC1 and DAL-1/4.1B in pancreatic 

cancer showed a significant correlation with the 
differentiation degree, lymph node metastasis 
and TNM staging (P < 0.05, respectively), but 
not with the gender, age, location or pathologi-
cal typing. In 42 cases of pancreatic carcinoma, a 
significantly positive correlation was found be-
tween the expression of TSLC1 and DAL-1/4.1B 
proteins (rs = 0.489, P < 0.01). 

CONCLUSION: Down-regulated expression of 
TSLC1 and DAL-1/4.1B exist in pancreatic can-
cer, which are involved in the pathogenesis, de-
velopment and metastasis of pancreatic cancer 
through TSLC1- DAL-1/4.1B cascade. 

Key Words: Pancreatic carcinoma; Immunohisto-
chemistry; TSLC1; DAL-1/4.1B

Liu ZQ, Zhao Q, Li DM, Qin H, Wang Y, Liao YS, Zhang 
CF, Ke XY. Expression and clinical significance of TSLC1 
and DAL-1/4.1B in pancreatic cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(31): 3585-3589

摘要
目的: 探讨TSLC1和DAL-1/4.1B两种蛋白在
胰腺癌中的表达和临床病理意义.

方法: 采用免疫组织化学S-P法检测42例胰腺
癌组织、11例胰腺炎组织和9例正常胰腺组织
中TSLC1和DAL-1/4.1B两种蛋白的表达. 

结果: TSLC1、DAL-1/4.1B蛋白在胰腺癌组
织中的阳性表达率均明显低于在正常胰腺组
织和胰腺炎组织中的表达(30.95% vs  77.78%, 
81.82%; 28.57% vs  66.67%, 81.82%, P <0.05或
0.01). TSLC1和DAL-1/4.1B蛋白的异常表达
均与胰腺癌的分化程度、淋巴结转移和TNM
分期相关(P <0.05), 而与患者的性别、年龄、

部位和病理分型无关. 在42例胰腺癌中TSLC1
与DAL-1/4.1B蛋白表达呈显著正相关(r s = 
0.489, P <0.01).

结论: 胰腺癌中存在TSLC1和DAL-1/4.1B
基因的失活和蛋白表达下调, 二者可能通过
TSLC1-DAL-1/4.1B级联反应共同参与胰腺癌
的发生、发展和转移.

www.wjgnet.com
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■背景资料
TSLC1作为一种
新的抑癌基因参
与细胞间黏附、

细胞运动、信号
转导及免疫调节, 
在多种肿瘤中呈
现异常表达 ,   并
与肿瘤的多种生
物学特性密切相
关, 其作用的分子
机制尚待进一步
研究. 

■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; 周国雄, 主任
医师,南通大学附
属医院消化内科
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0  引言

TSLC1(tumor suppressor in lung cancer-1)
是2001年由Kuramochi e t a l应用funct ional 
complementation蛋白融合技术在人类非小细胞

肺癌(human non-small-cell lung cancer, NSCLC)
中发现的一种抑癌基因 ,  该基因的突变与失

活与人类多种肿瘤 ,  包括胰腺癌的发生发展

密切相关[1-2]. DAL-1(differentially expressed in 
adenocarcinoma of the lung)/4.1B是用差异显色

PCR(DDPCR)技术在原发性NSCLC和NSCLC
细胞系中发现表达减少的新型基因, 其在人类

多种原发肿瘤中发生缺失, 并导致肿瘤细胞无

限制生长[3]. 胰腺癌是消化系统一种常见的恶性

肿瘤, 大多数患者发现时均为中晚期, 预后较差. 
考虑到TSLC1和DAL-1/4.1B在人类多种组织

中的广泛表达, 我们推测二者与胰腺癌也有密

切联系. 应用免疫组化方法检测TSLC1和DAL-
1/4.1B蛋白在胰腺癌组织中的表达情况, 旨在探

讨TSLC1和DAL-1/4.1B蛋白表达与胰腺癌的发

生, 发展和临床病理学特征及预后的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集同济医学院附属同济医院2000-01/ 
2007-06手术切除的胰腺癌标本42例, 其中男29
例, 女13例, 年龄18-76(54.76±14.73)岁. 淋巴结

转移: 阳性者16例, 阴性者26例. TNM分期: Ⅰ-Ⅱ
期23例, Ⅲ-Ⅳ期19例. 分化程度: 按WHO分类, 高
分化腺癌12例, 中分化腺癌17例, 低分化腺癌13
例. 取11例胰腺炎组织标本和9例正常胰腺组织

标本做对照.  所有标本均经40 g/L缓冲中性甲醛

溶液固定, 常规石蜡包埋, 5 μm厚度连续切片, 1
张行常规HE染色, 供组织学观察并行病理分型

和诊断, 另3张制成涂胶白片作免疫组织化学染

色用. 兔抗人多克隆抗体TSLC1购自Santa Cruz 
Biotechnology USA, 羊抗人多克隆抗体DAL-
1/4.1B购自Abcam公司, 免疫组化SP试剂盒和

DAB显色试剂盒均购自北京中杉生物技术有限

公司.
1.2 方法 采用免疫组织化学S-P法对胰腺癌组
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织和胰腺炎组织中TSLC1和DAL-1/4.1B蛋白的

表达进行检测. 实验步骤严格按照试剂盒说明

书操作, 石蜡切片经脱蜡, 梯度酒精水化后, 用
30 mL/L双氧水37℃温箱孵育20 min, 0.01 mol/L 
(pH = 6.0)枸橼酸盐缓冲液在电炉加热90-95℃
中修复抗原, 加入50 mL/L山羊血清或兔血清分

别孵育30 min后再分别加入一抗(TSLC1工作液

浓度1∶100; DAL-1/4.1B工作液浓度: 1∶1500) 
4℃过夜, 再分别加二抗和生物素化过氧化酶

37℃温箱孵育30 min, DAB显色, 苏木素复染, 封
片, 镜检.  阳性对照采用已知阳性片为标准, 阴
性对照采用PBS代替一抗为标准, 其余步骤相

同.  TSLC1蛋白以细胞膜或细胞质内出现棕黄

色颗粒判断为阳性细胞, 按照国外文献方法[4], 
高倍镜下随机选取10个视野, 每个视野200个细

胞,计算阳性细胞数<30%为阴性(-), 阳性细胞数

≥30%为阳性(+). DAL-1/4.1B蛋白以胞质或胞膜

有棕黄色颗粒判断为阳性细胞. 染色结果判断标

准方法: 先按染色强度计分: 0分为无色, 1分为浅

黄色, 2分为棕黄色, 3分为棕褐色; 再在高倍镜下

(×400倍)对每张切片随机选取5个高倍镜视野观

察细胞, 每个视野500个细胞, 共计2500个, 按阳

性细胞所占的百分比计分: 0分为阴性, 1分为阳

性细胞<10%, 2分为10%-50%, 3分为>50%, 染色

强度与阳性细胞百分比的乘积≥2分为免疫组化

阳性(+), 否则计为免疫组化阴性(-). 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行χ2

检验和四格表的精确概率法判断TSLC1和DAL-
1/4.1B蛋白表达与各病理指标的相互关系, 运用

Spearman相关系数来判断TSLC1和DAL-1/4.1B
蛋白表达之间的相关关系, 以P <0.05为差异有统

计学意义.

2  结果

2.1 TSLC1和DAL-1/4.1B蛋白在胰腺癌组织中的

表达 TSLC1蛋白阳性表达以正常胰腺组织、胰

腺炎组织和胰腺癌细胞胞膜或胞质内出现棕黄

色颗粒为标准. DAL-1/4.1B蛋白阳性表达以细

胞胞质出现棕黄色颗粒为标准, 部分细胞膜着

色. 胰腺癌组织中TSLC1和DAL-1/4.1B蛋白的

阳性表达率均较正常胰腺组织、胰腺炎组织低, 
差异有显著性(P <0.05). 而胰腺炎组织中TSLC1
和DAL-1/4.1B蛋白的阳性表达率均较正常胰腺

组织高, 差异无显著性(P >0.05, 表1).
2.2 TSLC1, DAL-1/4.1B蛋白表达和胰腺癌临

床病理学特征的关系  在42例胰腺癌组织中 , 

www.wjgnet.com

■相关报道
研究发现TSLC1
在 非 小 细 胞 肺
癌、乳腺癌、胃
癌、食管癌和宫
颈癌等多种肿瘤
中 表 达 下 调 ,  并
可通过抑制瘤细
胞增殖及诱导凋
亡、改变肿瘤细
胞的生长特性和
抑制上皮间质转
化等抑制肿瘤的
发生发展. 

■研发前沿
TSLC1是今年来
研究较多的抑癌
基 因 ,  为 指 导 临
床诊断和治疗提
供了一个新的靶
点, 但其精确作用
点、作用机制及
在胰腺癌等肿瘤
中的重要性有待
进一步研究. 
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TSLC1和DAL-1/4.1B蛋白在伴有淋巴结转、分

化程度低和TNM分期Ⅲ-Ⅳ期中的表达阳性率

均低于无淋巴结转移、分化程度高和TNM分期

Ⅰ-Ⅱ期, 差异有显著性统计意义(P <0.05), 而跟

年龄、性别、部位和病理分型无关(表2).
2.3 TSLC1及DAL-1/4.1B在胰腺癌组织中表达的

相关性 42例胰腺癌组织中TSLC1和DAL-1/4.1B
均阳性表达者为19.05%, TSLC1和DAL-1/4.1B
均阴性表达者为59.52%, 两者的表达呈正相关

(rs = 0.489, P <0.01, 表3).

3  讨论

TSLC1基因位于染色体11q23.2, 全长大于300 
kb, 含10个外显子, 其转录产物为4.4 kb或1.6 kb
长的mRNA前体, 翻译生成442个氨基酸残基的

跨膜糖蛋白. TSLC1蛋白含胞外区(373个氨基

酸、跨膜区和胞质区(46个氨基酸). 胞外区包

括3个免疫球蛋白样C2型片段, 与人神经细胞

黏附分子(neural cell adhesion molecule, NCAM)
高度同源; 跨膜区为一疏水的α螺旋; 胞质区结

构与血型糖蛋白C类似, 包括一个FERM(protein 
4.1/ezrin/radixin/moesin)结合模体和一个PDZ 
(PSD-95/Dlg/ZO-1)结合模体, 并能与相应蛋白

结合发挥其特殊功能. TSLC1属于免疫球蛋白

超家族(IGSF), 编码一类免疫球蛋白超家族细

胞黏附分子IgCAM, 该分子是参与细胞与细胞

之间相互作用的一种膜蛋白[1], 除外周血淋巴细

胞外, 人体绝大部分正常组织均表达TSLC1分
子, 他通过介导同种或异种细胞之间的相互黏

附, 在抑制上皮组织来源的恶性肿瘤中起重要

作用[1,5]. 目前的研究发现, TSLC1是一种重要的

抑癌基因, TSLC1的表达缺失或减少参与多种

肿瘤的发生发展, 包括非小细胞肺癌[1,6]、乳腺

癌[6-7]、脑脊膜瘤[8]、前列腺癌[9]、胃癌[10]、鼻

咽癌[11-12]、食管癌[13]和宫颈癌[14-15]. 临床病理学

研究分析显示TSLC1的失活在肿瘤晚期发生更

频繁. 例如, 在原发性NSCLC中, 在肿瘤的Ⅰb-
Ⅳ期比Ⅰa期优先检测到TSLC1甲基化[6]. 在原

发性食管癌中, TSLC1的缺失在Ⅱ到Ⅳ期较Ⅰ

期发生频率更高[13]. Uchino et al用免疫组化法

发现TSLC1的表达与肿瘤分期, 淋巴结受累, 淋
巴管渗透以及血管入侵呈负相关, 而且TSLC1表
达缺失的肺腺癌的四年生存期和无病生存期更

短[16]. Goto和Ito也发现TSLC1表达在肺泡腺癌

的侵袭部位的表达下调[4,17]. Yang et al [15]研究发

现在宫颈癌的CIN Ⅲs期比CIN Ⅱs期更容易检

测到TSLC1表达缺失, 而且具侵袭性的宫颈癌

常伴有TSLC1表达缺失. 因此, 我们推测TSLC1
可能与肿瘤的生物学行为, 包括侵袭和转移有

关. 本研究显示, TSLC1表达与胰腺癌分化程

度, 淋巴结转移, TNM分期有关(P <0.05), 而与患

者的性别、年龄、肿瘤部位以及病理分型无关

(P >0.05), 研究结果与国外现有文献报道一致, 
说明TSLC1可能影响胰腺癌的发生、发展、转

移, TSLC1蛋白可以作为判断胰腺癌恶性程度的

一个重要的生物学指标.  

表  1  TSLC1, DAL-1/4.1B在正常胰腺、胰腺炎和胰腺癌组
织中的表达

     
分组                       n

              TSLC1                   DAL-1/4.1B

                                          阳性表达率             阳性表达率

正常胰腺组织      9            77.78             	       66.67 

胰腺炎组织        11            81.82	       81.82

胰腺癌组织        42            30.95ab      	       28.57ab

aP<0.05 vs  正常胰腺组织; bP<0.01 vs  胰腺炎组织.

表  2  TSLC1,DAL-1/4.1B的表达及与胰腺癌临床病理因素
之间的关系 n (%)

     
	                       TSLC1表达              DAL-1/4.1B表达

                                   阳性(%)	 P 值         阳性(%)	 P 值

性别	     

    男	     29     8(27.59)    0.731       9(31.03)    0.874

    女	     13     5(38.45)	                3(23.08)	

年龄					   

    ≤45	     12     2(16.67)    0.370        1(8.33)     0.145

    >45	     30   11(36.67)	             11(36.67)	

肿瘤部位			 

    胰头癌	    18     3(16.67)    0.348       6(33.33)    0.689

    胰体癌	    16     7(43.75)	               5(31.25)	

    胰尾癌	      6     2(33.33)	               1(16.67)	

    壶腹部癌    2     1(50.00)	               0(0.00)	

分化程度			 

    高分化	    12     7(58.33)    0.023       5(41.67)    0.023

    中分化	    17     5(29.41)	               7(41.18)	  

    低分化	    13     1(7.69)	               0(0.00)	

淋巴结转移	  	

    有	     16     2(12.50)    0.042       1(6.25)      0.031

    无	     26   11(42.31)	             11(42.31)	

病理分型		

    管状腺癌  38   10(55.56)    1.000     12(31.58)    0.308

    其他	       4     1(25.00)	               0(0.00)	

TNM分期					  

    Ⅰ-Ⅱ期   23   11(47.83)    0.023     11(47.83)    0.007

    Ⅲ-Ⅳ期   19     2(10.53)	               1(5.26)	

临床病理特征     n

■应用要点
本文对TSLC1和
D A L - 1 / 4 . 1 B 在
胰腺癌中的相关
性作出了初步探
讨 ,  为 深 入 了 解
TSLC1信号通路
在肿瘤进展中的
作用奠定了基础. 

■创新盘点
本文检测了抑癌
基因TSLC1在胰
腺癌中的表达, 分
析其与胰腺癌临
床病理因素间的
关 系 及 与 D A L -
1/4 .1B蛋白表达
的 相 关 性 ,  探 讨
TSLC1基因在胰
腺癌发生发展中
的作用及可能的
分子机制. 
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DAL-1/4.1B定位于人类染色体的18P11.3
区域, 该基因编码的蛋白产物的N末端的300个
氨基酸与存在于所有的4.1超家族的蛋白中的

FERM (4.1/Ezrin/Radixin/Moesin)结构域有高度

的一致性, 因此被认为是蛋白4.1超家族的一个

新成员[3]. DAL-1/4.1B在多种组织中都有表达, 
包括胰腺组织, 但该基因的表达在大于半数的

NSCLC[3]或脑膜瘤, 室管膜瘤[18-20]和乳腺癌[21]中

表达极度减少.  据Ohno et al [22]报道DAL-1/4.1B
在消化系统中可能不仅有维持其正常结构构

建的作用, 而且有维持正常细胞增殖和黏附的

作用 ,  因此可抑制小肠上皮细胞的恶性转化 .  
Kikuch et al [23]研究发现在肺腺癌DAL-1/4.1B甲
基化的发生率随病理分期的升高而逐渐增高

(P  = 0.0026). 迄今为止, 国内外没有DAL-1/4.1B
和胰腺癌的相关报道, 本研究首次研究了DAL-
1/4.1B在胰腺癌组织的表达情况 .  结果显示

DAL-1/4.1B表达与胰腺癌分化程度, 淋巴结转

移, TNM分期有关(P <0.05), 而与患者的性别、

年龄、肿瘤部位以及病理分型无关(P >0.05), 说
明DAL-1/4.1B可能影响胰腺癌的发生、发展、

转移, 进一步证实了DAL-1/4.1B是一种广泛存

在的抑癌基因.  
Yageta et al [24]研究表明TSLC1可能通过其

胞质侧的FERM结合模体与蛋白DAL-1/4.1B结
合, 参与相邻细胞间肌动蛋白细胞骨架的构建, 
从而维持稳定的黏附结构, 当其中的一种蛋白

表达缺失时, 就会影响正常细胞黏附而导致癌

的转移. 另外, Heller et al [25]发现由于TSLC1和
DAL-1/4.1B基因甲基化引起的表达沉默在乳腺

癌的发生过程中有重要作用. Heller et al [26]研究

证实了其中一种基因的甲基化发生的几率在Ⅱ

-Ⅲ期比Ⅰ期更高, 并且阐明了TSLC1和DAL-1/
4.1B的表达沉默与NSCLC的病理学过程有重要

关系. TSLC1-DAL-1/4.1B级联反应也影响原发

性脑脊膜瘤[8,18]的发生发展. 这些都说明TSLC1
和DAL-1/4.1B之间存在密切联系, 二者共同参

与细胞骨架的构建和维持正常细胞的黏附功能

的稳定. 当TSLC1或DAL-1/4.1B表达失活时就

会引起肿瘤的转移和侵袭, 从而在人体的多种

肿瘤中发挥重要的作用. 我们用免疫组化方法

研究了胰腺癌中两种基因的表达及其相互关系, 
结果显示TSLC1、DAL-1/4.1B在胰腺癌组织中

的阳性率分别为30.95%、28.57%, 明显低于正

常胰腺组织77.78%、66.67%(P<0.05)和胰腺炎

组织81.82%、81.82%(P <0.01); TSLC1表达与

DAL-1/4.1B表达呈正相关(P <0.01). 肿瘤组织中

TSLC1与DAL-1/4.1B的相关性尚待进一步研究.
总之, TSLC1与DAL-1/4.1B在胰腺癌组织表

达下调或缺失, 两者基因表达失活均与胰腺癌的

分化程度、淋巴结转移及TNM分期有关, 并且

二者具有相关性. TSLC1蛋白可能与DAL-1/4.1B
蛋白共同参与胰腺癌的发生、发展和转移. 
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