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Abstract
Cyclooxygenase (COX) enzymes catalyze the 
rate limiting steps in prostaglandin synthesis 
and play an important role in inflammation, cell 
proliferation and apoptosis that are involved 
in the pathogenesis of many diseases. In recent 
years, great advances have been made in un-
derstanding the role of cyclooxygenase-2 in the 
pathogenesis of liver diseases. The use of selec-
tive cyclooxygenase-2 inhibitors provides a new 
avenue for clinical therapy of liver diseases. In 
this article, we will review recent advances in 
understanding the role of cyclooxygenase-2 in 
the pathogenesis of liver diseases.
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摘要
环氧合酶-2是人体合成前列腺素的关键酶, 参
与炎症反应、细胞增殖与凋亡, 在多种疾病中
发挥作用. 近年来研究发现, 环氧合酶-2与肝
脏疾病发生发展密切相关, 选择性环氧合酶-2
抑制剂有望成为临床治疗肝病的有效药物. 本
文就环氧合酶-2与肝脏疾病的研究进展作一
综述.
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0  引言

环氧合酶(cyclooxygenase, COX)是体内催化花

生四烯酸合成前列腺素(prostaglandin, PG)的
关键酶, 哺乳动物细胞表达2个亚型的COX, 即
COX-1和COX-2. 其中COX-1为结构型酶, 参与

维持机体的正常功能; COX-2属诱导型酶, 参与

炎症反应、细胞增殖、细胞凋亡等多种病理过

程. 研究发现, COX-2在正常肝组织中仅有极少量

表达, 在肝脏疾病中表达则明显增强, 因此, COX-2
在各种肝脏疾病中的作用越来越受重视[1,2]. 为此, 
本文将对COX-2在各种肝脏疾病发病机制中的

作用进行综述.

1  酒精性脂肪性肝病

酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)是由于

长期大量饮酒所致的肝脏疾病, 初期通常表现

为脂肪肝, 进而可发展成酒精性肝炎、酒精性

肝纤维化和酒精性肝硬化. 虽然此病多见于西

方国家, 但近年来在我国发病呈上升趋势, 严重

危害人民健康. ALD的发病机制仍未完全明确, 
研究热点集中在酒精和其代谢产物的毒性作用, 
氧应激和脂质过氧化, 以及炎症介质和细胞因

子的作用. COX-2就是其中一个重要的炎症因子. 
酒精性肝损伤时, 肝组织中多种细胞, 如库普弗
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■背景资料
前列腺素广泛存
在于人体许多组
织 中 ,  其 生 理 作
用 极 其 广 泛 ,  在
内分泌、生殖、
消化、血液、呼
吸、心血管、泌
尿、神经等多种
系统中发挥病理
生理作用. 研究发
现, 前列腺素参与
多种肝脏疾病的
发生发展, 而环氧
合酶-2作为前列腺
素合成中的限速
酶, 在肝脏疾病中
具有重要的作用.
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细胞、肝细胞和肝星状细胞等, COX-2表达明显

增高, 且库普弗细胞是COX-2的主要来源[3]. 氯化

轧(Gdcl3)灭活库普弗细胞后, COX-2表达明显

下降, 酒精诱导的肝脂肪变性减轻[4]. 实验性大

鼠酒精性肝损伤时, 除COX-2基因表达增强外, 
血浆内毒素、肝内TNF-α mRNA和脂质过氧化

均增高, 故推测乙醇所致的脂质过氧化和内毒

素在酒精性肝损伤时可能起协同作用, 即共同

作用于库普弗细胞致TNF-α、COX-2合成增加, 
COX-2和TNF-α共同介导LPS的肝细胞毒性而

损伤肝脏. COX-2被认为是这一系列复杂环节中

的关键最后通路[3].
有研究表明, 在酒精性肝损伤时, 内毒素血

症和氧化应激激活NF-κB, 且NF-κB的活化与大

鼠肝脏坏死性炎症的进展有关. NF-κB活化后, 
COX-2随后表达增强, 起到促炎症作用[5,6]. 乙醇

在肝脏代谢过程中产生大量的活性氧与肝细胞

膜性结构中的非饱和脂肪酸反应, 生成以丙二

醛(malondialdehyde, MDA)为主的脂质过氧化

物, MDA通过G蛋白及丝裂原激活的蛋白激酶

(mitogen activated protein kinase, MAPK)介导

的信号通路激活NF-κB抑制物α(inhibitor κBα, 
IκBα)激酶, 使NF-κB活化发生核移位. 因COX-2 
启动子上含有2个NF-κB的结合位点, NF-κB与
该位点结合后诱导COX-2的转录[7].

COX-2表达增强后发挥促炎症作用, 可能与

诱导PG系统表达改变有关. 氧应激激活PLA2, 使
细胞内游离的氨基酸增多, 大量的氨基酸在高

表达的COX-2作用下, 产生PG, 导致肝损伤进一

步加重. Enomoto等[8]对酒精喂养的动物模型进

行研究时证实被激活的库普弗细胞表达COX-2
增高, PGE2水平升高, PGE2与肝细胞膜上EP2/ 
EP4受体结合后活化腺苷酸环化酶, 使肝细胞内

cAMP增多, 引起三酰甘油在肝细胞中堆积, 参与

肝细胞中的脂肪蓄积过程. Ganey等[9]报道, 使用

酒精处理大鼠, 在ALT和AST升高的同时, 肝脏

COX-2表达也明显增高, 血浆PGD2升高, 而使用

COX-2抑制剂NS2398可以降低血浆PGD2浓度, 
同时使ALT和AST水平下降. 但此观点尚存在学

术争议, 相反的观点认为, PGE2水平升高起到抑

制脂肪肝的作用. 长期小剂量的选择性COX-2抑
制剂, 可促进酒精诱导的脂肪性肝炎的进展及肝

脏炎症, 可能与其减少COX-2产物PGE2从而消

除其他前列腺素的内源性保护作用有关[10].

2  非酒精性脂肪性肝病

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
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disease, NAFLD)是一种与胰岛素抵抗(insulin 
resistance, IR)和遗传易感密切相关的代谢应激

性肝脏损伤, 其病理学改变与ALD相似, 但患者

无过量饮酒史, 疾病谱包括非酒精性单纯性脂

肪肝(nonalcoholic simple fatty liver, NAFL)、非

酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, 
NASH)及其相关肝硬化和肝细胞癌[11]. NAFLD
是21世纪全球重要的公共健康问题之一, 亦是

我国愈来愈重视的慢性肝病问题.
目前认为, NASH与酒精性肝炎有着相似

的肝组织病理改变, Day等[12-14]提出的“二次打

击”学说可能为他们共同的发病机制. 该学说

认为各种原因引起的肝细胞脂肪积聚和脂肪变

性作为“初次打击”, 使肝细胞对各种损伤的

易感性增高, 氧应激、脂质过氧化、炎性细胞

因子释放、线粒体功能异常等形成“二次打

击”, 诱导肝脏的炎症反应, 肝细胞发生变性坏

死、肝纤维化, 最终导致肝硬化. 有关COX-2在
NASH中的作用机制报道较少. 研究表明[15], 胆
碱缺乏饮食诱导的大鼠NASH模型中, 肝脏表

达COX-2明显增高, 且其高表达与NF-κB激活

有关. 高表达的COX-2诱导TNF-α、IL-6、细胞

间黏附分子1(intercellular adhesion molecule 1, 
ICAM-1), 同时这些因子反过来又可诱导COX-2
进一步持续高表达. 使用选择性COX-2抑制剂

NS2398和塞来昔布可减轻NASH大鼠肝脏的脂

肪变及炎症反应, 证实COX-2在NASH发病中起

重要作用.

3  病毒性肝炎

慢性HBV、HCV感染常常发展为肝硬化及肝

癌, 威胁着我国人民的生命和健康. 近年研究

表明, COX-2在慢性乙型肝炎和慢性丙型肝炎

的进展中发挥着重要的作用. Cheng等[16]研究

了COX-2在病毒性肝炎所致肝纤维化患者肝脏

中的表达情况, 发现随着肝纤维化程度的加重, 
COX-2的表达逐渐增强. 我国学者邵建国等[17]

研究发现, COX-2在慢性乙型肝炎患者肝组织

中表达增强, 且其表达随肝脏炎症程度的加重

而增强, 但COX-2增高水平与HBV DNA水平

无关, 提示可作为反映肝脏炎症程度的一项指

标. 但也有不同的观点认为[18], 虽然慢性乙型肝

炎患者肝脏COX-2表达较正常肝组织明显升高, 
但在炎症坏死程度不同的HBeAg阳性和阴性组, 
COX-2表达并无显著差异, 说明COX-2的高低不

能作为反映肝脏炎症程度的指标. 在有效抗病
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■研发前沿
目 前 研 究 证 实
COX-2的过度表
达 可 能 参 与 人
类多种肿瘤的发
生、发展过程, 其
在肝癌中的作用
正成为研究热点.
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毒治疗后, COX-2仍持续处于高水平状态而无明

显下降. COX-2在慢乙型肝炎患者肝脏中升高的

机制, 可能由于COX-2与HBx之间存在交互协同

作用, HBx诱导COX-2表达有助于病毒逃避免疫

系统, 且与HBV慢性感染进展到肝硬化及肝细

胞癌有关[19].
HCV感染可以上调COX-2 mRNA和蛋白, 阿

司匹林可以通过激活MEK1/2/p38 MAPK通路, 
抑制COX-2表达, 从而发挥抑制HCV-RNA复制

的作用[20]. 学者们对HCV致COX-2表达增强的机

制进行了相关的研究. 在慢性丙型肝炎患者肝脏

中, COX-2和MMP-9表达增强, 且其表达增强与

HCV核心蛋白和NS5A蛋白的作用有关[21]. 这可

能与HCV核心蛋白和NS5A蛋白能够激活NF-κB
基因的转录有关[22]. 研究发现[23], HCV可以诱导

活性氧族的升高, 进而激活NF-κB, 促进COX-2
和PGE2的表达, COX-2和PGE2在HCV复制中发

挥着重要的调控作用. 此外, 人体对HCV感染的

易感性及感染HCV后患者肝脏的炎症程度, 均与

COX-2启动子的基因多态性有关[24].

4  肝癌

肿瘤的发生、发展是一个多因素多步骤的相

互协同过程, 由多种因素参与. 目前研究证实

COX-2的过度表达可能参与人类多种肿瘤的发

生、发展过程, 其在肝癌中的作用正成为研究

热点[25,26]. COX-2在肝细胞癌中的阳性表达不仅

仅是一个早期事件, 而且参与了肝细胞癌的发

生、发展、侵袭转移的全过程[27]. 目前认为其可

能的机制为影响肿瘤细胞的增殖及凋亡、促进

肿瘤血管的形成, 并参与肿瘤的转移和复发[28,29].
4.1 COX-2 调节肿瘤细胞的增殖和凋亡 正常的

p53基因产物可抑制COX-2表达, p53或ras基因

突变可使COX-2表达增强. COX-2可催化一系

列异位氧化反应, 包括致癌物产生的氧化胺与

DNA作用从而影响抑癌基因导致肿瘤产生, 在
抑癌基因突变为癌基因的过程中起重要的作用. 

H B x能够激活被P53抑制的抗凋亡蛋白

Mcl-1, 从而阻断P53诱导的肿瘤细胞凋亡. 这一

过程可以被COX-2抑制剂所阻断, 说明上述过程

是通过活化COX-2/PGE2而实现的[30]. Leng等[31]

研究发现, 将COX-2基因的质粒转染至多种肝细

胞癌细胞株, 能明显促进肿瘤细胞的增殖; 将反

义COX-2质粒转染上述肿瘤细胞则可抑制细胞

增殖. 使用塞来昔布处理肝癌细胞株后细胞出

现明显的凋亡征象, 且这一过程可能通过线粒

体-细胞色素c/caspase-9/caspase-3通路完成. 选
择性COX-2抑制剂能够促进肝癌细胞凋亡、抑

制肝癌细胞增殖而发挥抗癌作用[31,32]. 研究发现, 
肝癌细胞株HepG2和Hep3B对TRAIL耐药, 塞来

昔布的促凋亡作用, 可能与其作用于肝癌细胞

后, 肝癌细胞对TRAIL的敏感性增强有关[33].
4.2 COX-2参与肿瘤血管的形成 COX-2在肿

瘤血管形成中的作用包括: 增加促血管生成因

子的表达; COX-2的催化产物, 如血栓烷A2、
P G E2、P G I2等产生能直接刺激内皮的迁移

和生长因子诱导的血管生成; COX-2通过刺激

Bcl-2和Akt的活化, 抑制血管内皮细胞凋亡的能

力[34,35].
R a h m a n等 [36]测定100例肝癌患者肝组织

COX-2和诱导性一氧化氮合酶(inducible nitric 
oxide synthase, iNOS)表达及癌组织中血管密度

发现, COX-2和iNOS的表达和肿瘤血管密度呈

显著相关, COX-2参与肿瘤血管形成. COX-2、
iNOS、IL-8是一组可诱导蛋白, 其启动子均含

有NF-κB应答元件, 炎症反应时IL-1和TNF-α等
细胞因子水平提高, 激活NF-κB, 从而使COX-2
表达上调. 表达COX-2的细胞也表达iNOS, 两者

具有协同作用. HCV阳性的HCC患者中, iNOS及
COX-2表达阴性者的存活时间比阳性者明显延

长[37].
4.3 COX-2参与肿瘤的转移和复发 HBx能够增

强肝癌细胞的浸润能力、诱导MT1-MMP的表

达, 而这些作用依赖于COX-2在肝癌中的过表

达[38]. 在HBV相关性肝细胞癌患者中, 术后肝癌

的复发与非肝癌肝组织中COX-2的高表达密切

相关. 多元分析表明, 非肝癌组织中COX-2的过

表达是肝癌复发的不利预后指标[39]. 另一项在对

丙型肝炎相关的肝癌患者生存的研究中, 也发

现了相似的结果[40]. Iwamoto等[41]研究发现, 肿瘤

组织中COX-2升高抑制局部免疫应答, 从而参与

肿瘤切除后剩余肝组织的肿瘤复发.

5  结论

COX-2作为PG合成过程中的关键酶, 在肝脏炎

症和肝癌的发生发展中起重要促进作用. 选择

性COX-2抑制剂, 如塞来昔布、NS2398等, 高选

择性的抑制COX-2而对COX-1抑制较弱, 避免了

抑制COX-1后所致的胃肠黏膜损害等不良反应, 
已广泛应用于心血管病的预防及治疗中. 在临

床应用中发现, COX-2抑制剂具有安全性高的优

点, 但也有一些个案报道其导致黄疸、转氨酶

■相关报道
Iwamoto等研究
发现, 肿瘤组织中
COX-2升高抑制
局部免疫应答, 从
而参与肿瘤切除
后剩余肝组织的
肿瘤复发.
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升高等肝脏毒性作用. 因此, 虽然大量基础实验

证实, COX-2在肝脏疾病中高表达及COX-2抑制

剂对肝脏疾病的有效治疗作用, 但COX-2抑制剂

应用于肝脏疾病患者群中, 仍需谨慎对待和进

一步研究.
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Abstract
Alarmins are a kind of constitutive cellular pro-
teins which are released extracellularly under 
pathological conditions to signal danger to the 
host by triggering and mediating inflammatory 
responses. Persistent release of alarmins (e.g., 
HMBG1, HSPs and S100) during chronic liver 
inflammation and in tumor microenvironments 
plays an important role in the development and 
progression of liver carcinoma. Alarmins might 
become novel markers for predicting and moni-
toring carcinogenesis, metastasis and recurrence 
of liver carcinoma. Down-regulation of alarmins 
and blockage of the interaction of alarmins with 
their receptors represent new promising thera-
peutic strategies for liver carcinoma.

Key Words: Alarmins; Chronic inflammation; Pri-
mary hepatic carcinoma
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摘要
危险信号分子, 是一大类细胞结构蛋白, 病理
情况下释放到细胞外, 通过启动和介导炎症反
应, 传递着细胞损伤的危险信号. 以HMGB1、
HSPs和S100为代表的危险信号分子, 在肝脏
慢性炎症和肿瘤形成的微环境中持续存在, 在
原发性肝癌形成和进展过程中发挥着重要的
作用. 危险信号分子可以成为新的预测和监测
原发性肝癌发生、转移和复发的标志物, 下调
这些危险信号分子表达及阻断其与受体结合
的措施, 有望成为新的抗肿瘤治疗方法. 

关键词: 危险信号分子; 慢性炎症; 原发性肝癌
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0  引言

原发性肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
是最常见的肝脏恶性肿瘤, 在世界范围内, 位居

癌症相关死亡率的第3位. 尤其在亚洲和非洲的

部分地区, 估计每年有>680 000的新发病例. 目
前, 我国原发性肝癌发患者数约占全球的55%; 
在肿瘤相关死亡中仅次于肺癌, 位居第二. 因
此, 肝癌严重威胁我国人民的健康和生命. 尽管

外科手术切除和肝移植是比较有希望的根治性

疗法, 但约有56%的患者在接受手术后1年内发

生复发. 即使在进行根治术后, 患者的5年生存

率仍然不到5%. 因此, HCC患者的预后差. 除了

缺乏有效的治疗方法以外, HCC较差的预后也

与其临床症状出现晚有关, 许多患者在初次诊

断时就已经是中、晚期. 目前的诊断标志物, 对
于预测HCC还不够精准. 为了改善患者的预后, 
迫切需要更有效的治疗方法和准确、可靠的

筛查方法对HCC和高危人群进行筛查. 危险信

号分子(alarmins), 也称内源性损伤相关分子型

(damage-associated molecular pattern, DAMP)分

®

■背景资料
危险模式理论及
损失相关分子型
分子等概念的提
出是免疫学基础
理论研究领域突
破性进展. 危险信
号分子, 是正常细
胞的结构分子, 一
旦释放到细胞外, 
可触发免疫反应. 
原发性肝癌的形
成是慢性炎症长
期作用的结果. 以
HMGB1, HSPs和
S100蛋白等为代
表的危险信号分
子在慢性炎症和
肿瘤微环境中的
异常分布, 可以促
进肿瘤的发生和
进展.

■同行评议者
张小晋, 主任医师, 
北京积水潭医院
消化内科
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子, 是一个比较新的概念, 随着对其研究的深入, 
发现其在慢性炎症和肿瘤性疾病中发挥着重要

的作用. 本文主要介绍危险信号分子中的细胞

外的高迁移率族蛋白1(high mobility group box 
protein 1, HMGB1), 如热休克蛋白(heat shock 
proteins, HSPs), S100蛋白在原发性肝癌生长和

转移, 特别是早期转移中的作用. 

1  危险信号分子与肿瘤

1.1 危险信号分子的概念 1994年, Matzinger提出

了危险信号分子及危险模式理论[1]. 危险信号分

子即内源性DAMP分子包括一些细胞内蛋白、

DNA、RNA和核酸. 他们表达于不同的细胞结

构中, 在维持正常细胞的稳态中发挥作用. 生理

状态下, 他们可以位于胞核和胞质如HMGB1, 
胞质如S100蛋白, 外染色体如HSPs. 危险信号分

子是正常细胞的成分, 他们或者由坏死细胞被

动释放, 或者在细胞受损时由应激状态下的细

胞主动分泌[2]. 炎症介质在肿瘤的形成和进展中

发挥重要作用. 细胞在应激状态, 机体损伤, 炎
症, 坏死性细胞死亡等过程中都可以引起危险

信号分子的释放, 这些分子通过与模式识别受

体(pattern recognition receptors, PRRs)结合, 触发

免疫反应, 向宿主发出危险信号, 并且启动修复

机制. 新近的研究表明, 这些分子在慢性炎症和

肿瘤微环境中的异常分布, 可以促进肿瘤的发

生和进展[3]. 这提示我们, 危险信号分子及其受

体可以作为肿瘤治疗的新靶点. 
1.2 炎症诱发肿瘤 已经证实在15%-20%的人类

肿瘤中存在感染和慢性炎症反应, 常见的有: 胃
肠道, 膀胱和肝脏肿瘤[4,5]. 其他引起慢性炎症的

情况也预示肿瘤的发生, 如机械、物理、化学

损伤和损伤后失调的免疫反应[6]. 炎症是对感染

和组织损伤的免疫反应, 释放出各种炎症介质

组成一个复杂的调节网络, 修复损伤组织, 维持

内环境的稳定. 慢性炎症情况下, 在持续分泌的

活性氧和含氮的活性分子的作用下, 修复的上

皮细胞发生非可塑性增殖, 这样容易使DNA受

损, 从而导致基因型的不稳定及携带突变基因

细胞的增殖[7]. 病毒性肝炎是我国的常见病, 多
发病, 国内95%的肝癌患者具有HBV感染的背

景, 10%有HCV感染背景, 还有部分患者HBV和

HCV重叠感染[8]. 而从HBV或HCV感染, 到慢性

病毒性肝炎, 到肝癌的形成, 正好诠释了慢性炎

症诱发肿瘤的理论. 
1.3 肿瘤引发炎症 内源性肿瘤相关炎症反应由

肿瘤自身所触发, 不需要前炎症反应[9]. 上皮细

胞在癌基因活化、肿瘤抑制基因失活或染色体

质量排等因素的刺激下, 分泌一些因子, 可以招

募炎症细胞到达肿瘤部位, 促成肿瘤微环境的

形成. 肿瘤细胞和间质细胞共同组成局部微环

境, 后者包括: 巨噬细胞、肥大细胞、内皮细

胞、成纤维细胞、DC细胞、NK细胞、T和B淋
巴细胞. 在不同类型的肿瘤及肿瘤形成的不同

阶段, 这些间质细胞可以促进或抑制肿瘤的生

长[10]. 

2  几种常见危险信号分子与HCC

2.1 HMGB1与HCC HMGB1是一种重要的细胞

因子, 在未成熟细胞和恶性细胞中常高度表达, 
且具有多种生物学与病理学作用, 如诱导成年

干细胞和胚胎干细胞迁移与增殖, 参与组织再

生, 刺激内皮细胞表达细胞内黏附分子-1(inter-
cellular adhesion molecule 1, ICAM-1)、血管细

胞黏附分子-1(vascular cell adhesion molecule 1, 
VCAM-1)、E-selectin, 释放组织纤维蛋白溶酶

原激活剂(tissue plasminogen activator, tPA)、
肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor alpha, 
TNF-α)、单核细胞趋化蛋白-1(monocyte che-
motactic protein-1, MCP-1)等. HMGB1与其受体

RAGE在多种肿瘤组织, 如前列腺、直肠、颈

部、胰腺、甲状腺、胃肠道、乳腺肿瘤, 淋巴

瘤等中高表达[11,12]. HMGB1与肿瘤的发生、进

展密切相关. HMGB1和RAGE的共表达与肿瘤

的侵袭深度及淋巴结转移密切相关[13]. HMGB1
能够在肿瘤血管内皮细胞中过表达, 提示他有助

于肿瘤的新生血管形成. 给予HMGB1或RAGE
抑制剂, 可明显抑制某些肿瘤细胞的增殖[14].

HCC多数由慢性肝炎经肝硬化转变而来, 
即“慢性肝炎-肝硬化-肝癌”三步曲. 在我国人

群, HBV和HCV感染是导致慢性肝病和肝硬化

的最主要病因. 鉴于原发性肝癌与慢性乙型肝

炎的相关性, 我们课题组率先开展了HMGB1在
慢性重型乙型肝炎中的作用研究, 发现慢性乙

型肝炎患者外周血单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cell, PBMC)中HMGB1 mRNA及

血清HMGB1蛋白含量明显升高, 与疾病严重程

度呈正向相关[15]. 在慢性丙型肝炎患者血清中

HMGB1蛋白含量也明显升高. 这提示我们在慢

性病毒性肝炎到肝癌的过程中, HMGB1可能发

挥着重要的作用. 
HMGB1与HCC密切相关. Cheng等[16]发

■相关报道
C h e n g 等 发 现 , 
肝 癌 患 者 血 清
HMGB1水平显著
高于慢性肝炎、
肝硬化及健康对
照者. 血清HMGB1
水平与AFP水平及
肿瘤大小正相关.
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现, 肝癌患者血清HMGB1水平显著高于慢性肝

炎、肝硬化及健康对照者. 血清HMGB1水平与

AFP水平及肿瘤大小正相关. 将HCC患者按肿瘤

大小分为3组: <3、3-5、>5 cm, 不同组患者血清

中HMGB1表达水平分别为35.2 μg/L±11.9 μg/L, 
69.3 μg/L±23.1 μg/L和122.7 μg/L±48.9 μg/L, 
各组之间的差异是显著的. 而将患者按TNM分

期分为: Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ期时, 各个分期相对应

的血清HMGB1含量分别为30.2 pg/L±5.9 pg/L, 
58.9 pg/L±20.0 pg/L, 100.9 pg/L±23.4 pg/L和
175.8 pg/L±47.6 pg/L. 在有明显肝外组织或淋

巴结转移组中, HMGB1含量是显著增高的. 提示

HMGB1很可能与HCC的血管浸润, 淋巴结和远

处脏器转移密切相关. 
我们课题组的研究也证实, 原发性肝癌患

者肝癌组织中H M G B1 m R N A及蛋白呈高表

达. 而能耐受根治性切除手术的原发性肝癌患

者血清中HMGB1蛋白浓度及PBMC中HMGB1 
mRNA表达水平低. 这可能正提示了HMGB1与
肝癌早期转移的相关性. 进一步的体外实验中, 
外源性重组HMGB1能刺激HepG2细胞增殖, 并
上调cyclin D1、PCNA mRNA和蛋白的表达. 特
异性HMGB1中和抗体能逆转HMGB1对HepG2
细胞的增殖作用[17]. 靶向HMGB1的siRNA分子

片段可以有效地抑制HepG2的生长并下调cyclin 
D1, PCNA mRNA和蛋白的表达, 抑制AFP释放, 
促进HepG2细胞凋亡, 其作用与下调HMGB1的
表达有关[18]. 

目前的研究结果初步揭示了HMGB1在原

发性肝癌中可能发挥的重要作用, HMGB1可以

作为一个很有用的评价HH分期和判断预后的

指标. 阻断HMGB1的合成和释放的措施, 有望

成为一种治疗HCC的新方法. 但关于HMGB1在
HCC肿瘤细胞形成、侵袭、转移等过程中的作

用机制, 还知之甚少, 尚有待进一步的研究. 
2.2 HSPs与HCC HSPs是一组在休克、化学和

物理应激情况下高表达的蛋白 [19].  迄今为止 , 
已经证实的H S P s超过了40种, 他们共同组成

HSPs超家族. HSPs可以分为6个大类, HSP100、
HSP90、HSP70、HSP60、HSP40和小分子HSP. 
在生理情况下HSPs检测不到, 在应激情况下, 
HSPs的所有亚型可以构成细胞总蛋白5%, 而这

些HSPs可以表达于不同的亚细胞组分中[20]. 在
HCC的早期诊断和治疗研究中, HSPs受到了高

度关注, 因为他们在正常组织中不表达, 而在

HCC时高表达[21,22]. 

通过基因芯片筛选, 发现在肝脏肿瘤组织

中, 有一系列HSPs被诱导表达, 表明他们中的

部分可以用于HCC发生的早期诊断. 比如通过

免疫组织化学, 蛋白印迹和RT-PCR等方法证实

了, HSP27、HSP70、GRP78、GRP75在HCC组
织中高表达[21,23]. 在HCC患者中还发现了可溶性

HSP27[24,25]. 有意思的是, 一些HSPs表达水平被

证实与HCC患者的临床病理特征直接相关. 比
如, HSP27和HSP70过表达, 与更差的肿瘤分级

直接相关[26]. 除此以外, 一些临床病理状况, 如
肝炎病毒感染, 早期复发, 判断预后等都可以用

HSPs作为指标. 
有研究证实, 非磷酸化和磷酸化的HSPs与

肝癌的不同分期相关. 磷酸化是在HSPs中常见

的一种转录后修饰, 也是其活性的一个决定因

子. 在HCC组织中发现磷酸化的HSP27, 而且磷

酸化水平与肿瘤大小, 微血管浸润和转移, 肿瘤

分期密切相关[27]. 
H S P s作为H C C早期复发的标志性分子 . 

HSP家族中的GRP75被证实与HCC手术后的早

期复发密切相关. 在早期复发, 即术后4-12 mo复
发的患者中, 其表达升高. GRP75高表达与HCC
转移相关, 因此, 提示其可以作为预测HCC早期

转移的标志物和判断预后的指标[24]. 
H S P s作为判断预后的血清学标志物 .  总

的来说, HSPs高表达与HCC较差的预后相关. 
HSPs高表达患者的5年生存率为24.1%, 显著低

于HSP27低表达者的59.3%, 这也说明HSP27的
表达可以作为一个强有力的判断生存预后的指

标[28]. 更重要的, 在70例HCC患者的组织标本中, 
发现23例的HSP27、HSP70、GRP78表达同时

上调, 他们中有80%(18/23)与肿瘤血管浸润和不

良预后显著相关[23,29]. 
目前肿瘤治疗药物的开发非常重视寻找肿

瘤形成过程中的关键分子作为靶标. 分子伴侣

HSPs因其在维持致癌蛋白的结构、稳定性和功

能信号通路中的关键作用, 而受到特别关注. 如
GRP75可以与P53相互作用, 下调P53的活性[30]. 
阻断HSPs的方法有希望开发出新的抗肿瘤药物. 
2.3 S100蛋白与原发性肝癌 S100A8/A9蛋白参

与了肿瘤的生长和转移的各个方面, 并且与肿

瘤的早期转移密切相关[31,32]. 有报道指出S100A9
蛋白在侵袭性HCC中表达明显上调, 结合临床

病理资料相关性研究, 结果提示S100A9可能成

为一种潜在的、有应用价值的HCC分类、侵袭

预测的分子标志物[33].

■应用要点
本文进一步揭示
危险信号分子在
原 发 性 肝 癌 发
生、进展中的作
用 及 其 机 制 ,  对
于开发新的预测
和监测原发性肝
癌发生、转移和
复 发 的 标 志 物 , 
寻找新的抗肿瘤
治疗方法有积极
的意义.
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3  结论

危险信号分子在炎症诱发的肿瘤和肿瘤引发的

炎症中都发挥着重要作用. HCC的发生正是这

样一个炎症诱发肿瘤和肿瘤引发炎症的复杂过

程. 危险信号分子中的HMGB1、HSPs、S100在
原发性肝癌的发生、侵袭、转移中发挥着重要, 
甚至关键性的作用. 虽然目前仍有很多机制尚

待进一步研究, 但是我们有理由相信, 这些危险

信号分子可以成为新的预测和监测原发性肝癌

发生、转移和复发的标志物, 阻断这些危险信

号分子的措施, 有望成为新的抗肿瘤治疗方法. 
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百世登出版集团推出 12 种开放获取生物医学期刊全部被
PubMed 和 PMC 收录

本刊讯 由美国国立医学图书馆(U.S. National Library of Medicine, 简称NLM), 美国国立生物技术信息中心

(National Center for Biotechnology Information, 简称NCBI))和美国国立卫生研究院(National Institutes of Health, 
简称NIH), 共同于2010-2011年, 收录了百世登出版集团有限公司(Baishideng Publishing Group Co., Limited, 
简称BPG)出版的12种开放获取生物医学期刊. 12种期刊被NLM, NCBI和NIH共同主办的PubMed Central和
PubMed平台, 公开面向全球发布, 读者免费阅读和下载全文. 12种期刊被收录的名称及网址如下: 

1 World Journal of Biological Chemistry (世界生物化学杂志)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1495/

2 World Journal of Cardiology (世界心脏病学杂志)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1320/

3 World Journal of Clinical Oncology (世界临床肿瘤学杂志)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1494/

4 World Journal of Diabetes (世界糖尿病杂志)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1498/

5 World Journal of Gastrointestinal Endoscopy (世界胃肠内镜杂志)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1323/

6 World Journal of Gastrointestinal Oncology (世界胃肠肿瘤学杂志)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1324/

7 World Journal of Gastrointestinal Pathophysiology (世界胃肠病理生理学杂志)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1496/

8 World Journal of Gastrointestinal Pharmacology and Therapeutics (世界胃肠药理学与治疗杂志)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1497/

9 World Journal of Gastrointestinal Surgery (世界胃肠外科杂志)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1325/

10 World Journal of Hepatology (世界肝病学杂志)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1321/

11 World Journal of Radiology (世界放射学杂志)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1322/

12 World Journal of Stem Cells (世界干细胞杂志)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1470/
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Abstract
AIM: To explore new therapy targets for human 
hepatocellular carcinoma by proteomic profiling 
of human hepatocellular carcinoma SMMC-7721 
cells under endoplasmic reticulum stress.

METHODS: Cultured SMMC-7721 cells were 
divided into two groups: experimental group 
and control group. The experimental group was 
treated with dithiothreitol (DTT, 2.5 mmol/L), 
while the control group was treated with equal 

volume of culture medium. After treatment, 
total cell proteins were prepared and resolved 
by two-dimensional electrophoresis (2-DE). The 
two-dimensional electrophoresis maps for the 
two groups of cells were analyzed using Im-
ageMaster 2D Platinum software. Proteins that 
showed obvious expression alteration in the 
experimental group were identified by matrix-
assisted laser desorption ionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS).

RESULTS: There were 844 ± 46 protein spots in 
the 2-DE map for the experimental group and 
1 015 ± 63 protein spots for the control group. 
There were 593 ± 23 pairs of matched protein 
spots between the two groups, and the matching 
rate was about 71%. Most of the proteins have 
an isoelectric point at pH5.2-6.5 and a molecular 
weight of 15 000-80 000 Da. Three protein spots 
showed 2-fold or greater differential expression 
between the two groups and were identified by 
MALDI-TOF-MS. They were protein fem-1 ho-
molog B, cyclin A1, and proliferation-inducing 
protein 44.

CONCLUSION: Three differentially expressed 
proteins in SMMC-7721 cells under endoplasmic 
reticulum stress were identified and may be use-
ful molecular targets for the diagnosis and treat-
ment of hepatocellular carcinoma.

Key Words: Endoplasmic reticulum stress; SMMC-7721 
cells; Proteomics; Dithiothreitol

Yan DM, Liu YP, Dai RY, Duan CY, Chen SK. Proteomic 
profiling of human hepatocellular carcinoma SMMC-7721 
cells under endoplasmic reticulum stress induced with 
dithiothreitol. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(13): 
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摘要
目 的 :  研 究 内 质 网 应 激 条 件 下 肝 癌 细 胞
SMMC-7721蛋白质组的表达, 为人类肝细胞
癌的诊治提供新的靶点.

方法: 培养肝癌细胞株SMMC-7721, 随机分为
两组, 即实验组和对照组. 实验组加入二硫苏
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■背景资料
内质网是细胞储
存Ca2+和加工蛋白
的主要场所, 其功
能紊乱将导致内
质网应激. 肿瘤细
胞具有旺盛的蛋
白合成和分泌功
能, 因而其内质网
稳态的维持显得
尤为重要. 肿瘤生
长过程中缺氧、
过酸和营养不足
能激活未折叠蛋
白反应, 进而使肿
瘤细胞适应不利
环境, 未折叠蛋白
反应的激活对肿
瘤的发展起着重
要作用. 肝细胞癌
是我国最常见的
恶性肿瘤之一, 未
折叠蛋白反应与
肝癌的发生、发
展密切相关.

■同行评议者
周南进 ,  研究员 , 
江西省医学科学
研究所



糖醇(DTT, 2.5 mmol/L), 对照组加入等量的培
养基, 裂解细胞, 提取全细胞蛋白. 双向电泳
(2-DE)分离, Image Master 2D Platinum软件进
行差异表达蛋白质组分析, 基质辅助激光解吸
附离子化飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)鉴
定蛋白质.

结果: 实验组肝癌细胞SMMC-7721的2-DE图
谱上共检出蛋白质斑点(844±46)个, 对照组
共检出蛋白质斑点(1 015±63)个, 对照组与实
验组自动匹配配对(593±23)对, 匹配率约71%
左右, 绝大多数蛋白集中于pH5.2-6.5, 相对分
子质量15 000-80 000 Da; 获得组间标准化总
灰度值(%Vol)相差2倍及以上的蛋白斑点3个, 
通过MALDI-TOF-MS分析鉴定了3个差异蛋
白质点, 分别是: fem-1同源蛋白B、细胞周期
素A1、增殖诱导蛋白44.

结论: 鉴定的3个肝癌细胞株SMMC-7721在内
质网应激下表达改变的蛋白质, 其功能涉及细
胞增殖、细胞凋亡以及细胞周期等, 具有潜在
的作为肝癌诊断、预后标记物或治疗靶点的
意义.

关键词: 内质网应激; 肝癌细胞SMMC-7721; 蛋白

质组; 二硫苏糖醇
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0  引言

内质网是一种重要的真核细胞器, 由于各种原

因引起的内质网中未折叠或错误折叠蛋白质

的堆积能引起未折叠蛋白反应(unfolded protein 
response, UPR), 导致内质网应激(endoplasmic 
reticulum stress, ER stress)[1-4]. UPR对应激细胞

恢复正常功能起重要作用, 但是当细胞面临过

强或持续性内质网应激时, UPR则会启动凋亡

信号清除不能恢复功能的细胞. UPR与肿瘤关系

密切, 其通过促进血管生成、促进肿瘤细胞休

眠及降低肿瘤细胞对某些化学药物的敏感性等

发挥促癌作用[5,6]. 肝细胞癌(hepatocellular carci-
noma, HCC)是我国最常见的恶性肿瘤之一, 在
我国为第2位的癌症死因[7], 其发病率近年来仍

有上升趋势[8]. 其发生是一个多基因、多途径

的复杂过程, 新近研究[9,10]表明UPR与HCC的发

生、发展密切相关.
蛋白质组学以组织或细胞的全部蛋白质为
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研究对象, 以蛋白质整体表达水平的研究为特

点. 近年来, 肝癌细胞系的蛋白组学研究为揭示

HCC发生机制奠定了重要的实验基础. 如Fujii
等运用蛋白质组学技术研究了不同H C C细胞

系抑癌基因结合蛋白、转录调节蛋白、细胞周

期调节蛋白等在正常细胞和癌细胞之间表达

的差异性, 并建立了HCC细胞系HepG2的蛋白

电泳图谱和数据库, 在HCC蛋白质谱研究领域

具有里程碑式的意义[11,12]. 然而如何早期诊断

及治疗HCC仍是目前面临的一大难题. 本研究

从整体的角度出发, 采用内质网应激诱导剂二

硫苏糖醇(dithiothreitol, DDT)刺激HCC细胞株

SMMC-7721, 运用蛋白质组学方法[13-15], 通过双

向凝胶电泳、质谱分析和生物信息学等技术方

法, 获得HCC细胞双向电泳图谱. 通过对这些图

谱进行蛋白质表达差异分析并结合GenBank数
据库资料, 确定与HCC细胞SMMC-7721内质网

应激相关的蛋白质分子的表达变化, 从而全面

了解蛋白表达改变与HCC细胞内质网应激的关

系, 以期为HCC的诊治提供新的靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 DTT购自Sigma公司, 丙烯酰胺、甲叉

双丙烯酰胺(N, N-methyleuebisacrylamide)、三

羟甲基氨基甲烷(Tris)、尿素(urea)、3-[(3-胆酰

胺丙基)-二乙胺]-丙磺酸(CHAPS)、甘氨酸、

N, N, N, N, -四甲基乙二胺(TEMED)、过硫酸

铵(APS)、十二烷基磺酸钠(SDS)、固相pH梯

度干胶条(pH4-7, 17 cm)和矿物油购自Bio-Rad
公司; 蛋白分子质量M a r k e r和苯甲基磺酰氟

(PMSF)购自碧云天生物技术研究所; 其他常规

试剂均购自GE Healthcare公司. 低温台式离心

机(TDZ4.WS)购自长沙湘仪离心机仪器有限公

司; 双向电泳系统、ChemiDoc XRS蛋白凝胶成

像系统购自Bio-Rad公司; 高速冷冻离心机购自

Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 实验分组及样品制备: HCC细胞株SMMC- 
7721在50 mL/L CO2, 37 ℃孵箱内用DMEM完全

培养基(含102 mL/L FBS、20 mmol/L NaHCO3、

20 mmol/L HEPES、100 kU/L青霉素和100 mg/L
链霉素)培养, 根据具体情况更换培养基. 实验组

用DTT(2.5 mmol/L)诱导HCC细胞内质网应激反

应[16,17], 对照组加入等量的培养基, 24 h后弃去培

养基, 生理盐水清洗2次, 加细胞裂解液, 4 ℃振

摇30 min, 4 ℃ 12 000 r/min离心30 min, 收集上清
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■研发前沿
如何早期诊断及治
疗HCC仍是目前
面临的一大难题.
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液即为蛋白质提取物, 运用Bradford法[18]测定总蛋

白浓度. 
1.2.2 蛋白质的双向凝胶电泳: 将150 μg蛋白质

样品与样品水化液充分混匀后, 加入水化槽中. 
将IPG胶条(pH4-7, 17 cm)放入水化槽, 室温下被

动水化12 h. 根据资料[19-21], 17 ℃进行第一向电

泳, 等电聚焦总伏时数为80 000 V; 二向电泳采

用10% SDS-PAGE, 电泳至溴酚蓝到达凝胶底部.  
1.2.3 数据分析及质谱鉴定: 采用银染法[22]对双

向电泳后的凝胶进行染色. 运用Image Master 2D 
Platinum5.0分析软件进行蛋白质的差异分析, 初
步筛选出实验组和对照组差异表达的蛋白质. 
以上每个样品重复实验3次. 取组间标准化总灰

度值(%Vol)都相差2倍及以上[23]的蛋白斑点3个, 
胶内酶切, 进行基质辅助激光解吸附离子化飞

行时间质谱(matrix-assisted laser desorption ion-
ization time of flight mass spectrometry, MALDI-
TOF-MS)鉴定, 获得各差异蛋白质斑点的肽指

纹图谱. 再结合这些蛋白质斑点的等电点和分

子量等信息, 使用肽指纹图谱匹配软件Mascot检
索匹配GenBank数据库进行蛋白质斑点的鉴定.

统计学处理 所有数据的统计分析在Excel 
及SPSS11.0软件上进行.

2  结果

2.1 获得HCC细胞株SMMC-7721 2-DE图谱 培
养HCC细胞株SMMC-7721, DTT诱导内质网应

激, 裂解细胞提取蛋白, 双向凝胶电泳分离、银

染法染色获得背景较清晰、分辨率高、重复

性好的2-DE图谱. 通过Image Master 2D Plati-
num5.0分析软件对2-DE图谱的斑点进行自动检

测, 实验组即DTT诱导内质网应激组共有可稳定

重复的蛋白斑点(844±46)个, 对照组共有可稳

定重复的蛋白斑点(1 015±63)个, 对照组与实验

组自动匹配配对(593±23)对, 匹配率约71%左

右. 绝大多数蛋白集中于pH5.2-6.5, 相对分子质

量15 000-80 000 Da(图1). 
2.2 DTT诱导内质网实验组与对照组2-DE图谱

差异蛋白点的分析 实验组较对照组的蛋白质表

达谱在3次双向电泳图谱中均出现总灰度差达2
倍以上的蛋白点视为差异表达蛋白点, 其中变

化明显的蛋白点3个, 见图1, 2所示的蛋白点1-3. 
将各差异蛋白的表达量进行柱状分析: HCC细

胞SMMC-7721内质网应激条件下各差异表达蛋

白点都表现为明显上调趋势(图3). 
2.3 蛋白质斑点的质谱鉴定 通过Image Master 
2D Platinum5.0分析软件匹配对比分析, 筛选出

内质网应激下HCC细胞SMMC-7721表达明显改

变的蛋白质斑点3个进行质谱检测鉴定, 获得了

这些蛋白质斑点的肽指纹图谱, 采用Mascot软件

将各蛋白质斑点的肽指纹图谱与GenBank数据

库中已知蛋白的标准肽指纹图谱相比较, 获得

各蛋白质斑点的鉴定结果(表1). 

3  讨论

肿瘤细胞具有旺盛的蛋白合成和分泌功能, 因而

其内质网稳态的维持显得尤为重要. 肿瘤生长过

程中缺氧、过酸和营养不足能激活未折叠蛋白

反应, 进而使肿瘤细胞适应不利环境, 未折叠蛋

白反应的激活对肿瘤的发展起着重要作用[5,24-26]. 
我们前期的实验结果表明HCC细胞对内质网应

激的耐受能力远远强于正常肝细胞[27], 这就表明

HCC细胞具有更强的抵抗内质网应激诱导凋亡

的机制, HCC细胞正是利用这些机制维持了其

在内质网应激环境中的存活. HCC细胞抵抗内

质网应激诱导的凋亡是未折叠蛋白反应发挥促

HCC作用的核心事件, 目前对HCC细胞耐受内

质网应激凋亡的机制还很不清楚. 
已鉴定的内质网应激条件下H C C细胞

SMMC-7721差异表达的蛋白质3个. 其中fem-1
同源蛋白B是E3蛋白连接酶复合体的组成成

分, 有研究表明, fem-1作为CED-3底物可能介

导哺乳动物细胞的凋亡 [28],  在结肠癌细胞中 , 
fem-1b作为一种凋亡前体蛋白, 调节蛋白酶体

抑制剂介导的细胞凋亡[29]. 本研究发现HCC细

胞SMMC-7721在DTT诱导下发生内质网应激, 
fem-1蛋白的表达量明显增高, 提示fem-1蛋白与

表 1 肝癌细胞株SMMC-7721差异表达蛋白点质谱信息

     
蛋白编号        蛋白名称 GenBank号

蛋白匹配

   分值

  肽段

匹配数

理论分子质量

  (Da)/等电点

实验分子质量

 (Da)/等电点
         功能

1 fem-1同源蛋白B gi|7657265     48    13  71 189/6.14   70 000/5.8 细胞的凋亡

2 细胞周期素A1 gi|2183079     42    11  46 993/5.22   50 000/5.4 细胞周期的调控

3 增殖诱导蛋白44 gi|46981977     52    10  55 601/6.93   40 000/6.5 蛋白质的合成

■创新盘点
本研究通过双向
电泳结合质谱技
术检测出内质网
应激条件下肝癌
细胞SMMC-7721
与对照组相比有3
个差异蛋白质点, 
分别是:  fem-1同
源蛋白 B, 细胞周
期素A1,  增殖诱
导蛋白44. 这3个
差异表达蛋白质
的表达量较对照
组都明显增高.
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HCC细胞内质网应激诱导的凋亡有关. cyclin家
族对于细胞周期具有重要的调控作用, 包括cy-
clin A-H. cyclin A只出现在细胞核, 可与p34cdc2
和cdc2有关的激酶结合. 有资料表明[30-32], cyclin 
A基因的持续表达可能与HCC的发生有关. cy-
clin A与p34cdc2结合, 诱导细胞分裂, 他在细胞

中的水平持续增高可使细胞停止在有丝分裂

期. cyclin A与细胞周期蛋白依赖性激酶(cyclin 
dependent kinase, CDK)结合之后才显示酶的活

性, 可促进DNA复制顺利完成, 并且为分裂期所

需的蛋白质合成做好准备. cyclin A包括: 表达于

减数分裂和非常早期胚胎的胚胎特异型cyclin 
A1和在所有体细胞中都可见到的体细胞型cy-
clin A2. cyclin A1在细胞周期调节蛋白家族中发

现较晚, 在细胞周期中, G1晚期到S期是细胞增

殖最重要的时期, 有研究发现, 减少cyclin A1依
赖的激酶2(CDK2)可以使细胞阻滞于S期[33]. 本
研究发现HCC细胞内质网应激诱导下cyclin A1
表达增加, 提示cyclin A1蛋白水平的升高, 促进

细胞周期发展及细胞增殖, 与HCC的发生有关. 
增殖诱导蛋白44是一种氨基酰tRNA合成酶, 其
表达增强可促进蛋白质翻译过程. 

总之 ,  本研究发现的内质网应激条件下

HCC细胞SMMC-7721差异表达的蛋白质3个与

细胞凋亡、细胞周期以及细胞增殖有关, 说明

了内质网应激与HCC的病理生理密切相关, 进
一步明确相关蛋白在HCC中的作用机制, 有望

为HCC的诊治提供新的突破点. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of celecoxib on cell 
proliferation, apoptosis and KAI1/CD82 expres-
sion in human hepatocellular carcinoma cell line 
HepG2.

METHODS: After HepG2 cells were treated with 
different concentrations of celecoxib (12.5, 25.0, 
50.0, 100.0, 200.0 μmol/L), cell proliferation was 
measured by CCK-8 assay, cell apoptosis was 
detected by flow cytometry, and the expression 
of KAI1/CD82 protein was detected by Western 
blot.

RESULTS: Treatment with celecoxib signifi-
cantly inhibited the proliferation of HepG2 cells 

(P < 0.05) in a dose- and time-dependent man-
ner, and the reduced rate of growth of HepG2 
cells treated with 200.0 μmol/L celecoxib for 72 
h was 69.23%. Treatment with celecoxib induced 
apoptosis of HepG2 cells in a dose-dependent 
manner. The apoptosis rates of cells treated 
with 12.5, 50.0, or 200.0 μmol/L celecoxib for 48 
h were significantly higher than that of control 
cells (18.79% ± 2.37%, 46.94% ± 0.78%, 69.48% 
± 0.63% vs 16.72% ± 1.54%, all P < 0.05). Treat-
ment with celecoxib significantly up-regulated 
the expression of KAI1/CD82 protein in a dose-
dependent manner (48 h: 0.394 ± 0.007, 0.886 ± 
0.057, 1.099 ± 0.079 vs 0.321 ± 0.020, all P < 0.05).

CONCLUSION: Celecoxib inhibits cell prolifera-
tion and induces apoptosis possibly by up-regu-
lating KAI1/CD82 protein expression in human 
hepatocellular carcinoma cell line HepG2.

Key Words: HepG2 cells; Celecoxib; KAI1/CD82; 
Cell proliferation; Apoptosis

Cui RH, Chen JQ, Sun M, Sun ZZ. Celecoxib inhibits cell 
growth and up-regulates KAI1/CD82 protein expression 
in human hepatocellular carcinoma cell line HepG2. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(13): 1336-1341

摘要
目的: 探讨塞来昔布对人肝癌HepG2细胞增
殖、凋亡以及KAI1/CD82蛋白表达的影响.

方法: 用不同浓度的塞来昔布(12.5、25.0、
50.0、100.0、200.0  μ m o l/L)干预人肝癌
HepG2细胞24、48、72 h后. 采用CCK-8法测
定HepG2细胞体外增殖活性; 利用流式细胞术
检测细胞凋亡率; 应用Western blot检测KAI1/
CD82蛋白表达变化.

结果: CCK-8法证实塞来昔布可呈时间与剂
量依赖性抑制肝癌H e p G2细胞增殖, 200.0 
μ m o l/L塞来昔布作用72  h后 ,  抑制率达到
最大(69.23%). 流式细胞术检测发现12.5、
50.0、200.0 μmol/L塞来昔布干预肝癌HepG2
细胞48 h后, 塞来昔布可呈剂量依赖性诱导

®

■背景资料
原发性肝癌具有
起 病 隐 匿 、 发
病 率 高 ,  侵 袭 性
强、预后差等特
点 ,  手 术 治 疗 是
目前最佳治疗手
段 ,  但 患 者 5 年
总生存率仍低于
5% .  传统的全身
化疗药物不良反
应 较 大 ,  临 床 疗
效 欠 佳 ,  因 此 寻
找对肝癌有效的
治疗方法对于降
低肝癌的发病率
和死亡率具有十
分 重 要 的 意 义 , 
塞来昔布是一种
新型非甾体类消
炎 药 ,  其 抗 肿 瘤
作 用 备 受 关 注 , 
但其具体作用机
制国内外研究尚
不够全面.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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肝癌HepG2细胞凋亡, 凋亡率均高于对照组
(18.79%±2.37%, 46.94%±0.78%, 69.48%±

0.63% vs  16.72%±1.54%, 均P <0.05). Western 
blot结果显示塞来昔布可呈剂量依赖性增加
KAI1/CD82表达, 较对照组明显升高, 差异有
统计学差异(48 h: 0.394±0.007, 0.886±0.057, 
1.099±0.079 vs  0.321±0.020, 均P <0.05).

结论: 塞来昔布可通过上调KAI1/CD82蛋白的
表达, 诱导肝癌HepG2细胞凋亡, 抑制肿瘤细
胞增殖.

关键词: 肝癌HepG2细胞; 塞来昔布; KAI1/CD82; 

细胞增殖; 细胞凋亡
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0  引言

环氧合酶(cyclooxygenase, Cox)又称前列腺素

内过氧化物合成酶(prostaglandin H synthase, 
PGHS), 参与了恶性肿瘤发生、发展、侵袭、

转移的全过程[1,2], 其中COX-2是一种诱导酶, 在
胃癌、肝癌、乳腺癌等多种恶性肿瘤中均有表

达[3], 塞来昔布作为高选择性COX-2抑制剂的

一种, 与传统非甾体类消炎药(nonsteroidal anti-
inflammatory drugs, NSAIDs)相比具有高效低

毒特点. NSAIDs抗肿瘤增殖和诱导肿瘤细胞凋

亡作用已经为国内外研究所证实[4], 已成为结肠

癌、肝癌、肺癌等多种恶性肿瘤药物治疗的新

选择. 已有研究证实塞来昔布能够抑制肿瘤细

胞增殖、诱导其凋亡、抑制肿瘤细胞新生血管

形成及肿瘤细胞的迁移和黏附等[5,6], 但其具体

机制仍不能明确. KAI1/CD82是近几年国内外研

究比较热的一种特异性肿瘤抑制基因, 最初在

研究前列腺癌时发现[7], 研究证实其能够通参与

细胞内信号通路等抑制肿瘤侵袭转移[8]. 而早在

1998年Guo等[9]就已经证实, KAI1/CD82基因的

表达与肝癌细胞的浸润、转移呈负相关. 因此

我们以塞来昔布作用于肝癌HepG2细胞, 观察其

对肝癌细胞的增殖抑制、诱导凋亡等作用, 并
观察KAI1/CD82蛋白的表达变化情况, 为塞来昔

布的体内研究提供更多的实验和理论依据, 亦
为肝癌的治疗提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞株由徐州医学院肿

瘤科实验室保存; 塞来昔布购于美国S igma公
司; CCK-8为日本同仁化学研究所产品; 兔抗人

KAI1/CD82单克隆抗体为北京博奥森公司产品; 
Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒为Biovision
公司产品; RPMI 1640为美国Gibco公司产品; 胰
酶、DMSO为美国Sigma公司产品; 小牛血清购

于杭州四季青公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 细胞常规培养于含有100 mL/L
小牛血清、青霉素-链霉素溶液(100×)的RPMI 
1640的培养液中, 在37 ℃, 50 mL/L CO2条件下培

养, 2-3 d更换细胞培养液, 待细胞铺满瓶底时, 以
2.5 g/L胰酶消化、传代. 取对数生长期细胞进行

实验.
1.2.2 分组: 塞来昔布溶解于DMSO, 用RPM I 
1640培养液稀释到12.5、25.0、50.0、100.0、
200.0 μmol/L, 并确保DMSO浓度最终<0.1%, 并
设阴性对照组(0 μmol/L).
1.2.3 CCK-8法检测肝癌细胞增殖抑制率: 取对

数生长期HepG2细胞以1×108个/L接种于96孔
培养板, 每孔100 μL, 置37 ℃、50 mL/L CO2及

饱和湿度条件下待24 h细胞贴壁生长后, 弃上

清, 按照1.2.2实验分组设计分组, 加入含有不同

浓度塞来昔布的培养液, 每组设6个复孔, 重复2
板, 分别培养至24、48、72 h弃上清, 每孔加入

CCK-8溶液10 μL, 继续培养4 h, 取出培养板, 酶
标仪测定450 nm处的吸光度, 计算抑制率: 抑制

率 = (1-给药组A值/阳性对照组A值)×100%.
1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡率: 取对数生长

期HepG2细胞以每孔2×108个/L的细胞密度接

种于6孔板, 分设阴性对照组(0 μmol/L), 塞来昔

布组(12.5、50.0、200.0 μmol/L), 干预48 h后收

集细胞, 用2.5 g/L胰酶+0.02% EDTA消化离心细

胞, 1 000 r/min, 4 ℃离心5 min, 弃上清, PBS洗
涤2次后, 将细胞重悬于500 μL Binding Buffer中, 
加入10 μL Annexin V-FITC和5 μL PI, 轻轻混匀, 
室温避光5 min, 流式细胞仪检测肝癌HepG2细
胞凋亡率.
1.2.5 Western blot检测KAI1/CD82蛋白表达: 
收集对数生长期肝癌HepG2细胞以每孔2×108

个/L的细胞密度接种于6孔板, 分设阴性对照

组(0 μmol/L), 塞来昔布组(12.5、50.0、200.0 
μmol/L), 分别加药干预48 h后, 置于冰上提取

蛋白, 采用Forlin法测蛋白浓度后, 上样于SDS-
PAGE电泳分离后转移至硝酸纤维素滤膜, 经抗

原抗体反应、显色后于ODSEEY上机扫描, Im-

■研发前沿
塞来昔布抗肿瘤
的作用机制是国
内外研究热点, 且
以体外实验居多, 
因此体内实验抗
肿瘤效果、临床
合适应用剂量及
其不良反应问题
仍需进一步证实.
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age J软件半定量分析, 测定其A值. 实验过程中, 
以β-actin作为内参进行检测, 保证实验结果的准

确性.
统计学处理 采用SPASS16.0进行统计分析, 

各组数据以mean±SD表示, 组间比较采用单因

素方差分析(One-way ANOVA), P <0.05为差异具

有统计学意义.

2  结果

2.1 塞来昔布对肝癌HepG2细胞生长的影响 不
同浓度的塞来昔布作用于肝癌HepG2细胞24、
48、72 h后, CCK-8结果检测显示: 12.5 μmol/L

塞来昔布作用肝癌HepG2细胞24 h后细胞增殖

抑制率高于对照组(P <0.05), 且随塞来昔布作用

时间的延长和浓度的增加, 细胞抑制率增强, 与
对照组相比差异具有统计学意义(P <0.01). 即塞

来昔布可呈时间和剂量依赖性抑制肝癌HepG2
细胞的增殖(表1).
2.2  塞来昔布对肝癌H e p G2细胞凋亡的影响 
12.5、50.0、200.0 μmol/L浓度塞来昔布作用于

肝癌HepG2细胞48 h后, 细胞凋亡率均高于对照

组(18.79%±2.37%, 46.94%±0.78%, 69.48%±

0.63% vs  16.72%±1.54%, 均P <0.05, 图1).
2.3 塞来昔布上调KAI1/CD82蛋白的表达 肝癌

■相关报道
R o y 等 研 究 证 实
塞来昔布能够增
强 肝 癌 细 胞 株
HepG2对抗肿瘤
药物多柔比星的
敏感性, 其机制是
通过COX-2所介
导的下调MDR1
的表达, 而MDR1
是一种多重耐药
基因. 这为塞来昔
布与其他药物联
合应用抗肿瘤提
供了新的思路.

100        101         102        103         10410
0   

  
  
  
10

1   
  
  
  
 1

02   
  

  
  

10
3   

  
  

  
10

4

Annexin V-FITC

PI

A

100        101         102        103         10410
0   

  
  
  
10

1   
  
  
  
 1

02   
  

  
  

10
3   

  
  

  
10

4

Annexin V-FITC

PI

B

100        101         102        103         10410
0   

  
  
  
10

1   
  
  
  
 1

02   
  
  
  
10

3   
  
  
  
10

4

Annexin V-FITC

PI

C

100        101         102        103         10410
0   

  
  
  
10

1   
  
  
  
 1

02   
  
  
  
10

3   
  
  
  
10

4

Annexin V-FITC

PI

D

图 1 塞来昔布对肝癌
HepG2细胞凋亡的影响. 
A: 阴性对照组; B: 塞来昔

布12.5 μmol/L组; C: 塞来

昔布50.0 μmol/L组; D: 塞

来昔布200.0 μmol/L组.

表 1 不同浓度塞来昔布作用24、48、72 h后对肝癌HepG2细胞抑制作用 (mean±SD, %, n  = 6)

     
分组

                        24 h                      48 h                        72 h

        A 450 抑制率(%)          A450 抑制率(%)          A 450 抑制率(%)

阴性对照组 0.720±0.039    0.00 0.785±0.021    0.00  0.722±0.028     0.00

塞来昔布

    12.5 μmol/L 0.599±0.016a  16.20 0.574±0.029b  21.64  0.564±0.037b   26.16

    25.0 μmol/L 0.524±0.026b  26.89 0.507±0.011b  33.08  0.494±0.025b   34.82

    50.0 μmol/L 0.449±0.042b  37.06 0.465±0.035b  39.90  0.432±0.033b   40.03

    100.0 μmol/L 0.376±0.027b  47.49 0.363±0.037b  53.52  0.325±0.030b   54.89

    200.0 μmol/L 0.269±0.028b  62.41 0.245±0.029b  68.57  0.222±0.016b   69.23

aP<0.05, bP<0.01 vs  阴性对照组.
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HepG2细胞经12.5、50.0、200.0 μmol/L塞来昔

布处理48 h后, KAI1/CD82蛋白表达量较对照组

明显提高, 差异具有统计学意义(0.394±0.007, 
0.886±0.057, 1.099±0.079 vs  0.321±0.020, 均
P <0.05, 图2).

3  讨论

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是恶

性肿瘤致死的最常见原因之一, 发病率约每年

30/10万. 近二十年来许多国家肝癌的发病率呈

上升趋势, 手术切除是主要治疗手段, 但预后差. 
且很多患者明确诊断时已是晚期, 患者5年生存

率不足5%. 因此积极探索新的治疗方法具有重

要的临床意义[10,11].
KAI1/CD82是近几年来发现的特异性肿瘤

抑制基因, 首先从前列腺癌细胞杂交出并命名, 
其定位于人类染色体11p11.2-13上, 全长约80 
kb, 包含10个外显子, 9个内含子以及外显子10
之后的DNA的8 kb, 该基因一个显著的特点是: 
在9个内含子当中, 内含子5最小, 约0.2 kb, 内含

子1最长, 约29 kb, 相当于其他内含子长度之和. 
KAI1/CD82属于跨膜4超家族(transmembrane 4 
superfamily, TM4SF)成员[12,13], 他与其他TM4SF
成员如CD9、CD63等在分子的重排和细胞的形

态、聚集、黏附、迁移等生理及病理活动中发

挥重要作用[14,15], 其下调与许多恶性肿瘤发生、

发展、转移等密切相关[16]. KAI1/CD82抑制食管

癌[17]、胃癌[18]、胰腺癌[19]、大肠腺癌[20]细胞等

侵袭和转移已为国内外研究所证实. 而与原发

性肝癌的相关研究成为近几年的热点.

塞来昔布是一种新型NSAIDs, 属于高选择

性COX-2抑制剂的一种, 因其在对抗肿瘤的同

时能够克服传统非甾体类药物长期使用所导致

的胃肠道出血、消化性溃疡等不良反应而为研

究者所关注, 塞来昔布在各种恶性肿瘤细胞凋

亡, 抑制肿瘤侵袭、转移方面国内外已有所研

究, 如Tsutsumi等[21]研究发现选择性COX-2抑制

剂塞来昔布能抑制胃癌的凋亡, 其机制是通过

上调一种内质网伴侣蛋白的表达, 而这种内质

网伴侣蛋白能够抑制塞来昔布所诱导的肿瘤细

胞凋亡. 基质金属蛋白酶(matrix metalloprotein-
ases, MMPs)是一组锌离子依赖性内肽酶, 他可

通过水解细胞外基质促进肿瘤细胞的侵袭和转

移, 而其抑制剂TIMP-2能特异地抑制MMP-2的
酶原激活和酶活性, 阻止肿瘤细胞的侵袭, 两者

是评价肝癌细胞转移能力的良好指标之一. 殷
积彬等[22]将肝癌细胞株接种于裸鼠肝脏组织中, 
以塞来昔布灌胃法观察裸鼠体内选择性COX-2
抑制剂塞来昔布的抗肿瘤效果, 结果显示塞来

昔布能够通过抑制肝癌细胞内MMP-2表达, 又
增加TIMP-2的表达, 从而使TIMP-2/MMP-2比
例增加, 导致肿瘤细胞降解细胞外基质的作用下

降, 达到抑制肿瘤细胞转移的作用. 塞来昔布还

能够通过抑制NF-κB及VEGF蛋白的表达来抑制

胃癌细胞增殖, 促进细胞凋亡, 抑制肿瘤新生血

管形成[23]. Xu等研究证实塞来昔布可以通过花

生四烯酸代谢途径以剂量和时间依赖方式抑制

小鼠肝癌H22细胞增殖[24], 而卢栋等通过West-
ern blot等实验方法证实塞来昔布能够促进肝癌

HepG2细胞凋亡, 而其途径是通过抑制细胞NF-
κB DNA结合活性和NF-κB p65蛋白表达来实现

的[25], 另有报道研究证实塞来昔布能够增强肝

癌细胞株HepG2对抗肿瘤药物多柔比星的敏感

性, 其机制是通过COX-2所介导的下调多重耐药

基因MDR1的表达[26], 可见塞来昔布在诱导肿瘤

细胞凋亡, 抑制其转移的途径研究不一, 而其与

肿瘤抑制基因的报道甚少.
本实验我们以肝癌细胞系HepG2为靶细胞, 

探讨塞来昔布对肝癌细胞的增殖抑制、诱导凋

亡及对KAI1/CD82蛋白表达作用的影响. 通过

增殖抑制实验发现, 12.5 μmol/L塞来昔布持续

作用48 h抑制率为21.64%, 作用72 h抑制率为

26.16%, 而浓度递增到200.0 μmol/L时, 抑制率

达68.57%, 塞来昔布对肝癌HepG2的增殖抑制

呈剂量和时间依赖效应. 这和王智等研究塞来

昔布对肝癌SMMC7721细胞的生长抑制作用相

■创新盘点
KAI1/CD82是近
几年来发现的特
异性肿瘤抑制基
因, 其下调与肝癌
发生、发展、转
移等密切相关, 本
研究探讨塞来昔
布可以通过上调
KAI1/CD82的表
达而达到抗肝癌
目的, 这为塞来昔
布肿瘤治疗提供
新的作用靶点.

图 2 Western blot检测塞来昔布作用于肝癌HepG2细胞后
KAI1/CD82的表达. 1: 阴性对照组; 2: 塞来昔布12.5 μmol/L; 

3: 塞来昔布50.0 μmol/L: 4: 塞来昔布200.0 μmol/L. aP<0.05 

vs  阴性对照组.
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一致[27]. 细胞凋亡是细胞在生理或病理条件下, 
由基因调控的主动方面的自我消亡过程. 相关

研究表明细胞凋亡与肿瘤的发生、发展及转归

密切相关, 诱导肿瘤细胞发生凋亡是部分抗肿

瘤化疗药物的作用机制之一[28]. 我们选用12.5、
50.0、200.0 μmol/L低中高3个浓度塞来昔布通

过流式细胞仪检测发现细胞凋亡率与药物浓

度成正比, 200.0 μmol/L凋亡率为69.48%, 同时

Western blot法观察到12.5、50.0、200.0 μmol/L
剂量组塞来昔布均能促进人KAI1/CD82蛋白

的表达, 据此我们推测塞来昔布也可通过上调

KAI1/CD82蛋白的表达而发挥抗肿瘤作用. 但其

具体诱导途径国内外研究不一, Zhou等[29]研究

认为KAI1/CD82本身的糖基化和软酯酸化是其

抑制肿瘤细胞黏附、运动和侵袭转移作用的重

要因素. 其还可以通过控制细胞表面分子活动

和信号传导影响细胞转移, 抑制肿瘤细胞的运

动[30]; 而Zhang等[31]研究证实KAI1/CD82能够通

过FAK-Lyn-p130CAS-CrKⅡ信号通路(FAK为局

部黏附激酶, Lyn为Src酪氨酸激酶, 为反应的底

物)抑制制肿瘤细胞转移, 具有趋触性和趋化性

的FAK-Lyn-p130CAS-CrKⅡ路径是细胞活动的

分子开关, 其通过调节肌动蛋白细胞骨架的组

织结构而决定细胞的运动方向, 而KAIl通过抑

制活化的p130CAS-CrKⅡ复合物的形成而抑制

细胞的活动性; 而另有研究发现KAI1/CD82也可

通过干预介导肿瘤病理过程的PI3K/Akt/mTOR
信号通路下调Rac1蛋白的表达从而抑制细胞转

移和肿瘤的浸润[32]. 通过本实验研究我们认为, 
塞来昔布能够通过上调KAI1/CD82蛋白的表达

而抑制肝癌细胞侵袭转移, 这为肝癌的临床治

疗提供了可靠的理论依据, 但其具体诱导途径

复杂, 需更深入的研究.

志谢: 感谢王青勋、张志峰等同志在实验中给

予的大力帮助.
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度均值得进一步
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Abstract
AIM: To investigate the impact of knockdown of 
the B-cell specific Moloney leukemia virus inser-
tion site 1 (Bmi-1) gene on the biological behav-
ior of human pancreatic cancer cells.

METHODS: An expression vector carrying a 
small interference RNA (siRNA) targeting the 
Bmi-1 gene was constructed and transfected into 
human pancreatic cancer PANC-1 cells. After 
transfection, Bmi-1 protein expression was detect-
ed by Western blot; cell proliferation was evalu-
ated by MTT assay; and cell cycle progression 
and apoptosis were examined by flow cytometry.

RESULTS: PANC-1 cells transfected with the 
recombinant vector had more significant cell 

cycle arrest (G0/G1 phase: 60.480% ± 1.545% vs 
40.520% ± 2.865%; S phase: 35.740% ± 2.074% vs 
12.68% ± 2.654%), increased apoptosis (21.670% 
± 2.948% vs 7.870% ± 0.900%), and decreased 
Bmi-1 expression (175.39 ± 1.76 vs 318.54 ± 3.53, 
P < 0.05) compared to control cells.

CONCLUSION: SiRNA-mediated down-regulation 
of Bmi-1 expression induces cell cycle arrest and in-
creases apoptosis in PANC-1 cells. Bmi-1 might serve 
as a target for gene therapy of pancreatic cancer.

Key Words: Pancreatic cancer; B-cell specific Mo-
loney leukemia virus insertion site 1; Small interfer-
ence RNA; Flow cytometry

Leng ZW, Yin T, Xia QH, Zhang WL, Wang GB, Tao KX. 
SiRNA-mediated down-regulation of Bmi-1 expression 
inhibits proliferation of human pancreatic cancer PANC-1 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(13): 1342-1346

摘要
目的: 探讨运用RNAi技术沉默Bmi-1基因对人
胰腺癌细胞恶性行为的影响, 为胰腺癌基因治
疗提供新的靶点和思路.

方法: 构建反义Bmi-1真核表达载体转染人胰
腺癌PANC-1细胞, 运用荧光显微镜下观察、

MTT、Western blot、流式细胞术检测转染效
果及细胞周期、凋亡变化.

结果: 成功构建反义Bmi-1真核表达载体并且
转染后细胞Bmi-1表达明显下降(175.39±1.76 vs 
318.54±3.53, P<0.05), 实验组细胞与对照组相比, 
增殖受到抑制, 周期出现阻滞(G0/G1: 60.480%±

1.545% vs 40.520%±2.865%; S: 12.68%±2.654% 
vs 35.740%±2.074%, 均P<0.05), 凋亡明显增加
(21.670%±2.948% vs 7.870%±0.900%, P<0.05).

结论: Bmi-1的siRNA能明显抑制Bmi-1的表
达, 抑制细胞增殖, 促进细胞凋亡. Bmi-1可作
为胰腺癌基因治疗的靶点.

关键词: 胰腺癌; B细胞特异性莫洛尼氏白血病毒

插入位点1; 小干扰RNA; 流式细胞术

®

■背景资料
最初发现 B m i - 1
基因参与了胚胎
发育、干细胞功
能的维持和抗凋
亡作用, 进一步研
究显示其在多种
肿瘤中高表达, 且
高表达 B m i - 1 与
肿瘤的耐药、淋
巴转移、生存率
负 相 关 ,  提 示 该
基因在肿瘤的发
生发展过程中发
挥重要的调控作
用 .  以此为线索 , 
研究发现 B m i - 1
基因可以促进肿
瘤细胞的耐药、
增殖、克隆形成
等恶性生物学行
为, 并且参与了正
常细胞的恶性转
化. 以上研究提示
B m i - 1 可以作为
肿瘤基因治疗的
靶点以及肿瘤的
诊断和预后指标.

■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
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0  引言

肿瘤的发生发展是多基因多步骤参与的结果, 
B细胞特异性莫洛尼氏白血病毒插入位点1(B-
cell specific moloney leukemia virus insertion site 
1, Bmi-1)属于PcG(polycomb group)家族, 参与

了细胞DNA损伤修复、细胞周期和凋亡调控等

行为. 近年来研究发现Bmi-1在肝癌、肺癌、结

肠癌、淋巴瘤胰腺癌等多种肿瘤中高表达, 提
示Bmi-1在肿瘤发生发展以及基因治疗等方面

可能具有重要作用, 而有望成为肿瘤基因治疗

重要的靶点, 引起了学者的广泛关注. RNA干扰

(RNA interference, RNAi)技术是近年来迅速发

展起来的基因沉默技术, 通过合成与靶基因同

源的小干扰RNA(small interference RNA, siR-
NA)并转染入细胞, 导致靶基因mRNA的降解而

达到基因沉默的效果, 在肿瘤基因治疗中已被

广泛运用. 我们通过该技术转染Bmi-1 siRNA入

胰腺癌PANC-1细胞中, 并观察对其细胞恶性生

物学行为的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌PANC-1细胞株由本实验室

提供; 细胞凋亡检测试剂盒(凯基, 中国); Mouse 
Bmi-1 antibody(Santa, sc-81201); Mouse GAPDH 
antibody(ProMab, Mab-2005079); Goat Anti 
Mouse IgG/HRP等.
1.2 方法 
1.2.1 siRNA的设计合成: 由上海吉凯基因技术有

限公司合成; 根据Bmi-1的编码序列设计并合成

靶向沉默Bmi-1的siRNA序列5'-ATGAAGAGA-
AGAAGGGATT-3', 5'-AATGGACATACCTA-
ATACT-3', 将其克隆至慢病毒载体pSuper-retro, 
构建编码Bmi-1 siRNA的病毒载体pSuper-retro-
Bmi-1对照组为pSuper-retro-GFP载体.
1.2.2 细胞培养及转染: 取对数生长期细胞, 在生物

安全柜中严格按照转染说明书操作. 取MOI = 60, 
转染48 h后观察细胞无明显异常后进行后续实验.
1.2.3 MTT检测细胞增殖: 取1 000个细胞干扰

48 h后每孔加入20 μL MTT溶液(5 g/L, 即0.5% 
MTT), 继续培养4 h. 终止培养, 小心吸去孔内培

养液, 每孔加入150 μL DMSO, 使结晶物充分溶

解. 在490 nm处测量各孔的A值, 分别以转染时

间、A值为横、纵坐标, 绘制细胞生长曲线.
1.2.4 Western blot检测Bmi-1的蛋白表达: 用RIPA
提取液提取靶细胞中的蛋白质后行SDS-PAGE
电泳, 免疫印迹-转膜, 一抗与蛋白质结合, 酶标

记的二抗与一抗结合, 最后化学发光得到条带.
1.2.5 流式细胞术: 消化收集细胞加入300 μL bind-
ing buffer悬浮细胞, 加入3 μL Annexin V-APC混匀

后加入3 μL PI混匀, 室温避光反应15 min, 1 h内检

测细胞凋亡情况. 收集细胞, 加0.6 mL PBS液重悬

细胞, 再加1.4 mL冰无水乙醇涡旋, 使细胞分散, 
然后置4 ℃过夜, PBS洗1次细胞后收集, 加入264 
μL PBS重悬细胞, 混匀, 再加入PI(10×)30 μL以
及RNA酶(50×)6 μL, 总体积为300 μL, 常温避光

反应10 min, 30 min内检测细胞周期. 
统计学处理 所有实验重复3次, Western blot 

条带以Gel pro4.0版凝胶吸光度分析软件进行

分析, 测其IA值. 所有结果用SPSS11.0软件行t检
验, 取P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 荧光倒置显微镜下观察 转染48 h后各组细胞

形态良好, 转染后细胞没有出现明显不良反应, 
细胞转染率较高, 能满足实验要求(图1).
2.2 Western blot检测Bmi-1的蛋白表达 干扰后

Bmi-1蛋白有明显的下降(175.39±1.76 vs  318.54
±3.53, P<0.05, 图2).
2.3 MTT检测沉默Bmi-1对细胞增殖的影响 转染

后PANC-1细胞在对数生长期(12-36 h)的增殖受

到明显抑制, 且在36-72 h之间转染细胞的增殖

仍然被抑制(图3). 提示在转染后细胞近、远期

增殖能力减弱.
2.4 细胞周期、凋亡变化 与对照组相比, 实验组

细胞晚期凋亡明显增加(P <0.05, 图4, 表1)和G0/
G1、S期阻滞(P<0.05, 图5, 表2). 

3  讨论

胰腺癌是消化系统高度恶性的肿瘤, 其5年生存

率极低[1,2]. 寻求对胰腺癌的基因靶向治疗已经

成为了研究热点. 随着研究的不断深入, 近年来

■研发前沿
胰腺癌是消化系
统高度恶性的肿
瘤, 其5年生存率
极低. 寻求对胰腺
癌的基因靶向治
疗已经成为了研
究热点.

表 1 沉默Bmi-1后细胞凋亡变化 (%, mean±SD)

     
分组      早期凋亡       晚期凋亡

实验组 0.507±0.147 21.670±2.948a

对照组 0.577±0.339   7.870±0.900

aP<0.05 vs  对照组.
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有观点认为胰腺癌起源于肿瘤干细胞[3-5]. 干细

胞在增殖、多向分化、衰老、凋亡过程中都有

严格的调控机制, 在细胞生长过程中这些机制

紊乱可以导致肿瘤的发生. 研究显示肿瘤细胞

的增殖与干细胞的自我更新过程可能由相同的

信号通路所调控[6]. 原癌基因Bmi-1参与沉默与

细胞衰老、凋亡、死亡相关的基因, 参与了干

细胞的增殖、分化与衰老[7], 被认为与肿瘤的

发生发展有着密切的联系. 目前Bmi-1的研究主

要集中在两个方面: (1)维持干细胞分化功能和

抗凋亡作用: 如在造血干细胞[8]、神经干细胞

中就高表达Bmi-1, 缺乏Bmi-1的鼠出生后在造

血功能, 骨骼形成, 神经系统功能等方面表现出

缺陷. Fasano等[9]已经证实了Bmi-1在维持神经

干细胞功能方面的作用. Cordisco等[10]证实由

于Bmi-1的下调细胞衰老明显增加. 研究人员发

现在小鼠乳腺上皮细胞的发育过程中, Bmi-1也

起非常重要的作用[11]. 以上研究显示了Bmi-1在
维持干细胞正常功能中的重要作用, 则在同样

属于干细胞的肿瘤干细胞中Bmi-1是否也扮演

了重要角色呢? Bmi-1在肿瘤细胞中有什么作

用? 与肿瘤的耐药、复发、远处转移等有何相

关性? 近年来, 在该领域的研究取得了一定的

进展; (2)促进肿瘤的恶性生物学行为: 最初发

现Bmi-1可与c-Myc癌基因协同在鼠淋巴瘤的发

生过程中发挥作用[12]. 而后, 越来越多的研究显

示Bmi-1高表达于包括胰腺癌在内的诸多恶性

肿瘤中. Song等[13]研究提示Bmi-1在胰腺癌手术

标本及PANC-1细胞中高表达, 并且Bmi-1的高

表达与淋巴转移及生存率负相关. 另一组相关

研究也证实了胰腺癌高表达Bmi-1[14]. 所以我们

选择在胰腺癌PANC-1细胞中靶向下调Bmi-1的
表达进行进一步的研究. 有资料显示Bmi-1下调

后肿瘤的分化、克隆形成能力和转移能力大大

削弱[15,16]. Wang等[17]还发现Bmi-1参与了HaCaT
细胞的恶性转化过程. Xiao等[18]运用RNAi技术

成功下调Bmi-1表达, 而使胃癌细胞生长和侵袭

能力减弱. Bmi-1还参与了鼻咽癌细胞抗凋亡的

过程[19]. Becker等[20]在小鼠肺癌模型中发现由

Bmi-1下调导致了P16INK4a与p19ARF(人类为

■相关报道
Xiao等运用RNAi
技 术 成 功 下 调
Bmi-1表达, 而使
胃癌细胞生长和
侵袭能力减弱.

A B

图 1 荧光倒置显微镜下观察结果. A: 明视野; B: 荧光视野(×50). MOI = 60, 感染率在90%左右.
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白表达.
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图 3 MTT结果显示沉默Bmi-1对细胞增殖的影响.表 2 沉默Bmi-1后细胞周期变化 (%, mean±SD)

     
分组            G0G1           G2M              S

实验组 60.480±1.545a 26.850±1.946   12.68±2.654a

对照组 40.520±2.865 23.750±0.881 35.740±2.074

aP<0.05 vs  对照组.
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P14ARF)上调, 从而影响了肿瘤中细胞的死亡

和细胞周期. 我们在干扰PANC-1细胞的Bmi-1
表达后发现: Bmi-1蛋白表达在该细胞中明显受

到抑制(P <0.05). 基因多是通过其编码的蛋白质

发挥功能, 实验显示我们已经在蛋白质水平下

调了Bmi-1的表达, Bmi-1的功能已经受到抑制, 
而被转染的PANC-1细胞的恶性生物学行为将

被削弱, 这一观点在后续实验中得到了证实. 同
时, MTT及流式细胞术结果显示: 沉默Bmi-1后
细胞晚期凋亡比例由7.870%±0.900%上升到

21.670%±2.948%, 具有统计学差异(P <0.05). 细
胞的G0G1和S期阻滞也非常明显(P <0.05), 提示

沉默Bmi-1确实能够降低肿瘤细胞恶性生物学

行为, 与现有相关报道结果相符.
另外, 还有研究证实Bmi-1参与了细胞的恶

性转化过程, Bmi-1的上调可以抑制P16INK4a, 延
长多种细胞的生存期[21]. 过度表达Bmi-1还可以

上调人端粒逆转录酶的转录水平, 导致端粒酶活

性增高, 阻止细胞的衰老、凋亡使其永生化[22]. 
Bmi-1促进肝脏干细胞的分化, 同时又参与了他

的恶性转化[23]. 还有资料表明: Bmi-1导致了人

鼻咽部上皮细胞的恶性转化[24]. 已有实验表明

Bmi-1与肿瘤的侵袭性、远处转移、复发等密

切相关[13]. Bmi-1的临床价值已经在胃癌、卵巢

癌、食管癌等多种肿瘤中得到肯定[16,25-27]. 
s iRNA是一种双链短RNA分子, 能以同源

互补序列的mRNA为目标降解特定的mRNA, 
从而沉默特定基因, 这种基因沉默机制被称为

RNAi[28]. 目前RNAi技术成为人为改变基因表达

强有力的武器, RNA干扰技术已经广泛运用于细

胞信号传导、基因功能学、抗肿瘤等方面的研

究. 近年来, 运用相关技术将siRNA成功转入了活

体, 人们期待该技术能够成为治疗包括肿瘤在内

的多种疾病强有力的手段. 当然, 由于RNAi技术

还不成熟, 有些方面还处于探索阶段, 所以目前

也存在诸多挑战如安全性、转染效率、给药途

径及药物载体、毒性、近期及远期负面效应等. 
但是随着理论、实验技术、方法、设备的不断

改进, RNAi技术必然愈加成熟, 目前已有运用该

技术成功抑制多种基因表达的实验报道[29-31].
在本实验中, 我们采用RNAi技术在胰腺癌

PANC-1细胞中靶向下调了Bmi-1基因的表达

并观察细胞恶性生物学行为的变化, 结果显示: 
Bmi-1的沉默可以导致细胞增殖抑制、凋亡增

■应用要点
Bmi-1的siRNA能
明显抑制 B m i - 1
的表达, 抑制细胞
增殖, 促进细胞凋
亡. Bmi-1可作为
胰腺癌基因治疗
的靶点.

图 4 细胞凋亡. A: 实验组; B: 

对照组.
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图 5 细胞周期变化. A: 实验组; B: 对照组.
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加和周期阻滞, 与其他相关实验结果吻合, 也提

示Bmi-1可以作为肿瘤基因治疗的靶点以及肿

瘤的诊断和预后指标.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of human 
mutL homologue 1 (hMLH1) and Ras associa-
tion domain family 1A (RASSF1A) in esophageal 

squamous cell carcinoma (ESCC) and to analyze 
their prognostic value.

METHODS: The expression of hMLH1 mRNA 
and RASSF1A protein in 60 specimens of esoph-
ageal cancer was detected by in situ hybridiza-
tion (ISH) and immunohistochemistry, respec-
tively. The relationship of hMLH1 and RASSF1A 
expression with ESCC prognosis was evaluated 
using Cox regression model and Kaplan-Meier 
survival curve analysis.

RESULTS: The positive rates of hMLH1 and 
RASSF1A expression in esophageal carcinoma 
were significantly lower than those in normal 
esophageal tissue (41.67% vs 90.00%, 80.00% 
vs 100.00%; both P < 0.05). The expression of 
hMLH1 and RASSF1A was correlated with tu-
mor TNM stage, invasion depth, lymph node 
metastasis, and tumor size (all P < 0.05), but not 
with patient's nationality (P > 0.05). The expres-
sion of RASSF1A was positively correlated with 
that of hMLH1 (r = 0.338, P < 0.01). The five-year 
overall survival rate for all the patients was 35% 
(21/60). Univariate survival analysis suggested 
that the five-year survival rate for patients with 
positive expression of RASSF1A was higher than 
that for patients with negative expression of 
RASSF1A though the difference was not signifi-
cant (P > 0.05). Patients with positive expression 
of hMLH1 had a significantly higher survival 
rate compared to those with negative expression 
of hMLH1 (P < 0.05). Cox multivariate analysis 
indicated that tumor invasion depth and TNM 
stage were independent prognostic factors af-
fecting survival of ESCC patients (both P < 0.05).

CONCLUSION: Both hMLH1 and RASSF1A 
were weakly expressed in ESCC. The expression 
of hMLH1 and RASSF1A was positively cor-
related with ESCC progression. Expression of 
hMLH1 and RASSF1A might be used as a prog-
nostic parameter in ESCC patients.

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; 
Human mutl homologue 1; Ras association domain 
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■背景资料
食管癌是人类最
常见的恶性肿瘤
之 一 ,  我 国 新 疆
哈萨克族是食管
癌的最高发民族
之 一 ,  高 于 我 国
平 均 水 平 ,  严 重
威胁着哈萨克族
人民的身心健康, 
因此探讨新疆哈
萨克族与汉族食
管癌的发病机制, 
寻找有效预防及
治 疗 的 途 径 ,  是
目前迫切需要解
决的问题.

■同行评议者
李增山 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第四军医大学病
理教研室
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prognosis of esophageal carcinoma. Shijie Huaren Xiao-
hua Zazhi  2011; 19(13): 1347-1352

摘要
目的: 探讨食管鳞癌组织中hMLH1和RASSF1A
基因表达及其对预后的影响.

方法: 采用原位杂交技术检测hMLH1基因、

免疫组织化学法检测RASSF1A基因在60例
食管鳞癌患者中的表达, 应用Cox回归模型和
Kaplan-Meier生存曲线分析其与患者预后的
关系.

结果: 在食管鳞癌组织中hMLH1 mRNA表达
显著低于正常黏膜组织(41.67% vs  90.00%, 
P <0.01), RASSF1A蛋白表达低于食管正常
黏膜组织(80% vs  100%, P <0.05). hMLH1和
RASSF1A的表达与TNM分期、食管癌浸润深
度、淋巴结转移和肿瘤大小相关(均P <0.05), 
但与民族无关; RASSF1A与hMLH1表达呈正
相关(r  = 0.338, P <0.01); 本组病例5年总生存
率为35%(21/60), 单因素生存分析表明, 食管
癌hMLH1高表达组5年生存率高于低表达组, 
差异有统计学意义(P <0.05); RASSF1A高表
达组较低表达组有生存优势, 但差异无统计
学意义; Cox模型多因素分析表明, hMLH1和
RASSF1A不是影响生存期的独立因素, 而肿
瘤浸润深度和TNM分期均是影响生存期的独
立因素(P <0.05).

结论: hMLH1和RASSF1A在食管癌组织中表
达均较低, 其表达水平与食管肿瘤的发生发展
有一定的关系, 结合临床病理可作为判断预后
的指标. 

关键词: 食管癌; hMLH1基因; RASSF1A基因; 预后
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0  引言

食管癌是人类最常见的恶性肿瘤之一[1], 我国每

年因食管癌死亡的人数约占全部恶性肿瘤死亡

人数的1/4[2]. 食管鳞状细胞癌(esophageal squa-
mous cell carcinoma, ESCC)的发生是一个多步

骤、多因素、进行性发展的过程, 涉及到多种
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肿瘤抑制基因失活、癌基因的激活和凋亡相关

基因的变化. hMLH1是DNA错配修复(DNA mis-
match repair, MMR)系统中重要组成部分, 定位

于3p21.3-23, 主要与错配点结合并与其他修复

蛋白结合复合体来进行DNA修复. 目前在结肠

癌、子宫内膜癌等肿瘤中关于hMLH1的研究较

多, 但是在ESCC中相关研究较少[3,4]. RASSF1A
基因是Dammann等[5]于2000年从3p21.3上首先

克隆出来并证实其转录本在肺癌细胞系中为肺

癌的候选抑癌基因, 他所表达的产物广泛存在于

肺、乳腺、肾、消化系等多种器官和组织中, 在
多种癌组织中存在不同程度的表达缺失[6,7]. 本实

验联合检测hMLH1和RASSF1A在60例ESCC中
的表达水平, 分析两者与肿瘤临床病理特征和

患者预后的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择2001-01/2004-12新疆医科大学第

一及第二附属医院手术切除并经病理证实的

ESCC标本60例, 其中汉族30例, 哈萨克族30例, 
男40例, 女20例, 年龄38.0-76.0(平均54.6)岁. 所
有病例术前未经任何放疗和化疗. 按照WHO分

类标准进行病理分级: 高分化20例, 中低分化40
例. Ⅰ期8例, Ⅱ期32例, Ⅲ期19例, Ⅳ期 1例. 无
淋巴结转移34例, 有淋巴结转移26例. 同时选取

20例正常食管组织(距ESCC原发灶5 cm)作对照. 
标本均经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 连续

4 µm厚度切片. hMLH1原位杂交试剂盒, 兔抗人

RASSF1A均购自武汉博士德生物工程有限公司, 
DAB显色试剂盒由北京中杉生物公司提供.
1.2 方法 采用免疫组织化学PV-9000二步法检测

各组织中RASSF1A蛋白的表达. 步骤如下: 石
蜡切片逐级脱蜡、水化至水, 用30 mL/L H2O2室

温下孵育20 min(封闭内源性过氧化物酶), PBS
漂洗. 将切片置于pH6.0的枸橼酸盐缓冲液中, 
微波炉加热修复抗原20 min(温度控制在95 ℃
-100 ℃). 取出自然冷却至室温后, 用PBS漂洗. 
滴加一抗, 置于湿盒内, 4 ℃冰箱过夜. 同法冲洗

切片, 滴加生物素化通用性二抗工作液, DAB显
色生物素化二抗工作液, 置于湿盒中, 自来水终

止显色反应, 切片苏木素复染, 盐酸酒精分化返

蓝, 脱水封片. hMLH1原位杂交步骤按试剂盒说

明进行. RASSF1A以胞质内出现黄褐色或棕褐

色颗粒为阳性染色细胞. hMLH1 mRNA探针以

在胞质表达棕黄色颗粒为主, 也可见部分细胞

核表达. 以正常食管黏膜细胞表达的强度及方

www.wjgnet.com
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式为阳性对照, 在400倍视野下每张切片随机观

察5个视野, 阳性细胞<5%为阴性; >5%, 为阳性. 
统计学处理 统计学分析采用SPSS15.0软件

分别进行χ2检验、Kaplan-Meier生存分析和Cox
模型多因素生存分析, 以P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 hMLH1和RASSF1A在正常食管组织和ESCC
组织中的表达 hMLH1 mRNA表达以在胞质出

现棕黄色颗粒为主, 也可见部分细胞核表达, 在
正常食管黏膜鳞状细胞和基底细胞中阳性表达, 
在食管癌组织中表达部分或全部缺失, 差异有

统计学意义(P <0.01, 图1); RASSF1A蛋白以细胞

质出现棕褐、黄褐色颗粒为阳性染色细胞(图2), 
正常食管黏膜鳞状细胞和基底细胞中RASSF1A
几乎100%强阳性表达, 与食管癌组织中的表达

差异有统计学意义(P <0.05). 
2.2 hMLH1和RASSF1A与临床病理参数的关

系 hMLH1的表达则与肿瘤浸润深度、病理分

期、肿瘤大小(最长径线)相关, 差异有统计学意

义(P <0.05); hMLH1的表达在有淋巴结转移组低

于无淋巴结转移组, 差异有统计学意义(P <0.01); 
但其表达在不同分化程度组之间的差异无统

计学意义(P >0.05); RASSF1A蛋白表达阳性率

随病理分期增高依次降低, 差异有统计学意义

(P <0.01); 有淋巴结转移组低于无淋巴结转移组, 
差异有统计学意义(P <0.01); 随着浸润深度的增

加阳性率也逐渐降低, 进行肌层和浆膜层两组

之间的差异比较, 结果有统计学意义(P <0.05), 
其表达阳性率随肿瘤分化程度降低依次降低

但差异有统计学意义(P <0.05); 在不同的肿瘤

大小组中的表达差异也有统计学意义(P <0.05). 
RASSF1A和hMLH1的表达在汉族和哈萨克族

之间的差异无统计学意义(P >0.05, 表1). 
2.3 hMLH1和RASSF1A的表达相关性 hMLH1和
RASSF1A的表达呈正相关(r  = 0.338, P<0.01, 表2). 
2.4 患者预后 本研究对60例ESCC患者进行随

访, 其中21例存活, 中位生存期为51.0(38.8-63.2) 
mo, 5年生存率为35%(21/60). 
2.4.1 单因素Kaplan-Meier生存曲线: hMLH1阳性

表达组与阴性表达组相比, 前者5年生存率较高, 
且差异有统计学意义(P<0.05); RASSF1A阳性表

达组平均生存时间和中位生存时间都高于阴性

表达组, 但差异无统计学意义(P>0.05, 图3, 4).
2.4.2 多因素分析: 以患者肿瘤浸润深度、淋巴

结转移、TNM分期、分化程度、病变长度以及

食管癌中hMLH1和RASSF1A的表达为变量, 进

■相关报道
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A B

图 1 hMLH1的表达(DAB×400). A: 正常食管黏膜; B: ESCC组织.

A B

图 2 RASSF1A的表达(SP×400). A: 正常食管黏膜; B: ESCC组织.
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行Cox多因素回归分析. 结果显示, 独立的预后

因素为肿瘤浸润深度和TNM分期(P <0.05, 表3).

3  讨论

MMR是人体细胞的一种修复DNA碱基错配的

安全保障体系 [8,9], 由一系列特异性修复D N A 
碱基错配的酶分子(错配修复基因)组成, 包括

Mut H, Mut L和Mut S三大家族的蛋白, 该系统

中任一基因突变都会导致细胞错配修复功能

缺陷, 结果产生遗传不稳定, 表现为复制错误或

微卫星不稳定, 进而导致肿瘤发生. hMLH1是
MMR中重要组成部分, 定位于3p21.3-23, 基因

组DNA全长约58 kb(不包括启动子), 含19个外

显子, cDNA有2 268 bp的开放阅读框架, 编码蛋

白质756个氨基酸, 功能主要与错配点结合并与

其他修复蛋白结合复合体来进行修复, 其异常

与遗传性肠癌、Ⅱ型贲门癌、白血病、Muri-

■创新盘点
本实验运用原位
杂交法和免疫组
织化学法分别在
转录水平和蛋白
水平检测hMLH1
和RASSF1A的表
达 情 况 ,  探 讨 二
者与结直肠癌各
项临床病理参数
之间的关系, 并应
用 C o x 回 归 模 型
和Kaplan-Meier
生存曲线分析其
与患者预后的关
系 ,  为hMLH1和 
RASSF1A成为判
断食管癌生物学
行为及预后的重
要参考指标提供
理论依据.

表 2 hMLH1和RASSF1A表达的相关性 (n )

     
hMLH1

           RASSF1A

 -  +
合计

- 11 24   35

+   1 24   25

合计 12 48   60

表 1 hMLH1和RASSF1A表达与食管癌病理特征的关系

     
       hMLH1 mRNA表达          RASSF1A蛋白表达

病理特征   n
- + 阳性率(%)

   χ2值    P值
- + 阳性率(%)

  χ2值   P值

癌组织 60 35 25  41.67 12 48   80.00

正常组织 20   2 18  90.00 14.096 0.000   0 20 100.00   4.619 0.032

临床分期

    Ⅰ和Ⅱ 40 17 23  57.50   3 37   92.50

    Ⅲ和Ⅳ 20 18   2  10.00 12.377 0.001   9 11   55.00 11.719 0.001

分化程度

    高分化 20   9 11  55.00   1 19   95.00

    中低分化 40 26 14  35.00   2.194 0.171 11 29   72.50   4.219 0.047

浸润深度

    ≤肌层 29 12 17  58.62   2 27   93.11

    ≥浆膜层 31 23   8  25.81   6.638 0.018 10 21   67.74   6.023 0.022

淋巴转移

    有N1 26 23   3  11.54 10 16   61.54

    无N0 34 12 22  64.71 17.135 0.000   2 32   94.11   9.774 0.003

肿瘤大小(cm)

    ≤5 35 16 19  54.28   3 32   91.43

    >5 25 19   6  24.00   5.503 0.033   9 16   64.00   6.857 0.019

民族

    汉族 30 16 14  46.67   5 25   83.34

    哈萨克族 30 19 11  36.67   0.617 0.601   7 23   76.67   0.924 0.391

图 4 RASSF1A表达阴性和阳性表达组生存曲线.
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图 3 hMLH1表达阴性和阳性表达组生存曲线.
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Torre家族性肿瘤综合征、恶性胶质瘤Turcot综
合征等相关[10,11]. Cai等[12]研究发现食管癌中有

hMLH1杂合性缺失并且与微卫星不稳定有关, 
正是由于hMLH1的突变或缺失使细胞碱基错配

不能得以修复, 从而使DNA复制错误积累终导

致肿瘤的发生; 刘复兴等[13]研究了食管癌3p杂
合性丢失情况, 发现3p近hMLH1基因区域存在

高频缺失, 并进一步选取MLH1基因内微卫星标

志, 发现ESCC中hMLH1存在较高的等位基因丢

失, hMLH1基因内标志D3S1611的LOH频率高

达(66.7%), 说明食管癌hMLH1基因丢失频发, 可
能是食管癌基因改变的靶点, 目前较多研究结

果提示[14-18]hMLH1基因甲基化可能是多种散发

性肿瘤错配修复基因失活的常见方式. 本实验

采用原位杂交方法检测hMLH1 mRNA的表达, 
结果显示早期患者mRNA表达明显高于中晚期

患者, 该研究结果与张军航等报道相一致[19-21], 
同时hMLH1的表达与肿瘤浸润深度、病理分

期、肿瘤大小、淋巴结转移相关, 差异均有统

计学意义(P <0.05), 提示hMLH1可能是食管癌发

生的早期事件, 并且与肿瘤的发展和转移有关; 
Kaplan-Meier生存曲线分析结果显示, hMLH1
阳性表达组生存率都高于阴性表达组, 且差异

有统计学意义(P <0.05), 但多因素分析结果认为, 
hMLH1并不是ESCC独立的预后影响因素. 

RASSF1A是Ras效应蛋白家族中的一员, 由
Ras蛋白参与的Ras通路是一条高度保守的信

号传递通路. 其中Ras蛋白在有活性的GTP结合

构象和无活性的GDP结合构象之间转化, 通过

与不同的效应物分子激活多条传递通路, 其中

Ras/RASSF1/ERK通路将信号由细胞外传递到

细胞内, 介导细胞分化、增殖、存活及原癌基

因转化[22-24]. RASSF1A蛋白通过磷酸化ATM蛋

白的激酶位点, 使之活化来发挥抑制肿瘤的作

用. 武林枫等[25]采用免疫印迹方法检测48例胰

腺癌组织及其癌旁(正常)组织RASSF1A基因蛋

白的表达水平, 结果发现癌旁组织RASSF1A蛋

白的表达量高于胰腺癌组织的表达量(P <0.05); 
T N M分期Ⅲ期R A S S F1A蛋白的表达量低于

Ⅰ, Ⅱ期(P <0.05). 周岩等[26]采用RT-PCR检测

29例膀胱移行细胞癌组织及5例正常膀胱组

织中RASSF1A mRNA的表达水平, 结果显示

RASSF1A mRNA在所有正常膀胱组织中均呈

阳性表达, 而在膀胱移行细胞癌组织中表达缺

失率为79.3%(23/29), 两者比较差异有统计学

意义(P <0.01); 目前也有研究证实RASSF1A基

因在食管癌、胃癌组织的表达量高于癌旁对照

组织[27-31]. 本实验检测RASSF1A蛋白表达阳性

率随病理分期增高依次降低, 差异有统计学意

义(P <0.01); 且其表达与肿瘤浸润深度、病理

分期、肿瘤大小、淋巴结转移以及肿瘤分化

程度相关, 差异均有统计学意义(P <0.05), 提示

RASSF1A蛋白表达降低促进癌细胞的生物学

行恶化, 使其侵袭和转移增强; Kaplan-Meier生
存曲线分析结果显示, RASSF1A阳性表达组与

阴性表达组相比, 前者5年生存率较后者高, 但
差异无统计学意义(P >0.05); 进一步做Cox多因

素回归分析, 结果显示, RASSF1A亦不能作为

ESCC独立的预后因素. 另外, 本实验的结果还

显示ESCC中RASSF1A和hMLH1的表达呈正相

关, 相关系数r  = 0.338(P <0.01), 二者表达在食管

癌的发生发展中可能具有协同作用. 在30例汉

族和30例哈萨克族ESCC中, hMLH1和RASSF1A
的表达在不同民族之间无显著性差异(P >0.05), 
提示在新疆的汉族和哈萨克族ESCC的发生发

展中hMLH1和RASSF1A的表达具有共同性, 无
民族间基因背景差异. 

总之, hMLH1和RASSF1A在ESCC组织的表

达均较低, 且其表达与临床病理相关, 因此我们

认为, 上述生物学指标与临床病理学指标相结合

为食管癌的诊断和治疗提供了崭新的思路.
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Abstract
AIM: To explore the relationship between STAT1 
and p53 mRNA expression in human gastric 
cancer cell line SGC7901 and to characterize the 
regulatory effect of interferon-γ (IFN-γ) on p53 
expression in gastric cancer.

METHODS: After SGC7901 cells were treated 
with IFN-γ and antisense oligonucleotides 
(ASON) targeting the STAT1 gene, alone or in 
combination, the mRNA expression of p53 and 
STAT1 was tested by RT-PCR, and cell apoptosis 
was examined by Hoechst 33258 staining. The 
protein expression of p53 and STAT1 in human 
gastric cancer tissue was examined by immu-
nohistochemistry. Average optical density was 
compared between different groups using Stu-
dent’s t test analysis. The relationship between 
the expression of STAT1 and P53 protein in hu-
man gastric cancer was evaluated using Spear-
man rank correlation analysis.

RESULTS: Treatment with IFN-γ up-regulated 
the mRNA expression of STAT1 and p53 in 
SGC7901 cells (both P < 0.05). Treatment with 
STAT1-specific ASON induced down-regulation 
of STAT1 mRNA expression (P < 0.05) in a con-
centration-dependent manner. The expression of 
p53 mRNA was lower in all ASON groups than 
in the control group (all P > 0.05). Simultane-
ous treatment with IFN-γ and STAT1-specific 
ASON induced lower STAT1 mRNA expression 
than treatment with IFN-γ alone (P < 0.05). The 
mRNA expression of p53 was higher in all cells 
treated simultaneously with IFN-γ and STAT1-
specific ASON than in those treated with IFN-γ 
alone (all P > 0.05). There was no correlation 
between STAT1 and p53 mRNA and protein 
expression in human gastric cancer tissue and 
cell lines. Treatment with either IFN-γ or STAT1-
specific ASON had no significant impact on cell 
apoptosis.

CONCLUSION: IFN-γ could regulate p53 ex-
pression in gastric cancer through a STAT1-
independent pathway.

Key Words: Interferon-γ ; Signal transducer and ac-
tivator of transcription 1; p53  gene; Gastric cancer
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■背景资料
胃癌中, IFN-γ可
通过STAT1调控
促凋亡分子p21 waf

的表达. P53作为
p 2 1 w a f的 经 典 调
节分子与细胞内
的其他信号转导
通路间存在着错
综复杂的相互关
系. 胃癌中, IFN-
γ -STAT1途径对
p21 waf表达调控是
否依赖P53途径完
成, 当前尚无明确
的结论.
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摘要
目的: 探讨胃癌中IFN-γ通过非依赖STAT1途
径对P53表达调控的作用及机制.

方法: SGC7901经IFN-γ及STAT1反义寡核苷
酸处理, RT-PCR及灰度分析法检测STAT1和
p53  mRNA水平变化, 应用Hoechest33258观察
细胞凋亡. 人胃癌组织经免疫组织化学染色检
测STAT1和P53蛋白. 各组平均吸光度值通过t
检验分析.

结果: SGC7901细胞经IFN-γ处理后, STAT1
和p53  mRNA表达上升(P <0.05). 经不同浓度
STAT1反义寡核苷酸处理后, STAT1 mRNA
表达下降, 有浓度依赖性(P <0.05). p53  mRNA
表达量始终低于未处理组(P <0.05). 经IFN-γ
和不同浓度STAT1反义寡核苷酸联合处理后, 
STAT1 mRNA和蛋白表达较IFN-γ单独处理逐
渐下降, 有浓度依赖性(P <0.05), p53  mRNA表
达量始终高于IFN-γ单独处理组(P <0.05). 所
有处理组中, STAT1 mRNA与p53  mRNA表达
无关. 人胃癌组织经免疫组织化学染色检测, 
STAT1和P53蛋白表达无关. 经IFN-γ和STAT1
反义寡核苷酸处理后细胞无明显凋亡.

结论: IFN-γ可通过非依赖STAT1途径促进胃
癌组织中P53的表达.

关键词: 干扰素-γ; 信号转导子和转录活化子1; p53
基因; 胃癌
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0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 死亡率居

恶性肿瘤的第2位[1-3]. 有研究表明胃癌中细胞

凋亡明显受阻 [4-6],  但有关胃癌凋亡调控的机

制尚未取得突破性的进展. 我们前期的研究发

现, 人胃癌组织中转录信号转导子和转录活化

子1(signal transducer and activator of transcrip-
t ion 1, STAT1)蛋白表达与胃癌淋巴结转移密

切相关, 并有着重要的临床意义. 在胃癌细胞

中, 干扰素γ(interferon-γ, IFN-γ)可通过STAT1
促进p21 waf在mRNA及蛋白水平的表达上调[7-9]. 
p21 waf是细胞凋亡调控过程中的重要分子, 其基

因定位于人染色体6p21.2, 编码的蛋白由164个
氨基酸组成, 相对分子质量为21 000 Da, 是目

前已知的具有最广泛激酶抑制活性的细胞周期
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抑制蛋白. p21 waf是经典的p53下游分子, 其基因

上游2.4 kb和8 kb处各有一个P53蛋白特殊序列

结合位点 [10]. 作为抑癌基因的p53 自发现就备

受关注, p53 介导的信号转导途径在细胞的生

长、分化、衰老、应激等生命过程中起着重

要的调控作用, 而且与细胞内的其他信号转导

通路间存在着错综复杂的相互关系[11-14]. 研究

表明, STAT1可通过下调P53抑制蛋白MdM2的
表达促进P53的表达进而完成对p21 waf表达的调

控[15]. 胃癌中, IFN-γ-STAT1途径对p21 waf表达调

控是否依赖P53途径完成, 当前尚无明确的意

见. 本研究拟通过细胞生物学的研究方法, 在给

予IFN-γ和STAT1反义寡核苷酸(antisense oligo-
nucleotides, ASON)单独处理以及联合处理胃癌

细胞系SGC7901时, 观察STAT1和p53  mRNA表

达的变化以及相互关系, 并通过临床病理学的

研究方法, 观察人胃癌组织中STAT1和P53蛋白

的相关性, 以探讨胃癌中IFN-γ-STAT1途径能否

对P53进行调控. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞株SGC7901由本实验室保存. 
使用含100 mL/L小牛血清(Gibcol)的RMPI 1640
培养基(Gibcol), 置于37 ℃, 50 mL/L CO2(体积分

数)的培养箱中培养. 每2-3 d换1次液. 100例胃

癌根治性手术切除标本来自江汉大学附属医院

(1989-2003), 男68例, 女32例, 年龄26-77(中位年

龄59)岁. 全部病例均有详细的病理学检查结果, 
均为腺癌. 所有病例术前未进行放疗和化疗.
1.2 方法 
1.2.1 ASON的转染以及药物处理: 使用1 000 
kIU/L IFN-γ[16](102CY27, PEPROTECHEC)分别

处理细胞0.5、3和24 h.  
ASON及引物序列由赛百胜生物技术有限公

司合成. 用阳离子脂质体Transfectin(TianGENE)
进行转染. ASON的序列设计以及浓度的使用根

据已发表的文献. STAT1ASON: 5'-CCACTGAGA-
CATCCTGCCACC-3', 按照200、400和600 nmol/L
的浓度转染[17]. 将STAT1 ASON单独以及与1 000 
kIU/L IFN-γ联合处理细胞24 h; 细胞的转染严格

按照说明书操作, ASON∶脂质体 = 1∶2-3.
1.2.2 RT-PCR检测及灰度分析: 用TRIzol(Invitrogen)
提取总RNA, 样品纯度和浓度经核酸测定仪测

定, A 260/280 = 1.8-2.0. 严格按照RT-PCR试剂盒

(TaKaRa)说明书操作进行RT-PCR. 使用Primer 
5.0引物设计软件分别设计STAT1、p53和β-actin

www.wjgnet.com

■研发前沿
I F N - γ 可 促 进
S G C 7 9 0 1 细 胞
S TAT 1 以 及p 5 3 
mRNA表达上升, 
同 时 使 用 I F N - γ
和STAT1 ASON
以 及 单 独 使 用
STAT1 ASON处理
SGC7901细胞时, 
p53  mRNA表达无
明显变化, 提示胃
癌中IFN-γ上调p53
的表达, 并不是通
过IFN-γ-STAT1途
径完成的.
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的上游和下游引物(表1). 目的引物与β-actin用
一管法进行PCR. PCR产物经1.5 g/L的琼脂糖凝

胶电泳检测, 使用Biostep Photoimpact软件分析

各组目的基因与β-actin条带的平均吸光度值, 计
算两者的比值, 进行相对定量.
1.2.3 Hoechest3325染色检测细胞凋亡: 无菌条件

下取出细胞爬片并固定后, Hoechest33258孵育

15 min, 0.01 MPBS洗5 min×1次. 水溶性封片剂

封片, 荧光显微镜紫外光下观察, Hoechest33258
染料呈现蓝色荧光. 高倍镜下观察, 凋亡细胞为

蓝色亮点, 亮度明显强于未凋亡细胞, 形态学上

出现核膜消失、核固缩、核碎裂等特征. 随机

数取1 000个细胞进行凋亡细胞记数. 
1.2.4 免疫组织化学及免疫细胞化学染色: 免疫

组织化学及免疫细胞化学染色使用抗体为, 抗
STAT1单克隆抗体(P84/P91, C-136, Santa Cruz
公司产品), 即用型鼠抗人P53单克隆抗体(DO-7, 
NeoMarkers公司产品), SP法即用型检测试剂盒

均购自福州迈新生物公司. 所有染色均经DAB
显色. STAT1以癌细胞质内呈棕黄色表达为阳性, 
P53以癌细胞核内呈棕黄色表达为阳性. 操作过

程严格按照说明书要求进行. 
统计学处理 全部数据经SPSS12.0统计学软

件处理, 相关因素分析采用Spearman等级相关

分析, 各组平均光密度值通过t检验分析. P <0.05
有统计学意义.

2  结果

2.1 IFN-γ对STAT1和p53  mRNA表达的影响 
IFN-γ 1 000 kIU/L处理SGC7901细胞0.5、3、

24 h, STAT1和p53在mRNA水平均有先下降后

上升的表现, 24 h时, mRNA水平均高于对照组

(P <0.05, 图1). 
2.2 IFN-γ通过非STAT1依赖途径对p53  mRNA表

达的影响 使用IFN-γ 1 000 kIU/L联合200、400
和600 nmol/L STAT1 ASON处理SGC7901细胞

24 h后, STAT1 mRNA表达均高于对照组, 但呈

现逐渐下降的趋势(P<0.05), 在IFN-γ+600 nmol/L 
STAT1 ASON处理组其表达水平与对照组接近; 
p53  mRNA表达均高于对照组, 且有逐渐上升的

表现(P <0.05, 图2). 
2.3 抑制STAT1表达时, STAT1和p53  mRNA表

达变化的相关性 使用200、400和600 nmol/L 
STAT1 ASON处理SGC7901细胞24 h后, STAT1 
mRNA表达逐渐下降, 在400 nmol/L STAT1 
A S O N处理时开始低于对照组(P <0.05); p53  
mRNA表达量均低于对照组, 其变化与STAT1 
mRNA表达变化无关(P >0.05, 图3). 
2.4 IFN-γ和STAT1 ASON处理时, 胃癌细胞系

SGC7901的凋亡情况 SGC7901胃癌细胞在各处

理组和对照组凋亡情况无明显变化(P >0.05). 
2 .5  胃癌组织中S TAT1和P53蛋白的相关性 
STAT1阳性率为42%(42/100), P53阳性率为28% 
(28/100). 经Spearman等级相关分析显示: STAT1
与P53蛋白表达无关(r = 0.10, P = 0.317, 图4).

3  讨论

STAT家族至少包括STAT1(α和β)、2、3、3β、

4、5、6和果蝇STAT蛋白[即D-STAT(mrl)]等8
个成员. STAT1作为STAT家族的重要成员, 是一

■创新盘点
本研究首先明确
了人胃癌中IFN-γ
可上调p53的表达, 
继而通过IFN-γ以
及STAT1 ASON
对 胃 癌 细 胞 系
SGC7901中STAT1
和p53  mRNA影响
以及人胃癌组织
中STAT1和P53蛋
白的相关性的观
察, 探讨了胃癌中
IFN-γ对P53分子
的调控作用.

表 1 引物序列

     
基因                             反义                               正义 长度(bp)

STAT1 5'-CATGCGGTTGAACCCTACA-3' 5'-TTCTACAGAGCCCACTATCC-3'     342

p53 5'-CTGCTCAGATAGCGATGG-3' 5'-TATGGCGGGAGGTAGACT-3'     599

β-actin 5'-TGCTGTCCCTCTACGCCTCT-3' 5'-GCTTCTCCTTGATGTCGC-3'     234
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图 1 IFN-γ刺激SGC7901细胞0.5、3和24 h后STAT1和p53  mRNA表达变化. A: STAT1; B: p53 . aP<0.05 vs  对照组.
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个抑癌基因, 可促肿瘤细胞凋亡[6]. IFN-γ等信号

因子作用于JAK蛋白酪氨酸激酶(janus protein 
tyrosine kinase, JAK)1、2等, 使胞质中STAT1激
活并形成二聚体, 进入细胞核促进相应靶基因

转录, 从而促进细胞凋亡[18-21]. 胃癌中, STAT1具
有重要临床意义[7,8,22]. 

p21 waf是STAT1促进细胞凋亡的重要调控

点[17-19], 我们的前期研究也表明胃癌中IFN-γ-
STAT1途径存在对p21 waf表达的调控作用[7-9]. 研
究表明, STAT1可通过非依赖P53[22-25]以及依赖

P53两条途径来实现对p21 waf的调控. 非依赖P53
途径机制主要为STAT1可与p21 waf上游转录调控

■应用要点
本研究证实IFN-γ
对P53存在调控作
用并对其机制进
行了初步探讨. 该
结论可望进一步
完善当前凋亡调
控理论, 并为临床
治疗提供新的角
度和思考.

图 4 胃癌组织中STAT1和
P53的表达(免疫组织化学
染色). A: 组织微阵列的构

建; B: 免疫组织化学染色

切片(×10); C: STAT1(×

400); D: P53(×400). 
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图 2 SGC7901细胞经IFN-γ 1 000 IU, IFN-γ 1 000 IU+STAT1 ASON(200、400及600 nmol/L)处理24 h后, STAT1和p53  mRNA
表达的变化. A: STAT1; B: p53 . 1: 对照组; 2: IFN-γ; 3: IFN-γ+ASON 200 nmol/L; 4: IFN-γ+ASON 400 nmol/L; 5: IFN-

γ+ASON 600 nmol/L. aP<0.05 vs  对照组.
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图 3 SGC7901细胞经IFN-γ 1 000 IU, 200、400及600 nmol/L STAT1 ASON处理24 h后, STAT1和p53  mRNA表达的变化. A: 

STAT1; B: p53 . 1: 对照组; 2: IFN-γ; 3: ASON 200 nmol/L; 4: ASON 400 nmol/L; 5: ASON 600 nmol/L. aP<0.05 vs  对照组.
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位点(SIE1, SIE2以及SIE3)结合, 从而引起细胞

的生长抑制. 对IFN-γ促进细胞凋亡及p21 waf表达

上调这一现象的研究发现, 此过程也正是通过

活化的STAT1结合p21 waf上游相应的3个结合位

点而行使功效的[24]. 依赖P53途径机制主要为, 
STAT1与P53相互作用, 通过调控p21 waf表达增强

细胞的生长抑制和促凋亡作用, 但是对于STAT1
和P53之间的相互关系以及调控机制, 当前尚存

在争议. 有研究显示STAT1可通过抑制MDM2蛋
白的表达来上调P53的表达[15]; 但是也有研究显

示PIASI(STAT1抑制蛋白)是重要的促进P53表
达的因子[26]. 胃癌中, IFN-γ-STAT1途径与P53的
关系, 当前尚无定论. 

本研究以人体胃癌组织系S G C7901作为

研究模型. SGC7901是1981年建立的一株胃癌

淋巴结转移癌细胞系, 该细胞系具有凋亡率低

的特点[16]. 通过IFN-γ处理SGC7901细胞24 h时, 
STAT1以及p53  mRNA表达上升. 该现象提示胃

癌中, IFN-γ可同时促进STAT1以及P53表达. 而
当同时使用IFN-γ和STAT1 ASON处理SGC7901
细胞时, 我们发现STAT1 mRNA表达出现抑制

现象, 但p53  mRNA表达无明显变化. 该现象提

示胃癌中, IFN-γ对P53的上调并不完全依赖上

调STAT1完成. 当进一步单独使用STAT1 ASON
处理SGC7901细胞时, 发现STAT1 mRNA表达与

p53  mRNA表达也无关, 提示胃癌细胞中IFN-γ对
P53的调控与IFN-γ-STAT1途径之间可能并不存

在相互关系. 同时, 在人胃癌组织的研究中, 我
们也发现STAT1蛋白表达率与P53蛋白表达率无

关. 由此我们认为IFN-γ上调胃癌细胞中P53的表

达, 并不是通过IFN-γ-STAT1途径完成的. 
在本研究中, IFN-γ以及STAT1 ASON作用

于胃癌SGC7901细胞, 其细胞凋亡水平无明显变

化, 该结果与Beppu等[27]研究结果一致. 提示胃癌

SGC7901细胞中可能存在多条凋亡抑制的途径.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of human cat-
helicidin LL-37 in the colon mucosa of patients 
suffering from ulcerative colitis and to assess its 
relationship with colon inflammation.

METHODS: Thirty-two patients with ulcerative 
colitis were included in the study. The severity 
of ulcerative colitis was assessed using the Ul-
cerative Colitis Disease Activity Index (UCDAI). 
The expression of LL-37 and cytokines (TNF-α, 
IL-1β and IL-4) in the colon mucosa was detect-
ed by real-time RT-PCR. Immunohistochemistry 
was used to investigate the location of the LL-37 
peptide in the normal and inflamed colon mu-
cosa. Colon epithelial cells were stimulated in 
vitro with cytokines to evaluate mechanisms that 
influence cathelicidin production.

RESULTS: The mRNA expression of LL-37 and 
cytokines in the colon mucosa was significantly 
elevated with the severity of disease activity in 
UC patients compared to controls (LL-37: 4.97 
± 6.95, 31.46 ± 10.74, 75.50 ± 13.19 vs 0.27 ± 0.45; 
TNF-α: 97.04 ± 23.74, 201.07 ± 33.46, 290.81 ± 
30.45 vs 72.82 ± 18.85; IL-1β: 72.98 ± 38.03, 153.46 
± 22.68, 211.34 ± 25.12 vs 38.56 ± 10.38; IL-4: 26.04 
± 12.47, 46.38 ± 15.12, 46.94 ± 16.53 vs 19.34 ± 
11.61, all P < 0.05). Significant correlations were 
found between the mRNA expression of LL-37 
and cytokines (r = 0.965, 0.940, 0.628, all P < 0.01). 
Immunohistochemistry analysis showed that the 
LL-37 peptide was located in the colon epithelial 
surface in both normal controls and UC patients. 
In addition, the LL-37 peptide was detected 
easily in inflammatory cells infiltrating into the 
inflamed colon mucosa in UC patients. In vitro 
stimulation with cytokines did not up-regulate 
LL-37 expression in colon epithelial cells.

CONCLUSION: The up-regulation of LL-37 
expression in inflamed colon mucosa of UC 
patients and high correlation between the ex-
pression of LL-37 and cytokines indicate a close 
relationship between LL-37 and immune inflam-
matory response in UC patients with ulcerative 
colitis; however, this process does not involve 
colonic epithelial cells.

Key Words: Ulcerative colitis; Cathelicidin LL-37; 
Cytokines

Li YX, Wang HH, Chi Y. Correlation between expression 
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摘要
目的: 探讨LL-37在溃疡性结肠炎(UC)患者结肠
黏膜组织中的表达及其与结肠炎症之间的关系.

方法: 选择2007-09/2008-12在北京大学第一医
院消化内科确诊的UC患者32例, 并按UC疾病
活动指数(UCDAI)分为轻、中、重度活动组; 
选择同时期行结肠镜发现有结肠息肉的患者
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■背景资料
目前炎症性肠病
(IBD)的发病机制
仍不明, 细菌感染
与免疫炎症为其
核心机制. 抗菌肽
在控制感染维持
内环境稳定中有
重要意义. 已证实
LL-37表达于人的
胃和结肠黏膜上
皮, 在胃肠道黏膜
起着重要防御功
能. 很多研究提示
抗菌肽的表达在
I B D患者的结肠
黏膜中存在异常, 
这种异常在 I B D
的发病机制中的
作用尚不清. 
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为对照组; 用荧光定量PCR方法测定不同疾
病活动度UC患者的炎症结肠黏膜中LL-37和
炎症因子(TNF-α、IL-1β、IL-4)的表达及其
相互关系; 用免疫组织化学方法观察LL-37在
正常结肠黏膜和炎症黏膜中的表达部位; 用
炎症因子体外刺激结肠上皮细胞, 观察其对
LL-37表达的影响.

结果: 活动期UC患者炎症结肠黏膜中LL-37和
炎症因子的表达较正常黏膜增高(LL-37: 4.97
±6.95, 31.46±10.74, 75.50±13.19 vs  0.27±
0.45; TNF-α: 97.04±23.74, 201.07±33.46, 
290.81±30.45 vs  72.82±18.85; IL-1β: 72.98±
38.03, 153.46±22.68, 211.34±25.12 vs  38.56
±10.38; IL-4: 26.04±12.47, 46.38±15.12, 
46.94±16.53 vs  19.34±11.61, 均P <0.05), 且
随疾病活动度的增加而增高, 二者的表达呈正
相关(γ = 0.965, 0.940, 0.628, 均P <0.01); LL-37
表达于人正常结肠黏膜和UC患者炎症结肠黏
膜的表层上皮, 另外在UC患者炎症黏膜中浸
润的大量炎症细胞内存在高表达; 体外炎症
因子刺激并不能上调结肠上皮细胞中LL-37
的表达.

结论: 抗菌肽LL-37在活动期UC患者炎症结肠
黏膜中的高表达及其与炎症因子呈正相关, 提
示其参与了UC的免疫炎症过程, 但其机制可
能与结肠上皮细胞无关.
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0  引言

近几十年来有关炎症性肠病(inflammatory bowel 
disease, IBD)的两大类疾病溃疡性结肠炎(ul-
cerative colitis, UC)和克罗恩病(Crohn's disease, 
CD)发病机制的研究越来越多, 目前公认为细

菌感染和异常的免疫应答相互作用使黏膜炎症

迁延不愈是IBD的机制核心[1-3]. 其中各种炎症

因子表达的失衡与肠道炎症的发生和迁延密

切相关[4-7]. 人的肠道黏膜内有内源性免疫系统

来维持肠道内环境平衡[8,9], 其中一大类非常重

要的内源性免疫系统的效应器被称作cathelici-
dins, 目前发现唯一的人cathelicidin源抗菌肽为

hCAP18/LL-37[10]. LL-37表达广泛[11-17], 其功能

和作用复杂[18-22]. 已证实LL-37表达于人的胃和

结肠黏膜上皮, 在胃肠道黏膜起着重要防御功
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能[12,13]. 很多研究提示抗菌肽的表达在IBD患者

的结肠黏膜中存在异常[23-28]. 其机制及作用尚不

清楚, 综合目前研究结果认为可能CD患者中抗

菌肽是低表达并导致肠黏膜屏障的缺陷, 从而

诱发细菌感染和慢性炎症[23,24,26], 但UC患者中抗

菌肽的表达及意义尚不清楚. 本研究主要揭示

LL-37在UC患者结肠黏膜的表达情况及其与结

肠炎症之间的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究通过了北京大学第一医院伦理

委员会的伦理审批, 所有参加入组的患者都是自

愿参加并签署知情同意书. UC组的选择标准: 选
择2007-09/2008-12在北京大学第一医院消化内

科确诊的UC患者. 诊断标准依据2007年中华医

学会消化病学分会炎症性肠病协作组制定的炎

症性肠病诊治规范; 病情的活动度采用Suther-
land或Mayo疾病活动指数(disease activity index, 
DAI)评分分为3级, 3-5分为轻度活动, 6-10分为

中度活动, 11-12分为重度活动. 总共32例患者(平
均年龄49.56岁)入选, 其中轻度活动组(UCDAI平
均分4.1)10例, 中度活动组(UCDAI平均分8.3)12
例, 重度活动组(UCDAI平均分11.2)10例. 对照组

的选择标准: 同时期行结肠镜发现有结肠息肉的

患者. 总共12例患者(平均年龄60.75岁)入选. UC
组及对照组的排除标准: 伴发有其他可能会影响

试验结果的疾病者, 包括: 全身或局部的感染性

疾病、炎症性皮肤病、恶性肿瘤等; 近期服用维

生素D者; 患有严重心、肝、肺、肾疾病, 不能

耐受结肠镜检查者; 拒绝取活检者; 另外UC组的

排除标准还包括诊断不明确的各种肠炎. UC组: 
在内镜下观察炎症部位结肠黏膜取活检组织1-2
块. 对照组: 在内镜下观察息肉以外的正常结肠

黏膜取活检组织1-2块. 将活检的结肠黏膜标本

立即放入液氮中冷冻保存.
1.2 方法 
1.2.1 RNA的制备、逆转录和普通PCR及实时荧

光定量PCR: 活检的结肠黏膜标本放在液氮中保

存. 组织和细胞的RNA参照TRIzol(美国Invitro-
gen公司)的说明书用TRIzol方法提取, 用紫外分

光光度计定量RNA的浓度. 取2 μg总RNA, 用0.5 
μg的Oligo-dT(美国Promega公司)、10 mmol/L
的dNTP(美国Promega公司)各1.25 μL和200 U 
M-MLV(美国Promega公司)配成25 μL反应体系, 
逆转录合成cDNA, 具体参照M-MLV逆转录酶

的说明书进行, 放入-20 ℃保存. 
引物序列及TaqMan探针(上海生工生物工
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■研发前沿
抗菌肽的作用广
泛、复杂, 除了具
有广谱的直接杀
灭病原微生物的
作用, 还具有强大
的免疫调节功能. 
初步的研究已表
明其在结肠黏膜
中存在表达且在
炎症性肠病中的
表达存在异常, 很
多学者都关注于
此, 其在炎症性肠
病的发病机制中
发挥的作用已成
为研究热点. 
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程技术服务有限公司合成)见表1. 对cDNA分别

进行目的基因和管家基因的普通PCR扩增, 将
扩增产物进行2%的琼脂糖凝胶电泳, 在紫外灯

下观察条带. 实时荧光定量PCR的反应体系为

25 μL, 包含模板cDNA 2 μL, 上下游引物各0.75 
pmol, 10 mmol/L的dNTP各0.5 μL, 10×反应缓

冲液2.5 μL, TaqMan探针5 pmol, Taq DNA聚合

酶0.25 μL. 采用荧光定量PCR扩增仪(美国ABI
公司Prism 7300操作系统)进行DNA的扩增, 反
应条件为: 95 ℃预变性10 min; 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 
30 s, 72 ℃ 1 min, 共40个循环. 通过系统自带的

软件得出样品的Ct值(荧光信号达到阈值的循

环数), 将每个标本目的基因的Ct值与管家基因

GAPDH的Ct值相比较, 换算成目的基因的表达

量: 2(Ct管家基因-Ct目的基因), 经过同一个阳性对照纠正

后得出目的基因表达的相对水平. 由于目的基

因在某些标本中的表达非常少, 故最终表达水

平以原始结果×100倍表示.
1.2.2 免疫组织化学: 活检的结肠黏膜标本放入

40 g/L的甲醛中固定, 石蜡包埋, 切片4 μm. 脱
蜡、水化后用3%过氧化氢甲醇室温放置20 min
以消除内源性过氧化物酶活性. 用0.01 mol/L枸
橼酸盐缓冲液(pH6.0)微波法进行抗原修复. 用
正常的山羊血清封闭液进行封闭后, 滴加1∶
200兔抗人LL-37一抗(美国Santa Cruz公司)4 ℃
过夜, 滴加通用型二抗(北京中杉金桥生物技术

有限公司二步法免疫组织化学检测试剂盒)室温

放置1 h, 用DAB溶液(北京中杉金桥生物技术有

限公司浓缩型DAB试剂盒)显色3 min, 流水终止

反应后苏木素复染核, 并脱水、透明后封片. 染
色阳性标准: 细胞胞质内见到棕黄色颗粒. 
1.2.3 细胞培养: 人结肠癌细胞系HT-29在含50 
mL/L CO2, 37 ℃恒温的培养箱中培养, 细胞培养

基为含2 mmol/L的L -谷氨酰胺和100 mL/L胎牛

血清(美国Hyclone公司)的RPMI 1640培养基(美
国Hyclone公司). 在培养基内分别加入终浓度为

0.1、1 、10、100 μg/L的TNF-α, IL-1β(美国Mil-
lipore公司)或IL-4(美国Peprotech Asia公司), 阳
性对照组中加入终浓度2 mmol/L的丁酸钠, 继续

培养细胞24及48 h. 收集细胞后用RT-PCR的方

法测定LL-37的表达.
统计学处理 所有计量资料以mean±SD表

示, 用SPSS13.0软件对资料进行分析. 由于部分

数据方差不齐, 用独立样本近似t检验比较两组

间的差异; 用单因素方差分析近似F检验比较两

组以上的组间差异; 用Pearson相关性检验分析

LL-37和细胞因子间的相关性, P <0.05认为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 LL-37 mRNA在结肠黏膜中的表达 29/32例
UC组患者和4/12例对照组患者的结肠黏膜组织

在本实验条件下有LL-37 mRNA的扩增. 对于在

本实验条件下未检测到目的基因扩增的标本, 
即认为无目的基因的表达, 表达水平设定为0. 
UC组患者炎症部位结肠黏膜LL-37 mRNA的表

达水平为36.94±30.44, 对照组患者正常结肠黏

膜LL-37 mRNA的表达水平为0.27±0.45, 较UC

■相关报道
有学者认为抗菌
肽的高表达在炎
症黏膜显著高于
非炎症黏膜, 提示
其与结肠炎症反
应持久放大有关. 
这些都提示, 抗菌
肽可能在炎症性
肠病的发病机制
中起一定作用. 

表 1 引物序列及TaqMan探针序列

     
引物名称                                        序列 产物大小(bp)

LL-37 上游引物 5'-ACCCAGCAGGGCAAATCTC-3'        109

下游引物 5'-GAAGGACGGGCTGGTGAAG-3'

TaqMan探针 5'-TGTTATCCTTATCACAACTGAT-3'

TNF-α 上游引物 5'-GGCCCCCAGAGGGAAGA-3'        118

下游引物 5'-GGTTTGCTACAACATGGGCTACA-3'

TaqMan探针 5'-TTCCCCAGGGACCTCTCTCTAATCAGCC-3'

IL-1β 上游引物 5'-GTTCCCTGCCCACAGACCTT-3'          97

下游引物 5'-CGTTATCCCATGTGTCGAAGAA-3'

TaqMan探针 5'-TGACCTGAGCACCTTCTTTCCCTTCATCTT-3'

IL-4 上游引物 5'-CCACGGACACAAGTGCGATA-3'        102

下游引物 5'-GCCCTGCAGAAGGTTTCCTT-3'

TaqMan探针 5'-TGAACAGCCTCACAGAGCAGAAGAACACA-3'

GAPDH 上游引物 5'-CAGTCAGCCGCATCTTCTTTT-3'        110

下游引物 5'-GTGACCAGGCGCCCAATAC-3'

TaqMan探针 5'-CGTCGCCAGCCGAGCCACA-3'
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组明显降低, 两者相比具有显著性差异(P <0.001, 
图1). LL-37在不同疾病活动程度的UC患者结

肠黏膜的表达有差异, 随着UCDAI的评分增加, 
LL-37的表达进行性升高, 即重度活动组>中度

活动组>轻度活动组(P <0.05), 但轻度活动组和

对照组LL-37的表达无显著性差异(表2, 图2).
2.2 LL-37的表达与炎症因子TNF-α、IL-1β及

IL-4的相关性 各种炎症因子的表达在UC组较

对照组明显增高, 且随着UCDAI的评分增加而

升高, 其中TNF-α和IL-1β的表达在UC重度活

动组>UC中度活动组>UC轻度活动组>对照组

(P <0.05), IL-4在UC中、重度活动组的表达也较

轻度活动组明显增加(表2, 图2). LL-37的表达和

炎症因子TNF-α、IL-1β及IL-4的表达呈明显的

正相关关系(γ = 0.965, 0.940, 0.628, 均P <0.01). 
2.3 LL-37蛋白在结肠黏膜中的表达 LL-37表达

于人正常结肠黏膜的表层上皮和临近隐窝的上

部, 而深部隐窝和固有层腺体上皮几乎无表达. 
LL-37在UC患者炎症部位结肠黏膜的表达与正

常结肠黏膜相似, 也是仅位于结肠表层上皮, 且
与正常结肠黏膜相比表达无特别的差异. 免疫

组织化学灰度值结果显示LL-37在对照组结肠

黏膜表层上皮的表达为0.1877±0.0015, 在UC
炎症部位结肠黏膜表层上皮的表达为0.1893±
0.0014, 两者之间无显著性差异(P >0.05). 此外, 
LL-37在UC患者炎症部位结肠黏膜的隐窝脓肿

和固有层内浸润的大量炎症细胞中高表达, 提
示LL-37可能在UC患者的结肠黏膜炎症中发挥

重要作用(图3).
2.4 体外炎症因子对结肠上皮细胞LL-37表达的

影响 在本实验条件下(荧光定量PCR), 结肠上皮

细胞HT-29的LL-37 mRNA的表达是低于检测下

限的, 用不同浓度(0.1、1、10、100 μg/L)的炎症

因子TNF-α, IL-1β或IL-4体外刺激结肠上皮细胞

HT-29 24或48 h后, 仍然不能检测到LL-37的表达, 
而作为阳性对照组, 用丁酸(2 mmol/L)刺激HT-29
细胞24 h后即有LL-37的表达(图4). 故认为细胞因

子并不能上调结肠上皮细胞LL-37的表达.

3  讨论

IBD的两大类主要疾病UC和CD是一组由多因素

引起的以慢性病程、反复发作为特点的慢性非

特异性肠道炎症性疾病. 虽然其结肠炎症的具体

病因和机制尚未完全清楚, 但目前研究的进展表

明: 在易感人群中, 环境因素、肠道内微生物和

机体的免疫系统三者相互作用导致异常的免疫

应答[3,29]. 这种异常的免疫应答通过内源性免疫系

统以及后天获得性免疫系统介导并最终引起肠

道炎症[30], 其中内源性免疫系统的主要效应器-抗
菌肽以其强大的杀灭病原微生物和免疫调节功

能在IBD的发病机制中受到越来越多的关注[31]. 
实际上抗菌肽cathelicidins最初是在皮肤病

中的研究广泛且成熟, 其在炎症性皮肤病中表

达异常且参与疾病的发病机制, 如: cathelicidins
在特应性皮炎的患者中表达是降低的, 并可以

表 2 LL-37和细胞因子mRNA在不同疾病活动度的UC患者结肠黏膜中的表达 (mean±SD)

     
分组   n        LL-37         TNF-α         IL-1β         IL-4

对照组 12   0.27±0.45   72.82±18.85   38.56±10.38 19.34±11.61

UC轻度活动组 10   4.97±6.95   97.04±23.74   72.98±38.03 26.04±12.47

UC中度活动组 12 31.46±10.74 201.07±33.46 153.46±22.68 46.38±15.12

UC重度活动组 10 75.50±13.19 290.81±30.45 211.34±25.12 46.94±16.53

■创新盘点
本文首次从不同
层面证实了抗菌
肽LL-37在结肠的
表达及其与结肠
炎症的密切关系.

图 1  UC组和对照组结肠黏膜LL-37 mRNA的相对表达水
平. bP<0.001 vs  UC组.
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导致二重感染的几率大大增加; 在红斑痤疮的

患者中cathelicidins过度表达并形成异常结构, 
可导致局部的皮肤炎症和血管反应; 而在银屑

病患者中cathelicidins与自身DNA结合并诱发自

身免疫反应[32,33]. 随着研究的深入, 发现cathelici-
dins在结肠黏膜存在表达, 且与IBD的发病机制

有密切联系, LL-37在UC患者的结肠黏膜表达显

著升高, 而在CD患者中表达无类似升高, 但这种

异常表达在IBD发病机制中的意义尚不明确[28]. 
本研究结果显示: LL-37在UC患者炎症部位

结肠黏膜的表达较对照组正常结肠黏膜显著升

高; 同时我们初步探讨了不同UC疾病活动度患者

中LL-37表达的差异: 随着UC疾病活动度的增加, 
LL-37的表达进行性升高. 这提示LL-37的表达和

UC患者的疾病严重程度或疾病活动度有密切关

系, 其表达水平有助于反应UC目前疾病的炎症状

态及程度. 既往的研究曾表明UC患者LL-37的表

达较健康体检者正常结肠黏膜升高, 无论是在炎

症部位还是非炎症部位的结肠黏膜, 但在炎症部

位结肠黏膜中这种升高更为显著[28], 这也支持我

们的研究结果LL-37的表达与UC患者的结肠炎

症程度有关; 近期Wehkamp的研究表明另一大类

抗菌肽-防御素HBD-2和HBD-3的表达在UC患者

的结肠黏膜也是显著增高的, 而且主要是炎症部

位结肠黏膜的表达增高[23]; 有研究者认为HBD2
的高表达在炎症黏膜显著高于非炎症黏膜提示

HBD2与结肠炎症反应持久放大有关[34]. 
为了进一步评价LL-37在UC患者中的高表

达和结肠炎症之间的关系, 我们研究了LL-37的
表达和炎症因子的关系. 炎症因子是在IBD发病

机制中起关键作用的一类免疫炎症分子[35]; 他
是由免疫细胞产生的一类短肽, 在细胞之间起

信号传递的作用, 通过自分泌、旁分泌和内分

泌途径能够介导局部和全身性炎症反应[6]. IBD
中大量致炎因子和调节性炎症因子的表达失衡

导致了肠道黏膜的破坏程度并决定了疾病的表

型[36]. TNF-α和IL-1β是两个在UC发病机制中非

常重要的致炎因子, 许多研究都表明其在UC患
者中的表达显著升高[34,37,38]; Olsen和Guimbaud
的研究提示TNF-α、IL-1β的表达随着活动期

UC疾病活动度的增加而相应的升高, 和结肠炎

症呈很好的相关性[7,39]. 但是很多调节性炎症因

子如IL-4等在IBD的表达及作用尚研究的不透

彻, 不同的研究观察到IL-4在UC中的表达也不

一致[7,40-42]; IL-4对T、B淋巴细胞具有调节作用, 
在肠道被认为是一个免疫抑制性分子, 产生IL-4
的Th2型CD4 T淋巴细胞在IBD的免疫病理机制

中也起非常重要的作用[43]. 我们的研究表明细胞

因子TNF-α、IL-1β和IL-4在UC患者炎症部位结

肠黏膜的表达较对照组正常结肠黏膜显著升高, 

■应用要点
本文为进一步探
讨UC患者发病机
制开拓了新思路, 
为进一步寻找阻
断UC患者疾病过
程提供理论依据. 

1      2     3    4     M          5      6      7      8

图 4 体外炎症因子对结肠上皮细胞LL-37表达的影响. 
1-4: 管家基因GAPDH的表达; 5-8: 目的基因LL-37的表达; 

1, 5: 丁酸刺激细胞; 2, 6: TNF-α刺激细胞; 3, 7: IL-1β刺激

细胞; 4, 8: IL-4刺激细胞; M: Marker.

图 3 LL-37在各黏膜组织中的表达(免疫组织化学染色×
1 000). A: 正常结肠黏膜组织的表层上皮细胞; B: UC炎症部

位黏膜组织的表层上皮细胞; C: UC炎症部位黏膜组织中浸

润的炎症细胞.

A

B

C
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并和UC疾病活动度有关; 其中TNF-α和IL-1β的
表达随着疾病活动度的增加而显著升高, IL-4表
达也随着疾病活动度的增加有升高的趋势, 特
别是在中、重度患者中, 但没有前两者明显. 

进一步相关性研究的结果显示LL-37的表

达与炎症因子TNF-α、IL-1β和IL-4呈明显的正

相关, 提示LL-37可能和UC异常免疫炎症反应

有密切关系. 一方面, LL-37的表达在某些细胞

或组织中受炎症因子的调控: 如炎症因子IL-6
和IFN-γ可以刺激外周血单核细胞使LL-37蛋白

的分泌量明显增加[44]; 特应性皮炎被认为与UC
类似, 是一种Th2应答为主的皮肤炎症性疾病, 
Howell等[45]的研究发现Th2细胞因子IL-4和IL-13
可以抑制抗菌肽的LL-37在角质细胞的表达而

使特应性皮炎患者皮肤感染的机会增加; 另外

发现, LL-37基因中有可以和IL-6结合的增强子, 
IL-6在某些上皮中可以调节LL-37的表达[11,46]. 另
一方面, LL-37反过来也具有趋化炎症细胞、调

节机体免疫功能的作用: 他具有对单核细胞、

肥大细胞、中性粒细胞和T淋巴细胞的趋化作

用[47-49], 可以促进肥大细胞脱颗粒释放组胺[50]; 
并能够调控20多种趋化因子及其受体的表达, 
已证明LL-37可以上调趋化因子MCP-1和IL-8的
表达[51]; 还促进DC细胞的成熟从而增强Th1细
胞的应答[52]. 因此, LL-37与机体免疫功能有密

切关系, 本研究的结果-LL-37和炎症因子表达的

高度正相关性-说明其在UC异常免疫炎症反应

中发挥重要作用. 
LL-37在胃肠道的表达主要位于胃和结肠

黏膜, 并可以分泌至胃肠道黏膜表面, 但在小肠

黏膜中几乎无表达[12,13]. 本研究发现LL-37在人

正常结肠黏膜和IBD患者炎症部位结肠黏膜的

表达部位类似, 主要位于表层上皮细胞及临近

的隐窝上部, 而在深部隐窝上皮未发现其表达, 
Hase等和Schauber等的研究与我们的研究结果

相符合[12,28]. 另外我们首次发现LL-37蛋白表达

于UC炎症部位结肠黏膜的隐窝脓肿和固有层内

浸润的大量炎症细胞中, 因此我们推测LL-37参
与UC免疫炎症过程的机制可能为: LL-37的表达

在结肠上皮细胞水平或是炎症细胞水平或是二

者兼有受炎症因子的调控. 
进一步比较LL-37蛋白在正常结肠黏膜表

层上皮和UC炎症部位结肠黏膜表层上皮的表

达, 结果显示LL-37的表达在两者之间无显著性

差异; 另外, 体外炎症因子刺激结肠上皮细胞系

HT-29后, 不能诱导LL-37的表达. 据此实验结果, 
可以认为LL-37的表达在结肠上皮细胞水平不受

炎症因子的调控. 在正常生理情况下结肠表层上

皮细胞中即表达LL-37, 有活性的LL-37被分泌至

肠腔后在肠道表面形成一层薄膜屏障可以抑制

细菌的黏附和生长, 这在维持宿主和肠道菌群之

间的内环境稳定中具有重要意义[53]; 当细菌入侵

时, 肠道的感受器被激活, 结肠上皮细胞在细菌

的刺激下LL-37表达升高, 形成控制细菌入侵的

第一道防线[12,54]; Islam等发现志贺菌却可以引起

肠道上皮抗菌肽LL-37表达下降, 这被认为是细

菌逃逸机体对其防御的一种机制[55]. 因此, 结肠

上皮细胞表达的LL-37可能是肠道黏膜屏障抗感

染的效应器, 而与UC的异常免疫炎症反应无关. 
最初LL-37的表达即是在骨髓中发现的, 随

后证实LL-37广泛存在于不同类型的免疫炎症

细胞中, 包括单核、NK、T、B淋巴细胞, 肥大

细胞及中性粒细胞[44,56-58]. 另外, 当感染急性志

贺菌痢的时候, 结肠黏膜的固有层内有大量炎

症免疫细胞浸润并表达cathelicidins抗菌肽; 研
究表明, cathelicidins的转录活性和结肠炎症程

度是匹配的, 炎症感染最重的部位其转录活性

也最高, 随着感染控制后, 固有层内的免疫炎症

细胞消失, 同时也伴随着固有层cathelicidins的
表达下降[59]. 据此, 我们推测LL-37在UC患者中

的高表达很可能是由UC患者炎症黏膜内大量炎

症细胞浸润并产生的, 其和UC患者结肠炎症的

密切关系也很可能是通过炎症细胞介导的. 
Schauber等[28]认为LL-37在不同组织的表

达可能受不同因素的调控, LL-37表达的受调节

因素可能具有组织特异性. 本研究证实LL-37表
达于UC患者炎症结肠黏膜的表层上皮, 但更重

要的是, 表达于局部隐窝脓肿和固有层内浸润

的大量炎症细胞中; 因此虽然我们的研究提示

LL-37在结肠上皮细胞水平不受炎症因子的调

控, 尚需要进一步研究证明LL-37在UC炎症细胞

的表达是否受炎症因子的调控, 即: LL-37在炎

症细胞中的表达是否和UC异常免疫炎症反应有

关, 这需要进一步的研究去证实. 
总之, 本研究初步观察探讨了抗菌肽LL-37

在UC患者中的表达情况, 其在活动期UC患者炎

症结肠黏膜中的高表达及其与炎症因子的正相

关关系提示其参与了UC的免疫炎症过程; LL-37
蛋白表达于UC患者炎症结肠黏膜的表层上皮及

浸润的炎症细胞中, 但其参与UC免疫炎症过程

的机制可能与结肠上皮细胞无关.
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Abstract
AIM: To investigate k-ras gene mutations and to 

analyze their clinical significance in Chinese pa-
tients with colorectal cancer.

METHODS: A total of 280 surgical specimens 
taken from patients with colorectal cancer who 
were treated at Fuzhou General Hospital of 
Nanjing Military Command between January 
2008 and December 2009 and had complete clini-
cal data were used in the study. Six k-ras gene 
mutations at codon 12 (35G>A, 35G>T, 35G>C, 
34G>A, 34G>T, 34G>C) and one at codon 13 
(38G>A) were detected by real-time fluorescence 
quantitative PCR (qPCR) and direct sequencing. 
A comparison of results obtained by the two 
methods was then performed.

RESULTS: The overall positive rate of k-ras gene 
mutations obtained by direct sequencing was 
33.57% (94/280), and the positive rate of muta-
tions at codon 12 [4.29% (12/280) for 35G>A, 
0.36% (1/280) for 35G>T, 0.36% (1/280) for 
35G>C, 2.86% (8/280) for 34G>A, 3.57% (10/280) 
for 34G>T, and 0.36% (1/280) for 34G>C] was 
14.64% (41/280) and 7.5% (21/280) at codon 13. 
Of 94 patients who were demonstrated to have 
k-ras gene mutations by direct sequencing, 91 
were confirmed by qPCR [sensitivity, 96.8% 
(91/94)]. Meanwhile, of 186 patients who were 
demonstrated to have no k-ras gene mutation by 
direct sequencing, 184 were confirmed by qPCR 
[specificity, 98.9% (184/186)]. The matching rate 
between the two methods was 98.2%. K-ras gene 
mutations were significantly associated with sex 
and age (both P < 0.05), but not with tumor site, 
differentiation, depth of invasion, TNM stage, 
lymph node metastasis, or distant metastasis (all 
P > 0.05).

CONCLUSION: A high proportion of k-ras gene 
mutations (33.57%) were detected in Chinese 
patients with colorectal cancer. qPCR may be an 
accurate, rapid and simple method for detection 
of k-ras gene mutations in patients with colorec-
tal cancer. There was no significant correlation 
between k-ras gene mutations and biological 
behavior of colorectal cancer, though a higher 
rate of gene mutations were detected in female 
patients older than 60 years.
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■背景资料
在应用抗EGFR单
抗治疗结直肠癌
的靶向治疗中, 部
分患者的预后能
够改善, 而部分患
者并未能从中获
益, 寻求能够有效
预测靶向治疗疗
效的指标是临床
的迫切需要. 

■同行评议者
李淑德, 主任医师, 
中国人民解放军
第二军医大学长
海医院消化内科
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摘要
目的: 评价中国结直肠癌患者中k-ras 基因突
变状态及其与临床病理参数的关系. 

方法: 收集2008-01/2009-12在中国人民解放
军南京军区福州总医院手术切除的临床资
料完整的结直肠癌石蜡包埋组织280例, 分
别应用实时荧光定量P C R和直接测序法检
测结直肠癌中k-ras 基因外显子2中第12、13
编码子上最常见的7种突变类型, 即第12编
码子的35G>A、35G>T、35G>C、34G>A、

34G>T、34G>C及第13编码子的38G>A, 同时
将两种检测结果进行比对分析. 

结果: (1)经直接基因测序, 确认在280例结直
肠癌中, k-ras基因测序阳性(基因突变型)94例, 
阳性率33.57%(94/280), 其中第12编码子的
35G>A、35G>T、35G>C、34G>A、34G>T
及34G>C的突变率分别为14.64%(41/280)、
4.29%(12/280)、0.36%(1/280)、2.86% 
(8/280)、3.57%(10/280)、0.36%(1/280), 第
13编码子的38G>A的突变率为7.5%(21/280); 
(2)94例k-r a s 基因测序阳性(基因突变型)病
例中, 实时荧光定量P C R阳性91例[灵敏度
96.8%(91/94)], 阴性3例; 186例基因测序阴
性(野生型)中, 实时荧光定量PCR阴性184例
[特异性98.9%(184/186)], 阳性2例; 实时荧
光定量P C R法与直接基因测序法符合率为
98.2%[(91+184)/280]; (3)k-ras基因突变与患者
性别、年龄相关(均P <0.05), 而与肿瘤部位、

分化程度、浸润深度、TNM分期、淋巴结转
移及远处转移无相关性(均P >0.05).

结论: (1)中国结直肠癌患者中存在较大比例
的k-ras 基因突变(33.57%), 在临床选取表皮
生长因子受体(EGFR)酪氨酸激酶抑制剂和抗
EGFR单抗靶向药物治疗结直肠癌患者之前
均应常规检测k-ras基因突变状态, 从而为靶向
治疗提供可靠的参考依据; (2)实时荧光定量
PCR检测结果与基因测序检测结果高度一致, 
实时荧光定量PCR能够准确、快速、简便的
检测出结直肠癌k-ras基因突变位点, 可用于结
直肠癌k-ras 基因突变的检测; (3)k-ras 基因突
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变与结直肠癌的生物学行为无明显相关性, 但
在≥60岁的女性人群中k-ras基因突变率较高.

关键词: 结直肠癌; k-ras 基因; 基因突变; 直接基

因测序法; 实时荧光定量PCR; 靶向治疗; 临床病

理参数

刘伟, 王丽, 余英豪, 武一曼, 王旭州, 吴在增, 欧阳学农, 王烈. 

k-ras基因在中国结直肠癌患者中的突变状态. 世界华人消化杂

志  2011; 19(13): 1367-1374

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1367.asp

0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是严重危害人

类生命健康的临床最常见的恶性肿瘤之一, 其
发病率在全球约排第3位, 在中国居第4位. 目
前, 其治疗仍以手术为主, 放化疗为辅, 但大部

分患者在诊断时已属晚期, 化疗效果不明显, 寻
找有效的化疗药物以提高疗效一直是肿瘤学

界的研究方向. 近年来出现的靶向治疗, 促进

了个体化治疗的发展, 明显提高了肿瘤治疗的

疗效. 在结直肠癌靶向治疗中, 表皮生长因子

受体(epidermal growth factor receptor, EGFR)酪
氨酸激酶抑制剂和抗E G F R单抗[西妥昔单抗

(cetuximab, C225, 商品名Erbitux)、帕尼单抗

(panitumumab, 商品名Vectibix)]能特异性地抑

制具有野生型k-ras基因的CRC细胞的生长, 使
患者的预后得到改善,  而具有k-ra s 基因突变

型的CRC患者并未能获益, 因而, CRC中k-ras
基因的突变状态是决定靶向治疗是否有效

的关键性指标 [1-14]. 本研究采用大宗病例研究, 
应用实时荧光定量PCR(real-time fluorescence 
quantitative PCR, FQ-PCR)和直接基因测序法

(direct sequencing)检测k-ras基因外显子2中第

12、13编码子上最常见的7种突变类型, 并将两

种检测结果进行对比分析, 评价k-ras基因突变与

CRC患者的临床病理参数的关系, 以期了解中国

CRC人群中k-ras基因突变状态, 同时为CRC的靶

向治疗及预后判断提供可靠的参考依据.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2008-01/2009-12在中国人民解放

军南京军区福州总医院手术切除的临床资料完

整的CRC组织标本280例, 手术标本经40 g/L中
性甲醛固定, 石蜡包埋, 3 μm厚切片, 进行HE染
色确认均为结直肠腺癌; 所有病例术前均未行

放化疗. 患者中男170例, 女110例, 年龄21-92(平
均56.5)岁. 采用2000年WHO结直肠肿瘤TNM

www.wjgnet.com

■研发前沿
结直肠癌的治疗
仍以手术为主, 放
化疗为辅, 但大部
分患者在诊断时
已属晚期, 化疗效
果不明显, 寻找有
效的化疗药物以
提高疗效一直是
肿瘤学界的研究
方向.
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分期标准进行分类. k-ras基因突变检测试剂盒

(FQ-PCR法), 购自北京金菩嘉医疗科技有限公

司; FQ-PCR仪(ABI Step One Real-time PCR Sys-
tem), ABI 3730测序仪(Applied Biosystems), 石蜡

切片机(LEICA RM2245), 电热恒温干燥箱(上海

-恒科技有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 FQ-PCR法检测k-ras 基因突变: (1)石蜡样

本DNA提取[使用TaKaRa公司的石蜡样本处理

试剂(DEXPAT)]: 选取全部为CRC组织的石蜡包

埋标本, 连续切3张10 μm厚切片, 用灭菌小镊子

将组织薄片放入1.5 mL EP管中, 包埋组织至少

需要6 mm×6 mm大小; 颠倒混合DEXPATTM试

剂, 向装有实验材料的EP管中加入0.5 mL; 盖上

EP管盖, 100 ℃加热处理10 min; 加热后立即进

行12 000 r/min, 4 ℃离心10 min; 用移液枪吸取

水层, 避免吸取石蜡膜、树脂以及组织残渣; 吸
取的水层直接作为PCR反应的模板, 进行PCR反
应; (2)PCR扩增: 从试剂盒中取出各反应成分, 
在冰上融化并颠倒混匀后短暂离心. 设定所需

的PCR反应数量为n (n  = 样本数+NTC+对照品), 
每个PCR反应体系均为27 μL. 将27 μL/反应分

装至0.2 mL PCR反应管中, 将PCR反应管转移至

样本处理区. 在各设定的PCR反应管中分别加入

3 μL相应DNA模板, 盖紧管盖, 充分混匀后转移

到检测区. 将反应管放入荧光PCR检测仪内, 记
录样本摆放顺序. 循环条件设置: 50 ℃ 2 min(保
温)→95 ℃ 10 min(变性)→ (95 ℃ 15 s→69 ℃ 
10 s→62 ℃ 1 min), 40次循环; (3)仪器检测通道

选择: 本试剂盒中所提供探针均为K-ras突变探

针与内参基因探针两种荧光探针的混合物, 每
个反应中检测通道设置按说明书进行. 参比荧

光选择ROX, 荧光信号采集设为62 ℃, 反应体系

为30 μL. 
1.2.2 FQ-PCR检测k-ras 基因突变状态的结果判

断标准: Ct值≤34.0判断为突变阳性; 34.0<Ct
值≤38 .0判断为突变可疑 ;  C t值>38.0或为

“Undet”判断为突变阴性或者低于试剂盒的检

测下限. 
1.2.3 直接测序法检测K-ras突变: 将PCR产物在

ABI 3730测序仪(Applied Biosystems)上完成测

序, 采用DNAStar(Lasergene) 软件进行序列分析.
统计学处理 采用SPSS16.0软件进行χ2检验

分析.

2  结果

2.1 直接测序法检测CRC k-ras基因突变 经直接

基因测序, 确认在280例CRC中, k-ras基因测序

阳性(基因突变型)94例, 阳性率33.57%(94/280), 
其中第 1 2 编码子的 3 5 G > A 、 3 5 G > T 、

35G>C、34G>A、34G>T及34G>C的突变

率分别为14.64%(41/280)、4.29%(12/280)、
0.36%(1/280)、2.86%(8/280)、3.57%(10/280)、
0.36%(1/280), 第13编码子的38G>A的突变率为

7.5%(21/280)(图1).
2.2 FQ-PCR法检测CRC k-ras 基因突变 在280
例C R C中 ,  F Q-P C R阳性93例(基因突变型), 
阳性率33.21%(93/280);其中第12编码子的

35G>A、35G>T、35G>C、34G>A、34G>T
及34G>C的突变率分别为13.93%(39/280)、
4.29%(12/280)、0.36%(1/280)、2.86%(8/280)、
3.93%(11/280)、0.36%(1/280), 第13编码子的

38G>A的突变率为7.5%(21/280)(图2).
2.3 FQ-PCR法与基因测序法结果比较 基因测

序阳性(突变型)94例, 其中FQ-PCR阳性91例[灵
敏度96.8%(91/94)], 阴性3例; 基因测序阴性(野
生型)186例, 其中FQ-PCR阴性184例[特异性

98.9%(184/186)], 阳性2例; FQ-PCR法与基因测

序法符合率为(91+184)/280 = 98.2%(表1). 在两

种检测方法中, 各突变位点的阳性一致率和阴

性一致率符合性均在90%以上, 其中四个位点的

符合率达到100%(表2), 两种方法的检测结果高

度一致.
2.4 k-ras 基因检测与CRC患者临床病理参数之

间的关系 在280例CRC中, k-ras基因测序阳性

(基因突变型)94例, 阳性率33.57%; k-ras基因突

变率在≥60岁的人群中较高(42.4% vs  25.7%, 
P <0.05), 而且女性高于男性(41.8% vs    28.2%, 
P <0.05). 而与肿瘤部位、分化程度、浸润深

度、TNM分期、淋巴结转移及远处转移无相关

性(均P >0.05).

3  讨论

k-ras基因定位于人类染色体12p12.1, 编码一种具

有GTP酶活性的鸟嘌呤核苷酸结合蛋白, 定位于

细胞膜内侧, 是EGFR功能信号的下游分子, 在膜

■相关报道
Yunxia等研究认
为k-ras 基因突变
与肿瘤的分化程
度有一定的相关
性, 而与患者的总
生存期无关, 不是
患者预后的指标.

表 1 FQ-PCR与基因测序结果的比较 (n )

     
FQ-PCR

          基因测序
合计

阳性 阴性

阳性 91     2   93

阴性   3 184 187

合计 94 186 280
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受体到腺苷环化酶信号传导中起重要作用[15-20], 
相关研究证实, k-ras基因状态与EGFR酪氨酸

激酶抑制剂和抗EGFR单抗治疗CRC的疗效密

切相关. CRYSTAL研究[21]显示, 在K-ras野生型

患者中, C225+FOLFIRI联合组有效率显著优于

FOLFIRI治疗组(59.3% vs  43.2%, P  = 0.0025), 而

野生型患者中联合化疗组较单用FOLFIRI治疗

组未见明显获益; Christos研究发现[1], K-ras野生

型患者一线西妥昔单抗联合化疗较单纯化疗能

获得显著延长患者的生存期, 而K-ras突变型患

者未见疗效获益. 在帕尼单抗运用于CRC三线

治疗的Ⅲ期随机对照试验研究中[2], K-ras野生型

■创新盘点
本文采用FQ-PCR
和直接测序法联
合检测k-ras 基因
突变, 综合分析了
中国结直肠癌患
者中k-ras 基因突
变状态.

图 1 直接测序法检测k-ras 基因突变. A: 第12, 13密码子分别为GGT GGC, 未突变(k-ras 基因野生型); B: 第12密码子突

变(35G>A); C: 第12密码子突变(35G>T); D: 第12密码子突变(35G>C); E: 第12密码子突变(34G>A); F: 第12密码子突变

(34G>T); G: 第12密码子突变(34G>C); H: 第13密码子突变(38G>A).
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患者的无进展生存期(progression-free survival, 
PFS)风险比突变型者低, 且中位PFS和有效率明

显较突变型患者高. 以上临床试验证实, 在CRC
治疗过程中, K-ras野生型患者靶向治疗的获益

显著优于突变型患者, k-ras基因突变状态是靶向

治疗疗效的独立预测指标[22,23].
目前, 检测CRC中k-ras基因突变状态的方法

主要有: 限制性片段长度多态性分析、DNA 单
链构象多态性分析、直接基因测序法等. 限制

性片段长度多态性分析和DNA单链构象多态性

分析具有简便、价廉、设备条件要求低, 以及

一次处理样品数量多等优点, 但以上两种方法

检出率均较低、对被检片段要求苛刻, 故应用

范围受到局限. 直接基因测序技术是目前临床

上k-ras基因突变检测的常用方法, 因该技术检

测结果虽具有客观性和特异性好的优点, 从而

使直接测序法成为基因突变检测的金标准.
本研究中 ,  经直接基因测序 ,  确认在280

例CRC中, k-ras基因测序阳性(基因突变型)94
例, 阳性率33.57%(94/280), 其中第12编码子的

35G>A、35G>T、35G>C、34G>A、34G>T
及34G>C的突变率分别为14.64%(41/280、
4.29%(12/280)、0.36%(1/280)、2.86%(8/280)、
3.57%(10/280)、0.36%(1/280), 第13编码子的

38G>A的突变率为7.5%(21/280), 其中突变率最

高的位点为35G>A, 这与相关报道基本一致[2,24-30]. 
表明中国CRC患者中亦存在较大比例的k-ras基
因突变, 发生k-ras基因突变的患者将不能从针

对EGFR的靶向治疗中获益, 因此中国CRC患者

在应用靶向药物治疗之前亦应常规检测k-ras基
因突变, 从而为靶向治疗提供可靠的参考依据.

虽然直接测序法能够准确、客观、特异

地检测出k-ras基因突变状态, 但其对技术要求

高、操作过程复杂、易造成污染以及结果判读

耗时费力等缺点也非常明显, 并且各级医院中

往往无测序设备, 需将标本送往相应的公司进

表 2 FQ-PCR与基因测序各突变位点结果统计

     
FQ-PCR

                基因测序检测
合计 一致率(%)

34G>A阳性 34G>A阴性

34G>A阳性   8     0     8 100.0

34G>A阴性   0 272 272 100.0

合计   8 272 280 100.0

34G>C阳性 34G>C阴性

34G>C阳性   1     0      1 100.0

34G>C阴性   0 279 279 100.0

合计   1 279 280 100.0

34G>T阳性 34G>T阴性

34G>T阳性 10     1   11 100.0

34G>T阴性   0 269 269   99.6

合计 10 270 280   99.6

35G>A阳性 35G>A阴性

35G>A阳性 39     0   39   95.1

35G>A阴性   2 239 241 100.0

合计 41 239 280   99.3

35G>C阳性 35G>C阴性

35G>C阳性   1     0     1 100.0

35G>C阴性   0 279 279 100.0

合计   1 279 280 100.0

35G>T阳性 35G>T阴性

35G>T阳性 11     1   12   91.7

35G>T阴性   1 267 268   99.6

合计 12 268 280   99.3

38G>A阳性 38G>A阴性

38G>A阳性 21     0   21 100.0

38G>A阴性   0 259 259 100.0

合计 21 259 280 100.0

■应用要点
k-ras 基因突变状
态检测可为临床
选取在应用针对
EGFR的结直肠癌
靶向治疗中治疗
结直肠癌患者提
供参考依据.
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行检测, 导致其既耗费时间长而且成本较高, 故
有很大局限性, 因此, 寻求准确、快速、简便的

检测CRC中k-ras基因的突变状态的方法, 以供

临床应用西妥昔单抗等靶向药物是临床的迫切

需求.
FQ-PCR技术能够从基因水平进行检测, 其

操作简单、检测周期短、灵敏性高、特异性

强、重复性好, 显示出很多临床应用的优点. 本

研究中, 在基因测序阳性(突变型)的94例患者

中, FQ-PCR阳性91例, 灵敏度96.8%(91/94), 阴
性3例; 在基因测序阴性(野生型)的186例患者中, 
FQ-PCR阴性184例, 特异性98.9%(184/186), 阳
性2例. 在两种检测方法中, 各突变位点的阳性

一致率和阴性一致率符合性均在90%以上, 其中

4个位点的符合率达到100%, 两种方法的检测结

果高度一致, 总符合率达98.2%. 这表明FQ-PCR

图 2 FQ-PCR法检测k-ras 基因突变. A: 第12, 13密码子未突变(k-ras基因野生型); B: 第12密码子突变(35G>A); C: 第12密码

子突变(35G>T); D: 第12密码子突变(35G>C); E: 第12密码子突变(34G>A); F: 第12密码子突变(34G>T); G: 第12密码子突变

(34G>C); H: 第13密码子突变(38G>A). FAM: 被测标本曲线; ROX: 背景校正曲线; VIC: 内参对照曲线.
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■同行评价
本文设计合理, 研
究手段较先进, 对
于结直肠癌的分
子靶向治疗有重
要的指导意义.
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能够准确、快速、简便的检测CRC中k-ras基因

的突变状态, 可以作为临床CRC中k-ras基因的

突变状态的方法, 从而为临床靶向治疗提供参

考依据. 
在280例CRC标本中, 有5例实时荧光定量

PCR检测结果与基因测序检测结果不相符, 包括

两种情形: 一种为测序检测结果为野生型, FQ-
PCR检测结果为突变型, 这可能是由于石蜡包埋

样本制备过程中核酸DNA损伤严重, 断裂为短

小的核酸片断或者是由于样本保存不当, 核酸

DNA降解为短小片断, 这两种情况均可导致可

扩增的核酸片断减少, 降低了测序的灵敏性, 由
此可产生阴性测序结果, 导致与本试剂盒检测

结果的不一致性; 其次为测序检测结果为突变

型, 而FQ-PCR检测结果为野生型, 这可由于石

蜡包埋样本制备过程中, 核酸碱基受到固定剂

的影响发生转换或颠换, 导致产生新的突变位

点或者核酸DNA提取质量不高, 存在影响检测

探针杂交的因素, 这两种情况都可导致荧光探

针杂交不稳定, 从而使引物延伸过程中探针被

替换而非被剪切, 最终无荧光信号发出导致假

阴性的产生.
在280例CRC中, k-ras基因测序阳性(基因

突变型)94例, 阳性率33.57%(94/280); k-ras基
因突变与患者性别、年龄相关(均P <0.05), 在
≥60岁的女性人群中k-r a s 基因具有更高的突

变率, 而与肿瘤部位、分化程度、浸润深度、

TNM分期、淋巴结转移及远处转移无相关性

(均P >0.05). Yuan等[31]应用限制性片段长度多态

性方法对153例CRC标本k-ras基因外显子2中第

12、13编码子的突变情况, k-ras基因突变率为

37.9%(58/153), 其中35G>A的突变率最高, 为
16.33%(25/153), k-ras基因突变与性别、分化程

度、浸润深度、TNM分期、淋巴结转移及远

处转移无相关性, 而与年龄和肿瘤部位相关, 且
在年轻人和直肠癌中突变率较高. Yunxia等[32]

研究认为k-ras基因突变与肿瘤的分化程度有一

定的相关性, 而与患者的总生存期无关, 不是患

者预后的指标; 而在Chang等[33]的研究中发现, 
k-ras基因突变率为36%(83/228), 且k-ras基因突

变与肿瘤大小、分化程度、淋巴结转移相关, 
且与患者的预后密切相关, 是患者预后的参考

指标. Poehlmann等[34]研究中, k-ras基因突变率

为27.7%(18/65), 其中35G>A的突变率最高, 为
18.5%(12/65), 且在具有k-ras基因突变型患者预

后较野生型差. 关于k-ras基因突变与临床病理

参数及预后的关系的报道不一, 这可能与检测

方法不同、样本量大小等原因造成的, k-ras基因

突变与患者的预后的关系仍需多中心的临床随

访研究来进一步证实. 
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Abstract
Selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) are 
among the most commonly prescribed drugs in 
the world and have widely been used in the treat-
ment of depression, because they have similar 
efficacy to tricyclic antidepressants and demon-
strate a favorable safety and tolerability profile. 
However, with the increase in the number of 
patients receiving SSRIs, low-frequency adverse 
effects associated with use of SSRIs have become 
more prevalent. Since 1990, a number of case re-
ports and epidemiological studies have described 
the risk of gastrointestinal bleeding in patients 
after the initiation of SSRI therapy. This article 
reviews the recent advances and future prospects 
for understanding the association between SSRIs 
and upper gastrointestinal bleeding.

Key Words: Selective serotonin reuptake inhibitors; 

Gastrointestinal bleeding; Gastrointestinal damage
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摘要
选择性5-羟色胺再摄取抑制剂(SSRIs)是全世
界最常见的处方药之一, 目前临床上广泛用于
抑郁症治疗, 与三环类抗抑郁药(TCAs)药效
相当, 但比TCAs安全且耐受性好. 然而, 随着
SSRIs使用人群的增加, 一些病例报道和流行
病学研究开始报道SSRIs治疗后出现胃肠道出
血并发症. 本文就SSRIs的临床应用与胃肠道
出血的相关性及其展望进行探讨与综述. 

关键词: 选择性5-羟色胺再摄取抑制剂; 胃肠道出

血; 胃肠道损害
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0  引言

选择性5-羟色胺再摄取抑制剂(selective serotonin 
reuptake inhibitors, SSRIs)是20世纪80年代末出

现的一类新型抗抑郁药[1], 其疗效与传统的抗抑

郁药物疗效相当, 不良反应少, 患者依从性高, 有
逐渐替代传统抗抑郁药的趋势. 但由于5-羟色

胺(5-hydroxytryptamine, 5-HT)的生理功能广泛, 
SSRIs抑制了5-HT的再摄取, 可能引起患者某些

生理功能的紊乱, 如血小板凝集功能异常, 可导

致皮肤淤斑、紫癜、鼻衄、血小板计数减少等, 
同时也可引起胃肠道出血、脑出血等, 后者常较

严重, 甚至威胁生命. 近年来与SSRIs相关的胃肠

道损害引起了国内外临床医师的共同关注[2-5]. 本
文就SSRIs临床应用现状、与胃肠道出血的相关

性及其展望作一综述. 

1  SSRIs抗抑郁作用机制及其临床应用现状

1.1 SSRIs抗抑郁的药理学机制 5-HT是中枢神
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经系统的重要的神经递质, 在外周组织则是一

种重要的调节介质, 5-HT参与许多生物学过程. 
5-HT受体(5-HT receptor, 5-HTR)有4种主要类型

及许多亚型, 主要分布于胃肠黏膜上皮、腺上

皮、黏膜下神经组织、肌间神经和平滑肌. 不同

亚型的受体分布不同, 功能也有差异[6,7]. 5-HTR3
和5-HTR4主要分布于胃肠道和神经系统, 对消

化系统功能如胃肠运动、胃酸和黏液分泌、局

部黏膜血流等有重要的调节作用. 生理状态下, 
5-HT从储存部位的神经元、肠黏膜的大颗粒

细胞、血小板中释放出来, 与相应受体结合后

发挥作用, 未结合的5-HT通过再摄取回到储存

部位. 抑郁症的发生与单胺[包括5-HT、去甲肾

上腺素(norepinephrine, NE)和多巴胺(dopamine, 
DA)]能投射不足有关. 当投射额叶皮质的单胺

不足时, 可引起抑郁心境和注意迟缓; 当投射

边缘区的单胺不足时, 可引起内疚、死亡和自

杀想法; 当投射纹状体的单胺不足时, 可引起

精神运动性阻滞和激越; 当投射下丘脑的单胺

不足时, 可引起植物神经症状(食欲或体质量改

变)、愉快感减退及睡眠异常[8]. 5-HT的再摄取

主要通过存在于神经元和血小板上的转运蛋白

实现, SSRIs作用于此蛋白阻断5-HT再摄取过

程, 使5-HT在突触间隙的浓度升高, 延长并加强

5-HTR对5-HT的结合, 从而起到抗焦虑和抗抑

郁的作用[9]. 
1.2 SSRIs抗抑郁治疗的临床应用 抑郁症是一种

大脑生化改变所致的疾病, 属精神疾病的范畴. 
2000年WHO公布, 各种抑郁症的年患病者占全

球人口的3%-5%[10]. 据西方国家统计, 平均每20
人就有1人曾患抑郁症, 而目前全球的抑郁症患

者已有8 500万人. 预计到2005年, 抑郁症发病率

将达到总人口的10%[11]. 抗抑郁药物根据其对

5-HT重摄取机制的抑制作用不同分为3大类, 即
SSRIs、非SSRIs和其他抗抑郁剂. SSRIs选择性

抑制5-HT转运; 而非SSRIs则是对5-HT与NE重
摄取机制均有平衡作用的抗抑郁剂; 其他抗抑

郁剂主要包括对NE有选择性抑制作用或对任何

摄取机制无作用的抗抑郁剂. SSRIs作为20世纪

后期新崛起的新型抗抑郁药物, 其疗效与传统三

环类(tricyclic antidepressants, TCAs)抗抑郁药及单

胺氧化酶抑制剂类(monoamine oxidase inhibitors, 
MOAIs)抗抑郁药相当, 而不良反应较轻, 正逐步

取代TCAs和MOAIs成为抗抑郁治疗的一线药. 
SSRIs适用于治疗各种年龄、合并各种疾病的抑

郁症以及焦虑症、强迫症、非典型抑郁症、惊
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恐症等疾病[12]. 
SSRIs使用剂量和方法应根据患者状况及

病情调整, 做到因人而异, 剂量个体化, 且诊断

不同剂量也有差异[13,14]. 如以氟西汀为例: 治疗

抑郁症时, 常用剂量20-40 mg/d, 清晨1次服用, 
需要时可用到80 mg/d. 因药物在肝脏内代谢, 肝
功不好时可采取隔日疗法或限制在服药范围的

低限20 mg/d. 在治疗社交恐怖症、焦虑症时, 一
般剂量为20 mg/d. 服用 2-3 wk后, 根据患者反应

每周以10 mg量递增, 每日最大量可达50 mg. 在
治疗强迫性神经症时, 一般剂量为40 mg/d. 每周

以10 mg量递增, 每日最大量可达60 mg. 治疗神

经性贪食症时, 剂量为60 mg/d, 可有效控制摄食

量. 对老年患者剂量更宜酌减, 最大剂量不宜超

过40 mg/d, 如果增加剂量, 也应限制在服药范围

的低限. 维持治疗应有足够长时间, 以巩固疗效. 
停药时也应逐渐减量, 不宜骤停. 总之, 治疗期

间应根据患者年龄、身体状况和诊断, 调整剂

量, 不能一概而论[15].

2  SSRIs抗抑郁治疗与胃肠道出血的相关性及其

机制

2.1 SSRIs抗抑郁治疗与胃肠道出血的相关性 随
着SSRIs广泛引入临床抑郁症的治疗, 有学者发

现SSRIs与某些出血性疾病之间存在联系[16-24]. 
多数情况下SSRIs引起的多为轻度出血, 如淤

斑、紫癜、鼻衄、血小板计数的减少、出血时

间的延长. 但有时也引起一些少见的严重病例, 
如胃肠道出血、泌尿道出血、颅内出血等.   

de Abajo等[17]根据英国全科医学研究数据

库中的医学资料, 对1993-04/1997-09年龄40-79
岁的1 651例上消化道出血患者和248例消化性

溃疡穿孔患者进行了病例对照研究. 对照组包

括10 000例年龄、性别、就诊年度相匹配的其

他未服用5-HT再摄取抑制剂的患者. 结果发现: 
目前暴露于选择性5-HT再摄取抑制剂患者, 上
消化道出血率为3.1%(52/1 651),  对照组只有

1.0%(95/10 000)(RR = 3.0, 95%CI: 2.1-4.4); 该指

标未按性别、年龄、药物剂量或治疗周期进行

校正, 估计初发病率为1例/8 000张处方. 非选择

性5-HT再摄取抑制剂组与上消化道出血之间有

较弱相关性(RR = 1.4, 95%CI: 1.1-1.9); 缺乏这

种抑制作用的抗抑郁药则没有此联系. 几类抗

抑郁药与溃疡穿孔均无联系. 同时使用SSRIs和
非甾体抗炎药(Non-steroidal anti-inflammatory 
drug, NSAID), 发现明显增加上消化道出血危
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险性, 并超过了他们各自作用之和(RR = 15.6, 
95%CI: 6.6-36.6). 在SSRIs和小剂量阿司匹林

之间, 观察到一个比较弱的交互作用(RR = 7.2, 
95%CI: 3.1-17.1). 

丹麦癌症研究学会的一项研究也证实

了上述结论 [ 2 2 ] .  研究者利用丹麦北日德兰

半岛药物流行病学处方数据库 ,  调查了从

1991-01/1995-12丹麦国内26 005例抗抑郁药使

用者. 26 005例抗抑郁使用者中女性占2/3, 对
这些患者于使用抗抑郁剂期间累积随访28 751
人, 停用抗抑郁剂后再随访29 823人. 在SSRIs
应用期间, 因上消化道出血者55次, 而预期数为

15.3次, 因而观察数与预期数比率(O/E)为3.6. 
在非SSRIs应用者中O/E仅为2.3. 在其他抗抑郁

剂使用期间的患者, 其上消化道出血危险性无

明显增加. SSRIs、非SSRIs和其他抗抑郁剂应

用者的暴露人群发病率及非暴露人群发病率

的差异(RD)分别为3.1/1 000治疗年、1.8/1 000
治疗年及0.9/1 000治疗年. 全县149 573例曾单

用NSAID时, 因上消化道出血住院206次(RR 
= 4.5, 95%CI: 3.9-5.2). 26 762例单用小剂量阿

司匹林时, 上消化道出血住院204次(RR = 2.5, 
95%CI: 2.2-2.9). SSRIs与NSAID联合应用时, 上
消化道出血的O/E增至12.2(95%CI: 7.1-19.5). 
S S R I s与小剂量阿司匹林同时应用, O/E增至

5.2(95%CI: 3.2-8.0). 非SSRIs与NSAID或小剂

量阿司匹林联合应用, 上消化道出血的O/E分别

为8.2(95%CI: 3.7-15.5)和4.6(95%CI: 1.8-9.4). 
所有种类SSRIs均可增加上消化道出血危险性; 
非SSRIs亦可增加上消化道危险性, 但较SSRIs
降低; 而其他抗抑郁剂应用者中, 除米安色林外

均不会增加上消化道出血危险性. 
van Wal raven等[24]利用加拿大安大略省

的以人口为基础的行政数据库 ,  研究了年龄

超过65岁的317  824名抗抑郁药使用者 ,  在
1992-07/1998-03随访时观察到974例因上消化

道出血入院者. 此队列研究根据SSRIs与转运蛋

白结合时的解离常数将SSRIs分类为低、中、

高亲和组[19]. 结果发现: 随着SSRIs对5-HT再摄

取抑制能力的增加, 上消化道出血的校正RR值

也显著性的升高10%(95%CI: 1.01-1.19), 服用

SSRIs者上消化道出血的危险性为每年7.3‰; 研
究还发现80岁以上老年患者和有上消化道疾病

史的人群最易受到伤害. 
L a y t o n等 [ 2 5 ]利用药物安全研究学会

1986-11/1998-10的处方药控制数据,观察3组人

群(SSRIs组、其他精神药物组、不使用精神药

物组)在用药1 mo和2-6 mo的胃肠道出血率, 结
果发现: 总共有1 229例患者在最初6 mo内发生

了出血事件(包括胃肠道出血). 在对年龄、性别

进行校正后发现: SSRIs组的出血危险性高于不

使用精神药物组(RR = 1.23, 95%CI: 0.91-1.66), 
而与其他精神药物组的差异不显著(RR = 1.14, 
95%CI: 0.77-1.72). 在此研究中, 学者只是提供

了抗抑郁药与总的出血事件的关系, 并没有将

出血事件限定为上消化道出血; Layton并没有研

究SSRIs与其他药物联用时对出血风险的评估, 
此项研究的最大的缺点是所有参加者的应答率

仅仅只有51%. 
Meijer等[26]也进行了一项类似的病例对照

研究. 在荷兰对从1992-2000年64 000例新开始

使用抗抑郁药者进行观察. 观察到共有196例因

出血而入院接受治疗, 其中有31名是上消化道

出血患者. 结果显示: 与抑制5-HT再摄取能力

低的SSRIs相比, 使用中等强度、高强度抑制

5-HT再摄取的SSRIs和出血的风险分别为RR 
= 1.9(95%CI: 1.1-3.5)、2.6(95%CI: 1.4-4.8). 根
据上消化道出血分层分析得到的结果与之相

似: 与抑制5-HT再摄取能力低的SSRIs相比, 使
用中等强度、高强度抑制5-HT再摄取的SSRIs
和上消化道出血的风险分别为RR = 1.7(95%CI: 
0.4-6.6)、2.1(95%CI: 0.6-8.3), 差异无统计学意

义(P >0.05). 
上述5项临床研究的样本量都非常大, 而结

论基本一致: 均认为服用SSRIs可能增加胃肠道

出血的危险性. 但是, 这些研究都属于回顾性病

例-对照研究, 影响因素比较多, 如各种混杂因

素之间缺乏均衡性等. 同时, 抑郁症患者经常伴

有月经紊乱、关节痛、背部疼痛等, 这些情况

可以促使患者自行服用止痛药(如NSAID), 因
此, 难以排除这些患者服用其他药物所造成的

偏差[27-31]. SSRIs可能增加总的出血风险, 但是是

否增加上消化道出血风险还有争议. 要准确回

答这个问题需要更多大样本、多中心、双盲对

照研究的结论支持. 
2.2 SSRIs应用与胃肠道损害相关的可能机制 血
小板释放5-HT、对调节血管损伤时的凝血反应

有重要作用[32,33]. 血小板本身不能合成5-HT, 而
是由其表面的5-HT转运蛋白从血循环中摄取, 
并储存在血小板内, 这一过程与在人脑中的类

似[34]. 当与胶原、抗原-抗体复合物相遇时, 血
小板释放出5-H T, 释放的5-H T可促进血管收

■创新盘点
本 文 就 选 择 性
5-HT再摄取抑制
剂(SSRIs)与胃肠
道损害特别是胃
肠道出血的相关
性及其机制进行
了较全面系统的
总结, 同时对新型
SSRIs与胃肠道出
血的相关性也进
行了概述.
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缩和血小板聚集[33]. 大量存在于血小板表面的 
5-HTR2A能够结合血循环中90%以上的5-HT, 
血小板活化过程中释放的5-HT与5-HTR结合后, 
可以扩大血小板的聚集反应. SSRIs抑制了5-HT
转运蛋白介导的再摄取5-HT功能, 从而使得血

小板内储存的5-HT减少, 导致血管损伤时血小

板的聚集发生障碍, 激活纤维蛋白溶解系统, 损
伤凝血反应[35,36]. 以下5方面支持这种观点: (1)抑
郁患者使用SSRIs治疗2 wk后, 血小板中的5-HT
减少90%; (2)SSRIs和非选择性5-HT抑制剂都可

能增加上消化道的出血的危险性, 以SSRIs 的危

险性尤甚; (3)对5-HT再摄取抑制作用最弱的药

物度硫平引起胃肠道出血的危险性也最低; (4)
刺激5-HTR2可以介导5-HT引起的血小板聚集, 
曲唑酮为5-HTR2强有力的阻断剂, 其引起胃肠

道出血的危险性也最大; (5)NSAID(抑制血小板

的聚集)与SSRIs联合使用可以增加胃肠道出血

的危险性. 
血小板5-HT摄取减少导致外周5-HT的增

多. 外周5-HT的增多可以损伤血管内皮细胞, 引
起血管内皮细胞收缩, 使血管通透性增加. 正常

状态时内皮细胞的单胺氧化酶能够降解5-HT, 
如果在强大的动因作用下血小板遭受大量破

坏, 短时间内释放出大量5-HT进入血浆, 会超

过血管内皮单胺氧化酶代谢能力, 这时就会引

起血管内膜损伤, 内膜损伤后单胺氧化酶降解

5-HT减少, 血管壁前列腺环素合成减少, 导致血

管收缩, 血浆5-HT水平进一步升高, 从而形成恶

性循环. 5-HT对内膜损伤后血管的收缩作用显

著增强,  还可以增强去甲肾上腺素、血管紧张

素Ⅱ、组胺、前列腺素F2C等物质的缩血管效

应, 使全身的小动脉痉挛加重, 导致重要脏器缺

血、缺氧, 出现不同程度的损害, 包括胃肠道出

血[37]. 
其他机制可能包括减少血小板因子-4和β-

血小板球蛋白, 阻断血小板反应的正常化[38]、

阻断细胞内Ca2+的移动; 减少血小板特定的黏着

位点, 减少血小板活化标志物的表达[39]. 在体外, 
SSRIs亦可抑制血小板血栓形成, 这可以解释其

抗凝作用[40]. 
SSRIs在联合抗凝药时可增加显著出血的

危险性. SSRIs可抑制一种或几种CYP450酶, 尽
管不同的SSRIs对CYP450酶的抑制作用显著不

同, 但SSRIs的这种作用均可影响抗凝药物的代

谢, 使抗凝药的血浆浓度明显增高, 增加出血的

机会. 

然而, SSRIs被发现也可以通过活化血小板

中的5-HTR2引起血小板的黏附和血栓的形成[41]. 
有研究称SSRIs可能对血小板有双重功能: 使用

SSRIs对血小板的早期的作用可能增加血栓形

成的趋势; 然而晚期作用, 在重复使用的影响下, 
有增加出血的趋势[42]. 

3  新型SSRIs与胃肠道出血的相关性及展望

有资料显示, 根据文献报道所有第1代SSRIs均
与异常出血有关; 而第2代SSRIs(如依他普仑)
则较第1代SSRIs更加安全[43], 尽管基于有限的

信息, FDA仍然建议应该给予患者警示, 特别是

与NSAID、阿司匹林、其他抗凝药物联合使用

时. 第2代SSRIs作用途径发生变化, 并且他们自

身结构也不一样, 所以现在还不清楚是否应该

把他们归类为SSRIs. 例如: 5-HT、去甲肾上腺

素抑制剂文拉法辛 [44]抑制神经元摄取5-HT和
NE, 对其他的受体作用微弱, 不良反应的发生

与TCA类不同, 但是和SSRIs更加相似. 从药效

学来看, 文法拉辛抑制5-HT、NE的摄取导致的

出血与SSRIs抑制5-HT的摄取而导致的出血相

似, 故又可以将其视为SSRIs. 另一新型抗抑郁

药萘法唑酮, 结构上和SSRIs、TCAs、MAOIs
均不同, 他可以抑制中枢摄取5-HT、NE, 阻断

5-HTR2, 还可以微弱的阻断肾上腺素的活化[45]. 
米氮平是一种四环类抗抑郁药, 增强了中枢NE
和5-HT的活化[46]. 丁氨苯丙酮属于氨基酮类, 在
化学结构上与任何已知的抗抑郁药都没有联系, 
能够微弱的抑制中枢摄取5-HT、NE和DA[47]. 尽
管这些新型抗抑郁药对5-HT的摄取弱于SSRIs
或者是对5-HT没有抑制作用, 但是他们是否可

以减少出血或者是和SSRIs有着同样的出血风

险还未知[48,49]. 最理想的抗抑郁药是同时能够作

用于NA、5-HT和DA多个特定作用位点, 抑制

他们的再摄取而发挥抗抑郁作用, 但又不作用

于引起不良反应的作用位点[50]. 由于使用抗抑

郁药人数的不断增加, 需要进行大量的前瞻性

临床试验和流行病学研究来关注胃肠道出血这

一事件. 

4  结论

根据文献[51,52]的数据, 提示使用SSRIs类药物

可以增加上消化道出血的发生率. 患者上消化

道出血的风险在特定的危险因素下将会增高, 
这些危险因素包括有溃疡病史或者胃肠道出血

史、老年人和患者有合并症的(如肿瘤、酒精

■同行评价
本 文 就 选 择 性
5-HT再摄取抑制
剂与胃肠道损害
特别是消化道出
血的相关性及其
机制进行了较全
面 系 统 的 总 结 , 
对临床工作有较
好的指导和警示
作用.
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中毒、出血体质)和/或联合用药(如NSAID、阿

司匹林、皮质类固醇、抗凝剂). 对医生来说, 根
据患者的个体情况处方不同剂量的抗抑郁药物

以减少上消化道不良事件的发生非常重要. 对
于那些处于高风险出血危险的患者, 应尽可能

地减少NSAID和阿司匹林的联合使用[53]. 随着

SSRIs与消化系并发症相关性发生机制研究的

深入, SSRIs治疗的消化系风险将会得到进一步

控制. 
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Abstract
The pathogenesis of hepatitis B is mainly trig-
gered by the host's cellular immune responses 
to hepatitis B virus (HBV) infection, and the im-
mune responses against the virus depends on 
the interaction of various immune cells. Current 
research of immunity to hepatitis B infection 
mainly focuses on understanding the differences 
between patients who can control HBV infection 
and those with persistent infection. In this paper, 
we analyze how immunological events influence 
the development of innate and adaptive im-
munity needed to control HBV infection and 
explore the mechanisms by which high levels of 
viral antigens, CD4+ T cells, programmed death 
1 (PD-1), the presence of regulatory T cells, and 
impaired dendritic cell functions maintain the 
HBV-specific immunological failure.

Key Words: Hepatitis B virus; Natural killer cells; 
CD4+ T cells; CD8+ T cells; CD4+CD25+ regulatory T 
cells; Programmed death 1; Dendritic cells

Hu ML, Zheng Q, Jiang JJ. Kinetics of immune responses 
to hepatitis B virus infection. Shijie Huaren Xiaohua Za-
zhi  2011; 19(13): 1381-1388

摘要
乙型肝炎的发病机制主要是机体清除乙型肝
炎病毒(hepatitis B virus, HBV)而引发的细胞
免疫病理改变, 机体对病毒的免疫应答有赖于
一系列免疫活性细胞的相互作用. 目前国内外
主要就HBV感染控制者和感染持续者间的免
疫差异原因进行研究. 本文就乙型肝炎病毒感
染状态下机体控制HBV感染下各相关免疫细
胞间的作用机制以及对导致HBV特异免疫缺
陷的因素(如高病毒抗原、CD4+ T淋巴细胞、

程序死亡-1、调节性T淋巴细胞和损伤的树突
状细胞)作一综述. 

关键词: 乙型肝炎病毒; 自然杀伤细胞; CD4+ T淋巴

细胞; CD8+ T淋巴细胞; CD4+CD25+调节性T淋巴

细胞; 程序死亡1; 树突状细胞

胡敏鹂, 郑琦, 江家骥. 乙型病毒性肝炎的免疫动力学. 世界华

人消化杂志  2011; 19(13): 1381-1388

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1381.asp

0  引言

乙型肝炎的发病机制主要是机体清除乙型肝炎

病毒(hepatitis B virus, HBV)而引发的细胞免疫

病理改变, 机体对病毒的免疫应答有赖于一系

列免疫活性细胞的相互作用, 包括: 非特异性免

疫反应细胞如自然杀伤(natural killer, NK)T细
胞、单核巨噬细胞在病毒感染早期阶段起重要

作用. 树突状细胞(dendritic cell, DC)是诱导适应

性免疫所必须, 在T淋巴细胞的发育中起重要作

用, 启动和诱导病毒特异性T淋巴细胞应答. 病
毒特异性T淋巴细胞是抗病毒应答的主要效应

细胞, 通过诱导病毒感染靶细胞凋亡和分泌炎

症细胞因子清除病毒. 病毒和宿主免疫系统两

方面相互作用决定HBV感染的临床结局[1-3]. 大
部分宿主可有效控制病毒感染, 彻底清除病毒

而缓解; 另一部分宿主却因不能形成有效的免

疫应答清除病毒, 导致病毒的慢性持续感染. 机
体免疫系统的各个免疫成分密切相关, 不同成

分间相互联系, 其中一种功能受损都会影响到

其他免疫成分的作用. 

www.wjgnet.com
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1  急性HBV感染

1.1 天然免疫 急性乙型肝炎患者的发病过程与

感染猩猩模型极相似, HBV感染大约4-7 wk后, 
病毒开始活跃复制, 约8 wk时肝内的HBV DNA
和cccDNA达到峰值, 此后迅速降低; 第8周出现

干扰素(interferon, IFN)γ mRNA, 14-16 wk达峰

值, 病毒清除与肝内IFN-γ产生一致. 这个过程清

除了90%以上的病毒却不伴ALT的升高或肝组

织病变[4]. 病毒感染早期产生的IFN-γ主要来源是

NK/NKT淋巴细胞, 控制早期病毒的复制, 并促使

病毒特异性和非特异性细胞聚集到肝内发挥免疫

应答功能[5-7]. Fisicaro等[8]发现NK/NKT淋巴细胞

在HBV DNA升至峰值前迅速活化, 表现为表面

活化受体(CD69和NKG2D)的表达在感染早期

显著升高, 同期伴随NK/NKT淋巴细胞的细胞毒

功能和分泌IFN-γ的水平显著升高. 由此证明了

HBV感染的早期, NK/NKT的功能活化对控制

HBV感染起重要的作用. 
急性乙型肝炎患者发病的潜伏期, 循环中

大量的NK细胞先于HBV复制的高峰出现, HBV
复制的高峰伴随着一个典型的产生IFN-γ和肿瘤

坏死因子α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)和白

介素-2(interleukin-2, IL-2)的自限性感染过程, 随
后开始出现HBV特异的CD4+和CD8+ T淋巴细

胞的应答, 但较微弱, 直至HBV复制和NK/NKT
淋巴细胞的应答下降, 适应性免疫才完全被激

活[8,9]. 而发展成慢性感染的动物模型缺乏这一

急性期反应, 不能产生足够的适应性免疫. 因此, 
天然免疫对于控制早期HBV感染非常重要. 感
染早期NK/NKT淋巴细胞分泌大量的免疫活化

成分IFN-γ和IL-2, 是后续形成有效的适应性免

疫的重要因素. 
1.2 适应性免疫 急性自限性肝炎患者外周血

HBV DNA下降之后, HBV特异性的T淋巴细胞

应答高峰延迟出现, HBV特异性的CD4+和CD8+ 
T淋巴细胞对病毒抗原应答发生的时间是基本

一致的, 表现为分泌IFN-γ、IL-2等效应细胞因

子的细胞频数显著增加, 而分泌IFN-γ的CD8+ T
淋巴细胞频数峰值高于CD4+ T淋巴细胞[8,9]; 这
种情况同样见于淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒

(lymphocytic choriomeningitis virus, LCMV)感染

的小鼠模型. 这可能是CD8+ T淋巴细胞自身有

更强的分化增殖能力, 更有效的抗原提呈, IL-2
和IL-15更好地促进其早期的增殖活化等因素有

关[10]. HBV特异性的CD4+和CD8+ T淋巴细胞分

泌IL-2的高峰先于IFN-γ, 这意味着急性自限性
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的HBV感染患者, IL-2是感染宿主早期控制病毒

和抗原清除所必需的. CD4+ T淋巴细胞分泌的

IL-4和IL-10逐渐升高, 当Th1型细胞因子(IL-2、
IFN-γ等)消失后, IL-4和IL-10达到峰值, 血清中

可测到抗-HBs抗体[6]. HBV感染被清除之后, 病
毒特异的抗体和特异的记忆性T淋巴细胞应答

在几年内仍可以检测到. 

2  慢性HBV感染

2.1 天然免疫 NK/NKT淋巴细胞作为天然免疫

的效应细胞, 不但参与HBV的控制, 同时也是致

肝损害的原因[11-13]; 在急性HBV感染早期抑制病

毒的复制, 并诱导适应性免疫应答进一步清除

病毒, 但在慢性HBV感染中的作用及机制仍不

确定. 
Zou等[14]利用MHV-3诱导的暴发性肝衰竭

小鼠模型探讨了肝脏NK细胞在病毒诱导的肝衰

竭中作用, 发现Ba1b/cJ小鼠感染MHV-3后, NK
细胞在肝脏迅速大量募集和活化, 且杀伤活性

显著增强, 分泌IFN-γ和TNF-α的水平也显著上

调, 而且可通过Fas/FasL和NKG2D/NKG2DL途
径损伤肝细胞, 表明肝脏NK细胞在MHV-3诱导

的小鼠暴发性肝衰竭中可能发挥重要作用. 另
一项研究发现肝脏NK细胞在多聚胞嘧啶核苷

酸(polyinosinic: polycytidylic acid, poly I:C)诱导

HBV转基因小鼠肝脏损伤中发挥决定性作用, 
该损伤依赖于IFN-γ的产生, 用低剂量Con A诱导

HBV转基因小鼠肝细胞损伤实验发现, 肝脏NK
细胞利用NKG2D识别肝细胞表面相应配体而

造成肝细胞损伤[15]. 对HBeAg阳性的慢性乙型

肝炎患者的研究发现, 在肝脏炎症突然加剧的

时候, 肝脏NK细胞可能通过TRAIL/TRAIL-R途
径诱导肝细胞死亡, 这一发现为肝脏NK细胞在

HBV引起的肝细胞损伤中的作用提供了直接的

证据[16]. HBcAg是抑制TRAIL介导凋亡的抑制因

子, HBcAg的过表达显著降低TRAIL介导的肝细

胞凋亡, 从而有利于慢性感染的形成[17]. 
HBV感染的转基因鼠模型中NKT 细胞的

活化产生IFN-γ来抑制病毒的复制[18], 然而NKT
在HBV慢性乙型肝炎中的作用仍需要探讨, 因
为NKT 细胞高表达于实验动物鼠的肝脏, 约
20%-30%; 在人类, 经典的NKT细胞偶有超过

1%, 因此, 更倾向于认为NK细胞是产生IFN-γ控
制病毒感染的主要来源. 
2.2 适应性免疫 适应性免疫的各类效应细胞组

成一个复杂的网络, 每一类效应细胞在对HBV
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的免疫中均有重要作用. 
CD4+ T淋巴细胞主要由MHCⅡ类分子限制, 

可产生多种淋巴因子, 有效抑制HBV的复制[19-21]. 
同时CD4+ T淋巴细胞促使CD8+ T淋巴细胞增殖, 
诱导细胞毒活性, 有效抑制HBV的复制; 并支持

B淋巴细胞的激活和增殖以产生病毒特异性抗

体[22-24]. 此外, 还包括具有负相调节作用的调节

性T淋巴细胞(regulatory T cell, Tregs)和Th17细
胞亚群. 已有研究显示[25], HBV感染自发缓解和

CD4+ T淋巴细胞的应答密切相关. 慢性HBV携

带者在接受了同种HLA配对的对HBV自然免

疫的捐赠者的骨髓后, 实现了HBsAg的转换伴

HBcAg特异性CD4+ T淋巴细胞应答显著增加, 经
PCR证实供者和受者的HBcAg特异性CD4+ T淋巴

细胞是同一来源, 因此认为HBcAg特异性CD4+ T
淋巴细胞应答是实现血清学转换的关键[25]. 慢性

乙型肝炎患者急性发作, 自发HBeAg血清转换

前, 可出现HBcAg特异的CD4+ T淋巴细胞应答

的显著增加[26,27]. 这些都提示HBcAg特异性CD4+ 
T淋巴细胞应答在控制HBV实现血清学转换的

重要作用. HBsAg特异性CD4+ T淋巴细胞应答

在HBV感染中的应答水平不如HBcAg特异性

CD4+ T淋巴细胞应答强烈; HBsAg特异性CD4+ 
T淋巴细胞的有限扩增, 并不表明HBsAg是弱的

免疫原, 重组HBsAg疫苗免疫接种时可产生强

烈的辅助T淋巴细胞应答[28,29]. 
CD8+ T淋巴细胞识别病毒抗原表位后活化, 

经分泌穿孔素/颗粒酶依赖的途径杀伤被病毒感

染的靶细胞或通过Fas/FasL途径启动感染细胞

的凋亡, 造成肝细胞的损伤; 通过释放细胞因子

的非细胞毒途径抑制病毒的复制, 主要是细胞

毒性T淋巴细胞分泌的IFN-γ、TNF-α和IL-2发
挥的一种转录后的抗病毒作用机制[30,31]. 研究认

为, 病毒特异的CD8+ T淋巴细胞分泌细胞因子

清除病毒是控制HBV的主要作用机制[30]. 
尽管细胞免疫是HBV清除的主要效应机制, 

体液免疫在控制HBV中也有重要的作用. HBV
清除与外膜抗体产生有关, B淋巴细胞产生抗体

中和游离的病毒颗粒, 阻止感染.

3  慢性HBV感染中适应性免疫的缺陷

在慢性感染的动物模型(如旱獭和大猩猩), 观察

到慢性感染的形成常常缺乏典型的类似自限性

感染过程产生IFN-γ和TNF-α的高峰[32,33], 无法形

成有效的特异性抗病毒免疫应答. 急性自限性

乙型肝炎针对病毒的特异性的CD8+细胞毒性T

淋巴细胞表现为多克隆、多特异性[21,34-35], 而慢

性HBV感染患者特异性CD8+细胞毒性T淋巴细

胞往往只能识别单一抗原位点, 应答范围往往

窄又弱[36], 影响病毒的有效清除, 导致HBV感染

慢性化. 
HBV感染未能控制转为慢性之后, 适应性

免疫功能进行性减低, 表现为血循环和肝内病

毒特异性的CD4+ T淋巴细胞和CD8+ T淋巴细胞

数量很少, 病毒特异性抗体水平很低. HBV感染

的特异性CD8+ T淋巴细胞的功能存在缺陷, 产
生IFN-γ及扩增的能力下降, 穿孔素含量减少, 杀
伤靶细胞的能力降低[37-39]. 尽管用覆盖HBV蛋白

的肽段体外扩增外周血单个核细胞(peripheral 
blood mononuclear cells, PBMC), 慢性乙型肝炎

患者外周血抗原特异性CD8+ T和CD4+ T淋巴细

胞的应答相对自限性肝炎患者仍很微弱[39]. 慢性

乙型肝炎的患者, HBV特异性T淋巴细胞应答的

强度与病毒负荷呈负相关性[39]. 只有在低病毒血

症的患者才能检测到病毒特异性T淋巴细胞应

答; 当HBV DNA>1010 copies/L偶尔能测到外膜

特异性或聚合酶特异性的CD8+ T淋巴细胞[40]. 
慢性活动性肝炎时肝脏局部的病毒特异

CD8+ T淋巴细胞数增多, 但同时会募集大量的

非特异性免疫细胞浸润肝脏, 导致肝内特异的

CD8+ T淋巴细胞浸润比例降低; 特异性CD8+ T
淋巴细胞无法控制病毒清除, 却因为非特异性

免疫细胞在肝脏内的大量聚集造成肝脏炎症

损害, 病变累积最终发生严重的慢性肝病[37]. 慢
性乙型肝炎患者外周血和肝内病毒特异性T淋
巴细胞分泌不同类型的细胞因子, 外周血分泌

TH1(IFN-γ、TNF-α及IL-2)细胞因子的病毒特

异性T淋巴细胞数多于分泌IL-10的特异性T淋
巴细胞数, 而肝内浸润的CD8+ T淋巴细胞则产

生更多的IL-10. 说明肝内的IL-10+CD8+ T淋巴

细胞数增加, 可能是限制肝脏炎症同时也是病

毒持续感染的机制[41]. 在肝内的IL-10+CD8+ T
淋巴细胞数增多的情况下, 肝内CD4+ T淋巴细

胞分泌的前炎症因子TNF-α仍然明显升高, 与
肝脏炎症、纤维化直接相关. 慢性乙型肝炎患

者外周血分泌细胞因子的HBV特异性T淋巴细

胞数比例很低, 占总CD4+或CD8+ T淋巴细胞

的0.00%-1.93%, 这低于其他慢性病毒感染(如
HIV-1), 分泌细胞因子的HIV特异T淋巴细胞占

总CD4+或CD8+ T淋巴细胞的0.8%-18.0%[41,42]. 

4  适应性免疫缺陷的机制

慢性乙型肝炎发生机制仍不明确, 包括持续高
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为表面活化受体
(CD69和NKG2D)
的表达在感染早
期显著升高, 同期
伴随NK/NKT淋
巴细胞的细胞毒
功能和分泌IFN-γ
的水平显著升高. 
而在慢性感染中
发现特异性CD8+ 
T 淋 巴 细 胞 无 法
控制病毒清除, 是
因为非特异性免
疫细胞在肝脏内
的大量聚集造成
肝脏炎症损害, 病
变累积最终发生
严重的慢性肝病, 
提出是适应性免
疫机制缺陷导致
HBV感染慢性化
的观点. 
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滴度的病毒抗原、CD4+ T细胞的数量、程序死

亡1(programmed death 1, PD-1)或Tregs的表达上

调、DC功能的缺陷等. 
4.1 高病毒抗原 在LCMV感染的小鼠模型中, 持
续高滴度的病毒抗原导致T淋巴细胞功能逐渐

丧失, 先是IL-2产生的耗竭, 随之是细胞毒功能

和TNF-α产生的耗竭, 最后丧失的是IFN-γ的效

应功能. 这样T淋巴细胞功能的逐渐丧失称之为

T淋巴细胞耗竭. 不断地接触病毒抗原被认为是

HBV感染T淋巴细胞功能耗竭的机制[43]. 慢性乙

型肝炎患者中检测到核心抗原和聚合酶抗原特

异性CD8+ T淋巴细胞应答, 而缺乏外膜抗原特

异性的T淋巴细胞应答, 这与急性肝炎患者中常

测到外膜抗原特异性T淋巴细胞的情况是不同

的[39]; 这是否意味着慢性HBV感染外膜抗原特

异的T淋巴细胞的严重缺乏是因为外周血高水

平的外膜抗原的持续暴露; 提示不同抗原特异

性T淋巴细胞亚群功能紊乱的差异, 与环境中不

同的病毒抗原的持续暴露有关. 
HBV特异性T淋巴细胞应答中的优势表位

的排序会因病毒持续感染而改变. Core18-17
抗原表位是急性肝炎时HLA-A2限制性的优势

表位, 但不是绝对的; 在许多患者pol455-63、
Env181-91以及Env335-43都可能是特异性CD8+ 
T淋巴细胞应答的优势表位[9,44,45]. 在慢性乙型肝

炎患者HBV DNA水平高于1×107 copies/L时, 无
论体外直接检测还是体外培养扩增都检测不到

Core18-17抗原表位特异的T淋巴细胞应答[40,45]. 
这种HBV特异性T淋巴细胞群功能的差异认为

与T淋巴细胞受体、T淋巴细胞靶表位病毒序列

的不同以及抗原提呈细胞对T淋巴细胞的提呈

等有关, 在慢性感染中, 针对T淋巴细胞应答的

优势表位趋于消失, 次优势表位增加. 
CD4+ T淋巴细胞通过CD40依赖的共刺激

分子直接活化DC和CD8+ T淋巴细胞, 或者通过

分泌细胞因子如IL-4和IL-2间接地辅助B细胞和

CD8+ T淋巴细胞应答. HBcAg特异的CD8+ T淋
巴细胞的激活和抑制, 严格依赖CD4+ Th细胞. 
在LCMV诱导的小鼠肝炎模型, CD4+ T淋巴细胞

没有提供辅助作用, 会阻碍CD8+ T淋巴细胞发

育成效应性T淋巴细胞应答, 增加CD8+ T淋巴细

胞功能的耗竭[46,47]. 
4.2 病毒对免疫的影响 病毒蛋白对病毒和宿主

间的免疫动力学产生影响, 患者外周血的病毒

抗原调节宿主的免疫应答. HBx蛋白是多功能

蛋白, 调节各种细胞内信号的传导通路, HBx改

变了感染肝细胞对免疫介导的肝细胞凋亡的敏

感性. 研究进一步证实HBx蛋白可能既是肝细

胞的凋亡前体, 也是抗凋亡的因素, 取决于NF-
κB[48,49]. HBV可产生大量仅包含HBsAg的非感

染性亚病毒颗粒, 可以是病毒颗粒的103-106倍, 
大量亚病毒颗粒会消耗掉许多病毒特异性T淋
巴细胞, 从而使特异性T淋巴细胞克隆性缺失, T
淋巴细胞应答更趋低下[50]. 核心蛋白的分泌形

式-HBeAg, 不是HBV感染或复制所必须, 但在

HBV慢性感染中起重要作用. HBeAg会下调单

核细胞上TLR2的表达, 减少炎症因子TNF-α的
表达[51]. HBeAg缺失或HBeAg转换为HBeAb会
导致IL-12和IFN-γ的升高, 从而增强CD8+ T淋巴

细胞功能[27,52]. 这些研究证明HBeAg会抑制Th1
型的免疫应答, HBeAg消失会增强CD4+和CD8+ 
T淋巴细胞的活化. HBsAg/HBeAg持续存在引起

新产生的免疫活性细胞不断发生耐受性. 
慢性HBV感染者适应性免疫细胞进行性的

功能减退和数量减少, 在很大程度上影响了感

染者中病毒群体的组成. 由于慢性HBV感染者

未能迅速地控制病毒复制, 逃避T和B淋巴细胞

的变异病毒不断增加. 在慢性HBV感染中, 可检

测到具有辅助性T淋巴细胞和细胞毒性T淋巴细

胞和B淋巴细胞表位变异的HBV变异株[53]. 据推

测这种选择主要发生在HBV感染的起始阶段. 
在后期, T和B淋巴细胞表位似乎被限定在病毒

群体中, 进一步提示在慢性HBV感染者中, 免疫

应答的削弱导致体内的T和B淋巴细胞活化不能

对病毒产生选择性压力. 病毒逃逸免疫会影响

到胞内T淋巴细胞表位的处理提呈, 包括与MHC
分子的结合和T淋巴细胞受体的活化[54]. 病毒逃

逸变异也影响到对特异性抗体的识别. 这种变

异多见于HCV感染, 因为HBV有更多相关的重

叠读码框. 
4.3 PD-1对CD8+ T细胞的作用 PD-1分子信号传

导通路, 是抑制病毒特异性T淋巴细胞功能的一

个主要的内在机制, 可在T淋巴细胞、B淋巴细

胞和髓样细胞上表达. 配体PD-L1表达在肝脏的

抗原提呈细胞, 如肝血窦内皮细胞、Kupffer细
胞和星状细胞, 在肝脏浸润T淋巴细胞上PD-1和
PD-L1相互结合抑制抗病毒功能和相应T淋巴细

胞的凋亡. 
HBV感染小鼠模型的研究将HBV特异性

CD8+ T淋巴细胞输入HBV转基因小鼠, 这些特

异性CD8+ T淋巴细胞移行至肝脏, 识别肝细胞

上的同源性抗原, 很快失去了分泌IFN-γ的能力, 

■创新盘点
本综述对近两年
的研究报道做了
概述, 认为适应性
免疫机制缺陷导
致HBV感染慢性
化是近年来较新
研究方向, 并且总
结了导致适应性
免疫缺陷的可能
原因, 如高滴度的
病毒抗原、CD4+ 

T 淋 巴 细 胞 的 数
量、PD-1或Tregs
的表达上调、DC
功能的缺陷等. 特
别是提出肝脏炎
症损害可能是非
特异性免疫细胞
造成的, 这与过去
认为的主要是特
异性免疫细胞导
致肝脏损害的观
点不同. 
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同时出现PD-1表达上调[55], 可见病毒特异性T淋
巴细胞功能与PD-1表达的直接相关性. 急性乙

型肝炎发病早期外周血HBV特异性CD8+ T淋巴

细胞上PD-1表达明显升高, 随着疾病恢复, HBV
特异性CD8+ T淋巴细胞上PD-1表达逐渐下降, 
这提示早期PD-1上调有效抑制了过强的免疫反

应, 减轻了CD8+ T淋巴细胞介导的免疫病理损

伤. 而在急性肝衰竭患者发病早期, PD-1表达却

无明显上调, 这与急性肝衰竭的免疫病理损害

的发生密切相关[56]. 
与急性HBV恢复期的患者相比, 慢性乙型

肝炎患者pentamer+CD8+ T淋巴细胞上PD-1的
表达显著上调, 而且与血HBV-DNA复制水平呈

正相关, 配体PD-L1在PBMC上也显著上调. 阻
断PD-1/PD-L1途径后, 体外重组HBV抗原刺激

HBV特异性T淋巴细胞, 其增殖功能和IFN-γ的
产生显著增加. 由此提示PD-1上调参与了T淋巴

细胞功能紊乱, 通过阻断PD-1/PD-L1途径, 病毒

特异性T淋巴细胞功能增强. Evans等[57]的研究进

一步说明HBV病毒复制水平与CD8+ T淋巴细胞

上PD-1的表达直接相关. 阿德福韦酯治疗慢性

乙型肝炎患者, 血HBV DNA下降的同时, HBV
特异性CD8+ T淋巴细胞表达PD-1显著下降, 伴
有病毒特异性T淋巴细胞应答的进一步改善. 同
时HBeAg的消失与PD-1表达下降直接相关, 独
立于病毒载量因素. 慢性HBV感染患者, PBMC
上PD-L1的表达水平高于健康对照组, PD-L1的
表达与免疫抑制因子IL-10相关, 与血转氨酶水

平负相关[58]. 这与慢性病毒感染中, PD-1/PD-L1
途径下调病毒特异性T淋巴细胞应答并限制免

疫介导的肝损伤有关. 
4.4 CD4+CD25+ Tregs的调节作用 CD4+ CD25+ 
Tregs通过调节机体免疫应答中CD4+辅助T淋巴

细胞和CD8+效应T淋巴细胞的功能, DC和NK细

胞等免疫细胞的功能, 在病毒感染中起重要作

用. Tregs在HBV和宿主的抗病毒免疫效应细胞

间起着免疫调控作用, 一方面抑制肝脏过度免

疫病理损伤, 另一方面也可能减缓了宿主特异

性T淋巴细胞对病毒的清除, 从而有利于病毒的

持续感染; 影响着宿主免疫应答的结局. 
急性乙型肝炎患者外周血Tregs频数在发病

初期低于正常值, 进入恢复期后Tregs数量逐渐

增加, 在病愈后恢复正常水平. 发病初期较低的

Tregs数量有利于特异性细胞免疫应答对病毒的

清除, 而恢复期Tregs数量的增加则有利于抑制

感染组织的炎症损伤. 慢性乙型肝炎的患者外

周血Tregs频数, 较健康人和HBV感染恢复期患

者增高, 与外周血HBV病毒载量成正相关[59,60], 
PBMC和肝脏炎症浸润细胞高频率表达FOXP3 
mRNA[60,61]. 病毒复制越活跃, 机体Tregs比例越

高, 说明机体因为Tregs的免疫抑制, 促进了病毒

的复制[43]. 
Tregs的功能研究发现, Tregs本身对抗-CD3

抗体和H B V抗原刺激没有明显的增殖反应和

IFN-γ分泌, 但可产生IL-10, 抑制自体的PBMC增
殖和IFN-γ分泌, 其中对HBV抗原引起的细胞免

疫应答抑制作用较强[59,60]. Tregs可抑制HBV特

异的Th细胞应答和CD8+ T淋巴细胞的免疫应答. 
慢性乙型肝炎患者外周血的PBMC去除Tregs细
胞后, 予HBcAg或HBsAg刺激, PBMC增殖明显

增强; 重新加入这些Tregs后, PBMC的增殖和

IFN-γ的产生则明显被抑制. 说明Tregs会抑制

HBV特异的细胞毒性T淋巴细胞细胞应答, 引起

免疫应答下降[59-61]. 同样, 外周血Tregs能够抑制

由CD8+ T淋巴细胞介导的抗病毒免疫反应, 去
除Tregs后PBMC中的HBV特异性CD8+ T淋巴细

胞的数量增加、功能增强, 此现象不仅限于慢

性乙型肝炎患者, 也可见于感染HBV恢复后的

患者[62,63]. 
慢性乙型肝炎患者肝脏局部FOXP3+ Tregs

的表达和病情轻重相关, 免疫组织化学可见在

肝脏汇管区的淋巴细胞核上表达FOXP3. 慢性

重型乙型肝炎患者和免疫清除期的慢性乙型肝

炎患者肝内FOXP3的表达高于免疫耐受期的患

者, 说明Tregs调节机体对HBV的清除和肝脏炎

症的损伤起重要作用. 
4.5 DC在慢性感染中的作用 DC细胞是专职的

抗原提呈细胞, 是诱导适应性免疫所必须. 由于

他们在T淋巴细胞发育中的重要作用, DC群的

功能改变解释慢性乙型肝炎患者T和B淋巴细胞

的免疫的低反应状态. 虽然, DC可能被动物模

型的嗜肝病毒感染, 但排除了HBV在人类DC内
的复制[64,65]. 浆样DC(plasmacytoid dendritic cell, 
p D C)在人类病毒感染的免疫应答中, 是产生

IFN-α的主要细胞, 是活化天然免疫和适应性免

疫的活化分子, DC提呈抗原至T淋巴细胞, 产生

细胞因子IL-12和TNF-α, 诱导T淋巴细胞活化, 
抑制病毒[66]. DC功能的损伤会抑制宿主特异的T
淋巴细胞免疫应答. 在慢性HBV感染中, pDC和
髓样DC(myeloid dendritic cell, mDC)的表型和

功能受损, 外周血中mDC和pDC的细胞因子释

放能力明显降低. 循环DC亚群的数量减低可能

■应用要点
本文对HBV感染
导致急慢性肝炎
的基础免疫方面
的研究做了概述, 
对急慢性肝炎患
者发病主要机制
有更新的认识, 各
类相关免疫细胞
在机体抗HBV感
染中起着不可忽
视的作用, 同时也
可能导致感染的
进一步加重, 那么
如何处理这些免
疫细胞为将来的
免疫治疗HBV感
染提供了可能的
参考价值. 
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是DC从血液迁移到肝脏的结果[67]. 慢性乙型肝

炎患者的成熟mDC表达CD80、CD86降低, 成熟

障碍, mDC对T淋巴细胞的刺激能力降低, 导致

HBV特异性T淋巴细胞反应性不足[68]. 

5  结论

HBV感染促发的机体免疫反应是一个各类效应

细胞组成复杂的网络体系, 每一类效应细胞在

HBV感染的免疫中都起着不可忽视的作用[69,70], 
任何一类细胞的数量或功能的改变都会导致不

同的感染结局, 这为乙型肝炎的免疫治疗的拓

展提供新的策略和思路. 
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Abstract
Probiotics has been widely applied to medical 
treatment and health and food industries thanks 
to its regulatory effect on the micro-ecological 
balance of the human body. Recent advances in 
research of intestinal diseases have led to a bet-
ter understanding of the effectiveness of probiot-
ics in the treatment of these diseases. This paper 
summarizes the beneficial functions of probiot-
ics and mechanisms involved. Meanwhile, we 
review its application in the treatment of intesti-
nal diseases.

Key Words: Probiotics; Intestinal diseases; Mecha-
nism; Application; Prospect
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摘要
目前, 益生菌在医疗、保健和食品等领域备受
欢迎, 这得益于其调节人体微生态平衡的独特

之处. 随着肠道疾病研究的逐步深入, 益生菌
的治疗效用越发引起关注. 本文主要综述了益
生菌的功能和作用机制, 在肠病治疗中的应用
及其展望.
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0  引言

近30年来益生菌制剂的研制取得了较大的进展,
并已广泛应用于临床研究借以调整人体内微生

态群落或种群结构, 保持菌群平衡, 促进内环境

的稳定, 提高宿主的健康状态, 对消化系统疾病

的防治起到了一定的作用. 目前, 益生菌制剂开

始被广泛地应用于炎症性肠病的治疗中, 他可

以直接或间接的通过调节内源性的微生态系统

或免疫系统作用于肠道, 以不良反应小、治疗

效果显著、适合长期服用等优点备受消费者的

青睐, 因此, 在治疗炎症性肠病方面正突显其难

以替代的作用.

1  益生菌的功能和作用机制

大量研究表明, 益生菌具有以下功能: 改善制品

风味; 提高蛋白质、脂类和维生素等的代谢; 改
善胃肠道功能; 增强免疫力; 防癌和抗癌作用; 
降低胆固醇及改善血脂等. 另外, 益生菌对人体

的生理活性还包括缓解乳糖不耐症; 防止有害

物质产生、延缓人体衰老; 促进生殖泌尿系统

健康; 抑制有害菌、防止腹泻; 抗高血压、减少

心血管疾病的发病率; 降低与酒精中毒性肝病

相关的内毒素的作用等, 这些作用至今已得到

了不同程度的证实和临床验证[1-5]. 尤其是在益

生菌治疗肠道性疾病方面, 现在已有大量文献

报道. 钟燕等[6]经研究认为, 双歧杆菌能够耐受

胃肠的酸碱环境在结肠内存活和繁殖, 并影响

内源性双歧杆菌和其他细菌组的数量, 改变结

肠菌群的构成, 尤其以双歧杆菌更为明显, 这对
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办法做了很多研
究. 通常运用化学
药物治疗, 但是化
学药物具有不良
反应等问题, 因此
生物制剂即益生
菌制剂治疗肠病
以不良反应小、
治疗效果显著等
优点受到研究者
们的普遍关注. 
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减轻乳糖不耐受症状起到重要作用. Bengmark[7]

认为, 益生菌至少有5方面的功能, 其中对于患

者最为重要的有: 减少或清除多种潜在的致病

微生物或多种毒素、致变物、致癌物等; 调节

先天性与获得性免疫屏障的机制; 促进细胞程

序性死亡; 释放大量营养物质、抗氧化剂、促

生长因子、凝结因子以及其他生长必要的因子. 
另外, 益生菌能够提供营养物质, 促进机体生

长. 益生菌如果能在体内正常发挥代谢活性, 就
能直接为宿主提供可利用的必需氨基酸和各种

维生素(维生素B和K族等), 还可提高矿物元素

的生物活性, 进而达到为宿主提供必需营养物

质、增强动物的营养代谢、直接促进生长的作

用[8-10]. 益生菌产生的酸性代谢产物使肠道环境

偏酸性, 而一般消化酶的最适pH值为偏酸性(淀
粉酶6.5、糖化酶4.4), 这样就有利于营养素的消

化吸收. 有机酸的产生还可加强肠道的蠕动和

分泌, 也可促进消化吸收养分.

2  益生菌制剂在肠病治疗中的应用

正常人体的肠道中生存着100万亿微生物, 包括

细菌、真菌、病毒、原虫等. 在正常人体肠道

菌群中数量上占优势的仅有十几种, 如: 拟杆菌

属、乳酸杆菌属、梭状芽孢杆菌属、双歧杆菌

属、真菌属、肠球菌属和埃希菌属等. 如果上

述细菌数量波动在正常生理范围内, 则能维持

正常的生理、免疫功能, 即构成人体的正常微

生态环境. 现如今, 肠道疾病的发生率骤增, 受
到了很多医疗研究者们的重视. 随着乳酸菌等

益生菌群研究的发展, 益生菌在肠病治疗中的

应用越来越广泛. 益生菌被应用于很多炎症性

疾病的治疗, 包括溃疡性结肠炎(ulcerative coli-
t i s, UC)、克罗恩病、腹泻、化疗引起的黏膜

炎、胰腺炎、关节炎、遗传性过敏症的湿疹、

憩室炎、甾体抗炎药引起的肠病等[11-13].
2.1 益生菌制剂在UC中的应用 在形成UC的个

体中, 肠道菌群失调或宿主对肠道菌群应答的

异常, 是此病特征性免疫失调关键的始动因子

和维持因子[14]. 益生菌可能通过生物拮抗、加强

肠道上皮屏障功能及调节肠道免疫系统功能等

机制参与防治UC. Resta-Lenert等[15]研究显示活

的嗜热葡萄球菌和嗜酸乳杆菌能够抑制肠侵袭

型大肠埃希菌对人肠细胞系的黏附和侵袭, 这
些益生菌促进上皮细胞紧密连接区肌动蛋白和

咬合蛋白的磷酸化. Yan等[16]研究显示鼠李糖乳

杆菌通过抑制肿瘤坏死因子(tumor necrosis fac-
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tor, TNF)诱导促凋亡P38丝裂原活化蛋白激酶

的活化而预防细胞因子诱导的肠上皮细胞凋亡. 
Madsen等[17]通过评价短路电流、经上皮电位差

和离体组织的D-甘露醇流量, 显示益生菌能使

结肠生理功能和屏障完整性正常化. 益生菌能

够区分非致病菌和致病菌, 传递特定的细胞因

子对基础免疫细胞产生应答, 通过刺激巨噬细

胞和自然杀伤细胞, 增加巨噬细胞和淋巴细胞

的活性以及肠道黏膜白介素(interleukin, IL)-10
的产生和减少TNF-α和干扰素γ的分泌, 因而加

强肠道黏膜免疫系统的活性. 霍丽娟等[18]通过

对UC大鼠的研究, 发现益生菌可通过抑制 IL-1β 
mRNA和TNF-α mRNA炎症因子的表达而减轻

大鼠结肠黏膜的损伤, 达到治疗UC的作用. 在国

外的相关益生菌治疗UC的研究中发现, 非致病

性大肠杆菌与美沙拉秦同样对治疗有效[19]. 另
外, 以双歧杆菌为主的微生态制剂、酵母菌和

混有益生素的合生元制剂治疗UC的研究表明, 
其作用都很显著[20-27]. 通过实验表明[28,29], 益生菌

有治疗肠炎的能力主要因为他能阻止结肠病原

菌的定植, 降低炎症性细胞因子的表达, 增强上

皮细胞增殖, 抑制细胞凋亡以及为肠细胞提供

新陈代谢的能量. 很多研究表示, 益生菌能够转

变动物体内肠道微生物的组成, 但在很多情况

下, 微生物的如此转变仅仅持续很短的时间, 随
后便随着益生菌的变化而停止.
2.2 益生菌制剂在克罗恩病治疗中的应用 Gus-
landi等[30]研究了酵母菌对克罗恩病缓解治疗中

的作用, 结果表明酵母菌对克罗恩病的缓解有

较好的协同疗效. Guandalini等[31]对鼠李糖乳酸

杆菌在儿科领域中对克罗恩病的治疗作用进行

了研究, 发现其同样具有显著效果. 另外, 非致

病的E.coli  Nissle 1917相对于安慰剂也能更有效

地抑制克罗恩病[19]. 对于益生菌治疗克罗恩病

的机制主要来源于对动物疾病模型的研究, 可
能的机制包括益生菌对黏膜内T淋巴细胞的调

节以及控制对外源菌发挥效应的黏膜细胞因子

的转运[32,33].
2.3 益生菌制剂在治疗腹泻中的应用

2.3.1 益生菌治疗儿童腹泻: 儿童的急性腹泻主

要是因为感染了轮状病毒. 在婴儿配方奶粉的

标准中, 双歧杆菌嗜热链球菌结合, 被证实可以

降低轮状病毒腹泻的发病率[34]. 鼠李糖乳杆菌

被人们反复证实能够减少腹泻持续时间约50%. 
虽然该作用机制暂时还未被充分了解, 但是, 有
可能涉及到黏膜的完整性被增强或者激发了免
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■相关报道
Bengmark认为 , 
益生菌最为重要
的 功 能 有 :  减 少
或清除多种潜在
的致病微生物或
多种毒素、致变
物、致癌物等; 调
节先天性与获得
性免疫屏障的机
制; 促进细胞程序
性死亡; 释放大量
营养物质、抗氧
化剂、促生长因
子、凝结因子以
及其他生长必要
的因子.
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疫应答反应, 比如通过增加免疫球蛋白IgA[35]. 
通过喂养研究展示, 鼠李糖乳杆菌既能减少腹

泻的发病率也不影响安慰剂的水平[36]. 研究证

明, 双歧杆菌能抑制痢疾杆菌、致病性大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌、伤寒杆菌等, 对治疗小

儿细菌性腹泻、重症急性细菌性肠炎、UC、

伪膜性肠炎、菌痢、霉菌性肠炎、糖尿病性腹

泻、顽固性难治腹泻均有良好的疗效, 对各种

肠炎及腹泻疗效均在90%以上[37-41]. 李玉娟等[42]

认为, 益生菌制剂具体应用时应根据临床特点

和每一种益生菌制剂的生物特性来选择药物. 
临床治疗时, 如需给患儿建立正常的肠道菌群

或者治疗儿童腹泻、消化不良, 可选用活菌复

合制剂, 因其含有多维乳酸菌, 既能调整肠道菌

群、助消化, 又能提供多种维生素和微量元素. 
2.3.2 益生菌治疗抗生素引起的腹泻和旅行者腹

泻: 经抗生素治疗的患者大约有20%会引发腹

泻, 这是由于抗生素可能通过抑制肠道微生物

定植和促进病原微生物生长的方式直接影响肠

道微生物的组成, 如艰难梭菌和产酸克雷伯菌. 
益生菌对于降低运用抗生素以从胃中根除幽门

螺杆菌引发的“三重治疗”的不良反应有很好

的效果. 如: 鼠李糖乳杆菌能降低腹泻、呕心以

及味觉紊乱的发病率[43]. 有人证实了利用其他的

益生菌包括嗜酸乳杆菌、双歧杆菌和乳链球菌

也有类似的结果. Dupont[44]的研究表示, 利用鼠

李糖乳杆菌能够降低旅行者的腹泻发病率. 但
是此类研究还存在着一些问题和未知机制, 因
为这种腹泻的发生不仅在与恶劣环境还有多

种病原微生物, 包括致病性大肠杆菌、沙门氏

菌、弯曲杆菌、志贺氏菌以及病毒等. 因此, 在
体内运用单一的益生菌抑制如此广谱的病原微

生物是不大可能的. 然而, 运用多种益生菌的组

合以治疗旅行者腹泻的试验却大多以失败告终. 
2.4 益生菌制剂在其他疾病治疗中的应用 在某

些基层医院滥用抗生素的现象较为严重, 从而

引起多种并发症, 如由幽门螺杆菌感染引起的

肠黏膜炎症, 使得相关疾病治疗难度急剧增大. 
研究者们已将滥用抗生素等问题提上了议事日

程. 体外实验研究表明, 乳酸杆菌和双歧杆菌通

过产生乳酸或释放细菌素可抑制幽门螺杆菌生

长. 动物活体实验研究显示治疗前供给益生菌

可减少幽门螺杆菌定植, 减轻黏膜炎症[45,46]. 益
生菌可减少幽门螺杆菌对胃上皮细胞的黏附及

IL-8释放, 从而稳定胃黏膜屏障功能减轻黏膜炎

症. 益生菌刺激胃肠道免疫系统, 增强全身和黏

膜免疫反应, 其机制还可能与特异性刺激自然

杀伤(natural killer, NK)细胞和先天性防御体系

如防御素和IL-10等有关[47]. 如乳酸杆菌的硫酸

脑昔脂结合蛋白能与幽门螺杆菌竞争结合幽门

螺杆菌糖脂受体分子和硫酸脑昔脂, 有助于宿

主防御幽门螺杆菌定植[48]. 在临床应用方面, 也
有证据表明乳酸杆菌能抑制幽门螺杆菌感染, 
减少复发的危险. 国外学者报道[49,50], 丁酸梭菌

能保持肠道内必需厌氧菌不被抗生素减少, 可
逆转“三联”药物(阿莫西林、克拉霉素、雷贝

拉哇)根除幽门螺杆菌治疗后大肠杆菌被克雷白

菌和肠球菌取代的状况, 维持肠道正常的微生

态平衡. 
胡锦华等[51]认为, 益生菌-中药复合制剂能

恢复肠道微生态平衡, 降低内毒素, 可保护肝功

能. 在胰腺炎治疗方面, 很多研究认为, 绝大多

数患有胰腺炎的患者完全丢失了乳酸菌群, 但
是所丢失的菌群可以通过补充相关的益生菌得

以成功补偿[52,53]. 李咏梅等[54-56]在益生菌对重症

急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)的辅

助治疗作用研究中表示, 益生菌对肠道黏膜屏

障有保护作用, 对SAP可能具有重要的辅助治疗

作用. 临床研究报道, 采用乳酸杆菌制剂治疗急

性胰腺炎可减轻患者的病症[57], 使感染性坏死

和脓肿等并发症的发生率显著降低[58,59]. 在应用

益生菌制剂治疗全身炎症反应综合征(systemic 
inflammatory response syndrome, SIRS)方面, 
Shimuzu等[60,61]研究发现, SIRS患者口服含有益

生菌的制剂后, 易感染的并发症比例下降并且

病原菌的数目有所降低. 在SIRS的治疗研究中

所应用的益生菌的益生机制可能是菌体能够黏

附于肠道黏膜以建立肠壁屏障. 除此之外, 益生

菌的DNA序列对先天免疫系统有广泛的活性, 
这些序列称之为免疫刺激DNA序列或CpG基

序, 已经证实其通过抗凋亡和抗炎机制而减轻

实验性结肠炎. Jijon等[62]显示自益生菌中提取的

DNA能抑制小鼠脾细胞NF-κB活化及P38蛋白

激酶活性促炎症细胞因子的分泌, 并且减少肠

黏膜TNF和干扰素γ的分泌. 总之, 益生菌可能经

多种不同的机制发挥抗炎及其他保护作用.

3  结论

近年来, 国内外已开发了许多益生菌制剂, 以适

用于不同人群及各种疾病. 其中, 在肠道疾病治

疗中的应用最为广泛, 并且在临床应用中暂没

有负面的病例出现. 益生菌治疗能调节受体增

■创新盘点
本文概括了益生
菌制剂在多种肠
病治疗中的应用
实例, 并分析了可
能的作用机制.
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效剂的表达并且能降低TNF-α的产生, 这对于

慢性疾病尤其是肝病以及其他急性病都是一种

便捷有力的工具. 益生菌用于调整动物体内独

特的肠道菌群平衡及改善病症变的越来越必要. 
但目前有关益生菌治疗疾病的研究依然不充分, 
主要体现在: 作用机制、疗效维持时间、多种

益生菌组合治疗及数据统计等方面. 因此, 我们

需要对益生菌的益生机制有更多的了解, 对相

关疾病的治疗做更长期的调查研究, 以及研究

者们在临床上的不断探索, 为将来开发多种高

效的益生菌制剂奠定理论基础和实践经验. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of treatment with 
β-elemene on the activation of extracellular 
signal-regulated kinase (ERK) and expression of 
glutathione transferase-π (GST-π) in human gas-
tric cancer cell line SGC7901/Adr.

METHODS: After SGC7901/Adr cells were treat-
ed with different concentrations of β-elemene for 
different durations, cell proliferation was mea-

sured by MTT assay, and protein expression was 
detected by Western blot. All experimental data 
were analyzed with the SPSS 13.0 software pack-
age.

RESULTS: β-elemene inhibited the proliferation 
of SGC7901/Adr cells in a time-dependent man-
ner. The half maximal inhibitory concentrations 
of β-elemene at 24, 48, and 72 h in SGC7901/Adr 
cells were 53.48, 28.78 and 14.78 mg/L, respec-
tively. In untreated control cells, ERK was basi-
cally phosphorylated. Treatment with β-elemene 
(50 mg/L) for 24 h significantly decreased the 
expression of phosphorylated ERK and GST-π in 
SGC7901/Adr cells.

CONCLUSION: β-elemene could inhibit the 
activation of the ERK signaling pathway and 
thereby down-regulate the expression of GST-π 
in SGC7901/Adr cells.

Key Words: β-elemene; Gastric cancer; Extracellular 
signal-regulated kinase; Glutathione transferase-π

Zhang Y, Qu XJ, Liu YP, Hou KZ, Liu J. Treatment with 
β-elemene inhibits ERK activation and down-regulates 
GST-π expression in human gastric cancer cell line 
SGC7901/Adr. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(13): 
1394-1397

摘要
目的: 探讨β-榄香烯对人胃癌细胞SGC7901/
Adr细胞外信号调节激酶(ERK)通路的活化和
谷胱甘肽转移酶π(GST-π)表达的影响.

方法: MTT法检测细胞的药物敏感性, Western 
blot检测蛋白表达, 应用SPSS13.0进行统计学
分析.

结果: β-榄香烯以时间依赖的方式抑制SGC 
7901/Adr细胞增殖, 24、48和72 h的IC50浓度
分别为53.48、28.78和14.78 mg/L. 对照组即
有ERK的磷酸化, 50 mg/L的β-榄香烯处理
SGC7901/Adr细胞24 h, 明显下调了ERK的磷
酸化水平, 同时GST-π蛋白的表达显著下调.

®

■背景资料
研究表明β-榄香烯
能够诱导细胞凋
亡和分化、逆转
肿瘤多药耐药、
抗肿瘤转移和血
管生成、与放化
疗联合增敏, 同时
不良反应小, 因此
应用前景较好.

■同行评议者
王小众, 教授, 福
建医科大学附属
协和医院消化内
科
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结论: β-榄香烯通过抑制胃癌细胞SGC7901/
Adr中ERK信号转导通路的活化, 进而下调了
GST-π蛋白的表达.

关键词: β-榄香烯; 胃癌; 细胞外信号调节激酶; 谷

胱甘肽转移酶π
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0  引言

胃癌是一种严重威胁人类健康的恶性肿瘤, 其
发病率和死亡率居我国消化系恶性肿瘤之首[1]. 
多数患者在诊断时已经是晚期, 5年生存率只有

10%左右. 尽管化疗药物的应用使晚期患者的

生存期有所提高, 但中位总生存时间仍然不超

过1年[2]. 榄香烯是从中药莪术中提取的抗癌药

物, β-榄香烯是其主要活性成分, 属非细胞毒性

药物. 目前研究表明β-榄香烯能够诱导细胞凋

亡和分化[3]、逆转肿瘤多药耐药[4,5]、抗肿瘤转

移和血管生成[6]、与放化疗联合增敏[7,8], 同时

不良反应小, 因此应用前景较好. 本实验旨在

探讨β-榄香烯对人胃癌SGC7901/Adr细胞细胞

外信号调节激酶(extracellular signal-regulated 
k i n a s e, E R K)通路的活化和谷胱甘肽转移酶

π(glutathione transferase-π, GST-π)表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 β-榄香烯(β-elemene)购于大连金港制药

有限公司, RPMI 1640培养基购自Gibco公司, 胎
牛血清购自天津血液病研究所. 鼠抗人GST-π和
兔抗人β-Actin抗体购自Santa Cruz公司, 兔抗人

磷酸化ERK(p-ERK)和ERK抗体购自Cell Signal-
ing公司. 辣根过氧化物酶标记的二抗购自北京

中杉金桥生物技术有限公司, ECL试剂盒购自

PIERCE公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 胃癌耐药细胞SGC7901/Adr由
中国人民解放军第四军医大学西京医院全军消

化病研究所惠赠, 在含100 mL/L胎牛血清、12 
kU/L庆大霉素、含1 mg/L阿霉素的RPMI 1640
培养液中, 37 ℃、饱和湿度及50 mL/L CO2的孵

育箱内传代培养, 2.5 g/L胰酶消化液消化传代, 
2-3 d传代1次, 实验前2 wk将细胞置于无阿霉素

的培养基中培养. 
1.2.2 MTT法进行细胞活力检测: 取对数生长期

细胞接种于96孔板, 培养12 h后分别加入不同浓

度的β-榄香烯, 每组设3个复孔, 每孔终体积为

200 mL. 培养24、48、72 h后每孔加入MTT溶液

(5 g/L)25 μL, 继续孵育4 h后吸去上清, 每孔加入

200 μL DMSO, 振荡摇匀. 用酶标仪于570 nm波

长条件下测定吸光度值.
1.2.3 Western blot检测蛋白表达: 取对数生长

期细胞接种于6孔板, 收集不同处理组作用24 h
的SGC7901/Adr细胞, 将其裂解于200 μL含有

蛋白酶抑制剂(100 mg/L PMSF, 2 mg/L Aproti-
tin)的裂解液中[1% Triton X-100, 50 mmol/L 
Tris-HCl(pH7.4), 150 mmol/L NaCl, 10 mmol/L 
EDTA, 100 mmol/L NaF, 1 mmol/L Na3VO4], 4 ℃
裂解40 min, 15 000 r/min离心20 min, 取上清, 
Bardford法进行蛋白定量. 与3×样品缓冲液混

合后, 煮沸5 min. 将样品在10%的SDS-聚丙烯凝

胶中进行电泳3 h, 然后转印至硝酸纤维素膜上. 
用5%脱脂牛奶封闭1 h后, 分别加入一抗, 4 ℃过

夜. TTBS洗4次后加入辣根过氧化物酶标记二

抗, 室温作用30 min, ECL法显色, GIS凝胶图像

分析系统照相并分析处理.
统计学处理 所有数据均为3次独立实验结

果, 以mean±SD表示. 采用SPSS13.0统计软件进

行统计学分析. 两组之间比较采用t检验, P <0.05
有统计学意义.

2  结果

2.1 β-榄香烯对SGC7901/Adr细胞活力的影响 
1-500 mg/L的β-榄香烯处理SGC7901/Adr细胞

24、48、72 h, 结果显示β-榄香烯以时间依赖的

方式抑制SGC7901/Adr细胞活力, IC50浓度分别

为53.48、28.78、14.78 mg/L(图1).
2.2 β-榄香烯对SGC7901/Adr细胞ERK磷酸化
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图 1 β-榄香烯对SGC7901/Adr细胞活力的影响.

■相关报道
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大蒜提取物通过
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强AP-1与GST-π
基 因 的 结 合 ,  诱
导结肠癌细胞中
GST-π蛋白的表
达, 抑制ERK活性
后, 下调GST-π蛋
白表达.

■创新盘点
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进而可能增强铂
类药物对胃癌细
胞的杀伤作用.



www.wjgnet.com

1396               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年5月8日   第19卷   第13期

的影响 用10 mg/L和50 mg/L的β-榄香烯处理

SGC7901/Adr细胞24 h, 检测ERK的磷酸化状态. 
结果显示, 对照组SGC7901/Adr细胞即有ERK的

磷酸化, 50 mg/L的β-榄香烯处理SGC7901/Adr
细胞24 h, 明显下调了ERK的磷酸化水平, 从而

抑制了ERK信号转导通路(图2). 
2.3 β-榄香烯对SGC7901/Adr细胞GST-π表达的

影响 用10、50 mg/L的β-榄香烯处理SGC7901/
Adr细胞24 h, 检测GST-π蛋白的表达. 结果显示, 
10 mg/L的β-榄香烯处理组较对照组细胞相比, 
GST-π蛋白的表达显著下调; 50 mg/L的β-榄香烯

处理组进一步下调了GST-π的表达(图3). 

3  讨论

ERK是一类丝/苏氨酸蛋白激酶, 是传递丝裂原

信号的信号转导蛋白, 正常定位在胞质, 当激活

后转位到胞核, 调节转录因子活性, 控制着细胞

增殖与分化、细胞形态维持、细胞凋亡和细胞

的恶变等多种生物学反应[9-11]. 在许多人类肿瘤

中(如乳腺癌、黑色素瘤等)都可以发现ERK的

过度激活, 目前, 很多学者正在寻找针对ERK途

径中各个环节的抑制物以切断信号转导途径, 
从而达到治疗肿瘤的目的, 一些实验结果显示

这种治疗手段不良反应小而明显优于传统的化

疗[12,13]. 
榄香烯是我国自行研发的抗肿瘤新药, 其

主要成分是β-榄香烯. 主要作用为: 抑制癌细胞

DNA的合成; 增强T淋巴细胞亚群的功能; 对放

化疗引起的白细胞下降有一定的保护作用; 放
化疗协同作用; 缓解癌性疼痛; 改善微循环; 镇
静作用等, 不良反应小, 适合临床应用. 本研

究探讨了β-榄香烯对人胃癌S G C7901/A d r细
胞ERK通路的活化影响. 首先检测了β-榄香烯

对SGC7901/Adr细胞活力的影响: 1-500 mg/L
的β-榄香烯处理SGC7901/Adr细胞24、48和
72 h,  结果显示β-榄香烯以时间依赖的方式

抑制SGC7901/Adr细胞活力, IC50浓度分别为

53.48、28.78和14.78 mg/L. 进一步选用10 mg/L
和50 mg/L的β-榄香烯处理SGC7901/Adr细胞

24 h, 检测ERK的磷酸化状态. 结果显示, 对照组

SGC7901/Adr细胞即有ERK的磷酸化, 50 mg/L
的β-榄香烯处理SGC7901/Adr细胞24 h, 明显下

调了ERK的磷酸化水平, 从而抑制了ERK信号

转导通路. 
GST-π是一种药物代谢酶, 通过催化还原型

谷胱甘肽和多种亲电子化合物结合, 使其更具

极性而加强药物的排出; 其次, GST-π可通过非

酶结合的方式将细胞内的毒性化学药物排出, 
从而达到解毒的目的. 有研究学者[14]提出在氧化

应激条件下肿瘤细胞启动细胞保护机制, 通过

ERK通路的活化使转录因子NF-E2相关因子2磷
酸化, 导致其与胞质蛋白伴侣分子Keap1蛋白的

解离, 进入细胞核内与Maf家族蛋白形成杂二聚

体与抗氧化剂反应元件结合从而促进GST-π的
基因转录. 此外, 研究发现大蒜提取物通过活化

ERK通路, 增强AP-1与GST-π基因的结合, 诱导

结肠癌细胞中GST-π蛋白的表达, 抑制ERK活性

后, 下调了GST-π蛋白表达[15]. 我们以往的研究

证实[16]: ERK抑制剂PD98059作用胃癌BGC-823
细胞24 h, p-ERK蛋白表达明显下调, GST-π蛋白

表达亦明显下调, 同时伴有对顺铂的药物敏感

性增加. 因此我们用榄香烯处理SGC7901/Adr
细胞24 h, 检测了GST-π蛋白的表达. 结果显示, 
10 mg/L的β-榄香烯处理组较对照组细胞相比, 
GST-π蛋白的表达显著下调; 50 mg/L的β-榄香烯

处理组进一步下调了GST-π的表达. 由此我们推

测β-榄香烯通过抑制ERK信号通路的活化, 下调

GST-π蛋白表达, 进而可能增强铂类药物对肿瘤

细胞的杀伤作用. 

0  mg/L          10  mg/L        50 mg/L β-榄香烯

p-ERK

ERK

β-actin

图 2 β-榄香烯作用SGC7901/Adr细胞24 h后, p-ERK、ERK
蛋白的表达.

0  mg/L          10  mg/L        50 mg/L β-榄香烯

GST-π

β-actin

图 3 β-榄香烯作用SGC7901/Adr细胞24 h后, GST-π蛋白
的表达.

■应用要点
中西医结合治疗
是肿瘤治疗今后
发展的方向, 如何
提高敏感性和特
异性是亟待解决
的问题之一. 本研
究为临床上联合
β -榄香烯与铂类
化疗药物治疗胃
癌提供了分子理
论基础.
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中西医结合治疗是肿瘤治疗今后发展的方

向, 如何提高敏感性和特异性是亟待解决的问

题之一. 本研究为临床上联合β-榄香烯与铂类化

疗药物治疗胃癌提供了分子理论基础.
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of BuTuo 
method in improving the quality of ulcer healing 
in patients with hepatogenic gastric ulcer.

METHODS: This was a randomized controlled 
study. One hundred and forty-three patients 
with hepatogenic gastric ulcer who had blood 

stasis due to Qi deficiency were randomly di-
vided into two groups: experimental group and 
control group. The experimental group (n = 72) 
was given TuoLiTouNong Decoction, omepra-
zole and propranolol, while the control group (n 
= 71) was treated with omeprazole and propran-
olol. The treatment lasted for 4 wk. The response 
rate, S2-stage shift rate, and short- and long-
term recurrence rates were compared between 
the two groups.

RESULTS: After treatment, the total response 
rate achieved in the experimental group was sig-
nificantly higher than that in the control group 
(95.83% vs 80.28%, Q = 4.260, P < 0.05). The S2-
stage shift rate was also significantly higher in 
the experimental group than in the control group 
(82.69% vs 30.95%, χ2 = 25.826, P < 0.01). In addi-
tion, long-term (6-mo) recurrence rate was sig-
nificantly lower in the experimental group than 
in the control group (26.92% vs 47.62%, χ2 = 4.310, 
P < 0.05). No adverse effects were observed dur-
ing the entire treatment course.

CONCLUSION: BuTuo method can significantly 
improve the quality of ulcer healing and reduce 
ulcer recurrence in patients with hepatogenic 
gastric ulcer.

Key Words: BuTuo method; Hepatogenic gastric 
ulcer; Healing quality; S2-stage shift rate; Recur-
rence rate of ulcer

Hu XY, Zhang Y, Bai SL, Hu ZY, Zhong S, Fan XJ. BuTuo 
method improves the quality of ulcer healing in patients 
with hepatogenic gastric ulcer. Shijie Huaren Xiaohua Za-
zhi  2011; 19(13): 1398-1402

摘要
目的: 探讨补托法治疗肝源性胃溃疡愈合质
量的临床疗效及安全性.

方法: 采用随机对照的方法, 将中医辨证属于
气虚血瘀证的肝源性胃溃疡患者随机分成治
疗组和对照组, 治疗组72例患者给予补托法代
表方“托里透脓汤”+奥美拉唑+心得安治疗; 
对照组71例患者给予奥美拉唑+心得安治疗, 

®

■背景资料
近 年 来 发 现 ,  肝
源性溃疡发病率
可达20%-30%, 因
其存在门静脉高
压 等 病 理 基 础 , 
故标准的抗酸治
疗 后 有 效 率 仅
63.64%, 治愈后
3 mo内肝源性胃
溃疡复发率可达
76.09%(35/46), 与
普通溃疡有明显
差别.

■同行评议者
唐文富 ,  副教授 , 
四川大学华西医
院中西医结合科
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疗程均为4 wk. 观察两组肝源性胃溃疡患者的
临床有效率, S2期获得率和近期、远期复发率.

结果: 在“标准疗程”结束后, 治疗组和对
照组临床总有效率分别为95.83%(69/72)、
8 0 . 2 8 % ( 5 7 / 7 1 ) ,  差 异 显 著 (q  =  4 . 2 6 0 , 
P <0.05); S2获得率分别为82.69%(43/52)、
30.95%(13/42), 差异显著(χ2 = 25.826, P <0.01); 
疗程结束6  m o后 ,  两组溃疡复发率分别为
26.92%(14/52)、47.62%(20/42), 差异显著(χ2 
= 4.310, P <0.05). 治疗组治疗前后, 血、尿、

大便常规、肝、肾功及心电图等检查, 均未见
明显不良反应.

结论: 补托法可显著提高肝源性胃溃疡的愈
合质量、改善近期疗效、降低溃疡的复发, 安
全有效.

关键词: 补托法; 肝源性胃溃疡; 愈合质量; S2期获

得率; 溃疡复发率
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0  引言

肝硬化合并消化性溃疡被称为肝源性溃疡(he-
patogenic ulcer, HU), 是肝硬化门脉高压患者发

生消化道出血的三大原因之一, 仅次于食管胃

底静脉曲张破裂和胃黏膜病变出血, 其发病率

占肝硬化患者的18.6%-49.2%, 大约是正常人

群的2-3倍[1,2]. 近年来的研究表明, 消化性溃疡

愈合质量的好坏与溃疡复发密切相关, 改善溃

疡愈合质量可减少溃疡复发[3-5]. 肝源性胃溃疡

是消化性溃疡的一种特殊类型, 发生率高, 发
病机制不明, 采用“标准疗法”后溃疡愈合质

量差, 容易复发, 这一诊疗难题长期无法解决. 
2006-05/2009-10, 我们应用中医补托法联合奥美

拉唑、心得安治疗肝源性胃溃疡, 以观察补托

法对提高肝源性胃溃疡的愈合质量、并减少其

复发的临床疗效及安全性, 现将内容报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 患者均经临床确诊为慢性乙型肝炎肝

硬化, 同时符合肝硬化气虚血瘀证的中医证候

诊断标准[6]: 疲倦乏力、食欲不振、肝区不适、

或胀或痛、面色晦暗、舌质暗红、舌下静脉曲

张、脉细涩等; 内镜下均见活动性胃溃疡, 且溃

疡直径≥0.5 cm符合入选标准的患者, 全部病例

均为成都中医药大学附属医院住院患者, 均在

24-72 h内胃镜确诊溃疡在A1期; 患者签署临床

试验知情同意书. 病例排除标准: (1)既往有胃溃

疡病史; (2)TBIL >54 μmol/L, 诊断为慢性乙型肝

炎重型或有重型肝炎倾向者; (3)合并严重的心

血管、肾、内分泌、血液系统、神经系统疾病

及精神病患者; (4)酒精性、药物性、感染性、

遗传性、免疫性、其他病毒性肝脏疾病; (5)妊
娠、哺乳期妇女; (6)肝功能按Child-Push分级为

C级的患者; (7)近1 mo内服用抗生素、非甾体抗

炎药, 2 wk内服用抑酸药及胃黏膜保护剂者. 病
例剔除标准: 未按规定用药和观察, 或因非药物

因素而中断治疗, 无法判断疗效, 或因资料不全, 
影响疗效和安全性判断者.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 采用随机、平行对照方法进行试验, 
按患者就诊的先后顺序进行编号, 使用DPS统
计软件的完全随机分组功能, 指定样本数为180, 
随机分为试验组、对照组. 
1.2.2 给药方法及疗程: 奥美拉唑20 mg, 每日1
次; 心得安10 mg, 每日3次, 并适当调整心得安

剂量至心率下降约25%, 但最低心率不低于60
次/min; 托里透脓汤(见《医宗金鉴》卷六十三): 
人参5 g, 白术15 g, 穿山甲(炒, 研, 分吞)1.5 g, 白
芷15 g, 升麻3 g, 生甘草10 g, 当归6 g, 生黄芪30 
g, 皂角刺10 g, 青皮15 g(炒). 用法: 用水600 mL, 
煎至300 mL, 100 mL/次, 3次/d, 口服. 治疗组: 补
托法(托里透脓汤)+奥美拉唑+心得安(补托法+
西药标准治疗); 对照组: 奥美拉唑+心得安(西药

标准治疗). 所有H.pylori阳性患者均给予丽珠胃

三联(铋剂0.22 g+替硝唑0.5 g+克拉霉素0.25 g, 2
次/d)治疗1 wk. 以上药物治疗4 wk为1个“标准

疗程”. 
1.2.3 疗效判定: 肝源性胃溃疡近期疗效评定: 参
照《中药新药临床研究指导原则》中《中药新

药治疗消化性溃疡的临床研究指导原则》疗效

标准拟订[7]. 愈合: 溃疡灶愈合进入瘢痕期, 疼痛

消失; 有效: 溃疡灶缩小1/2以上, 苔膜变薄, 疼
痛明显减轻; 无效: 溃疡灶缩小<1/2或无变化, 
疼痛无改善. 肝源性胃溃疡愈合质量的评价: 判
断标准采用日本内镜判断溃疡的分期标准进行

评估[8]. S1期: 原溃疡底部苔膜消失, 完全被红色

上皮覆盖. 再生上皮红色, 呈向心性放射状排列. 
S2期: 再生上皮红色消失, 与周围黏膜颜色接近, 
遗留白色瘢痕. 分别于疗程结束时、疗程结束

■研发前沿
补托法肇始于中
医外科, 是中医外
科消、托、补三
大“外病内治”
特色疗法范畴, 近
年来其运用逐渐
拓展到内科领域, 
是补托法临床应
用的创新、突破. 
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后3、6 mo进行胃镜的复查及随访. 
1.2.4 安全性评价: 观察服药后受试者新出现的

症状和体征(如皮疹、发热、腹泻、恶心、食欲

不振等). 血、尿、大便常规、肝、肾功及心电

图检查均于治疗前后各检查1次. 
统计学处理 采用SPSS14.0进行分析, 计量

资料用mean±SD表示, 用正态性检验、方差齐

性检验、独立t检验, P <0.05, 差异有统计学意义; 
计数资料用χ2检验、Ridit分析, P <0.05, 差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 观察患者的一般情况

2.1.1 病例入组选择、删失及试验完成情况: 所
有入组病例均符合入组条件审核, 无剔除病例. 
按照试验方案, 入组病例158例, 删失15例, 其中

治疗组7例, 对照组8例, 实际完成病例数143例, 
删失率为9.5%. 11例删失的病例均系疗程完成

后拒绝胃镜复查或随访者, 无法统计疗效, 故作

为删失病例. 
2.1.2 治疗前两组病例的比较: 在进入疗效统计

的143例病例中, 治疗组(A组)72例, 其中男53例, 
女19例. 年龄35-65(平均41.37±8.31)岁; 肝功能

按Child-Push分级: A级40例, B级32例. H.pylori
感染27例. 对照组(B组)71例, 其中男55例, 女
16例. 年龄32-67(平均42.07±7.45)岁, 肝功能

Child-Push分级: A级42例, B级29例. H.pylori感
染25例. 两组年龄用正态性检验、方差齐性检

验、独立t检验, 性别、病情程度、H.pylori感染

情况等用χ2检验, 两组资料差异均无统计学意义

(P >0.05), 表明两组资料具有可比性. 
2.2 临床疗效分析

2.2.1 两组近期疗效比较: 治疗组总有效率为

95.83%(69/72), 明显高于对照组的80.28%(57/71), 
经Ridit法比较, 两者差异有统计学意义(q  = 4.297, 
P<0.05, 表1).
2.2.2 溃疡愈合及S2获得情况: 疗程结束后复查

胃镜, 肝源性胃溃疡愈合率: 治疗组、对照组S2

期获得率分别为82.69%(43/52)、30.95%(13/42), 
经χ2检验比较 ,  两者差异有显著性意义(χ2 = 
25.826, P <0.01). 治疗组、对照组愈合率分别为

72.22%(52/72)、59.14%(42/71), 经χ2检验比较, 
两者差异无统计学意义(χ2 = 2.710, P >0.05, 表2). 
2.2.3 溃疡复发情况: 疗程结束3 mo后复查胃

镜, 肝源性胃溃疡复发率: 治疗组、对照组分

别为21.15%(11/52)、21.43%(9/42), 经χ2检验比

较, 两者差异无统计学意义(χ2 = 0.540, P >0.05); 
疗程结束6 mo后复查胃镜, 肝源性胃溃疡复发

率: 治疗组、对照组分别为26.92%(14/52)、
47.62%(20/42), 经χ2检验比较, 两者差异有统计

学意义(χ2 = 4.310, P <0.05, 表3). 
2.2.4 安全性及不良反应观察: 治疗组治疗后有

恶心5例, 腹胀3例; 对照组治疗后有恶心4例, 腹
胀5例, 此外, 试验过程中未发现其他与试验药

物有关的不良反应症状 ,  均未停药自行缓解 . 
治疗组治疗前后, 进行了血、尿、大便常规、

肝、肾功及心电图检查, 未见明显不良反应. 

3  讨论

本研究结果表明 ,  采用补托法+奥美拉唑+心
得安与奥美拉唑+心得安治疗肝源性胃溃疡

4w k, 临床总有效率分别为95.83%(69/72)、
80.28%(57/71); 肝源性胃溃疡S2获得率分别为

为82.69%(43/52)、30.95%(13/42); 治疗6 mo后
肝源性胃溃疡复发率分别为26.92%(14/52)、
47.62%(20/42), 提示: 采用补托法+奥美拉唑+心
得安治疗肝源性胃溃疡, S2获得率、临床总有

■相关报道
大量的临床资料
证明中药可提高
消化性溃疡愈合
质量, 汤立东等以
痈论治肝源性溃
疡, 将120例肝源
性溃疡患者按来
诊顺序随机分为
两组 .  治疗组 6 0
例口服自拟中药
消痈溃得康、奥
美拉唑、心得安, 
对照组60例予奥
美拉唑、心得安
口服. 两组均以4 
wk为1个疗程, 共
观察1个疗程. 结
果 : 治 疗 组 总 有
效率为96.7%, 明
显优于对照组的
83.3%(P <0.05).

表 1 治疗组与对照组的疗效比较 n (%)

     
分组     n      愈合        有效     无效     总有效

治疗组   72  52(72.22)  17(23.61)    3(4.17)    69(95.83)a

对照组   71  42(59.15)  15(21.13)   14(9.72)    57(80.28) 

合计 143  94(65.73)  32(22.38)  17(11.89)  126(88.11)

aP<0.05 vs  对照组.

表 2 治疗组与对照组的愈合质量 n (%)

     
分组   n          S1期         S2期

治疗组 52     9(17.31)   43(82.69)a

对照组 42   29(69.05)   13(30.95) 

合计 94   38(40.43)   56(59.57)

aP<0.05 vs  对照组.
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效率、治疗6mo后肝源性胃溃疡复发率均优于

对照组, 差异有统计学意义. 
肝源性胃溃疡是临床肝硬化上消化道出

血的常见原因, 其形成机制复杂, 除与公认的胃

酸、胃蛋白酶、胆汁、H.pylori等有关外, 还与门

静脉高压致门脉淤血、肝硬化致动-静脉短路、

肝硬化时的内毒素血症有关等有关[9]. 肝硬化门

脉高压时胃壁毛细血管血流增加78%-100%, 黏
膜下胃动、静脉短路使组织充血水肿, 但黏膜

层血流减少; 削弱了黏膜防御因子的作用, 增加

了对攻击因子的敏感性[10]. 肝功能减弱促胃液分

泌物(胃泌素、组织胺、5-HT等)灭活减少, 使胃

酸分泌亢进, 增加了胃、十二指肠酸负荷; 肝硬

化时肠源性内毒素血症可增加内皮素-1的分泌, 
进一步加重门静脉高压和循环高动力状态, 加
剧门静脉淤血形成的恶性循环使黏膜糜烂形成

溃疡等, 所以用治疗消化性溃疡的方法处理HU
愈合率低、复发率高[11,12]. 从Tamawski等首次提

出溃疡愈合质量的概念以来, 人们逐渐发现溃

疡愈合质量是以溃疡复发有极大的相关性. 为
了提高HU的溃疡愈合质量, 可以在进行H.pylori
根除治疗[13]、使用质子泵抑制剂、降门脉高压

治疗的同时, 可通过改善胃黏膜局部血液循环

及增强胃黏膜屏障作用来促进溃疡愈合. 正常

的胃黏膜血流是保持黏膜完整的重要因素, 胃
黏膜血流灌注不足可以直接导致胃黏膜的损伤, 
最终导致溃疡的发生及复发, 溃疡周围黏膜的

血流灌注的增加, 可以使细胞的氧供增加进而

加速黏膜修复和提高溃疡愈合质量[14]; 胃黏液

具有保护胃黏膜的功能, 黏液-碳酸氢盐屏障是

胃黏膜的第一道“防线”. 有研究证明, 益气健

脾法可通过提高消化性溃疡患者的细胞和体液

免疫功能, 减少H+的回渗而加强溃疡的修复和

防止复发; 活血化瘀法能明显改善溃疡局部的

微循环, 增加局部血流量及氧供, 从而加速溃疡

愈合、提高溃疡愈合质量[15]. 
肝源性胃溃疡的发病机制主要与肝硬化门

静脉高压引起的胃黏膜屏障功能减弱有关, 另

外还与肝功能不全、内毒素血症、免疫调节

失衡等有关. 现阶段治疗HU须遵循3个基本原

则[1]: (1)抑酸治疗; (2)降门静脉高压治疗; (3)抗
H.pylori治疗. 本研究采用质子泵抑制剂奥美拉

唑抑制胃酸, 以减轻胃-十二指肠的酸负荷; 以普

萘洛尔降门静脉高压治疗, 阻滞心脏β受体, 减
慢心率, 降低心排血量及内脏血量, 继而降低门

静脉压力, 阻滞血管壁的β2受体及使α受体的

兴奋性增高, 使内脏循环阻力增高, 内脏循环阻

力增高使胃肠血流量减少, 门静脉压力下降, 改
善门静脉高压患者胃黏膜的淤血状态; 丽珠胃

三联抗H.pylori治疗, 以排除H.pylori对肝源性

胃溃疡溃疡愈合质量的影响. 托里透脓汤出自

《医宗金鉴》由人参、白术、炮山甲、白芷、

升麻、甘草、当归、生黄芪、皂角刺、青皮组

成, 具有益气健脾, 托里透邪、化瘀排脓的功

效. 本方原为中医“外痈”正虚邪实而设, 本研

究将其引入内科使用, 意在针对肝源性胃溃疡

正虚邪实、血瘀肉腐之中医病机, 意在扶正解

毒并施, 一则益气健脾以增强胃黏膜屏障作用, 
二则活血化瘀改善溃疡局部的微循环, 正如古

典文献所谓“托里则气壮而脾胃盛, 使脓秽自

排, 毒气自解, 新肉自生, 饮食自进, 疮口自敛”

(《外科正宗》). 方中炮山甲咸而微寒, 归肝、

胃经, 有祛瘀散结, 消肿透脓的功效, 可使痈肿

未成者消肿, 已成脓者速溃, 为治疗内痈、外痈

的要药, 虽然《本草经疏》谓本品“痈疽已溃

者不宜服”, 《现代中药大辞典》亦认为“气

血不足、痈疽已溃者慎服. ”但从历代临床应

用来看, 不论疮痈溃与未溃, 正气虚与未虚均可

通过配伍而应用, 并无禁忌[13]. 同时, 炮山甲功

效具有双重性, 能通能塞, 能散能收. 既能破血, 
又有收敛、止血、堵漏、补益的功效, 有报道

其内服可以治疗溃疡性结肠炎所致下消化道出

血, 消毒外用将其均匀撒在出血部位(包括小动

脉出血)可治疗手术后(胃次全切、截肢等)出血. 
收敛寓于行散, 走窜中见补塞, 相反相成, 止血

而不留瘀, 软坚而能止血[16]. 皂角刺的功效和主

治: 其功能消肿散结、拔毒透脓, 用于疮疡初期

和脓熟不渍. 如《本草汇言》曰: “皂角刺, 拔
毒祛风, 凡痈疽未成者, 能引之以消散; 将破者, 
能引之以出头”, 说明其功为消散和透脓. 此外, 
从皂角刺木质部分中提取的黄颜木素有较好的

抗肝纤维化作用[17]. 两者相须为用, 共奏消肿散

结和托毒透脓之功, 与其他补托生肌的中药联

用治疗肝源性胃溃疡, 既符合肝硬化正虚血瘀

表 3 治疗组与对照组愈合患者的溃疡复发率比较 n (%)

     
分组   n          3 mo         6 mo

治疗组 52   11(21.15)   14(26.92)a

对照组 42     9(21.43)   20(47.62) 

合计 94   20(21.28)   34(37.78)

aP<0.05 vs  对照组.

■应用要点
补托法可显著提
高肝源性胃溃疡
的愈合质量、改
善近期疗效、降
低溃疡的复发, 安
全有效.
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的全身病机特点[18], 又符合A1期HU气虚邪实不

能托毒外出的局部情况[19]. (1)“补托法+西药标

准治疗”与“西药标准治疗”都是治疗肝源性

胃溃疡的有效方法, 在“标准疗程”结束后加

用补托法的中西医结合治疗组对肝源性胃溃疡

的总体疗效优于单纯的“西药标准治疗组”, 
两者差异有统计学意义(P <0.05); (2)在“西药标

准治疗”的基础上加用补托法可显著提高肝源

性胃溃疡的愈合质量、有助于减少肝源性胃溃

疡的复发; 加用补托法与否并不影响“标准疗

程”结束时肝源性胃溃疡的愈合率及“标准疗

程”结束后3 mo溃疡的复发率, 但可明显降低

“标准疗程”结束后6 mo溃疡的复发率, 两者

差异有统计学意义(P <0.05); (3)补托法治疗肝源

性胃溃疡安全性良好: “标准疗程”到“标准

疗程”结束后6 mo, 均未发现明显的不良反应. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of Ras protein ac-
tivator like 1 (RASAL1) in gastric cancer and to 
analyze its clinicopathological significance.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect RASAL1 expression in 50 cases of nor-
mal gastric tissue, 50 cases of low intraepithe-
lial neoplasia, 50 cases of high intraepithelial 
neoplasia and early gastric carcinoma, and 50 
cases of advanced gastric carcinoma. The corre-
lation between RASAL1 expression and clinico-
pathological features of gastric cancer was then 
analyzed.

RESULTS: The positive rate of RASAL1 expres-
sion had significant differences among each 
group. The positive rate of RASAL1 expres-
sion was 94.0% (47/50) in normal gastric tissue, 
70.0% (35/50) in low intraepithelial neoplasia, 
42.0% (21/50) in intraepithelial neoplasia and 
early gastric carcinoma, and 18.0% (9/50) in 
advanced gastric carcinoma. The positive rate 
of RASAL1 expression was not correlated with 
sex, age, or tumor site, but was correlated with 
tumor size, differentiation, invasive depth and 
lymph node metastasis in high intraepithelial 
neoplasia and early gastric carcinoma and ad-
vanced gastric carcinoma (all P < 0.05).

CONCLUSION: Decreased expression of RAS-
AL1 correlates with the development of gastric 
cancer. The lower expression of RASAL1 under-
lies bigger tumor size, lower degree of differ-
entiation, deeper invasion, and more metastatic 
lymph nodes in patients with gastric cancer.

Key Words: Ras protein activator like 1; Gastric 
cancer; Immunohistochemistry

Xia TS, Chen H, Qian JZ, Xu HM, Lu FL. Clinical signifi-
cance of expression of RASAL1 in gastric cancer. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(13): 1403-1407

摘要
目的: 探讨Ras蛋白激活物类似物-1(RASAL1)
基因在胃癌组织中的表达情况及临床意义.

方法: 应用免疫组织化学SP法分别检测50例
正常组织、50例低级别上皮内瘤变组织、50
例高级别上皮内瘤变组织+早期胃癌组织及
50例进展期胃癌组织中RASAL1基因的表达, 
并结合其临床病理资料进行综合分析.

结果: R A S A L1基因在正常组、低级别上
皮 内 瘤 变 组、高 级 别 上 皮 内 瘤 变 + 早 期
胃 癌 组 及 进 展 期 胃 癌 组 的 阳 性 率 分 别 为
94.0%(47/50)、70.0%(35/50)、42.0%(21/50)
及18.0%(9/50), 各组之间的差异有统计学意
义(均P <0.05); 各组RASAL1基因的表达与性
别、年龄、生长部位等均无相关性; 高级别
上皮内瘤变组织+早期胃癌组和进展期胃癌

www.wjgnet.com
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■背景资料
胃癌是我国发病
率较高的恶性肿
瘤之一, 居消化系
恶性肿瘤的首位, 
明确其病因与发
病机制、寻找早
期诊断及有效药
物靶点是医学研
究领域的一个重
要课题. 目前已明
确Ras基因家族活
性异常增高是人
类恶性肿瘤形成
的关键因素之一, 
因而围绕Ras基因
及其信号转导通
路的研究一直是
分子肿瘤学的研
究热点. 

■同行评议者
王健生, 教授, 西
安交通大学医学
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肿瘤外科



组中RASAL1基因的表达与肿瘤大小、分化
程度、浸润深度及淋巴结转移有相关性(均
P <0.05).

结论: RASAL1基因的低表达与胃癌的发生及
进展有密切关系, 检测胃癌组织中RASAL1的
表达可反映肿瘤大小、分化程度、浸润深度
及有无淋巴结转移.

关键词: Ras蛋白激活物类似物-1; 胃癌; 免疫组织

化学

夏挺松, 陈洪, 钱建忠, 徐洪明, 陆枫林. RASAL1基因在胃癌组
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 占全球癌症死亡

原因的第2位, 而我国属胃癌高发病区, 每年死于

胃癌的患者居恶性肿瘤死亡原因的首位[1]. 目前, 
对胃癌的发生发展机制研究虽取得了一定的进

展, 但具体分子机制仍不清楚. Ras蛋白激活物类

似物-1(Ras protein activator like 1, RASAL1, 也
称Ras GTP酶激活蛋白1, Ras GTPase-activating-
like protein 1, Ras GAPs)基因是近年新发现的一

种钙离子依赖性Ras活性调节基因, 位于第12号
染色体(12q24.13)[2], 其编码蛋白激活Ras GTP酶, 
继而使与Ras P21蛋白结合的GTP转变为GDP, 
使Ras P21蛋白失活, 从而参与细胞的增殖、分

化、凋亡. 迄今为止, RASAL1基因与胃癌的关

系研究甚少. 本文以胃镜活检组织及胃癌手术

标本为研究对象, 检测组织中RASAL1基因的表

达, 探讨RASAL1基因在正常胃组织、低级别上

皮内瘤变组织、高级别上皮内瘤变+早期胃癌

组织和进展期胃癌组织中的表达改变及其临床

意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-01/2010-09行胃镜检查、治疗或

外科手术治疗的患者, 所有病例均有完整的病

理资料和临床资料(性别、年龄、生长部位、肿

瘤大小、淋巴转移、浸润深度及分化程度, 术
前未进行任何放化疗及生物治疗. 正常组胃组

织标本取自距胃癌组织边缘5 cm以上(n  = 50); 
低级别上皮内瘤变组均为胃镜下活检组织(n  = 
50); 高级别上皮内瘤变+早期胃癌组标本来源

于胃镜下活检组织、内镜下黏膜切除术(endo-
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scopic mucosal resection, EMR)、内镜下黏膜剥

离术(endoscopic submucosal dissection, ESD)及
外科手术标本(n  = 50); 进展期胃癌组标本均为

外科手术标本(n  = 50). 
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 利用免疫组织化学法

检测RASAL1在4组标本中的表达. 病理组织蜡

块经4 μm连续切片、常规脱蜡、微波低火抗原

修复, 分别作抗RASAL1免疫组织化学染色. 染
色方法按免疫组织化学染色试剂盒(武汉博士德

生物有限公司)说明书步骤进行; 一抗RASAL1
羊抗人多克隆抗体购自英国Abcam公司, 工作浓

度为1∶200; 二抗为兔抗羊IgG-HRP. 以正常山

羊血清代替一抗作阴性对照. 
1.2.2 结果判断: RASAL1阳性染色者在细胞胞

质或(和)细胞膜有棕黄色颗粒沉着; 根据染色

程度和染色细胞百分率进行评定和分析[3]: 基
本不着色者为0分, 着色淡者为1分, 着色适中

者为2分, 着色深者为3分; 着色细胞占计数细

胞的百分率阳性率≤5%记0分, 6%-25%记1分, 
26%-50%记2分, ≥51%记3分. 将每张切片的染

色程度与染色细胞百分率得分各自相乘, 为其

最后得分. 0-1分为阴性(-), 2-3分为弱阳性(+), 
4-6分为中等阳性(++), >6分为强阳性(+++); 由
两位高级职称病理医师无序2次重复阅片. 

统计学处理 用SPSS13.5统计软件进行处

理, 计数资料采用两个(或多个)样本率比较的χ2

检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

免疫组织化学染色结果显示, RASAL1蛋白在正

常组、低级别上皮内瘤变组、高级别上皮内瘤

变+早期胃癌组及进展期胃癌组的阳性率分别

为94.0%(47/50)、70.0%(35/50)、42.0%(21/50)
及18.0%(9/50)(图1), 4组RASAL1蛋白的阳性率

呈递减趋势, 经两两比较及统计分析, 显示各组

之间差异均有统计学意义(均P <0.05, 表1). 4组
中强阳性的例数同样呈递减趋势, 差异有统计

学意义(均P <0.05); 中度阳性的例数也呈递减

趋势, 但差异无统计学意义(均P >0.05); 弱阳性

的例数各组间的差异无统计学意义(均P >0.05). 
分析提示, 各组RASAL1蛋白的表达与性别、

年龄、生长部位等均无相关性(均P >0.05, 表2). 
高级别上皮内瘤变+早期胃癌组及进展期胃癌

组中RASAL1蛋白的表达与肿瘤大小、分化程

度、浸润深度、淋巴结转移均有明显相关性(均

www.wjgnet.com

■研发前沿
RASAL1是近年
新发现的基因, 研
究发现其功能失
活可能与部分恶
性肿瘤的发生发
展有关, 被认为是
候选的抑癌基因. 
但迄今为止, 有关
RASAL1基因表达
改变与胃癌关系
的研究报告极少. 

■相关报道
S e t o 等 报 道 ,  在
10种胃癌细胞株
中, 有6种细胞株
RASAL1的表达
降低. 
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P <0.05, 表3). 

3  讨论

癌基因不可逆的积累突变和失调是恶性肿瘤发

生的重要分子机制, 其中ras基因突变、过量表

达与肿瘤发生发展的关系密切, 一直受到人们

的关注. ras是最早发现的人类原癌基因, 编码相

对分子量为21 000 Da的蛋白, 即Ras蛋白, 是一

类重要的功能蛋白, 对细胞的增殖、分化、凋

亡等多种生理过程发挥重要调节作用. 当Ras蛋
白保持持续活化状态, 则能激活下游的信号分

子, 造成细胞生长失控、无限制增殖, 进而引起

肿瘤的发生. 近年研究表明, 除了ras基因突变及

过量表达, 还存在着一些Ras蛋白活性调节因子, 
如Ras GAPs, 这些Ras蛋白活性调节因子的功能

缺失也会使得Ras蛋白活性异常增高, 继而促进

表 1 各组中RASAL1蛋白的表达结果 n (%)

     
分组 强阳性(+++) 中度阳性(++) 弱阳性(+)     合计

正常组   32(64.0)   12(24.0)   3(6.0) 47(94.0)

低级别上皮内瘤变组   22(44.0)     8(16.0)   5(10.0) 35(70.0)a

高级别上皮内瘤变+早期胃癌组   10(20.0)     7(14.0)   4(8.0) 21(42.0)ac

进展期胃癌组     2(4.0)     3(6.0)   4(8.0) 9(18.0)ace

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  低级别上皮内瘤变组; eP<0.05 vs  高级别上皮内瘤变+早期胃癌组.

A B

C D

E

图 1 各组中RASAL1蛋白的表达(SP染色×100). A: 正常胃黏膜组织RASAL1表达阳性+++; B: 低级别上皮内瘤变RASAL1表达

阳性++; C: 高级别上皮内瘤变RASAL1表达阳性+; D: 早期高分化胃癌RASAL1表达阳性+; E: 进展期癌癌RASAL1表达阴性-.

■创新盘点
本文应用免疫组
织 化 学 法 检 测
RASAL1基因在
正常组、低级别
上皮内瘤变、高
级别上皮内瘤变+
早期胃癌组及进
展期胃癌组的表
达改变, 并探讨其
临床意义, 目前在
国内外尚无相关
报道. 
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肿瘤发生发展的可能性提高[4,5]. 
Ras GAPs具有GTP酶活性, 能将与Ras蛋白

结合的GTP水解成GDP而使Ras蛋白失活. 因Ras 
GAPs缺失导致Ras活化进而引起恶性肿瘤的假

说, 已经在前列腺癌、乳癌、肺癌、肝癌、结

肠癌等多种肿瘤中得到证实[6-8]. RASAL1作为

Ras GAPs具有GTP酶活性, 可使Ras蛋白失活, 进
而抑制肿瘤的发生发展, 起到抑癌基因的作用[9]. 
正常情况下RASAL1基因在内分泌组织高表达, 
如肾上腺、唾液腺以及垂体; 而在髓样细胞、

肌肉、神经和基质组织中RASAL1呈低表达[10]. 
Jin等[2]的研究结果提示, RASAL1基因在多种正

常组织可正常表达, 而在鼻咽癌、乳腺癌、肺

癌、肝癌、食管癌、淋巴瘤等6种肿瘤细胞株

以及鼻咽癌、口腔鳞癌肿瘤组织中的表达均有

下调. 进一步研究提示, 肿瘤细胞株中RASAL1
基因表达降低的机制与RASAL1基因启动子甲

基化有关, 基因启动子甲基化后该基因的功能

被沉默, 从而使Ras GTPs酶活性减弱, 继而Ras活
性上调[2,11]. 因此, RASAL1基因及其编码蛋白具

有肿瘤抑制功能. 胃癌的发生同其他肿瘤一样, 
有癌基因的过度表达和/或抑癌基因的失活[12]. 
最近Seto等[13]通过免疫印迹法发现10个胃癌细

胞系中有6个细胞系的RASAL1表达降低; 通过

基因转染使胃癌细胞RASAL1表达上调后, 胃癌

细胞的增殖减慢; 同时还检测到所有RASAL1表
达下调的细胞株均有RASAL1基因启动子的甲

基化. 研究结果说明了Ras信号通路在胃癌发生

中的重要性. 
WHO确定的胃黏膜上皮内瘤变分为低级别

表 2 胃癌组织中RASAL1蛋白表达与临床病理资料的关系 

     
临床资料

正常组 低级别上皮内瘤变组 高级别上皮内瘤变+早期胃癌组             进展期胃癌组

  n 阳性n (%)   P 值   n 阳性n (%)   P 值   n 阳性n (%)   P 值   n 阳性n (%)   P值

性别

    男 35 33(94.3) >0.05 27 19(70.4) >0.05 31 13(41.9) >0.05 33 6(18.2) >0.05

    女 15 14(93.3) 23 16(69.6) 19   8(42.1) 17 3(17.6)

年龄(岁)

    >40 32 30(93.8) >0.05 39 27(69.8) >0.05 36 15(41.7) >0.05 40 7(17.5) >0.05

    ≤40 18 17(94.4) 11   8(72.7) 14   6(42.9) 10 2(20.0)

标本部位

    胃底   9   8(88.9) >0.05   7   5(71.4) >0.05 10   4(40.0) >0.05 12 2(16.7) >0.05

    胃体 26 25(96.2) 18 13(72.2) 13   6(46.2) 15 3(20.0)

    胃窦 15 14(93.3) 25 17(68.0) 27 11(40.7) 23 4(17.4)

表 3 肿瘤组织中RASAL1蛋白表达与病理特征的关系 

     
病理特征

高级别上皮内瘤变+早期胃癌组            进展期胃癌组

  n 阳性n (%)    P值   n 阳性n (%)    P 值

肿瘤直径(cm)

    <4 40 20(50.0) <0.05   8 5(62.5) <0.05

    ≥4 10   1(10.0) 42 4(9.5)

分化程度

    高、中分化 28 19(67.9) <0.05 16 7(43.8) <0.05

    低分化、印戒细胞 22   2(9.1) 34 2(5.9)

浸润深度

    黏膜 32 18(56.3) <0.05   0 0(0.0) <0.05

    黏膜下 18   3(16.7)   0 0(0.0)

    肌层   0   0(0.0) 22 7(31.8)

    浆膜及浆膜外   0   0(0.0) 28 2(7.1)

淋巴结转移

    无 39 20(51.3) <0.05   5 3(60.0) <0.05

    有 11   1(9.1) 45 6(13.3)

■应用要点
本文检测了RAS-
AL1基因在正常
组、低级别上皮
内瘤变、高级别
上皮内瘤变+早期
胃癌组及进展期
胃癌组的表达情
况, 并分析其与胃
癌临床病理特征
的关系, 为胃癌的
早期诊断及治疗
提供了新的思路. 
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和高级别, 低级别上皮内瘤变即传统的轻度及

中度异型增生, 除非内镜活检偏离靶点造成漏

诊, 经随访研究低级别上皮内瘤变转变成胃癌

的几率较低[14], 而高级别上皮内瘤变在病理学上

包括重度异型增生及原位癌, 与胃癌关系极为

密切, 其细胞肿瘤性与高分化癌无本质区别, 故
本研究中将其与早期胃癌列为同组. 本研究提

示, RASAL1基因在正常组、低级别上皮内瘤变

组、高级别上皮内瘤变+早期胃癌组及进展期

胃癌组的阳性率分别为94.0%、70.0%、42.0%
及18.0%, 4组中RASAL1基因的阳性率呈递减趋

势, 经两两比较及统计分析, 各组之间的差异均

有统计学意义(P <0.05). 据此我们推测RASAL1
基因的低表达与胃癌的发生及进展有密切关系. 
另外本研究还提示RASAL1蛋白表达与临床病

理特征也有一定关系, 各组中RASAL1蛋白的表

达情况与性别、年龄无相关性(P >0.05); 来源于

胃体部的标本其阳性表达率高于来源于胃底及

胃窦部的标本, 可能与胃体富含分泌功能的壁

细胞有关, 但差异并无统计学意义(P >0.05). 在
高级别上皮内瘤变+早期胃癌组和进展期胃癌

组中, RASAL1基因的表达与肿瘤大小、分化

程度、浸润深度、淋巴结转移均有明显相关性

(P <0.05), 据此我们可推测肿瘤体积的增大、分

化程度的降低、浸润深度的加深及淋巴转移的

出现均可通过胃癌组织中RASAL1的表达下降

表现出来. 
本研究提示, RASAL1基因的表达下降在胃

癌发生发展中起着重要的作用, 进一步深入研

究RASAL1基因的分子功能可以为胃癌的早期

诊断以及分子靶向治疗提供实验依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the changes in gastric emp-
tying ability and Helicobacter pylori (H.pylori) 
infection rate in patients with diabetes mellitus 
(DM) and hypothyroidism.

METHODS: Ninety-six subjects were divided 
into three groups: normal group (n = 30), DM 
group (n = 45), and DM plus hypothyroidism 
group (n = 21). The digestive tract symptoms, 
gastric emptying time and H.pylori infection rate 
were compared among the three groups.

RESULTS: The grade of digestive tract symp-
toms, gastric half emptying time, and gastric 
emptying time were significantly higher in the 
DM plus hypothyroidism group than in the nor-
mal group and DM group (12.67 ± 3.10 vs 4.30 
± 2.65, 10.98 ± 2.51; 35.00 ± 8.83 vs 25.53 ± 4.83, 
29.76 ± 9.54; 60.57 ± 15.65 vs 45.53 ± 10.33, 52.53 
± 16.74, all P < 0.05 or 0.01). The rate of H.pylori 
infection was also significantly higher in the DM 
plus hypothyroidism group than in the other 
two groups (both P < 0.05).

CONCLUSION: Compared to normal controls 
and DM patients, DM patients with hypothy-
roidism had lower gastric emptying ability and 
higher H.pylori infection rate and were more sus-
ceptible to gastrointestinal dysfunction.

Key Words: Diabetes mellitus; Hypothyroidism; 
Gastric emptying; Helicobacter pylori

Wu BL, Wang MD, Zhou XH, Wei H, He MJ. Changes in 
gastric emptying ability and Helicobacter pylori infection 
rate in patients with diabetes mellitus and hypothyroid-
ism. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(13): 1408-1410

摘要
目的: 观察糖尿病(DM)合并甲状腺功能减退
患者胃排空能力与幽门螺杆菌(H.pylori )感染
情况的变化. 

方法: 96例受试者分成3组: 正常组(健康体检
者, 30例)、DM组(45例)、DM并甲状腺功能
减退组(21例), 分别行消化道症状评分、胃排
空时间及H.pylori感染情况测定, 并加以对比. 

结果: DM并甲状腺功能减退组患者症状评
分(分)、胃半排空时间(min)、胃全排空时间
(min)显著高于正常组、DM组(12.67±3.10 vs  
4.30±2.65, 10.98±2.51; 35.00±8.83 vs  25.53
±4.83, 29.76±9.54; 60.57±15.65 vs  45.53±
10.33, 52.53±16.74, 均P <0.05或0.01), 同时3
组患者H.pylori感染率逐渐升高(均P <0.05).

结论: DM并甲状腺功能减退患者较单纯DM

®

■背景资料
糖尿病常导致多
种并发症, 胃轻瘫
是其常见的并发
症之一, 严重影响
着患者的生活质
量; 甲状腺功能减
退是常见的甲状
腺疾病, 消化不良
是其常见的症状
之一. 临床上糖尿
病合并甲状腺功
能减退并不少见, 
两者导致消化系
统功能障碍的机
制尚未完全明确. 

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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患者、健康体检者均胃排空能力明显下降, 
H.pylori 感染率明显上升, 更易发生胃肠功能
障碍.

关键词: 糖尿病; 甲状腺功能减退; 胃排空; 幽门螺

杆菌
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0  引言

消化系统功能障碍是糖尿病(diabetes mellitus, 
DM)与甲状腺功能减退患者常见的临床症状, 胃
排空能力下降及幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori )感染是消化功能障碍的重要因素. 目
前对于DM性胃病(胃轻瘫)已有较多报道, 但对

于DM合并甲状腺功能减退患者发生消化功能

障碍的情况尚缺乏相关研究. 因此, 我们对部

分DM并发甲状腺功能减退患者的消化不良症

状、胃排空能力及H.pylori感染情况进行观察, 
现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2009-02/2011-02右江民族医学院附属

医院门诊和住院的DM患者45例, 男20例, 女25
例, 年龄40-70(平均53.62±6.32)岁; DM并甲状

腺功能减退减患者21例, 男9例, 女12例, 年龄

39-77(平均51.79±8.72)岁. 正常组采用本实验

室已建立的正常参数, 测定胃排空时间正常的

非DM非甲状腺功能减退患者30例, 男18例, 女
22例, 年龄39-80(平均52.47±9.52)岁. 排除: 既
往或新近合并器质性消化系疾病, 如消化性溃

疡、胆石症或其他胆系疾病、肿瘤、消化系手

术者及心、肝、肾功能不全、脑血管意外、

DM酮症者. 同时收集体质量指数(body mass in-
dex, BMI)及病程等资料.
1.2 方法 
1.2.1 症状评分: 分别对早饱、厌食、反酸、上

腹饱胀、上腹疼痛、恶心呕吐等6个症状按强

度以划分: 0分 = 无症状, 1分 = 上述任一症状可

感觉, 但不影响日常活动; 2分 = 上述任一症状

明显感觉, 且已影响日常活动; 3分 = 上述任一

症状已很严重, 严重影响日常生活. 依次按上述

6个症状对患者评分[1]. 
1.2.2 胃排空试验: 采用美国GE ViVid 7彩色B
超, 8.0 MHZ TEE探头, 所有受试者检查前3 d内

未服用任何药物, 向受试者解释检查中的注意事

项, 检查前患者禁食12 h, 在5-10 min内进食液体

试餐(500 mL肉汤: 含1.8 g蛋白、0.9 g脂肪、1.1 g
碳水化合物). 受试者取坐位, 避免按压腹部, 分
别向近端胃及远端胃扫描, 在进食后0、2、5、
15、25、35、45及55 min不同时点记录扫描信

息, 经计算机拟合出不同时点胃容积的变化, 计
算出胃半排空时间、胃全排空时间及液体胃排

空曲线[2]. 
1.2.3 糖化血红蛋白及H.pylori检测: 糖化血红蛋

白(hemoglobin A1c, HbA1c)检测采用离子交换层

析法, H.pylori检测采用14C呼气试验, 由右江民族

医学院附属医院检验科及内镜实验中心完成.
统计学处理 符合正态分布的计量数据以

mean±SD表示, 多组间差异分析应用方差分析, 
计数资料采用χ2检验, 以P＜0.05为差异具有统计

学意义, 所有统计学分析均用SPSS11.5软件完成.

2  结果

各组患者性别、年龄、B M I比较差异无统计

学意义(P >0.05), DM组与DM并甲状腺功能减

退组HbA1c、DM病程比较差异无统计学意义

(P>0.05). 正常组、DM组、DM并甲状腺功能减

退组患者症状评分逐渐升高, 胃半排空时间、

胃全排空时间逐渐延长, 并且差异有统计学意

义(F  = 76.672、8.269、6.428, 均P<0.01), 同时3
组H.pylori感染率逐渐升高(P<0.05, 表1).

3  讨论

DM和甲状腺疾病是内分泌代谢系统中最常见

的两大类疾病, 两者密切相关, 目前对DM合并

甲状腺疾病的研究正日益深入. DM并甲状腺

功能减退在临床上并不少见, 国内曾有学者做

过相关流行病学调查, 发现2型DM患者甲状腺

功能异常者占40%, 其中16.67%呈功能亢进, 
23.33%呈功能减退, 男性2型DM患者甲状腺功

能减退的年龄显著高于功能亢进者[3]. DM消化

系统功能障碍是DM常见的并发症, 与DM自主

神经病变、内分泌功能失调、胃肠微血管病

变、H.pylori易感及DM代谢紊乱等因素相关[4], 
DM性胃病(胃轻瘫)是其最为常见的病症之一. 
胃排空功能是反映消化系统功能的重要指标, 
有研究表明超声法检测DM患者的胃液排空功

能简便易行, 具有一定的临床应用价值[5]. 本研

究通过超声法检测胃排空功能发现, 与胃排空

正常组相比, DM组及DM并甲状腺功能减退组

■应用要点
改善糖尿病并甲
状腺功能减退功
能减退患者的胃
肠障碍症状可提
高患者生活质量, 
临床上除促进患
者胃蠕动、增加
胃排空能力外, 清
除幽门螺杆菌感
染可能有助于胃
肠功能的恢复.
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患者胃半排空时间、胃全排空时间延长, 且DM
并甲状腺功能减退组较DM组胃半排空时间、

胃全排空时间更长, 同时相关消化不良症状的

评分更高, 这说明合并甲状腺功能减退的DM患

者胃排空能力下降更加明显. 目前研究发现, 胃
轻瘫还可能与胃肠激素的分泌紊乱有关, 胃肠

激素在消化系统内分布广泛, 对胃肠运动具有

重要的调节作用, 有研究表明DM胃轻瘫患者与

胃排空正常患者比较具有更高的血浆胃动素水

平及胃泌素水平, 胃动素是调节胃肠运动的主

要激素, 能促进胃排空[1]. 甲状腺功能减退是由

于各种因素导致甲状腺激素分泌不足的疾病, 
他降低各种代谢过程中各系统对氧、葡萄糖等

的代谢而出现神经反射迟钝、肌肉松弛无力等

改变, 同时也可影响到食管和胃的运动功能[6], 
从而降低胃排空能力. 因此, 在DM的基础上并

发甲状腺功能减退, 患者的胃排空能力将进一

步下降, 更易导致胃轻瘫. 
目前研究表明, DM患者H.pylori感染率较普

通人群明显升高[7,8], 本研究结果亦显示, 与正常

组相比, DM患者H.pylori感染率较高, 同时合并

甲状腺功能减退的DM患者H.pylori感染率更高. 
H.pylori感染可引发消化性溃疡及慢性胃炎, 继
而影响胃排空功能. 另有研究发现, H.pylori感染

可使血清胃泌素、胆囊收缩素水平升高, 胃窦

部生长抑素显著减少, 进而改变胃肠的肌电活

动和运动状况, 也可通过改变内源性一氧化氮

水平影响胃肠动力[9] . 因此, DM并甲状腺功能

减退患者更高的H.pylori感染率, 可能是其更易

发生胃肠功能障碍的另一原因. 
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表 1 各组一般情况及临床资料比较

     
临床资料 正常组 DM组 DM并甲状腺功能减退组

男/女 18/22 20/25            9/12

年龄(岁) 54.47±9.52 53.62±6.32            57.19±8.72

BMI 21.39±3.69 21.31±3.07            21.58±4.33

DM病程 -   7.16±3.45              8.76±3.35

HbA1c(%)   5.52±0.23   7.04±0.48b              7.04±0.40b

症状评分(分)   4.30±2.65 10.98±2.51b            12.67±3.10bc

胃半排空时间(min)    25.53±4.83 29.76±9.54a            35.00±8.83bc

胃全排空时间(min) 45.53±10.33 52.53±16.74b            60.57±15.65bc

H.pylori阳性n(%) 12(40.00) 29(64.44)a            19(90.48)bc

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  DM组.
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Abstract
AIM: To investigate whether microRNA-145 
(miR-145) controls hepatoma progression 
through modulating c-Myc activity.

METHODS: Quantitative real-time PCR was 
used to detect miR-145 expression in different 
liver lesions and cell lines. Quantitative real-time 
PCR and Western blot were adopted to detect 
the expression of c-Myc mRNA and protein in 
different liver lesions, respectively. After trans-
fection of HepG2 cells with an miR-145 mimic, 
quantitative real-time PCR, Western blot and 
flow cytometry were used to detect the expres-
sion of c-Myc mRNA and protein and cell apop-
tosis, respectively.

RESULTS: MiR-145 mRNA was underex-
pressed in hepatocellular carcinoma (HCC) and 
tumor-adjacent tissue compared to normal liver 

tissue (0.878 ± 0.146 vs 0.265 ± 0.084, 0.271 ± 0.096, 
both P < 0.05). MiR-145 mRNA was also under-
expressed in HepG2 cells compared to L-02 cells 
(0.755 ± 0.185 vs 0.471 ± 0.074, P < 0.05). C-Myc 
mRNA and protein were overexpressed in HCC 
and tumor-adjacent tissue compared to normal 
liver tissue (mRNA: 0.136 ± 0.071, 0.451 ± 0.026 
vs 0.029 ± 0.023; protein: 0.301 ± 0.022, 0.445 ± 
0.018 vs 0.137 ± 0.011; all P < 0.05). C-Myc pro-
tein expression was down-regulated in HepG2 
cells transfected with an miR-145 mimic com-
pared to cells transfected with empty vector 
and untransfected cells (0.146 ± 0.011 vs 0.366 ± 
0.014, 0.350 ± 0.013, both P < 0.05). Transfection 
of an miR-145 mimic promoted the apoptosis of 
HepG2 cells compared to cells transfected with 
empty vector and untransfected cells (3.000 ± 
0.100 vs 1.167 ± 0.153, 0.933 ± 0.208, both P < 0.05).

CONCLUSION: MiR-145 down-regulation-
mediated ablation of inhibition of c-Myc may be 
a major cause of hepatocarcinogenesis. MiR-145 
can promote cell apoptosis.

Key Words: MicroRNA-145; Hepatocellular carci-
noma; c-Myc; Apoptosis

You FP, Song MQ, Chen LB. Down-regulation of microR-
NA-145 ablates c-Myc inhibition and promotes hepatoma 
progression. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(13): 
1411-1416

摘要
目的: 探讨microRNA(miR)-145是否通过调控
c-Myc参与肝癌行为的调控. 

方法:  实时定量P C R检测肝组织及细胞系
miR-145表达水平; 检测不同肝组织c-Myc的
mRNA和蛋白表达量; 通过转染上调miR-145
在HepG2细胞表达后, 检测转染前后空白组、

实验组、阴性对照组HepG2中c-Myc的mRNA
和蛋白表达量; 应用流式细胞仪检测转染前
后各组HepG2的凋亡情况. 

结果: miR-145 mRNA在正常肝组织中表达
明显高于癌旁和肝癌组织(0.878±0.146 vs 

www.wjgnet.com
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过诱导miR-145抑
制c-Myc的表达 , 
但miR-145在肝癌
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的关系还未见报
道. c-Myc是肝癌
发生进展中的关
键癌基因, 因而探
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和c-Myc的关系具
有重要的价值. 
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0.265±0.084, 0.271±0.096, 均P <0.05); 癌旁
和肝癌组织中miR-145 mRNA的表达量差别
无统计学意义. miR-145 mRNA在LO-2中的
表达明显高于HepG2(0.755±0.185 vs  0.471±
0.074, P <0.05). c-Myc mRNA和蛋白在癌旁和
肝癌中表达均高于正常肝组织(mRNA: 0.136
±0.071, 0.451±0.026 vs  0.029±0.023; 蛋白: 
0.301±0.022, 0.445±0.018 vs  0.137±0.011, 
均P <0.05), 且在肝癌组织中表达量较癌旁组
织中明显升高(P <0.05). 转染miR-145 mim-
i c s后空白组、实验组、阴性对照组c-M y c 
mRNA表达差异无统计学意义; 而相对于空
白组和阴性对照组, 实验组c-Myc蛋白表达量
表达明显下降(0.146±0.011 vs  0.366±0.014, 
0.350±0.013, 均P <0.05), 空白组和阴性对照
组之间差异无统计学意义. 流式细胞术检测
发现, 在HepG2中上调miR-145的表达后, 细胞
的凋亡明显增多, 实验组与空白组和阴性对
照组之间有明显差异(3.000±0.100 vs  1.167±
0.153, 0.933±0.208, 均P <0.05).

结论: miR-145反向调节c-Myc的表达; 表达下
调的miR-145丧失对c-Myc的抑制可能是肝癌
发生的重要机制; miR-145能够作为抑癌基因
促进细胞凋亡.

关键词: miR-145; 肝细胞癌; c-Myc; 凋亡
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0  引言

MicroRNA(miRNA)是22 nt左右的微小RNA, 
通过R N A诱导的沉默复合物(R N A-i n d u c e d 
silencing complex, RISC)与靶基因mRNA的

3'UTR区互补结合降解或者抑制靶基因mRNA
的翻译从而影响靶基因蛋白的表达[1,2]. 越来越

多的证据表明在人类许多肿瘤中都存在miRNA
的异常表达. 例如, miR-15a、miR-16-1在慢性

淋巴细胞白血病中[3,4], miR-143、miR-145在结

直肠癌中[5], let-7在肺癌中[6], miR-155在弥漫性

大B细胞淋巴瘤中均有异常表达[7]. miRNA的作

用很强大, 研究表明每个miRNA与相当数量的

基因有联系(平均每个miRNA家族作用于500个
基因)[8-11]. 例如miR-21在胰腺癌、乳腺癌、肺

癌、胃癌、CLL、AML的均表达上调[12-17]; miR-
34a、miR-34b、miR-34c在结肠癌、肺癌、乳

腺癌、肾癌膀胱癌、神经母细胞瘤[18]等肿瘤中

表达下调. 异常表达的miRNA[19-21]通过类似于癌
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基因/抑癌基因功能调控着肝癌的发生发展. 在
结肠癌和乳腺癌中有报道P53通过诱导miR-145
抑制c-Myc的表达[22], 但miR-145在肝癌中的表

达水平以及其与c-Myc之间的关系还未见报道. 
c-Myc是肝癌发生进展中的关键癌基因, 因而

探讨肝癌中miR-145和c-Myc的关系具有重要

的价值. 本文通过检测不同肝组织及肝癌细胞

系miR-145、c-Myc mRNA及c-Myc蛋白的表达

量以及功能学研究, 初步探讨肝癌中miR-145与
c-Myc表达异常的关系及miR-145在肝癌发生中

的生物学行为.

1  材料和方法

1.1 材料 18例正常肝组织, 53例肝癌组织来源

于2009-08-15/2010-11-08在华中科技大学同济

医学院附属协和医院门诊肝组织活检, 肝外伤

破裂及肝癌切除病例. 所有病例均为35-45岁男

性患者, 肝癌患者术前未接受化疗治疗, 最后病

理结果诊断明确. 标本切除后30 min以内放入

-80 ℃保存备用. LO-2细胞和HepG2细胞均由华

中科技大学同济医学院附属协和医院普外实验

室冻存, 按常规培养; c-Myc一抗(鼠抗人)购自美

国Santa Cruz公司; mRNA实时定量PCR试剂盒

购自Invitrogen公司; 引物由Invitrogen公司合成; 
凋亡试剂盒Annexin V-FITC Apoptosis Detection 
Kit(KeyGEN, China)购自凯基公司.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  实 时 定 量 P C R 检 测 肝 脏 组 织 及 细 胞

中m i R N A-145 m R N A的表达: 应用T R I z o l
分别提取组织和细胞的总 R N A ,  逆转录

得到 c D N A 后进行实时定量 P C R .  引物

设计资料 :  h s a-m i R-145 M I M AT0000437 
GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU, 正向特

异性引物5'-GTCCAGTTTTCCCAGGA-3'; 内参

U6正向特异性引物5'-CTCGCTTCGGCAGCAC 
A-3'; 反应参数设置:  95 ℃ 5 min; 95 ℃ 10 s, 
60 ℃ 20 s, 72 ℃ 10 s, 扩增40个循环. 所得数据

用2-ΔΔCt公式校正后再评定个样本之间的差异. 
1 .2.2 实时定量P C R检测肝脏组织和细胞中

c-Myc mRNA的表达量: 应用TRIzol一步法提取

各肝组织中总RNA, 逆转录得到cDNA, 然后进

行实时定量PCR反应, c-Myc上、下游引物序列

分别为5'-CGTCTCCACACATCAGCACAA-3'
和5'-TCTTGGCAGCAGGATAGTCCTT-3', 内参

β-actin正向引物5'-GAACGGTGAAGGTGACA
G-3', 反向引物5'-TAGAGAGAAGTGGGGTGG

www.wjgnet.com
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-3', 反应参数设置: 95 ℃ 2 min; 94 ℃ 30 s, 57 ℃ 
30 s; 72 ℃ 30 s, 循环45次; 72 ℃ 5 min[23], 所得数

据用2-ΔΔCt公式校正后用来评定各样本间的差异.
1.2.3 Western blot检测肝组织及肝细胞中c-Myc
蛋白表达量: 各肝脏组织取0.5 mg, 收集六孔板

中融合达80%的细胞提取总蛋白, 采用Bradford
蛋白浓度测定试剂盒(碧云天)测定总蛋白浓度, 
将定量的蛋白以每孔20-40 µg加样于SDS-PAGE
凝胶上样孔中, 200 V电泳至溴酚蓝迁移到距分

离胶底部0.5 cm处, 关闭电源; 用300 mA转膜70 
min; 将电转膜置于5%的脱脂奶粉(PBS配置)中
封闭, 37 ℃振荡2 h; 后加入1∶400 c-Myc一抗

1 mL, 4 ℃孵育过夜, PBST漂洗3次, 后加入1∶ 
5 000 HRP标记的二抗(用含5%脱脂奶粉的PBS
稀释)室温下摇床孵育1 h, PBST漂洗3次, 化学发

光显影, 胶片曝光, 结果用UVP扫描仪扫描成像. 
1.2.4 转染miR-145 mimics对HepG2细胞中

miR-145表达的影响: 取稳定生长的对数生长

期的H e p G2细胞消化计数, 以平均每孔5.0×
10 5个细胞种植于6孔板中 ,  分空白组、实验

组、阴性对照组 ,  空白组加无血清无抗生素

O p t i-M E M培养基2 m L, 实验组加终浓度为

50 nmol/L的miR-145 mimics(广东锐博)和5 µL 
Lipofectamine 2000(Invitrogen), 阴性对照组加终

浓度为50 nmol/L的阴性对照试剂(广东锐博)和5 
µL Lipofectamine 2000(Invitrogen), 后各组均用

Opti-MEM培养基调至2 mL, 转染步骤严格按说

明书执行, 转然24 h后检测各组c-Myc的mRNA
表达; 48 h后检测各组c-Myc蛋白的表达. 
1.2.5 流式检测转染miR-145 mimics后HepG2
细胞的凋亡: 用Annexin V-FITC Apoptos is 
Detection Kit(KeyGEN, China)严格按说明书处

理细胞. 将转染48 h后的各组细胞用不含EDTA
的0.25%胰酶消化后离心收集细胞, PBS洗涤细

胞两次, 离心收集细胞; 加入500 µL的Binding 
Buffer悬浮细胞, 加入5 µL Annexin V-FITC混匀, 
加入5 µL Propidium Iodide, 混匀; 室温, 避光, 反
应15 min; 用FACScan进行流式细胞术定量检测, 
最后用CELL Quest软件进行数据分析.

统 计 学 处 理  各组实验重复 3次数据经

SPSS18.0软件分析, 计量资料采用mean±SD表

示, 组间计量资料采用t检验和方差分析(One-
Way ANOVA, LSD method), 以P<0.05为具有统计

学意义.

2  结果

2.1 miR-145 mRNA在不同肝脏组织及肝细胞系

中的表达 miR-145 mRNA在正常肝脏, 癌旁及

肝癌组织中的表达量分别为0.878±0.146, 0.265
±0.084, 0.271±0.096(图1A); miR-145 mRNA
在LO-2和HepG2细胞系中表达量分别为0.755±
0.185, 0.471±0.074; miR-145 mRNA在正常肝组

织中表达明显高于癌旁和肝癌组织(均P <0.05); 
癌旁和肝癌组织中miR-145 mRNA的表达量差

别无统计学意义. miR-145 mRNA在LO-2中明显

高于HepG2中的表达(P <0.05).
2.2 c-Myc mRNA和蛋白在不同肝组织中的表达 
实时定量PCR结果显示正常肝组织, 癌旁组织

和肝癌组织中mRNA的表达量分别为: 0.029±
0.023, 0.136±0.071, 0.451±0.026(图1B); West-
ern blot显示在正常肝组织, 癌旁组织和肝癌组

织中蛋白表达量分别为0.137±0.011, 0.301±
0.022, 0.445±0.018(图2). 统计结果显示c-Myc 
mRNA和蛋白在癌旁和肝癌中表达均高于正常

肝组织(P <0.05), 且在肝癌组织中表达量较癌旁

组织中明显升高(P <0.05).
2.3 miR-145的表达与肝癌患者的临床病理参

数的关系 根据患者性别、年龄、原发肿瘤大

小、分化程度、是否合并肝内子灶、血清AFP

■相关报道
C h a n g等在此研
究的基础上发现
在 B 细 胞 淋 巴 瘤
中 有 超 过 1 0 种
miRNA的表达受
c-Myc的调控, 染
色体免疫共沉淀
研究证实c-Myc能
与miRNA的上游
保守序列或启动
子序列特异性结
合 ,  抑制miRNA
的 表 达 促 进 肿
瘤 的 发 展 .  因 此
c-Myc的异常表达
与肿瘤有密切的
关系. 
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c-Myc
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图 2 Western blot检测不同组织中c-Myc表达量. 1: 正常肝

组织; 2: 癌旁组织; 3: 肝癌组织.

图 1 实时定量PCR检测组织中miR-145, c-Myc mRNA. A: 

miR-145; B: c-Myc. 1: 正常肝组织; 2: 癌旁组织; 3: 肝癌组织. 
aP<0.05 vs  正常肝组织; cP<0.05 vs  癌旁组织.
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及HbsAg检测结果进行分组, 定量比较各组中

miR-145的表达状况. 统计结果显示miR-145 
mRNA表达量与患者的性别、年龄及肿瘤的大

小无关(P >0.05), 但与肝癌分化程度、是否合并

肝内转移子灶有关(P <0.05), 与患者血清AFP的
浓度及是否合并HBV感染有关(P <0.05, 表1). 
2.4 上调miR-145表达对c-Myc mRNA和蛋白

表达的影响 转染miR-145 mimics 24 h后提取

总RNA, 进行实时定量PCR检测空白组、实验

组、阴性对照组c-Myc mRNA表达量分别为

2.614±0.863, 2.382±0.769, 2.771±0.614; 转染

48 h后提取总蛋白Western blot检测空白组、实

验组、阴性对照组c-Myc蛋白的表达量分别为

0.366±0.014, 0.146±0.011, 0.350±0.013(图3). 
统计结果显示, 转染miR-145 mimics后空白组、

实验组、阴性对照组c-Myc mRNA表达差异无

统计学意义; 而相对于空白组和阴性对照组, 实
验组c-Myc蛋白表达量明显下降(P <0.05), 空白

组和阴性对照组之间差异无统计学意义. 
2.5 转染miR-145 mimics后HepG2细胞的凋亡情

况 转染miR-145 mimics后48 h行流式细胞术定

量检测HepG2细胞的凋亡水平: 在HepG2中上

调miR-145的表达后, 细胞的凋亡明显增多(图
4). 空白对照组、实验组、阴性对照组细胞凋亡

率分别为1.167±0.153, 3.0±0.1, 0.933±0.208, 
实验组与空白组和阴性对照组之间有明显差异

(P <0.05).

3  讨论

迄今为止, 人类有近15%-20%的基因受c-Myc的
直接或间接的调控, 这些基因与细胞的周期调

控、蛋白合成、细胞结构的形成、运动性、代

谢等等有关[24], 共同调控着细胞的生长、分化

和凋亡[25]. 基因分析在病毒相关性肝癌及酒精

相关性肝癌中有70%的患者存在c-Myc的高表达
[26]; 早已有报道c-Myc能直接上调miR-17-92簇
的表达, 促进肿瘤的发生发展[27]; Chang等[28]在

此研究的基础上发现在B细胞淋巴瘤中有超过

10种miRNA的表达受c-Myc的调控, 染色体免疫

共沉淀研究证实c-Myc能与miRNA的上游保守

序列或启动子序列特异性结合, 抑制miRNA的

表达, 促进肿瘤的发展. 因此c-Myc的异常表达

与肿瘤有密切的关系. 但c-Myc的异常表达机制

的原因尚不明确, 是否受miRNA的调控仍不明

确. 有报道在HeLa细胞中研究发现let-7能特异

■创新盘点
在结肠癌和乳腺
癌 中 曾 有 报 道
c-Myc是miR-145
的直接作用靶点, 
且 P 5 3 通 过 诱 导
miR-145表达能
调控c - M y c的表
达 .  但 在 肝 癌 中
miR-145与肝细胞
癌之间类似的关
系尚未见报道, 是
否miR-145同样反
向调控c-Myc的表
达尚未见报道.

表 1 miR-145的表达与肝癌患者的临床病理参数的关系

     
病理参数 n miR-145的表达量 P 值

性别

    男 39 0.278±0.096 >0.05

    女 14 0.252±0.095

年龄(岁)

    >50 21 0.278±0.098 >0.05

    <50 32 0.267±0.095

肿瘤大小(cm)

    <3 11 0.321±0.089 >0.05

    >3 42 0.258±0.094

分化程度

    好 16 0.315±0.098 <0.05

    差 37 0.252±0.089

肝内转移子灶

    有 12 0.204±0.048 <0.05

    无 41 0.291±0.094

AFP浓度(µg/L)

    <400 18 0.310±0.084 <0.05

    >400 35 0.252±0.096

HbsAg

    阳性 39 0.254±0.095 <0.05

    阴性 14 0.318±0.082

  1                2                3

c-Myc

GAPDH

图 3 Western blot检测不同转染组c-Myc的表达量. 1: 空白

组; 2: 实验组; 3: 阴性对照组.
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图  4  流 式 细 胞 术
检测上调miR-145表
达后细胞的凋亡水
平. A: 空白组; B: 实

验组; C: 阴性对照组.
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性结合c-Myc的3'UTR在mRNA和蛋白水平抑制

c-Myc的表达[29]; 生理状态下P53能够直接作用于

miR-34家族抑制c-Myc的表达诱导细胞周期停止

和细胞凋亡[30], 等等. 在结肠癌和乳腺癌中曾有报

道c-Myc是miR-145的直接作用靶点[22], 且P53通
过诱导miR-145表达能调控c-Myc的表达. 但在

肝癌中miR-145与肝细胞癌之间类似的关系尚

未见报道, 是否miR-145同样反向调控c-Myc的
表达尚不清楚. 

我们发现miR-145 mRNA在正常肝组织中

表达明显高于癌旁和肝癌组织; c-Myc mRNA
和蛋白在癌旁和肝癌中表达均高于正常肝组织, 
且在肝癌组织中表达量较癌旁组织中明显升高, 
提示c-Myc的异常高表达可能与miR-145异常低

表达有关; 临床病理参数显示miR-145的低表达

与患者的性别、年龄及肿瘤大小无关, 与肿瘤

的分化程度、是否合并HBV感染和肝内转移子

灶及患者血清AFP浓度等有关, 提示miR-145低
表达的患者, 肿瘤恶性程度高、容易转移, 预后

较差; 由于miRNA-145 mRNA在LO-2中明显高

于HepG2中的表达, 我们利用miR-145 mimics转
染HepG2细胞, 上调miR-145的表达量进一步验

证了, miR-145能够在蛋白水平抑制c-Myc的表

达, 但在mRNA水平实验组与空白组及阴性对照

组无明显差异. 结合在组织中miR-145与c-Myc
的异常表达, 提示在肝癌中miR-145能反向调控

c-Myc的表达, 进一步研究发现上调miR-145还
能促进肝癌细胞凋亡. 

总之, 我们的研究证实了在肝癌中miR-145
与c-Myc的关系及miR-145能够作为抑癌基因促

进癌细胞凋亡, 为肝细胞癌的治疗提供了一条

新的途径, 但是在肝细胞肝癌中miR-145异常低

表达的机制尚不明确, 是否受DNA甲基化或(和)
组蛋白甲基化的调控及HBV的影响将是我们下

一步的研究方向. 
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Abstract
AIM: To identify differentially expressed se-
rum proteins between preoperative patients 
with hereditary nonpolyposis colorectal cancer 
(HNPCC) and those with sporadic colorectal 
cancer to find potential markers for the diagno-
sis of HNPCC.

METHODS: The composition of serum proteins 
was detected by surface-enhanced laser desorp-
tion/ionization time-of-flight mass spectrometry 
(SELDI-TOF-MS) and protein chip assay in 20 
preoperative HNPCC patients and 25 patients 
with sporadic colorectal cancer. Discriminatory 
serum protein profiles were analyzed with the 
Biomarker Wizard software and Biomarker Pat-
tern software.

RESULTS: Two proteins (m/z 7 516.68 Da and 
4 827.07 Da) were chosen to create a decision 
classification tree model which could discrimi-
nate the two groups of patients. In the test mode, 
the accuracy, sensitivity, specificity, and positive 
predictive value of the model for prediction of 
HNPCC was 86.7%, 72.3%, 95.1% and 92.5%, 

respectively, while the corresponding values for 
blinded validation were 75.6%, 100%, 69.8% and 
99.2%, respectively.

CONCLUSION: The classification tree model 
constructed with two differentially expressed 
proteins identified by SELDI-TOF-MS between 
HNPCC patients and patients with sporadic 
colorectal cancer possesses high sensitivity and 
specificity in the prediction of HNPCC.

Key Words: Hereditary nonpolyposis colorectal can-
cer; Surface-enhanced laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry; Proteomics

Wei W, Shang XJ, Lv BZ. Serum proteomic analysis of 
hereditary nonpolyposis colorectal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(13): 1417-1421

摘要
目 的 :  研 究 遗 传 性 非 息 肉 病 性 结 直 肠 癌
(HNPCC)与散发性结直肠癌患者术前血清蛋
白质的表达差异, 以期发现可用于HNPCC诊
断的生物学指标. 

方法: 应用表面增强激光解吸电离飞行时间
质谱(SELDI-TOF-MS)技术结合蛋白质芯片分
别检测20例HNPCC和25例散发性结直肠癌患
者术前血清蛋白质组分. 将获得的蛋白质谱采
用美国Ciphergen公司的Biomarker Wizard和
Biomarker Pattern软件进行分析. 

结果: 以质荷比为7 516.68 Da和4 827.07 Da建
立的分类决策树模型能将HNPCC和散发性结
直肠癌患者区分开来. 该模型在测试模式下诊
断准确率为86.7%、灵敏度为72.3%、总特异
度95.1%、阳性预测值92.5%. 盲法验证模式
下诊断准确率为75.6%、灵敏度69.8%、总特
异度99.2%、阳性预测值100%.

结论: 利用SELDI-TOF-MS技术建立的HNPCC
诊断分类树模型具有较高的敏感度和特异度.

关键词: 遗传性非息肉病性结直肠癌; 表面增强激

光解吸电离飞行时间质谱; 蛋白质组学
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■背景资料
遗 传 性 非 息 肉
病 性 结 直 肠 癌
( H N P C C ) 是 一
种 常 染 色 体 显
性 遗 传 病 ,  当 前
HNPCC的诊断主
要 依 靠 M M R 基
因突变和MSI检
测. 但上述手段存
在检测过程耗时
长、检测结果不
稳定以及诊断灵
敏度低等不足. 因
此 ,  探 索 一 种 新
的检测手段对于
HNPCC的早期诊
断来讲, 显得至关
重要.
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0  引言

遗传性非息肉病性结直肠癌(hereditary nonpol-
yposis colorectal cancer, HNPCC)是一种常染

色体显性遗传病. 作为结直肠癌的一个重要亚

型,  其病因和临床病理类型较为特殊, 同时具

有肿瘤的遗传性、高发性、多发性和肿瘤发生

的多器官性等特点, 是目前结直肠癌和遗传性

肿瘤的一个研究热点[1,2]. 本实验通过对HNPCC
和散发性结直肠癌患者术前血清蛋白质进行

分析, 探讨两者之间血清蛋白的表达差异, 建立

HNPCC疾病诊断模型. 

1  材料和方法

1.1 材料 新乡市中心医院2005-08/2010-07住院

的结直肠癌患者共计2 875例, 从中选取HNPCC
患者术前血清标本20例, 其中男13例, 女7例, 年
龄26-75(平均52±6)岁. 入选标准参照阿姆斯特

丹标准Ⅱ[3], 对符合HNPCC临床诊断标准者在

课题研究前先进行错配修复基因突变(mismatch 
repair, MMR)和微卫星不稳定(microsatellite in-
stability, MSI)检测以进一步印证HNPCC的诊

断. 同时随机选取同时期散发性结直肠癌患者

术前血清标本25例, 其中男15例, 女10例, 年龄

30-82(平均57±8)岁. HNPCC和散发性结直肠

癌病例术后均经病理学确诊. 应用随机数字表

把血清标本分成8个样本1个实验组. 取样人群

具有相似的暴露史、相同的民族. 所有受试对

象均知情同意并排除存在影响血清蛋白质含量

的自身免疫、肝炎、过敏等相关性疾病. 尿素

(urea)、三羟基甲基氨基甲烷-盐酸缓冲液(Tris-
HCL)、3-环乙胺-1-丙磺酸(CHAPS)、芥子酸

(SPA)、乙腈(ACN)、三氟乙酸(TFA)、N-2-羟
乙基哌嗪-N'-2乙基磺酸(HEPES)均购自Sigma公
司, SELDI蛋白质芯片仪(美国Ciphergen公司)、
各种类型S E L D I蛋白质芯片(美国B I O-R A D 
Laboratories公司).
1.2 方法 
1.2.1 血清标本的采集与保存: 患者于术前清晨

清醒空腹状态下采集静脉血3-4 mL, 4 ℃冰箱中

静置2 h后离心(1 000 r/min, 30 min), 取血清按

100 μL/管分装, 置于-70 ℃冰箱中保存. 
1.2.2 血清标本准备: 4 ℃环境下融解冰冻血

清, 每个样品取10 μL分别置于1.5 mL离心管
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中, 每管加20 μL U9缓冲液(含9 mol/L尿素, 2% 
CHAPS, 50 mmol/L Tris-HCl pH9.0), 4 ℃环境下

200 r/min振荡30 min, 使蛋白质变性. 分别取120 
μL IMAC结合/洗脱缓冲液(100 mmol/L磷酸钠

+500 mmol/L氯化钠, pH7.0)置于1.5 mL离心管

中, 每管加入10 μL上述变性后的血清样品后混

匀, 4℃振荡30min. 
1.2.3 芯片处理: 将芯片放入操作平台, 每孔加

100 mmol/L硫酸铜50 μL, 4 ℃环境下200 r/min
振荡5 min, 使Cu2+结合于芯池中, 倒除硫酸铜

溶液, 用去离子水冲洗5次后甩干. 每孔中加入

100 mmol/L醋酸钠(pH4.0)50 μL, 4 ℃环境下200 
r/min振荡5 min后倒除醋酸钠溶液, 用去离子水

冲洗5次后甩干, 以除去没有结合的Cu2+. 用去离

子水冲洗5次, 吸水纸滤干操作平台. 每孔加入

IMAC结合/洗脱缓冲液150 μL, 4 ℃环境下200 
r/min振荡5 min, 除去缓冲液, 重复1次. 每孔加

入稀释好的血清样品50 μL上样, 4 ℃环境下200 
r/min振荡60 min后除去未结合的样品. 每孔加入

150 μL IMAC结合/洗脱缓冲液, 4 ℃环境下200 
r/min振荡5 min, 除去缓冲液, 重复1次. 吸水纸

滤干操作平台, 将芯片移出操作平台, 每孔风干, 
每孔加入0.5 μL SPA饱和溶液/次, 共2次, 风干后

即可上机测定. 
1.2.4 芯片检测: 用加有All-in-one标准蛋白质的

NP20芯片校正质谱仪, 设定仪器参数(Digitizer 
rate = 1 000, Mass Deflector Value = 2). 设定所

有血清样品检测的蛋白质相对分子质量区间在

1 500-200 000 Da, 低于1 500 Da的蛋白质或肽段

将自动从波谱中被清除, 因在0-1 500 Da这一区

间可存在加合物、试剂成分、SPA以及其他化

学成分, 影响后续的数据分析. 设定低能量激光

强度读取低分子量蛋白质数据设最高分子量为

50 000 Da, 最佳状态从3 000-15 000 Da, 并选择

最佳激光强度和最佳检测灵敏度, 聚焦到最佳

中心, 设定数据收集方法为seldi quantitation, 其
数据收集参数acquisition parameters为20, delta 
4, transients per to 10 ending position to 80, 设预

热位置用2个点, 选择激光强度为激光最佳强度

+10, 数据收集不包括预热点. 设定高能量激光

强度(high laser intensity)读取高分子量蛋白质

数据. 设最高分子量为200 000 Da, 最佳状态从

10 000-50 000 Da, 设开始激光强度为低激光强

度+30即为最佳激光强度, 设开始监测器灵敏度

为最佳检测灵敏度, 并聚焦到最佳中心, 设定数

据收集方法为seldi quantitation, 其数据收集参数 

www.wjgnet.com

■研发前沿
HNPCC是一种常
染色体显性遗传
病 .  作 为 结 直 肠
癌的一个重要亚
型 ,   其病因和临
床病理类型较为
特殊, 同时具有肿
瘤的遗传性、高
发性、多发性和
肿瘤发生的多器
官性等特点, 是目
前结直肠癌和遗
传性肿瘤的一个
研究热点.
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acquisition parameters为22, delta 4, transients per 
to 10 ending position to 82, 设预热位置用2个点, 
选择激光强度为激光最佳强度+10, 数据收集不

包括预热点. 
1.2.5 数据处理: 利用Ciphergen ProteinChip软
件完成对蛋白质质谱信息的录入和质谱图的绘

制, 其中横坐标为质荷比, 即蛋白质相对分子质

量, 纵坐标为波峰强度, 即蛋白质相对含量. Bio-
marker Wizard统计软件用于对各组相同M/Z条
件下其血清中不同的蛋白质相对含量进行计算, 
从而筛选出差异蛋白. 用Biomarker Pattern数据

挖掘软件通过定义一个完善的训练-验证协议把

所有待检样本数据分成训练组和测试组, 在学

习模式下(最优分类决策树模型建立的过程)对
训练组用n倍交叉方法建立最优分类决策树模

型, 以保证其正确性, 然后在测试模式(检验该模

型诊断价值的过程)下用测试组对最优分类决策

树模型进行验证和测试, 分别得到此模型对训

练组和测试组的分组准确率、灵敏度、特异度

以及阳性预测值. 
统计学处理 采用Biomarker Wizard统计软

件分别对HNPCC和散发性结直肠癌患者血清

蛋白质的波峰强度进行t检验, 数据均以mean±
SD表示, P <0.05认为差异有统计学意义. 采用

Biomarker Pattern软件用10倍交叉验证方法利用

差异蛋白建立最优分类决策树模型. 

2  结果

2.1 HNPCC与散发性结直肠癌患者术前血清蛋

白质表达存在差异 采用Biomarker Wizard软件

对所测得20例HNPCC与25例散发性结直肠癌

患者血清蛋白质进行比较, 结果显示在质荷比

2 700-16 500 Da范围内检测到的26个蛋白质峰

中,  有5个蛋白质荷比位点处的波峰强度有统计

学意义(P <0.05, 图1, 表1). 
2.2 差异蛋白在HNPCC和散发性结直肠癌患者

血清中的表达情况 比较5个差异蛋白在血清中

的相对含量, 结果显示在HNPCC患者血清中

均呈显著下调. 在5个差异蛋白中, 随即选取质

荷比为7 516 Da和9 604 Da的两个差异蛋白在

HNPCC与散发性结直肠癌患者血清中表达的波

谱图与模拟电泳图如下(图2). 
2.3 生物标志物的发现及其分类决策树模型的

建立和分析 将Biomarker Wizard软件分析所得

到的有差别的蛋白质峰建立数据库, 导入Bio-
marker Pattern统计分析软件, 选择相应条件对20
例HNPCC以及25例散发性结直肠癌患者术前血

清中蛋白质组成进行分析, 结果发现以质荷比

为7 516.68 Da和4 827.07 Da两个差异蛋白组成

的分类决策树模型(图3)可将HNPCC和散发性

结直肠癌两组区分开来. 用这个生物标志物数

据共产生3个终节点. 在节点1处共有45例结直

肠癌患者, 有27例患者血清差异蛋白的相对含

量满足条件M/Z 7 516.68 Da≤2.218被分到节点

2, 余18例被分到终节点3; 节点2处27例患者中

有21例患者血清差异蛋白的相对含量满足条件

M/Z 4 827.07 Da≤0.282被分到终节点1, 余6例
被分到终节点2. 
2.4 分类决策树模型分别在软件学习和测试

模式下的分类结果 在软件学习模式下对20例
HNPCC和25例散发性结直肠癌进行分组, 分
组准确率为86.7%(39/45), 在软件测试模式下

对上述样本进行双盲检测 ,  其分组准确率为

75.6%(34/45). 分类决策树模型在软件两种模式

下对各组的错分情况见表2.

3  讨论

H N P C C是一种常染色体显性遗传病 ,  当前

HNPCC的诊断主要依靠MMR基因突变和MSI
检测[4-6]. 但上述手段存在检测过程耗时长、检

测结果不稳定以及诊断灵敏度低等不足[7-9]. 因

■应用要点
本文利用SELDI-
TOF-MS技术建
立的HNPCC诊断
分类树模型具有
较高的敏感度和
特异度.

表 1 两组患者血清中5个差异蛋白的波峰强度比较

     
质荷比(Da)

                波峰强度
    P 值

散发性结直肠癌      HNPCC

7 516.68    8.63±1.41 1.45±0.33 0.01278

4 827.07  10.11±7.34 5.17±3.31 0.02519

9 604.74    5.52±4.56 2.77±2.05 0.02832

6 147.44    7.02±4.36 3.57±1.49 0.03001

12 720.83    2.35±1.50 1.89±0.47 0.04948
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图 1 HNPCC与散发性结直肠癌患者血清中相同质荷比的蛋白质相对含量比较.
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此, 探索一种新的检测手段对于HNPCC的早期

诊断来讲, 显得至关重要. 
SELDI-TOF-MS技术具有高通量、操作简

捷、样本处理简单等优点, 目前已广泛应用于

卵巢癌、前列腺癌、肝癌、食管癌、结直肠癌

等多种肿瘤的研究[10-14]. 我们采用SELDI-TOF-
MS技术对20例HNPCC和25例散发性结直肠癌

的血清标本进行了蛋白质指纹图谱的测定, 并
应用相关软件进行数据分析. 建立的模型分别

对70例测试血清标本进行盲法验证, 得到准确

率为75.6%、灵敏度69.8%、总特异度99.2%、

阳性预测值100%, 明显优于当前HNPCC的检测

手段(诊断准确率为40%-60%)[7-9]. 此分类决策树

模型的建立, 不仅在HNPCC临床筛查及诊断方

面可能发挥更大的潜力, 同时丰富了结直肠癌

蛋白质诊断模板. 
但由于我们的病例数量有限, 由年龄和性

别带来的干扰难以通过抽样检查. 因此, 我们将

所有样本按年龄和性别分类后, 在以上各人群

组内、组间及总样本间进行比较, 建模时将有

明显差异的蛋白质剔除, 以此排除年龄和性别

带来的干扰. 但该模型诊断一致性强度一般, 我
们考虑与以下因素有关: (1)样本量有限; (2)由
于同一个M/Z可对应多个蛋白质. 因此, 依据性

别、年龄分组比较后筛除的蛋白质可能同时对

应了性别、年龄差异蛋白及对筛查诊断有意义

的蛋白, 由此损失了一些生物学信息. 今后我们

会不断扩大样本量, 对分类树模型进行不断的

修正, 以提高诊断的准确率、灵敏度以及特异

度, 并通过双盲法对该模型进行验证. 同时我们

也将对质荷比为7 516.68 Da和4 827.07 Da的这

种蛋白质进行长期、动态、定量的监测, 分析

术前、术后长期的变化规律, 并对其进行鉴定, 
希望能对HNPCC的病因、发病机制、诊断以及

治疗等研究提供理论依据. 
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Abstract
Jaundice is a common finding in patients admit-
ted to hepatobiliary units. The main reasons for 
obstruction of the common bile duct are bile 
duct stones, malignant tumors of the pancreas 
and, in a substantial proportion of patients, bile 
duct cancer. Obstructive jaundice caused by 
biliary and pancreatic metastases of pulmonary 
adenocarcinoma is rare. Routine chest X-ray and 
further computed tomography scan of the lungs 
are main ways to find primary pulmonary tu-
mors and can decrease the risk of misdiagnosis.

Key Words: Obstructive jaundice; Biliary metasta-
sis; Pancreatic metastasis; Lung adenocarcinoma

Yu CZ, Yu CH, Nai C, Tian J. Diagnosis and treatment of 
obstructive jaundice in patients with biliary and pancreatic 
metastases of lung adenocarcinoma: an analysis of three 
cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(13): 1422-1423

摘要
梗阻性黄疸是肝胆外科常见的临床症状, 其主

要原因是胆道及胆总管结石和胆道、胰头部
及十二指肠乳头部肿瘤. 肺癌转移至胰头、壶
腹周围等引起梗阻性黄疸临床少见. 常规而认
真的检查如胸部X线片及CT扫描是发现肺部
原发肿瘤的主要方法, 可减少漏诊, 应引起临
床上的重视.

关键词: 梗阻性黄疸; 胆道; 胰腺; 肺癌
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0  引言

梗阻性黄疸最常见的原因是胆总管结石和胆

道、胰头部及十二指肠乳头部肿瘤. 肾癌、乳

腺癌等可转移至胰腺引起梗阻性黄疸[1,2]. 肺癌

转移至胰头、壶腹周围等引起梗阻性黄疸临床

少见[3]. 本文对原发肺癌转移至胆总管壶腹周围

和胰头部的肿瘤引起梗阻性黄疸3例进行临床

诊治分析.

1  病例报告

例1: 女, 41岁, 主因皮肤巩膜黄染2 wk入住某县

医院, 诊断“壶腹周围癌”, 拟行剖腹探查、

胰十二指肠切除术, 后转来中国人民解放军北

京军区总医院. 查体发现右锁骨上淋巴结肿大, 
约1.5 cm×1.0 cm×1.0 cm, 胸片示右肺结节阴

影, 再行肺CT检查考虑肺癌. 局麻下切除右锁

骨上淋巴结组织活检, 病理诊断: 淋巴结转移性

低分化癌, 免疫组织化学染色后考虑肺腺癌或

腺鳞癌转移. 免疫组织化学染色显示: CK7(+)、
TTF(+)、p63(少许+)、CK20(-)、Hepatocyte(-)、
CK5/6(-)、G-15(-)、MG-)、Villin(-). 行腹部增强

CT检查, 发现肝内外胆管扩张, 胆总管中段直径

2.5 cm, 胆总管壶腹周围部肿物, 大小3 cm×3.5 
cm×2 cm. 血生化TBIL 346.5 μmol/L, DBIL 237.6 
μmol/L, ALP 568 U/L, r-GT 894 U/L. CEA 540.1 
μg/L, CA19-9 76.87 kU/L. 全麻下行胆总管壶腹

部肿瘤部分切除、胆肠吻合、胃空肠吻合术, 术
中探查十二指肠乳头部肿物, 质硬, 切开十二指

®
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肠前壁, 见胆总管末端壶腹部质硬肿物, 突出于

肠腔内, 约3 cm×4 cm×2 cm大小, 取部分送冰冻

病理报告腺癌, 石蜡病理及免疫组织化学确诊为

肺腺癌转移. 免疫组织化学染色结果: CK7(+)、
TTF(+)、CK20(-)、Syn(-)、CDX-2(-)、CgA(-)、
Villin(-). 术后患者恢复顺利, 术后1 mo患者黄疸

消失, 饮食正常, 采用“NP方案”化疗, 共6个周

期, 术后患者生存11 mo后死于肺部感染、急性

呼吸功能衰竭. 
例2: 男, 58岁, 主因皮肤巩膜黄染20余天入

院. 既往史: 3年前查体时发现肺部阴影, 住某三

甲医院行肺穿刺诊断为“左肺中分化腺癌, 纵隔

淋巴结转移”, 进行“GO方案”化疗, 共8个周

期, 复查胸部CT提示左肺癌有进展. 20 d前因眼

黄、尿黄查腹部B超示肝内外胆管扩张, 胆囊增

大, 胰头区低回声, 肝门多发实性低回声, 胰头上

方、胰体下方低回声结节, 考虑淋巴结肿大. 血
生化TBIL 593.7 μmol/L, DBIL 327.6 μmol/L, ALP 
764 U/L, r-GT 1 435 U/L, 诊断: (1)左肺腺癌, Ⅳ
期; (2)胰头转移癌, 腹腔淋巴结转移癌. 行经皮肝

穿刺胆管引流术, 术后黄疸逐渐消退, 生存8 mo
后死亡. 

例3: 男, 68岁, 主因皮肤巩膜黄染40 d入院. 
患者饮食差, 消瘦, 咳嗽, 有憋闷感, 腹部B超及

CT检查提示胰头肿物, 3.8 cm×4.7 cm×3.5 cm
大小, 肝内外胆管扩张, 血生化TBIL 305.5 μmol/
L, DBIL 165.1 μmol/L, ALP 658 U/L, r-GT 1 324 
U/L, 胸部X线是左肺门大块阴影, 双侧中等量胸

腔积液, 胸部CT检查诊断左肺门癌. 诊断: (1)左
肺门癌, Ⅳ期; (2)胰头转移癌. 患者拒绝进一步治

疗, 出院后1 mo死亡.

2  讨论

梗阻性黄疸最常见的原因是胆道及胆总管结石

和胆道、胰头部及十二指肠乳头部肿瘤, 临近

的腹腔器官疾病如胃十二指肠溃疡穿透侵及胆

道, 或肿瘤浸润也可致胆道梗阻出现黄疸. 全身

其他部位的肿瘤如恶性黑色素瘤、恶性淋巴

瘤、肾癌、乳腺癌等可转移至胰腺引起梗阻性

黄疸[1,2]. 肺癌转移至胰头、壶腹周围等引起梗

阻性黄疸临床少见. 而黄疸出现在肺癌有临床

症状之前罕见. 如果对于这种病例未能在手术

前明确诊断黄疸原因是肺癌转移引起, 可能会

错误的以胆管癌或胰腺癌为原发病进行胰十二

指肠切除手术, 患者遭受不必要的大手术创伤

和手术风险. 术前查找肺部有无原发肿瘤并不

困难, 常规胸片可发现异常结节影, 再行胸部CT
多可明确诊断, 对于出现周围淋巴结肿大的患

者, 应常规进行活检获得病理诊断. 例1患者因

梗阻性黄疸、壶腹周围癌为主要表现而拟行胰

十二指肠切除术, 经过常规、认真的术前检查, 
发现右肺癌转移是梗阻性黄疸、壶腹周围占位

的可能原因, 在剖腹手术后发现胆总管末端壶

腹部肿瘤与右锁骨上淋巴结组织在石蜡病理和

免疫组织化学表达的一致性证实了该诊断. 患
者采取了姑息的减黄手术及术后化疗, 提高了

术后生活质量, 术后11 mo死于肺部感染、急性

呼吸功能衰竭. 肺癌出现远处器官转移多见于

肺腺癌或腺鳞癌, 已属临床Ⅳ期, 常常伴有纵隔

淋巴结转移等, 失去手术根治机会, 治疗以化疗

和/或联合放射治疗、局部射频消融为主, 可选

择以健择为主的化疗方案或NP、GO等方案[4], 
预后较差. 对于因肺癌转移引起的梗阻性黄疸, 
可采用手术进行胆肠内引流减黄, 或经皮肝穿

刺胆道引流、经十二指肠镜逆行胆管内放置塑

料支架或金属支架引流胆汁, 以改善患者肝功

能及全身情况, 提高生活质量, 延长生存期. 
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