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Abstract
In recent years, the discovery of new markers 
and advances in mutation detection technologies 
have made it easy to diagnose gastrointestinal 
stromal tumor (GIST). However, it is still dif-
ficult to predict the biological behavior of GIST. 
Currently, the most prevalent GIST classifica-
tion systems, including the National Institutes 
of Health (NIH) consensus criteria for assigning 
risk to gastrointestinal stromal tumors (2008 
Revision) and the International Union Against 
Cancer TNM classification of malignant tumors 
(2010 version), are based on tumor size, mitotic 
rate, tumor location, and presence of a tumor 
rupture or not. Molecular genetic studies have 
shown that genotype of GIST is closely related 
to tumor prognosis and response to imatinib 
mesylate.
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摘要
近年来, 随着新的标志物的发现和基因突变检
测的逐步开展, 胃肠道间质瘤的病理诊断已不
再是临床工作的难点, 但是其生物学行为仍然
难以预料, 判断时需综合考虑肿瘤的大体, 组
织学形态和临床情况. 现在应用最为广泛的肿
瘤分级分期方案主要是美国国立卫生研究院
的侵袭危险度分级方案(2008年修订版)和国
际抗癌联盟的TNM肿瘤分期方案(2010版), 分
级分期指标涉及肿瘤大小、核分裂指数、肿
瘤部位和肿瘤是否破裂等. 胃肠道间质瘤分子
基因学的深入研究显示, 基因突变类型与肿瘤
预后和伊马替尼(imatinib)反应性密切相关, 但
仍有待进一步细化.  
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0  引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumor, 
GIST)是胃肠道最常见的间叶源性肿瘤[1-3]. 研究

陆续发现, GIST大多存在c-kit基因和PDGFRA
基因的功能获得性突变 ,  并且存在c-K i t蛋白

(CD117)特异性的阳性表达, 为GIST的病理诊断

提供了良好的标志物[3-5]. 随着诊断标志物的发

现和基因突变检测的逐步开展, GIST的病理诊断

已不再是临床工作的难点. 但是, GIST的生物学

行为仍然难以预料, 尚没有统一的分级标准[1,6], 
判断时需综合考虑肿瘤的大体、组织学形态和

临床情况. 因此, 我们以此为题对相关进展及需

要注意的问题进行叙述. 
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■背景资料
特异性诊断标志
物的发现和基因
突变检测的广泛
开展, 使得胃肠道
间质瘤的病理诊
断已不再是临床
工作的难点, 但是
其生物学行为难
以预料, 判断时需
综合考虑肿瘤的
大体, 组织学形态
和临床情况, 尚缺
乏统一的标准. 
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1  GIST病理分级进展

GIST的生物学行为从良性到显著恶性不等, 良
恶性之间并无截然界限, 从良性到恶性是一种

渐进的过程, 即随着肿瘤的生长, GIST的恶性特

征会逐渐显现. 即使是直径小于1 cm的肿瘤也可

能存在相关基因的突变, 甚至可以复发或转移[6]. 
判断GIST的生物学行为需综合考虑肿瘤的大体

特征、组织形态和临床情况, 尚无统一的病理

分级标准[1,6]. 目前比较流行的是美国国立卫生

研究院(NIH)共识方案[7,8]和美国军队病理研究

所(AFIP)方案[2,9], 均以肿瘤大小、核分裂计数和

肿瘤原发部位作为分类指标, 其中以NIH方案应

用更为广泛. 
2001年Fletcher等[7]学者在美国国立卫生研

究院会议上形成共识, 根据肿瘤大小和核分裂

象计数将肿瘤分为8类, 并进一步分为极低度﹑

低度﹑中度和高度共4个侵袭危险性等级. 该共

识方案也被称为Fletcher标准, 他使用侵袭危险

程性分级, 避免了良恶性这一敏感用语, 且分类

涉及指标少, 易于掌握, 又与肿瘤预后紧密联系, 
被临床和病理医生广泛应用和研究[10-13]. 

随着研究和应用的不断深入, 人们发现不同

部位的肿瘤预后也不一致, 因此, Miettinen等[2,9]

提出了新的方案(AFIP方案), 根据肿瘤大小, 核
分裂计数和肿瘤发生部位3个因素将肿瘤分为8
组, 并进行了恶性潜能预测. 由于肿瘤破裂导致

的腹腔内污染也是一项极有价值的临床预后指

标[8,14], 美国国立卫生研究院在2008-04再次讨论

并报道了新的原发性GIST侵袭危险性评估方案

(表1), 在原有基础上加入原发肿瘤部位(非原发

于胃的GIST较原发胃的GIST预后差)和肿瘤破
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裂作为预后的评估指标[8]. 
我国学者也根据自己的研究提出了GIST分

级方案[15], 但是涉及指标过多, 应用较为复杂, 
限制了其临床推广. 因此, 2009年出版的《中国

胃肠道间质瘤诊断治疗共识》[16]仍然推荐使用

美国国立卫生研究院修订方案. 

2  临床分级进展

2010年国际抗癌联盟(international union against 
cancer, UICC)出版了新的TNM癌症分期目录[17], 
参考了AFIP分级方案, 根据GIST肿瘤大小分为

T1、T2、T3和T4, 并结合核分裂象指数和肿瘤

部位进行分期(表2), 另将存在淋巴结转移和/或
远处转移的病例归为Ⅳ期. 

3  基因表型分型及进展

大量研究证实, GIST存在特征性的基因改变, 根
据已发现的相关基因改变可将肿瘤分为3类[18], 
即: c-kit基因突变型(80%-85%)、PDGFRa基因

突变型(5%-10%)和野生型(约10%). 进一步研究

提示, 基因突变检查对于预后和药物反应有重

要作用[19-21]. 
原癌基因c-k i t 位于4q11-12, 其中外显子

(exon)9、11、13和17易发生突变, 按照发生

频率的高低依次为: exon11(60%-70%)、exon9 
(5%-15%)、exon13(1%)和exon17(1%). c-kit基
因exon11突变多位于5'端, 表现为一个或数个密

码子的缺失, 集中于550位和561位之间. c-kit基
因exon11突变20%-30%为点突变, 几乎只涉及

4个密码子, 包括5'端的557、559、560和3'端的

576位. c-kit基因exon11突变少数表现为1-20几
个密码子的串联重复插入突变, 发生于3'端, 多
位于胃, 预后较好[25]. c-kit基因exon9突变多数为

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前胃肠道间质
瘤的相关研究主
要集中在肿瘤的
分子基因学特征
和特异性基因靶
向治疗药物开发
方面. 

表  2  UICC GIST TNM分期方案

     
大小

(cm)

核分裂

(/50HPF)
T分期 胃 非胃

≤2 ≤5 T1 ⅠA Ⅰ

2-5 ≤5 T2 ⅠA Ⅰ

5-10 ≤5 T3 ⅠB Ⅱ

>10 ≤5 T4 Ⅱ ⅢA

≤2 >5 T1 Ⅱ ⅢA

2-5 >5 T2 Ⅱ ⅢB

5-10 >5 T3 ⅢA ⅢB

>10 >5 T4 ⅢB ⅢB

存在淋巴结转移和/或远处转移的病例归为Ⅳ期.

表  1  原发GIST切除术后侵袭危险性分级(2008修订版)

     
侵袭

危险性

肿瘤最大

  径(cm)

核分裂计数

  (/50HPF)

    肿瘤

原发部位

极低度 ≤2.0  ≤5 任何部位

低度     2.1-5.0  ≤5 任何部位

中度 ≤5      6-10  胃

    5.1-10.0  ≤5 胃

高度 >10  任何数量 任何部位

任何大小  >10 任何部位

>5  >5 任何部位

  2.1-5.0  >5 非胃来源

  5.1-10.0  ≤5 非胃来源

肿瘤发生腹腔内破裂者不论大小和核分裂情况均归入高度侵袭

危险性.
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AY502-3重复插入突变, 几乎均特异性地见于小

肠GIST, 生物学行为更为恶性[10,24,25]. 总的来说, 
存在c-kit基因exon11点突变和插入突变的GIST
患者预后较好, 而存在exon11删除突变和exon9
突变者预后较差[9,22-25]. 临床药物研究进一步提

示, 存在c-kit基因exon11突变的患者对靶向药物

伊马替尼标准剂量400 mg/d反应好, 而存在exon9
突变者则需提高用药剂量, 采用800 mg/d治疗可

能有效[20,21].
PDGFRa基因也位于4q11-12, 总突变率在

10%左右, 按照外显子突变频率的高低依次为: 
exon18、exon12、exon14. 大多数(>80%)发生

在PDGFRa基因exon18的突变表现为D842V. 
PDGFRa基因exon12的突变极少, 大多数表现为

V561D. 其他突变类型发生的比率均<1%[26-28]. 
研究发现存在PDGFRA基因突变的GIST大多

发生于胃, 生物学行为较为惰性[28-32], 且多数病

例对靶向药物伊马替尼治疗不敏感, 其中存在

D842V突变者明显耐药, 但仍有约1/3的病例可

能对伊马替尼治疗有反应[33-36]. 
还有约10%的GIST病例不存在c-k i t 基因

或PDGFRa基因突变, 被称为野生型GIST[18]. 其
中极少数GIST与Ⅰ型神经纤维瘤病相关, 表现

为NF1等位基因的失活[37]. 近期有研究显示, 约
7%的野生型GIST存在BRAF基因突变, 表现为

exon15 V600E, 多位于小肠, 对伊马替尼治疗不

敏感[38]. 
总之, 对GIST进行分子基因分型将有助于

判断肿瘤患者的预后和预测肿瘤对伊马替尼的

反应性, 并必将与新型靶向药物的反应性有关, 
因此是十分必要的, 但仍有待进一步细化. 

4  影响准确分级分期的几个问题

4.1 核分裂计数难以标准化 核分裂象计数是目

前GIST各分级分期方案中公认的独立指标, 但
是在HE切片上准确计数核分裂象是不容易的. 
此外, 因为存在核碎裂、凋亡细胞和不规则核的

炎症细胞的干扰, 常容易使人过计数[1]. 目前各分

级分期方案中核分裂计数方法不一, 在计数区域

选择和计数范围大小上不甚一致[2,9,17,39-41]. 从我

们的经验看, 至少应计数30个HPF以上, 如果仅

计数10个HPF常会导致错误计数. 我们推荐至少

要在细胞丰富区连续计数50个HPF, 且核分裂象

必须是确定无疑的. 
4.2 肿瘤是否存在破裂 肿瘤破裂导致的腹腔内

污染是一项极有价值的临床预后指标[8,14], 无论

是自发性破裂或者手术中发生的破裂, 均应记

录在病案中, 并告知病理医师. 手术医师也应尽

量保持肿瘤的完整性, 避免手术中肿瘤发生破

裂, 特别是避免浆膜面肿瘤发生破裂, 以减少腹

腔种植的发生机会. 而对于多发性肿瘤, 应适当

扩大检查和手术范围, 尽可能清除微小病灶. 
4.3 基因检测有待标准化 基因突变类型对于GIST
预后判断和靶向药物疗效预测有重要作用[19], 但
是影响基因突变检测成功率和准确性的因素很

多. 首先应该保证标本的有效保存, 石蜡标本的

固定时间应>6 h或过夜, 以保证DNA提取的质

量. 其次应注意引物的设计和使用, 扩增片段要

覆盖整个外显子, 以保证邻近3'和5'端发生的突

变均能被有效检出. 

5  结论

诊断标志物的发现和基因突变检测的逐步开展

使得GIST的病理诊断不再困难, 但其生物学行

为仍然难以预料, 尚缺乏统一标准. 目前公认的

分级分期指标涉及肿瘤大小、核分裂指数、肿

瘤部位和肿瘤是否破裂等, 且核分裂计数方法

有待统一. 此外, GIST分子基因学的深入研究显

示, 基因突变类型与肿瘤预后和伊马替尼反应性

密切相关, 但仍有待进一步细化. 
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Abstract
Alpha-fetoprotein (AFP) is a well-known biomark-
er for the diagnosis of hepatocellular carcinoma. 
Extracellular AFP can act as a carrier to transport 
a variety of ligands or as a growth regulator to 
control the growth of tumor cells, while intracel-
lular AFP can bind to and interact with transcrip-
tion factors or some key proteins and function as 
a signal molecule to regulate cell proliferation or 
apoptosis. This paper provides novel insights into 
the mechanisms underlying the role of AFP in car-
cinogenesis and tumor chemotherapy.  

Key Words: Alpha-fetoprotein; Liver cancer; Signal 
molecule; Biological function

Li CY, Li G. Biological functions of alpha-fetoprotein. Shi-
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摘要
甲胎蛋白(AFP)不仅是肝细胞癌诊断的重要

标志物, 还在肝癌细胞的生长、增殖及凋亡等
过程中发挥着重要的生物学作用. 除了胞外的
配体结合和运输功能, 以及作为生长调控因子
刺激肿瘤细胞生长外, 细胞内的AFP还可以通
过和转录因子或一些关键蛋白之间发生相互
作用而作为信号分子参与对下游基因的转录
调控或对信号通路产生影响. 这些为我们研究
AFP在肿瘤的癌变及化疗中的影响机制提供
了新的思路. 

关键词: 甲胎蛋白; 肝细胞癌; 信号分子; 生物学功能 
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0  引言

甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, AFP)是一个胚胎特

异的血清α-球蛋白, 是哺乳动物早期胚胎血清

中一个重要的组份[1]. 正常情况下, AFP由胎儿肝

脏或卵黄囊产生[2]. 胎儿出生后, 血清中的AFP
含量很快下降[3]. 在成年人体内, AFP几乎检测

不到或极其微量. 目前, AFP的分子结构已经比

较明确: 他是1个糖蛋白, 含有1个由寡聚糖组成

的糖基, 总分子量约为69 000 Da[1]. 其中蛋白部

分为590个氨基酸组成的多肽链, 在N末端有19
个氨基酸是信号肽序列, 计算机模拟推测AFP的
分子有3个功能结构域, 其中第3个结构域是重

点研究对象[1]. AFP作为一个肿瘤相关的胎儿蛋

白, 长期以来被作为检测胎儿缺陷或肿瘤的发生

的一个血清标志物[4-7]. 在成人的肝细胞癌中大约

70%-85%都有AFP非正常表达[8,9]. 有些学者把AFP
作为癌症不良预后的独立预报器[10-12]. 同时血清

AFP水平的升高与肝细胞癌的恶性特征密切相

关, 例如: 更大的肿瘤块、更多未分化的组织分

型、大量的弥散型、入口静脉血栓症等[13-18]. 而
且, 已经报道的其他AFP阳性的癌症也表现出了

更强的侵袭特性. 然而, 对于高表达AFP的患者

的不良预后的机制目前还不清楚[15]. 体外研究

表明, AFP可能通过AFP受体参与到多种细胞进

程中, 如细胞分化、生长、凋亡、细胞因子的

®
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产生、免疫抑制及肿瘤发生等[19,20]. 实际上, 手
术后AFP高表达组患者平均比AFP低表达组存

活期短得多. 大多数抗肿瘤药物是通过诱导肿

瘤细胞凋亡而发挥作用的, 但是这些抗癌制剂

对肝细胞癌却几乎没什么疗效[21]. 研究发现高

表达AFP的病例具有明显的低凋亡诱导指数, 而
由肝癌细胞分泌的AFP在保护癌细胞逃避免疫

系统方面的作用已经被证实. 大约20%的肝癌患

者AFP表达正常, 这些患者比AFP高表达组的预

后要更好些. 可能与这些患者体内没有AFP发挥

潜在的生物学活性有关[21]. AFP的生物学功能是

AFP研究中最错综复杂的领域. 由于他与肝癌的

发生和高死亡率密切相关, 其生理及病理学作

用近年来引起广泛的关注[9,22-25]. 最早报道人类

AFP在妊娠和癌症中的生物学活性是在20世纪

80年代中后期. 随着20世纪90年代AFP在胎儿

和肿瘤生长中的生理学作用得到进一步的证实, 
使得AFP在人类疾病治疗中发挥作用有了可能

性[26]. 在过去的10年中, 对AFP功能的研究已经

取得了引人注目的进展. 

1  AFP的生物学功能

1.1 配体结合及运输功能 AFP属于类白蛋白家

族成员, 与白蛋白相似. 长期以来, 他的结合及

运输配体被作为胎儿发育期间一个主要功能. 
在与其生物活性相关的多篇文献中都报道了人

类的AFP可以结合和运输许多配体, 比如胆红

素、脂肪酸、类视黄醇、类固醇、重金属、染

料、黄酮类、植物雌激素、二氧(杂)芑及各种

药物[27-29]. 自20世纪90年代中期以来, 有越来越

多的关于利用人类的AFP作为载体来运输抗癌

药物的报道, 显示人的AFP已可以通过受体介导

的胞吞作用选择性地进入肿瘤细胞[30,31]. 已有文

献报道人的AFP可以和多种抗癌药物成功结合, 
如: 阿霉素、柔红霉素、顺铂和甲氨蝶呤等[32]. 
体外实验证明, 结合了AFP的抗癌药物对于体外

培养的人源肿瘤细胞在细胞毒性上表现出高度

的选择性[33]. 
1.2 细胞外AFP作为生长调控因子的作用 近10
年来, 对细胞外AFP的生物学功能的研究取得了

一定的进展. 由于分泌到循环系统的AFP能促进

细胞生长, 因此被定义为个体发育和肿瘤进展

生长调控因子[22,26]. AFP可以促进肿瘤和正常细

胞的增殖, 其活性具有多效性, 包括影响细胞分

化, 生长调控和肿瘤发生进程等[25,34]. 哺乳动物

的AFP可以促进一系列细胞(体外)或动物模型

(体内)的生长. 作为自分泌因子, 在一定的浓度

和环境条件下, AFP可以促进多种肿瘤细胞的增

殖. 体外数据表明, AFP能够刺激或抑制细胞的生

长活性, 这依赖于外源性AFP的相对浓度或内源

性细胞因子、激素或培养液中的细胞因子等因

素[29]. 有文献指出, AFP调控肝癌细胞的发展及

生长是通过逃避了来自Fas/FasL通路的免疫监

视[35]. AFP还通过终止caspase-3级联反应来促进

细胞生长, 该级联反应是肿瘤坏死因子相关的

凋亡诱导配体诱导凋亡的主要通路[36]. 临床研

究证实, AFP水平的高低与肝细胞癌的进展存在

潜在的关联, 他可以为肝细胞癌患者的治疗效

果起到监测作用[37-39]. 
1.3 细胞内AFP作为信号分子发挥作用 近几年

来, 对于分布在肝癌细胞质内的AFP的生物学

功能的研究, 也取得了很大的进展. 有文献报道, 
细胞内AFP可能通过结合关键蛋白质从而作为

一个信号分子参与细胞的生长或凋亡信号通路. 
这些发现主要依赖于对AFP分子结构的分析: 即
人类的AFP的第3个结构域中含有一个异二聚

体化的基序, 该基序是一个亮氨酸拉链样的结

构, 主要位于第3个结构域的C末端. 该二聚体化

区域根据预测具有类固醇/甲状腺受体超家族成

员最后100个氨基酸的分子特性[40], 即有多个连

续或非连续的7-8个疏水性氨基酸组成的重复序

列, 这与甲状腺/视黄醇超家族成员的氨基酸延

伸序列非常相似. 其中AFP与维甲酸受体RAR
的保守序列的匹配程度达到了50%-60%. 他可

能和一些转录因子(如维甲酸受体RAR)、生长

因子及一些其他的蛋白质之间发生相互作用[41]. 
越来越多的实验证明了这一假设. 目前的数据

显示, 胞质内AFP能够通过干扰RA-RAR信号通

路和caspase-3的级联反应来阻碍细胞凋亡的进

程, 这些数据进一步证实了AFP作为胞内信号分

子所发挥的重要作用[42,43]. 
以RAR为例, 胞质中的AFP能够与RAR形成

复合物, 从而阻断RA-RAR这一信号通路, 导致

受RAR调控的下游基因的表达及其生物学效应

可能都会潜在的受到AFP的影响. 正常的成人体

内是检测不到AFP的, 那么在肝细胞癌或肝脏再

生时, 他的升高, 可能会阻碍细胞凋亡信号并促

进细胞的生长. 上述效应, 通过在AFP阳性细胞

内的AFP基因沉默和在AFP阴性细胞内AFP基
因过表达而进一步得到证实. 这些结果揭示了

细胞内AFP在肿瘤细胞生长及耐药性方面的作

用. 在这些研究中, 全反式维甲酸在治疗甲胎蛋

■研发前沿
AFP的生物学功
能是AFP研究中
最错综复杂的领
域. 由于他与肝癌
的发生和高死亡
率密切相关, 其生
理及病理学作用
近年来引起广泛
的关注.
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白阳性肝癌时的临床耐药机制, 至少部分可以

归因于细胞内较高的AFP水平. 因此, 若全反式

维甲酸对肝癌化疗同AFP基因沉默相结合来进

行, 可能会提高这些药物的药效. AFP作为转录

相关的调控因子, 能够影响核受体和转录因子

超家族成员同源或异源间的相互作用, 这样AFP
不需要直接作为核内的与DNA结合的转录抑制

因子, 而是通过影响这些胞质内转录因子的活

性和定位从而影响基因的表达[43,44]. 
研究表明, 胞质内的AFP与PTEN分子有共

定位现象, 两者存在蛋白质之间的相互作用, 并
因此干扰了PI3K/AKT通路. PTEN可以通过调控

细胞增殖、迁移、侵袭和血管生成等来发挥肿

瘤抑制子功能. 作为基因的守护者, PTEN可以

通过多种途径维护基因的稳定性. 目前已证明

PTEN的突变或缺失会导致AKT的激活和肿瘤

的发生. 而AKT的不正常激活对癌症的转移中

发挥着关键作用. 因此, AFP可以通过参与PTEN
相关的信号通路来调控肝癌的进展. 在高表达

AFP的胎肝中, AFP通过与PTEN的结合来影响

PI3K/AKT通路, 或许可以部分揭示AFP在胎肝

发育和分化中所发挥的作用. 另一方面, PTEN基

因本身也可能直接受RAR的调控, 干扰RAR的

信号通路可以导致PTEN蛋白表达的下调, 总之, 
AFP对PTEN信号通路的影响可以是通过直接或

间接两条途径[45]. 
最近, 我们报道了胞质内的AFP可以和cas-

pase-3形成复合物, 从而阻断了来自caspase-8信
号的传输[43]. 这些结果表明胞质内的AFP可以发

挥共抑制因子的作用来调控生长或凋亡的信号

网络. 上述这些可以使我们重新评估胞质内AFP
的生物学意义和重要性. 
1.4 AFP分子中小肽段的作用 在过去10年中, 人
类全长的AFP分子作为治疗试剂, 在临床上用来

治疗自身免疫性疾病已经成为现实. 全长的AFP
分子已被报道可以促进肿瘤细胞的增殖、细胞

周期的进程及血管再生等, 还可以抑制肿瘤的

凋亡[21]. 近年来, AFP分子的小肽段的生物学作

用也成为研究的热点[46-48]. 来自全长AFP的肽片

段在蛋白分子内构成了一个“模块盒”状, 并
展示了一系列的生物学活性. 目前已知全长的

AFP分子内部有多个“肽盒”结构, 他们展示了

和“母体”分子不同的生物学特性. 与全长的

AFP分子相比, 小AFP肽段在治疗中靶位点更为

专一, 因其比全长AFP治疗减少了不良反应, 可
以作为更专一更安全的治疗替代品[26]. 

1.5 AFP抑制免疫功能和诱导淋巴细胞凋亡 AFP
的免疫抑制功能是在研究胎儿发育过程时发现

的. 在胎儿时期, 有大量的AFP表达, 因而人们认

为AFP可能是胎儿抗母体免疫排斥的物质. 研究

发现, AFP能够抑制T淋巴细胞介导的细胞毒性, 
并能诱导抑制性T淋巴细胞, 而这可能是AFP抑
制母体免疫排斥胎儿的主要原因[49,50]. 更多的研

究发现, AFP分子的确具有抑制免疫的功能[51]. 
但是, 对于AFP在肝癌发生过程中的免疫调节作

用, 我们却知之甚少. Meng等[51]用AFP基因的某

些碱基片段作为表位目的基因, 发现这些表位

蛋白质具有抑制T淋巴细胞免疫应答的生物学

作用, 这说明AFP的某些结构域具有抑制T淋巴

细胞的免疫学特性. 体内研究发现, AFP能抑制

肝癌患者T淋巴细胞免疫应答和诱导T淋巴细胞

凋亡[52]. 所以, Mizejewski和Gillespie等总结多年

来人们对AFP功能的研究结果, 提出AFP是一种

免疫抑制蛋白质[53,54]. 

2  结论

AFP是诊断原发性肝癌和卵黄囊肿瘤的重要标

志物之一[55,56]. 同时, AFP还在肝细胞癌中是一个

关键的分子, 参与到了细胞增殖、血管生成和

凋亡等进程. 这表明在肝细胞癌患者的癌症进

程中, AFP可作为一个潜在调控因子, 同时也可

以作为治疗的靶目标. 目前已经开始着手研究

细胞内AFP的生物学作用, 有文献倾向于把肿瘤

生长与胞内AFP的生物学作用联系起来. 细胞内

的AFP能够结合不同的配体, 包括脂肪酸、雌激

素、甲状腺激素和维甲酸等, 还可以和PTEN、

caspase-3等这些关键蛋白分子发生相互作用, 这
些信号网络对胎儿肝脏或肿瘤的生长都发挥了

很重要的作用. 当然, 我们还需要更多的实验数

据来进一步证明胞内AFP的生物学效应和其内

在机制. 
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Abstract
AIM: To investigate the anti-tumor effect of bort-
ezomib, a proteasome inhibitor, on human gas-
tric cancer SGC7901 cells and to explore possible 
mechanism involved.

METHODS: Human gastric cancer SGC7901 
cells were cultured and treated with different 
concentrations of bortezomib (1-500 nmol/L) 
for 24-48 h. Cell viability was determined by 
MTT assay. Apoptosis was detected by flow 
cytometry. The cleavage of PARP and caspase-3 
and level of phosphor-Akt were determined by 
Western blot.

RESULTS: Bortezomib inhibited the viability 
of SGC7901 cells in a dose- and time-dependent 
manner. The IC50 value at 48 h was 67.39 nmol/L. 
Treatment with 60 or 180 nmol/L of bortezomib 
induced cell cycle arrest at G2/M phase at both 
24 and 48 h but induced apoptosis only at 48 h. 
The cleavage of caspase-3 and PARP was ob-
served in cells treated with 60 or 180 nmol/L of 
bortezomib for 48 h. Treatment with bortezomib 
for 48 h down-regulated the level of phosphor-
Akt in SGC7901 cells.

CONCLUSION: Bortezomib induced apoptosis 
and cell cycle arrest at G2/M phase by inhibiting 
the activity of the PI3K/Akt signaling pathway 
in human gastric cancer SGC7901 cells.
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摘要
目的: 研究蛋白酶体抑制剂硼替佐米对胃癌
SGC7901细胞凋亡及细胞周期分布的影响, 并
进一步探讨其作用机制.

方法: 1-500 nmol/L的硼替佐米作用于人胃癌
SGC7901细胞24-48 h, MTT法检测细胞存活率, 
流式细胞术PI染色检测细胞凋亡. Western blot
检测多聚ADP-核糖聚合酶(PARP)和caspase-3
裂解及p-Akt表达水平的变化.
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■背景资料
硼替佐米作为一
种新型蛋白酶体
抑制剂, 临床研究
结果提示单药或
与化疗联合对晚
期胃癌有较好的
疗效. 研究硼替佐
米对胃癌的抗肿
瘤作用机制, 对于
进一步提高硼替
佐米治疗胃癌的
疗效, 将其更好的
应用于临床具有
重要意义.

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科



结果: 硼替佐米以浓度和时间依赖方式抑
制SGC7901细胞增殖, 48 h的IC50值为67.39 
nmol/L. 细胞凋亡及周期分析显示, 硼替佐米
作用24、48 h均可诱导细胞发生G2/M期阻滞. 
硼替佐米作用细胞24 h时细胞凋亡不明显, 48 
h可见明显细胞凋亡. Western blot结果发现, 
60、180 nmol/L硼替佐米在24 h仅轻度裂解
caspase-3和PARP, 48 h时caspase-3和PARP明
显被裂解. 进一步研究发现, 硼替佐米作用细
胞48 h可明显抑制p-Akt水平.

结论: 硼替佐米可抑制SGC7901细胞增殖, 诱
导细胞凋亡及发生G2/M期阻滞, 其抗肿瘤活
性可能与抑制PI3K/Akt通路活性有关.
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0  引言

硼替佐米(bortezomib)是一种新型蛋白酶体抑

制剂, 可通过抑制26S蛋白酶体功能, 阻止蛋白

质经泛素-蛋白酶体途径降解, 调控多种细胞的

生理及病理过程[1]. 既往研究结果提示硼替佐米

对多种肿瘤细胞有很好的抗肿瘤活性[2-4]. 目前

硼替佐米已被美国食品与药品管理局批准用于

多发性骨髓瘤和套细胞淋巴瘤的治疗[5]. 除多发

性骨髓瘤和淋巴瘤外, 硼替佐米单独或与化疗

药联合治疗晚期胃癌的Ⅱ期临床试验结果也显

示出较好的疗效[6,7]. 我们之前的研究发现低剂

量的硼替佐米可增强胃癌细胞对肿瘤坏死因子

相关凋亡诱导配体(tumor necrosis factor -related 
apoptosis-inducing ligand, TRAIL)诱导凋亡的敏

感性, 逆转耐药[8,9]. 但关于硼替佐米单独对胃癌

细胞的抗肿瘤作用及机制国内尚无报道. 本研

究探讨了硼替佐米对胃癌SGC7901细胞增殖、

凋亡及细胞周期分布的影响, 并探讨了对PI3K/
Akt通路活性的影响, 进而探讨硼替佐米诱导胃

癌细胞凋亡的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 硼替佐米购自Millennium Pharmaceu-
ticals公司, RPMI 1640培养基购自Gibco公司; 
胎牛血清购自天津血液研究所; 碘化丙啶(P I)
购自Sigma-Aldrich公司; RNaseA购自Amresco
公司; 抗caspase-3、PARP及p-Akt抗体购自Cell 
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signaling公司, 抗Akt及actin抗体购自Santa Cruz
公司 .  辣根过氧化物酶标记的二抗购于北京

中杉金桥生物技术有限公司; ECL试剂盒购于

PIERCE公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人胃癌SGC7901细胞株为本实

验室常规传代培养, 生长于含有100 mL/L灭活

胎牛血清, 青霉素(100 kU/L)和链霉素(100 g/L)
的RPMI 1640培养基中, 于37 ℃, 50 mL/L CO2, 
饱和湿度的培养箱内培养. 细胞常规每2-3 d传
代1次, 采用对数生长期细胞用于实验.
1.2.2 MTT法测定细胞活力: 取对数生长期细胞, 
常规胰酶消化成单个细胞悬液, 将细胞浓度调

至5×107/L, 接种于96孔板, 于培养箱内孵育过

夜后, 每孔加入不同浓度的硼替佐米孵育24或48 
h, 之后加入20 μL MTT(5 g/L), 继续孵育4 h. 吸
走上清, 每孔加入200 μL DMSO, 振荡摇匀. 用
酶标仪于570 nm波长测定吸光度(A )值. 按照下

列公式计算细胞活力: 细胞活力(%) = (实验组A
值/对照组A值)×100%.
1.2.3 流式细胞术检测细胞凋亡: 细胞以2×105

个/孔的密度接种于6孔板, 孵育过夜后加入不同

浓度的硼替佐米, 孵育24或48 h后收集细胞, 冷
PBS洗2次, 700 mL/L冷乙醇固定过夜. 之后再用

PBS洗两次, 加入20 mg/L RNaseA, 37 ℃孵育30 
min, 之后加入10 mg/L PI, 避光孵育30 min. 使
用流式细胞术进行检测, FL2-A代表DNA含量, 
WinMDI软件进行数据分析.
1.2.4 Western blot检测蛋白表达变化: 收集细

胞, PBS洗2次, 加入1% Triton裂解液[1% Triton 
X-100, 50 mmol/L Tris-Cl(pH7.4), 150 mmol/L 
NaCl, 10 mmol/L EDTA, 100 mmol/L NaF, 1 
mmol/L Na3VO4, 1 mmol/L PMSF, 2 mg/L apro-
tinin], 冰上裂解30 min, 之后高速离心(15 000 
g )30 min, 取上清, Lowry法进行蛋白定量. 将
样品与3×样品缓冲液混合后, 煮沸5 min, 于
10%-12%的S D S-聚丙烯凝胶中进行电泳, 之
后电转移至PVDF膜上, 5%脱脂牛奶封闭1 h, 
加入一抗4 ℃孵育过夜. TBST[10 mmol/L Tris 
(pH7.4), 150 mmol/L NaCl, 0.1% Tween 20]洗4次
后, 加入辣根过氧化物酶标记的二抗, 室温下孵

育30 min, TBST洗后, ECL法显色.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计学分析. 所有数据均为3次独立实验结果, 以
mean±SD表示. 两组间差异采用t检验, P <0.05 
认为有统计学意义.
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■研发前沿
近年来的研究表
明, 抑制蛋白酶体
功能可抑制肿瘤
细胞增殖、诱导
凋亡, 蛋白酶体抑
制剂因此成为抗
肿瘤药物研发的
热点.

■相关报道
既往研究报道低
剂量硼替佐米可
增强肿瘤坏死因
子相关凋亡诱导
配体(TRAIL)对胃
癌细胞的抗肿瘤
作用, 但硼替佐米
单药对胃癌细胞
的影响尚不清楚. 
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2  结果

2.1 硼替佐米对SGC7901细胞活力的影响 1-500 
nmol/L硼替佐米作用于SGC7901细胞24、48 h, 
随着药物浓度的增大, 细胞活力逐渐下降, 作用

24 h细胞活力抑制率未达到50%, 作用48 h的IC50

值为67.39 nmol/L(图1). 这些数据提示硼替佐米

以剂量及时间依赖方式抑制SGC7901细胞增殖.
2.2 硼替佐米对SGC7901细胞凋亡及细胞周期

的影响 采用60、180 nmol/L硼替佐米分别作用

细胞24、48 h, 在24 h时凋亡细胞百分比无明显

升高, 48 h 的细胞凋亡率分别为29.13±2.71%
和62.71%±2.27%, 明显高于对照组(P <0.05或
P <0.01, 图2). 60及180 nmol/L硼替佐米分别作用

细胞24 h后, G2/M期细胞比例明显升高(P <0.01
或<0.05). 60 nmol/L硼替佐米作用细胞48 h, G2/
M期细胞比例也明显高于对照组(P <0.01); 180 
nmol/L硼替佐米作用48 h后, G2/M期细胞比例低

于正常对照组(P <0.05).
2.3 硼替佐米对PARP及caspase-3裂解的影响 
60、180 nmol/L硼替佐米作用细胞24 h, cas-
pase-3和PARP无明显裂解, caspase-3前体无明显

变化. 药物作用细胞48 h后, caspase-3和PARP明
显被裂解, 同时caspase-3及PARP前体明显减少

(图3). 这些数据提示硼替佐米可诱导SGC7901
细胞凋亡.
2.4 硼替佐米对PI3K/Akt通路活性的影响 60及
180 nmol/L硼替佐米作用细胞24及48 h, 在24 h
时p-Akt水平无明显变化, 48 h时p-Akt水平明显

下降(图4), 提示Akt通路活性受抑. 

3  讨论

泛素-蛋白酶体通路是细胞内蛋白质降解的主要途

径, 细胞内80%以上的蛋白质经此途径降解[10]. 在
泛素分子和酶的作用下, 细胞周期调控因子、

转录因子、细胞表面受体以及突变或受损蛋白

质等均可发生多聚泛素化, 经蛋白酶体降解[10]. 
近年来的研究表明, 抑制蛋白酶体功能可抑制

肿瘤细胞增殖、诱导凋亡, 蛋白酶体抑制剂因

此成为抗肿瘤药物研发的热点[11-14]. 目前开发出

来的蛋白酶体抑制剂从结构上大致可分为5类, 
包括: 醛基肽类(peptide aldehydes)、乙烯砜肽类

(peptide vinyl sulfones)、硼酸肽类(peptide boro-
nates)、环氧酮肽类及β-内酯类[15]. 硼替佐米属

于硼酸肽类化合物, 可选择性作用于26S蛋白酶

体, 可逆性地抑制蛋白酶体活性, 阻断多种蛋白

的降解过程, 最终影响细胞周期进程, 诱导细胞

凋亡[16-18]. 除单独作用以外, 硼替佐米还可与其

他抗肿瘤药联用, 增强药物的抗肿瘤活性[19-23]. 
但是有关硼替佐米对胃癌细胞的抗肿瘤作用研

究较少. 在本研究中, 我们报道了硼替佐米对胃

癌SGC7901细胞有明显的抗肿瘤作用, 提示硼替

佐米很可能成为胃癌的有效治疗药物.
有报道揭示, 硼替佐米主要通过诱导细胞

凋亡和周期阻滞发挥抗肿瘤作用[24,25]. 有报道称, 
硼替佐米可抑制神经母细胞瘤和胶质瘤细胞增

殖, 诱导细胞凋亡和G2/M期阻滞[26,27]. 本研究中

60及180 nmol/L硼替佐米作用细胞24 h时, 细胞

活力仅轻度下降, 细胞凋亡不明显, 以G2/M期阻

滞为主; 继续作用至48 h, 细胞活力明显受抑, 低
剂量(60 nmol/L)硼替佐米可同时诱导G2/M期阻

滞和凋亡, 而高剂量(180 nmol/L)硼替佐米作用

下大多数细胞发生凋亡, 因此G2/M期细胞比例

减少, 周期阻滞消失. 这些研究结果提示, 在胃

癌细胞中硼替佐米诱导的G2/M期阻滞是凋亡发

生的前提条件, 短时间作用下细胞以周期阻滞

为主, 随着作用时间的延长, 发生周期阻滞的细

胞逐渐走向凋亡. 
虽然硼替佐米的抗肿瘤作用已经在多种

肿瘤细胞中证实 ,  但是其作用机制非常复杂 , 
在不同的细胞中可能涉及不同的分子机制 [28]. 
既往研究认为硼替佐米主要通过抑制核因子

-κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)通路活性, 发
挥其抗肿瘤作用[29,30]. 近年来的研究表明, 除NF-
κB通路之外, PI3K/Akt通路也参与了硼替佐米

的抗肿瘤过程[31,32]. PI3K/Akt通路是细胞内调控

增殖及凋亡的重要信号传导通路, 该通路的过

度活化可导致细胞对抗肿瘤药物诱导的凋亡耐

药[33]. 有报道表明, 硼替佐米可以通过抑制细胞

内Akt通路活性, 诱导肝癌细胞凋亡, 提示Akt可
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图  1  硼替佐米对SGC7901细胞活力的影响.
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■创新盘点
本研究首次报道
了硼替佐米可诱
导胃癌SGC7901
细胞凋亡及细胞
周 期 阻 滞 ,  并 对
PI3K/Akt通路活
性有抑制作用, 提
示PI3K/Akt通路
参与了硼替佐米
对胃癌细胞的抗
肿瘤过程.
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能是硼替佐米的作用靶点之一[34,35]. 本研究中静

息状态下的胃癌细胞内可检测到的Akt的磷酸

化, 硼替佐米作用24 h磷酸化Akt水平变化不明

显, 此时细胞凋亡也不明显; 继续作用至48 h后, 
Akt的磷酸化水平被明显抑制, 同时细胞凋亡明

显增加. 这些结果强烈提示硼替佐米可能通过抑

制胃癌细胞内PI3K/Akt通路活性, 诱导细胞凋亡.
总之, 我们的研究证实了在胃癌SGC7901细

胞中, 硼替佐米可抑制细胞增殖, 诱导细胞发生

G2/M期阻滞, 进而诱导细胞凋亡. 这种抗肿瘤作

用可能与其抑制PI3K/Akt通路活性有关. 本研究

结果为进一步明确硼替佐米的抗肿瘤作用机制  
提供理论依据, 并有可能为晚期胃癌提供新的

治疗手段.
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图  4  硼替佐米对PI3K/Akt通路活性的影响.
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图   2   硼 替 佐 米 对
SGC7901细胞凋亡及
周期分布的影响. A: 
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柱状图; C: G2/M期细

胞百分比的柱状图. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  对

照组.
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■应用要点
本研究结果为硼
替佐米治疗胃癌
提供新的理论基
础, 为将硼替佐米
更好的用于胃癌
的临床治疗提供
依据. 
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Abstract
AIM: To construct a eukaryotic expression plas-
mid encoding the human protein kinase A regu-
latory subunit II beta (PKAR IIβ) gene and to ex-
amine its expression and localization in BGC-823 
gastric cells using green fluorescent protein as a 
reporter. 

METHODS: The coding sequence of the PKAR 
IIβ gene was amplified from the plasmid 
pRSETB-PKARIIβ by PCR and subcloned into 
pEGFP-C1 vector after digestion with Xho I 

and EcoR I. After the identity of recombinant 
plasmid was verified by direct sequencing, the 
plasmid was transfected into BGC-823 cells. 
The expression of the recombinant plasmid in 
BGC-823 cells was detected by Western blot. The 
localization of GFP-PKARIIβ in BGC-823 cells 
was observed by laser scanning confocal micros-
copy.

RESULTS: The coding sequence of the PKARIIβ 
gene was inserted into the pEGFP-C1 vector suc-
cessfully. Restriction enzymes digestion showed 
that the length of the insert was 1.2 kb, match-
ing the expected size. The expression of GFP-
PKARIIβ fusion protein, which had a molecular 
weight of 72 000 Da, was detected in BGC-823 
cells by Western blot. The GFP-PKARIIβ protein 
was localized predominantly to the cytoplasm 
but sparsely to the nucleus of HEK293 and 
BGC-823 cells.

CONCLUSION: A recombinant plasmid ex-
pressing the PKARIIβ gene has been success-
fully constructed and provides a tool for future 
investigation of PKARIIβ functions. The GFP-
PKARIIβ fusion protein was expressed mainly 
in the cytoplasm of HEK293 and BGC7901 cells.

Key Words: Protein kinase A regulatory subunit II 
beta; Eukaryotic expression; Green fluorescent pro-
tein; Gene transfection; Gastric cancer cells

Wang GL, Jiang PJ, Wang XH, Chen W. Construction of 
a eukaryotic expression plasmid encoding the human 
PKAR IIβ gene and its expression in human gastric cancer 
BGC-823 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(14): 
1446-1450

摘要
目的: 研究人的蛋白激酶A调节亚基R I I β 
(PKARIIβ)基因的绿色荧光蛋白(GFP)真核表
达载体融合蛋白在胃癌细胞BGC-823内的表
达和定位, 初步探讨其在肿瘤细胞中的分子作
用机制.

方法: 以pRSETB-PKARIIβ质粒为模板, PCR

®

■背景资料
蛋白激酶A(PKA)
是最早发现并且
研究最为广泛的
激酶之一, 他的异
常表达和激活可
以引起包括恶性
肿瘤在内的各种
疾病. 在我国胃癌
的死亡率居各种
恶性肿瘤之首, 他
的发生是由许多
因素共同参与和
积累造成的, 其中
将激酶信号通路
确定为肿瘤治疗
的靶点是未来抗
肿瘤药物的一项
研发策略.  

■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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扩增出全长PKARIIβ编码序列, 用Xho Ⅰ和
Eco RⅠ双酶切后, 亚克隆至含有GFP标签的
融合表达载体pEGFP-C1中. 测序正确后, 将重
组质粒转染到胃癌细胞BGC-823中, 提取细胞
蛋白进行Western bolt检测. 利用共聚焦激光
扫描显微镜观察pEGFP-PKARIIβ在人胃癌细
胞BGC-823内的定位.

结果: 将人全长PKARIIβ编码序列克隆到了
真核表达载体pEGFP-C1中, 酶切鉴定片段为
1.2 kb, 在预期的位置产生条带. Western blot
检测到了融合蛋白正确表达 ,  分子量约为
72 000 Da. 并观察到GFP-PKARIIβ在HEK293
和BGC-823细胞内都有表达, 且定位以细胞质
为主, 在细胞核内少量表达.

结论: 成功构建了人全长PKARIIβ编码序列
的pEGFP-PKARIIβ真核表达载体, 证实GFP-
PKARIIβ蛋白在BGC-823细胞质内特异表达, 
为进一步研究PKARIIβ的在胃癌中的功能提
供了重要的实验材料.

关键词: PKARIIβ; 真核表达; 绿色荧光蛋白; 基因

转染; 胃癌细胞
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0  引言

蛋白激酶A(protein kinase A, PKA), 是最早被

发现同时也是最重要的几个激酶之一, 在细胞

的很多信号通路中起到重要作用. 他是由两个

催化亚基(catalytic subunit, C)与两个调节亚基

(regulatory subunit, R)组成的四聚体, 通常是以

无活性形式存在[1-3], 当第二信使3, 5'-环腺苷酸

(cAMP)结合到调节亚基上时, 释放出具有活性

的催化亚基, 从而PKA被激活[4]. 活化的PKA催

化亚基可使细胞内某些蛋白的丝氨酸或苏氨酸

残基磷酸化, 通过改变这些蛋白的活性, 来进

一步影响其相关基因的表达[5]. PKA在细胞核

和细胞质都有分布, 参与众多的信号转导通路. 
特别在心血管功能调节, 类固醇激素的生物合

成, 细胞的增殖分化和侵袭转移以及免疫系统

中发挥着重要功能[6-10]. PKA的催化亚基有3种
亚型Cα、Cβ和Cγ, 其调节亚基有4种亚型RIα、
RIβ、RIIα和RIIβ, 他们有着不同的理化性质[11]. 
现有研究表明, PKA信号通路在多种肿瘤的发生

和发展中起重要作用[12-15]. 

PKARIIβ是目前研究的最为广泛的PKA调

节亚基, 他存在于大多数被检测的组织中, 如
胃、卵巢、肺和结肠等[10,11]. PKARIIβ参与一

系列的细胞生物学过程, 如与PKA锚定蛋白(A-
kinase anchoring protein, AKAP)相互作用把PKA
锚定到细胞内特定区域从而使PKA特异性地磷

酸化其底物, 来参与不同的信号通路[16]. 他的异

常表达和定位可能与某些肿瘤的发生相关 [17]. 
目前有关PKARIIβ的研究越来越引起了人们的

关注. 在本研究中我们利用基因重组技术成功

构建了pEGFP-PKARIIβ真核表达载体, 并在胃

癌细胞BGC-823内表达和定位, 为今后进一步研

究PKARIIβ在胃癌的生物学功能奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌DH5α为本实验室保存, 原
核表达载体p E G F P-C1购自美国C l o n t e c h公
司; 各种限制性内切酶、PyrobestTM DNA poly-
merase、电泳凝胶回收试剂盒均购自TaKaRa
公司; T4 DNA连接酶购自NEB公司, ECL试剂

盒购自Pharmacia公司; 蛋白分子质量标准购自

MBI公司; anti-GFP抗体购自Cell Signaling公司; 
HRP标记羊抗鼠IgG购自Promega公司; ECL发光

试剂盒购自Pharmacia; 其他试剂均为国产分析

纯; 引物序列合成及DNA序列测定由南京金思

瑞公司完成. pRSETB-PKARIIβ质粒由加州大学

Susan S. Taylor教授馈赠. 
1.2 方法 
1 . 2 . 1  全长人 P K A R I I β 编码序列扩增 :  以
pRSETB-PKARIIβ为模板, 利用PCR技术对

PKARIIβ进行扩增. 上游引物: 5'-CCGCTC-
G A G AT G A G C AT C G A G AT C C C G-3' ,  下
游引物: 5'-C C G A AT T C C T T C AT G C A G T-
GGGTTCAAC-3', 包括XhoⅠ和Eco RⅠ酶切位

点. 反应条件分别为: 94 ℃变性5 min后, 94 ℃ 
30 s, 54 ℃ 30 s, 72 ℃ 2 min, 循环30次, 最后于

72 ℃延伸5 min. 反应终止后, 1%琼脂糖凝胶电

泳, 与标准DNA片段(Mark神对照, 紫外线检测

仪观察, 胶回收试剂盒回收约1.2 kb的PKARIIβ

的PCR产物. 
1.2.2 pEGFP-PKARIIβ表达载体的构建、鉴定与

测序: 用XhoⅠ和Eco RⅠ对PKARIIβ PCR纯化产

物及pEGFP-C1分别进行酶切, 纯化后以T4 DNA
连接酶于16 ℃连接16 h得到连接产物. 取3 μL
上述连接反应液转化感受态细胞E.coli  DH5α中, 
涂布于含卡那霉素的LB琼脂平板, 37 ℃培养过

■研发前沿
PKARIIβ是PKA
激酶重要的调节
亚 基 ,  因 在 结 构
上 的 差 异 提 示
PKARIIβ可能具
有与其他调节亚
基 不 同 的 生 物
学 功 能 .  目 前 对
PKARIIβ的功能
及其作用机制的
研究已逐渐成为
热点. 但对其在胃
癌细胞中参与的
信号转导通路的
机制及功能仍不
很清楚. 

■相关报道
目前 ,  对 P K A 研
究的重点已逐渐
从PKA的催化亚
基转移到PKA的
调节亚基上, 如在
2006年, Inan等报
道了PKARIIβ在
cAMP-PKA信号
通路中的作用. 但
对于胃癌中PKA
信号通路的研究
目前还很少. 因此
对其重要的调节
亚基PKARIIβ参
与的信号通路的
研究可能为胃癌
治疗提供一条新
的途径. 
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夜. 挑取白色菌落4个, 接种于含卡那霉素3 mL
的LB培养液中, 37 ℃振荡过夜. 用碱裂解法制

备质粒DNA, 再用XhoⅠ和Eco RⅠ酶切重组质

粒并测序, 最后测序证实, 将构建的质粒命名为

pEGFP-PKARIIβ. 
1.2.3 瞬时转染p E G F P-P K A R I I β表达载体: 
BGC-823细胞系及HEK-293细胞, 用DMEM
高糖培养基培养, 细胞铺于6孔板或12孔板至

70%-80%, 用脂质体LipofectamineTM 2000介导

转染BGC-823胃癌细胞及HEK-293细胞. 根据

转染质粒及细胞类型的不同分为HEK-293细胞

pEGFP-PKARIIβ转染组及对照组, BGC-823细
胞pEGFP-PKARIIβ转染组. 转染方法按照Lipo-
fectaminTM 2000说明书进行. 
1.2.4 蛋白提取与Western blot鉴定: 转染36 h后, 
分别将转染空质粒pEGFP-C1和转染pEGFP-
PKARIIβ的BGC-823细胞培养皿置于冰上, 弃
掉培养基, 用PBS清洗两遍. 在细胞中加入60 μL
含有蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液, 用橡皮刮刀

将细胞缓慢刮下. 收集所有液体到新的离心管

中, 冰上放置10 min, 裂解细胞. 13 000 g  4 ℃离

心30 min, 将上清转到新的离心管中, 取上清5 
μL进行定量. 将蛋白定量后, 取80 μg总蛋白经

10% SDS-PAGE凝胶分离, 4 ℃过夜恒压转移至

PVDF膜上, 5%脱脂奶粉封闭3 h, TBST洗膜15 
min, 3次. 用anti-GFP抗体(1∶1 000稀释), TBST
洗膜15 min, 3次. 再用辣根过氧化物酶标记的羊

抗鼠(1∶5 000稀释)二抗孵育1 h, TBST洗膜15 
min, 3次. ECL显色, 压片. 以GAPDH为内对照, 
分别检测两组实验细胞PKARIIβ的表达.
1 . 2 . 5  荧 光 及 共 聚 焦 激 光 扫 描 显 微 镜 观 察

pEGFP-PKARIIβ细胞内定位: 瞬时转染pEGFP-
PKARIIβ及pEGFP-C1中瞬时转染到HEK-293细
胞及胃癌细胞BGC-823, 培养24 h后, 用荧光显

微镜及激光共聚焦扫描显微镜进行扫描, 激发

光波长为488 nm, 观察转染后细胞内绿色荧光

表达. 

2  结果

2.1 PKARIIβ全长基因的扩增 PCR扩增结果显

示, 目的条带约为1.2 kb左右(图1), 片段大小与

已报道的PKARIIβ基因片段大小相同. 
2.2 pEGFP-PKARIIβ重组表达质粒的构建及鉴

定 将pEGFP-PKARIIβ经XhoⅠ和Eco RⅠ双酶

切后电泳显示, 得到约4.7 kb和1.2 kb左右的两

条带, 与预期结果相符, 初步确定得到预期重

组质粒(图2). 对酶切鉴定的重组质粒pEGFP-
PKARIIβ测序, 结果正确, 无碱基突变. 
2.3 重组pEGFP-PKARIIβ表达产物的Western 
blot鉴定 融合GFP-PKARIIβ蛋白在转然后的

BGC-823细胞中表达, 其中重组质粒pEGFP-
PKARIIβ在72 000 Da附近出现一明显的特异性

蛋白带, 其分子量与预期相符(图3). 
2.4 荧光及共焦激光显微镜观察 pEGFP-PKARIIβ
在细胞内的定位, 转染pEGFP-PKARIIβ及空质粒

pEGFP-C1的HEK-293细胞, 荧光显微镜观察空

质粒pEGFP-C1的HEK-293细胞绿色荧光遍布核

质(图4A); 而pEGFP-PKARIIβ在细胞质内均匀分

布, 细胞核内有少量表达(图4B). 为进一步观察

pEGFP-PKARIIβ在胃癌BGC-823细胞质内定位, 
共焦激光扫描显微镜观察pEGFP-PKARIIβ在细

M                   1

2 000

1 000
750

500

250

bp

1.2 kb

图  1  PKARIIβ全长cDNA的PCR扩增检测. M: DL2000 Marker; 

1: PKARIIβ.

1          2         3

4.7 kb

1.2 kb

图  2  pEGFP-PKARIIβ
的 酶 切 鉴 定 结 果 .  1 : 

pEGFP-PKARIIβ酶切产

物; 2: DL2000 Marker; 3: 

λ HindⅢ/EcoRⅠdouble 

digest DNA Marker.

1                         2

GFP-PKARIIβ

GAPDH

图  3  Western blot鉴定pEGFP-PKARIIβ蛋白表达结果. 1: 

转染空质粒pEGFP-C1的BGC-823细胞; 2: 转染 pEGFP-

PKARIIβ的BGC-823细胞.

■创新盘点
PKARIIβ的研究
对阐明PKA信号
调控的机制有重
要 意 义 .  本 文 创
新之处在于选择
了PKA的一个具
有广泛调控作用
并在胃癌中研究
较少的调节亚基
PKARIIβ, 将其构
建到真核表达载
体pEGFP-C1中 , 
使其在胃癌细胞
BGC-823中表达, 
为研究PKARIIβ
在胃癌发生发展
中的作用奠定了
实验基础. 
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胞质内特异定位(图4C). 

3  讨论

人源PKARIIβ位于第7号染色体上, 其cDNA大

小为1 257 bp, 编码418个氨基酸[18]. 生物信息学

分析表明PKARIIβ的序列与其他PKA调节亚基

的序列上有很大的差别, 只有大约50%序列相

同, 而正是PKARIIβ与其他PKA调节亚基在结构

上的差异提示PKARIIβ可能具有不同的生物学

功能[19]. 因此, 目前对PKARIIβ的功能及其作用

机制的研究已逐渐成为热点. 然而, 目前国内外

对PKA调节亚基在肿瘤细胞中的功能方面研究

还不是很多, 尤其对于他们在肿瘤细胞中参与

的信号转导通路的机制仍不很清楚. 
绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, 

GFP)来源于海洋生物水母, 在蓝光或紫光下可发

出荧光, 可用来进行实时检测, 目前已被广泛的

用作报告基因进行在体和离体的实验研究[20,21]. 
同时在研究基因表达, 细胞分化及蛋白在生物体

内定位和转运方面起到了重要作用[22-24], 并且还

可用以检测目的基因的高效转染和表达[25,26]. 
在本研究中, 我们以pRSETB-PKARIIβ为

模板 ,  设计了2对特异性的引物 ,  并在引物中

掺入了限制性酶切位点, 扩增出PKARIIβ基因

cDNA全长序列, 联合利用酶切鉴定以及基因

测序分析的方法, 证实了pEGFP-PKARIIβ重组

质粒构建成功. 并将融合质粒转染到HEK293和
BGC-823细胞中, 经Western blot验证了融合蛋白

在两种细胞中的都成功表达, 利用荧光显微镜

和激光扫描共聚焦显微镜观察到绿色荧光所代

表的融合蛋白主要在细胞质中表达, 证实了该

重组蛋白在两种细胞内的表达与定位, 并且可

以清楚地观察到两种细胞中pEGFP-PKARIIβ定
位的差异. 通过构建pEGFP-PKARIIβ融合蛋白

真核表达载体, 我们可以比较正常细胞和肿瘤

细胞中PKARIIβ功能上的差异, 并能利用其对细

胞进行瞬时或稳定转染, 使细胞中PKARIIβ高表

达, 进而检测PKARIIβ调节的下游靶基因的启动

子、mRNA及蛋白水平的表达, 分析PKARIIβ在
信号转导中所担当的角色; 而且, 利用稳定高表

达PKARIIβ的细胞系还可以观察PKARIIβ对肿瘤

细胞生长、侵袭、凋亡、细胞周期等的影响[27]. 
目前已有证据表明, 多种癌症的发生, 包括

食管癌、卵巢癌、胰腺癌以及急性成淋巴细胞

性白血病等, 都与PKA的异常激活相关[29-35], 但
对于胃癌中PKA信号通路的研究目前还很少, 因
此对PKARIIβ参与的信号通路的研究可能为胃

癌治疗提供一条新的途径. 寻找肿瘤治疗靶点是

目前肿瘤研究的热点, 通过比较正常细胞和胃癌

细胞中PKARIIβ在信号通路中功能的差异可能

为我们研究肿瘤提供更广泛的思路, 而我们对于

PKARIIβ结构和功能的探索将为未来治疗胃癌

及其他恶性肿瘤药物的开发提供新的策略. 
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Abstract
AIM: To explore the potential role of miR-331 in 
gastric carcinogenesis by constructing a eukary-
otic expression vector carrying the miR-331 gene 
and investigating the impact of transfection with 
this vector on the expression of E2F1, a direct 
target of miR-331.

METHODS: A recombinant plasmid carrying 
miR-331 (pSuper/miR-331) was transfected 
into SGC-7901 cells by Lipofectin-mediated 
method. Cells stably expressing miR-331 were 
selected using G418. Untransfected SGC-7901 
cells and those transfected with empty pSuper 
plasmid were used as controls. The expression 
of miR-331 was detected by TaqMan real-time 
PCR, while the expression of E2F1 protein was 

detected by Western blot.

RESULTS: Compared with untransfected 
SGC-7901 cells, the expression level of E2F1 pro-
tein exhibited a 4.27-fold decrease in cells stably 
expressing miR-331 (0.206 ± 0.037 vs 0.879 ± 
0.082, P < 0.05). The rate of colony formation on 
soft agar significantly decreased in cells stably 
transfected with the recombinant vector when 
compared to control cells (1.863 ± 0.098 vs 7.074 
± 0.182, P < 0.05).

CONCLUSION: A eukaryotic expression vector 
stably expressing miR-331 has been successfully 
constructed and can be used to study the func-
tions of miR-331 in human gastric cancer.

Key Words: Gastric carcinoma; MiR-331; Expression 
vector; SGC-7901 cells
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摘要
目的: 研究构建靶向E2F1基因的m i R-331
真核表达载体 ,  评估其转染人胃癌细胞株
SGC-7901细胞后对E2F1基因的干扰效果及其
功能, 探讨miR-331在胃癌中可能的作用机制. 

方法: 将外源性重组真核表达载体pSupe r/
miR-331转染到人胃癌细胞株SGC-7901内, 经
G418筛选并建立高表达miR-331的稳定转染
细胞株. 稳定表达该miR-331的细胞为SGC-
7901-pSuper/miR-331组, 转染空质粒细胞及
未处理细胞SGC-7901-pSuper组和SGC-7901
组作为对照 ,  采用实时荧光定量P C R验证
miR-331在稳定转染细胞的表达, 蛋白印迹检
测其对E2F1基因表达的干扰效果和SGC-7901
细胞的功能. 

结果: 与SGC-7901-pSuper组相比, 转染了pSu-
per/miR-331高表达质粒的SGC-7901细胞中
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■背景资料
胃癌在世界范围
内仍是引起高死
亡率的肿瘤之一,
其发生发展非常
复杂, 涉及到多种
免疫与分子机制,
与多种基因有关,
包括癌基因激活
和抑癌基因失活. 
迄今, 有关胃癌的
发生与发展的机
制尚未取得突破
性的进展. 
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军第二军医大学
长海医院消化内
科



E2F1蛋白表达明显减少, 降低了4.27倍(0.206
±0.037 vs  0.879±0.082, P <0.05); 与SGC-
7901-pSuper组相比, 转染了pSuper/miR-331
高表达质粒的SGC-7901细胞的克隆形成明
显减少, 降低了3.80倍(1.863±0.098 vs  7.074
±0.182, P <0.05), 而SGC-7901-pSuper组与
SGC-7901组组间无统计学意义.

结论: miR-331真核表达载体构建和稳定表
达胃癌细胞筛选成功 ,  为继续深入的研究
miR-331在胃癌中的功能奠定了基础.

关键词: 胃癌; 微小RNA-331; 表达载体; SGC-7901

细胞
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0  引言

近年来, microRNA的相关研究属研究领域的热

点问题. 人的miR-331(MI0000812)定位于12号
染色体长臂12q22, 与人的miR-3685属于同一个

家族, miR-331前体长度为94 bp, 其成熟体分为

miR-331-5p和miR-331-3p. 我们前期在对miR-
331-3p的研究发现miR-331-3p直接靶向细胞周

期相关基因E2F1, 上调miR-331-3p的表达具有

抑制胃癌细胞生长和克隆形成的能力[1]. 本研

究首先通过PCR技术扩增miR-331前体357 bp
扩增后, 定向克隆到microRNA真核表达载体

pSUPER.neo+GFP上, 并将其转染至SGC-7901
细胞株中, 筛选稳定表达miR-331胃癌细胞株

SGC-7901细胞后, 采用实时荧光定量PCR和蛋

白印迹检测其对E2F1基因表达的干扰效果和

SGC-7901细胞的功能. 以初步探讨miR-331在胃

癌细胞的作用, 为今后深入研究该microRNA在

胃癌发生发展中的作用奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞株SGC-7901购自中国科学

院上海生物化学和细胞生物学研究所细胞库. 
反转录酶、限制性内切酶、LA-Taq DNA聚合

酶购自TaKaRa公司;  Transwell小室、Taq DNA 
聚合酶购自Promega公司; T4连接酶购自天根公

司; 小量质粒抽提试剂盒购自上海申能博采公

司; 大量质粒抽提试剂盒购自Qiagen公司; 低分

子量标准蛋白质购自华美公司; DNA Marker、
琼脂糖购自Gibco BRL公司; 蛋白Marker购自天
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根公司; Lipofectamine脂质体购自Invitrogen公司; 
microRNA抽提、逆转、定量分析购自Qiagen公
司, miR-331前体引物试剂均购自Ambion公司; 
E2F1、GAPDH蛋白单克隆抗体购自Abcam公司; 
pSuper.gfp/neo空载体由本实验室保存.
1.2 方法 
1 .2 .1  m i R-331真核表达载体的构建 :  以人

胃癌细胞株S G C - 7 9 0 1基因组为模板扩增

miR-331前体. 引物设计Pre-microRNA-331(上
海生工公司合成)上游引物5'-G C G A G AT C T 
CCTGGTACAGTCGTGGAGGT-3'. 下游引物5'- 
GCGCTCGAGTATAATGCCAAAGGCTGGGA 
-3'. 其中引入BglⅡ和XhoⅠ两个酶切位点. PCR 
扩增条件94 ℃预变性5 m i n, 95 ℃变性30 s, 
58 ℃退火30 s, 72 ℃延伸30 s, 35个循环, 最后

72 ℃延长10 min. 凝胶电泳鉴定可见约357 bp 
目的条带. 用上海申能博采公司纯化试剂盒纯

化PCR产物. BglⅡ和XhoⅠ(购于TaKaRa公司)
双酶切后再次纯化得到miR-331前体目的片段. 
pSuper.gfp/neo载体用BglⅡ和XhoⅠ双酶切并纯

化后,  插入miR-331前体目的片段, 载体构建成

功后即pSuper/miR-331送博尚生物有限公司测

序鉴定. 
1 . 2 . 2  稳 定 转 染 胃 癌 细 胞 S G C - 7 9 0 1 的 筛

选:  胃癌细胞S G C-7901用R P M I-1640(10% 
HYCLONE 血清)培养, 转染前1 d种6孔板, 每孔

细胞数为1×105个, 细胞生长至90%融合时用

Lipofectamine2000脂质体进行转染. 将pSuper.
gfp/neo空载体和pSuper/miR-331载体转染胃癌

细胞SGC-7901转染24 h后, 加入含G418(1 000 
mg/L)的培养液筛选稳定转染细胞株, 3-4 wk克
隆形成后, 荧光显微镜下观察克隆的荧光显示

情况, 若克隆集中显示荧光, 则挑出克隆继续扩

群培养, G418改为400 mg/L的维持浓度. 最后通

过定量PCR验证miR-331的表达. 
1.2.3 Western blot检测E2F1蛋白表达水平: 提取

细胞总蛋白, 定量, 与上样缓冲液按比例混匀, 
100 ℃煮5 min, 8% SDS-PAGE电泳后电转移至

PVDF膜上, 5%脱脂牛奶室温封闭1 h, 加入一

抗, 4 ℃孵育过夜, TBST洗涤3次, 每10 min换液

1次. 加入二抗, 37 ℃孵育45 min, TBST洗涤3次, 
每15 min换液1次, 在暗室中压片, 然后显影、

定影. 图像应用AlphaImager 2200软件进行分析. 
以GAPDH(单抗工作浓度为1∶4 000)为内参照. 
1.2.4 软琼脂克隆的形成: PBS配1.2%软琼脂, 
均匀铺在6孔板底层, 待其凝固, 4 ℃保存备用, 
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将0.6%软琼脂与含血清培养基按1∶1稀释(至
0.3%软琼脂), 37 ℃恒温保存. 收集细胞并计数, 
取1×102的细胞数与适量的0.3%软琼脂充分混

合, 平铺于0.6%软琼脂层之上. 细胞培养箱培养

(37 ℃, 50 mL/L CO2), 直至见到克隆形成(约3-4  
wk). 用染色液染色并在显微镜下分别计数10 个
不同视野含50个细胞以上的克隆数. 实验重复3 
次, 取均值. 
1.2.5 体外Matrigel侵袭实验: 用Transwell小室作

为胃癌细胞侵袭模型, 在上室面铺一层基质胶

Matrigel Matrix(50 μg/cm2), 加入1×108/L浓度的

稳定转染胃癌细胞SGC-7901, 下室加入培养液, 
观察两组细胞的侵袭能力. 

统计学处理 用医用SPSS15.0统计软件进行

分析、处理. 数据以mean±SD表示. 组间均数的

比较采用单因素方差分析. 行*列表资料的率差

别采用χ2检验. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 miR-331重组质粒表达载体的构建 以人胃

癌细胞株SGC-7901基因组为模板扩增miR-331
前体, 可得到约357 bp目的条带(图1A). 将目的

条带纯化后并经过BglⅡ和XhoⅠ双酶切克隆入

microRNA表达载体pSuper.gfp/neo载体, 挑选阳

性克隆鉴定(图1B), DNA测序表明miR-331真核

表达载体构建成功.
2.2 RT-PCR验证miR-331的表达 在人胃癌细胞

SGC-7901、转染pSuper空载体组和转染pSuper/
miR-331载体组定量值分别是: 0.469±0.138、
0.769±0.043和91.583±0.865, 与对照组pSuper
空载体组相比较, 转染了pSuper/miR-331载体组

miR-331表达量具有显著差异(P <0.05, 图2), 表
明稳转细胞筛选成功.
2.3 Western blot检测E2F1蛋白表达水平 与pSu-
per空载体组相比, 转染了pSuper/miR-331高表达

质粒的SGC-7901细胞中E2F1蛋白表达明显减

少, 降低了4.27倍(0.206±0.037 vs  0.879±0.082, 
P <0.05). 而转染了pSuper空载体组的SGC-7901
细胞组与正常组组间无统计学意义(P >0.05). 结
果表明转染了miR-331的SGC-7901细胞E2F1
蛋白的表达水平明显减少(图3). 实验结果表明

E2F1蛋白是miR-331靶向之一. 
2.4 miR-331高表达对克隆形成和侵袭的影响 与
转染pSuper空载体的SGC-7901细胞对照组相比, 
转染了pSuper/miR-331高表达质粒的SGC-7901
细胞的克隆形成明显减少, 降低了3.80倍(1.863
±0.098 vs  7.074±0.182, P <0.05, 图4), 而转染了

pSuper空载体的SGC-7901细胞组与正常组组间

无统计学意义(P >0.05), 实验结果提示miR-331
高表达抑制胃癌细胞SGC-7901克隆形成; 同样

miR-331高表达抑制胃癌细胞SGC-7901侵袭.

3  讨论

胃癌是全球高发的恶性肿瘤之一, 但目前我们

■相关报道
Epis等在前列腺
癌细胞中研究发
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前列癌组织中低
表达 ,  转染miR-
331-3p前体能抑
制ERBB-2基因的
表达并能阻止下
游PI3K/AKT雄激
素受体信号通路, 
通过降低雄激素
刺激前列腺特异
性抗原启动子活
性, 抑制前列腺特
异性抗原的表达.
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图  1  miR-331真核表达载体的构建. A: PCR扩增miR-331

前体, 大小约357 bp; B: pSuper/miR-331真核表达载体双酶

切鉴定, 片段大小完全正确.
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图  2  稳定转染胃癌细胞SGC-7901中miR-331定量分析.  
aP<0.05 vs  pSuper.

图  3  miR-331对E2F1基因表达的影响. A: miR-331高表达

抑制E2F1基因表达; B: E2F1基因mRNA相对表达量降低. 1: 

SGC-7901; 2: pSuper; 3: pSuper/miR-331. aP<0.05 vs  pSuper.
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对胃癌的发病机制尚缺乏全面和深入的了解. 
已有研究报道, 胃癌中也存在广泛的microRNA
表达失调[2-6]. miRNA是近年才被发现的一类

小分子单链RNA, 长度通常21-25 nt, 具有发夹

样茎-环二级结构, 他主要通过与成熟m R N A
的3'-U T R序列相结合, 抑制m R N A的翻译或

使mRNA降解, 从而抑制基因的表达[7-10]. 成熟

microRNA通过与靶基因完全(植物内)或不完全

(动物内)互补结合, 促进靶基因mRNA降解或者

抑制翻译, 调控基因表达, 广泛参与生命过程中

一系列重要进程, 包括早期发育、细胞增殖、

细胞凋亡、脂肪代谢和细胞分化[7,8,11-13]. 目前, 
对于microRNA功能研究主要通过真核表达载

体、体外转录以及直接合成3种方法为主. 由于

RNA本身容易受RNA酶污染而降解, 合成价格

昂贵、使用次数有限, 使得后两种方法的应用有

限, 而采用真核表达载体, 却有独特的优势[3,14-16]. 
在本研究中我们首先通过生物信息学的方法分

析了miR-331, 人的miR-331(MI0000812)定位于

12号染色体长臂12q22, 与人的miR-3685属于同

一个家族, miR-331前体长度为94 bp, 其成熟体

分为miR-331-5p和miR-331-3p. Epis等[17]在前列

腺癌细胞中研究发现miR-331-3p在前列癌组织

中低表达, 转染miR-331-3p前体能抑制ERBB-2
基因的表达并能阻止下游PI3K/Akt雄激素受体

信号通路, 通过降低雄激素刺激前列腺特异性

抗原启动子活性, 抑制前列腺特异性抗原的表

达; Wang等[18]通过对90个永生化淋巴母细胞系

366种miRNAs和14 174 mRNAs之间关联分析研

究发现, miR-331与细胞周期相关. 为了更好研

究miR-331在胃癌中的作用, 本研究采用microR-
NA表达载体pSuper.gfp/neo载体, 此载体具有H1
型启动子和绿色荧光蛋白, 当microRNA插入此

载体多克隆位点时被宿主细胞Dicer酶切割, 成
为成熟的microRNA. 构建的miR-331真核表达

载体转染到SGC-7901细胞, 该细胞本身低表达

miR-331[1], 转染进的miR-331前体能被宿主细胞

Dicer酶切割, 成为成熟的miR-331, 本实验为构

建microRNA表达载体提出新的思路与方法. 其
次, 构建的质粒转染入细胞后可整合到细胞基

因组中, 稳定表达并与绿色荧光蛋白融合表达, 
绿色荧光蛋白的表达可以间接反映microRNA
表达情况, 并可以衡量质粒导入细胞过程中的

转染效率以及表达情况. 通过越来越多的证据

显示, 人类的一些恶性肿瘤组织中microRNA基

因的表达发生改变, 如肺癌[8,14]、肝癌[19]、结肠

癌[15]、乳腺癌[12]、食管癌[20]. microRNA在胃癌

中的调节作用也被越来越多的实验证实[3,21-25], 
Wan等[26]发现miR-9在人类胃癌中下调, 过表

达的miR-9抑制人胃癌MGC-803细胞的生长, 
miR-9打靶NF-κB1, 并且调节胃癌细胞的生长. 
miR-150在胃癌细胞系和组织中高表达, 异位表

300.00 μm 300.00 μm 300.00 μm

A B C

D E F

图  4  miR-331抑制胃癌细胞克隆形成和侵袭(×100). A-C: 克隆形成; D-F: 侵袭. A, D: SGC-7901; B, E: pSuper; C, F: pSu-

per/miR-331.

■应用要点
本 文 构 建 了
pSuper/miR-331
真核表达载体, 通
过实验证明其可
在胃癌SGC-7901
细胞中有效表达
并转变为成熟的
miR-331发挥生物
学作用.
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达的miR-150促进肿瘤和胃癌细胞扩散. 荧光素

酶报告基因分析表明, EGR2是miR-150的直接

靶位点[27]. 人类结肠癌细胞系中, miR-200b表达

上调, 加入5-氟尿嘧啶处理之后miR-200b表达下

调. miR-200b抑制络氨酸磷酸酶蛋白-PTPN12, 
从而使c-Abl、Src和Ras等癌基因失活[28]. 为了

更好阐明miR-331在胃癌发生发展中的作用, 我
们通过蛋白印迹实验显示miR-331高表达抑制

细胞周期相关基因E2F1的表达, 并通过克隆形

成和侵袭实验对其进行了初步探讨, 本实验发

现, miR-331高表达对胃癌SGC-7901细胞的克隆

形成具有明显的抑制作用, 过表达的miR-331能
够抑制胃癌SGC-7901细胞的侵袭. 目前, 虽然已

经鉴定出了大量的microRNA, 但其作用机理以

及许多microRNA的生理功能还不是很清楚. 本
实验构建了pSuper/miR-331真核表达载体, 通过

实验证明其可在胃癌SGC-7901细胞中有效表达

并转变为成熟的miR-331发挥生物学作用, 表明

真核表达载体pSuper/miR-331转染细胞可用于

其功能研究. 此结果为进一步研究miR-331在胃

癌发生发展中的作用提供了实验基础. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of treatment with 
exogenous interleukin-10 (IL-10) on the expression 
of signal transducer and activator of transcription3 
(STAT3) in pancreatic and hepatic tissue of rats 
with acute necrotizing pancreatitis (ANP).

METHODS: Ninety-two male Sprague-Dawley 
rats were divided randomly into three groups: 
control group (n = 24), ANP group (n = 36), and 
IL-10 group (n = 32). ANP was induced in rats 
by intraperitoneal injection (ip) of L-arginine. 
The IL-10 group was treated with 10 000 units 

of recombinant human IL-10 (rhIL-10) by ip at 
2, 5, and 8 h after the last L-arginine injection. 
Rats were killed at 4, 12, 24, and 36 h after the 
last L-arginine injection. Pancreatic and hepatic 
histopathological changes were scored, and the 
expression of STAT3 was detected by immuno-
histochemical (IHC) staining.

RESULTS: Pancreatic and hepatic histopatho-
logical scores at all time points were signifi-
cantly higher in the ANP group and IL-10 group 
than in the control group (all P < 0.01 or 0.05). 
Compared to the ANP group, pancreatic his-
topathological scores at 12, 24, and 36 h and 
hepatic histopathological score at 24 h were sig-
nificantly lower in the IL-10 group (all P < 0.05 
or 0.01). The expression levels of STAT3 in pan-
creatic and hepatic tissue at all time points were 
significantly lower in the ANP group and IL-10 
group than in the control group (all P < 0.01). 
The expression levels of STAT3 in pancreatic 
(12 h: 174.61 ± 6.25 vs 146.10 ± 10.51; 24 h: 178.55 
± 10.36 vs 150.63 ± 9.11; 36 h: 193.37 ± 21.54 vs 
155.55 ± 11.70, all P < 0.01 or 0.05) and hepatic 
tissue (24 h: 89.88 ± 18.89 vs 38.85 ± 10.27; 36 h: 
48.79 ± 15.38 vs 23.51 ± 5.67, all P < 0.01) were 
significantly higher in the IL-10 group than in 
the ANP group.

CONCLUSION: STAT3 may be involved in the 
early inflammatory response to ANP. Exogenous 
IL-10 could improve pancreatic and hepatic tis-
sue injury in ANP rats possibly by down-regu-
lating STAT3 expression.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; Interleu-
kin-10; Signal transducer and activator of transcrip-
tion 3; Pancreatic tissue; Hepatic tissue

Liang ZH, Wang JP, Tang GD. Exogenous IL-10 down-
regulates STAT3 expression in pancreatic and hepatic 
tissue of rats with acute necrotizing pancreatitis. Shijie 
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摘要
目的: 探讨外源性人重组白介素10(IL-10)在急
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■背景资料
I L - 1 0 可 以 减 轻
急性胰腺炎的病
理损伤、炎症反
应 ,  但 其 作 用 机
制尚未完全阐明; 
JAK1/ STAT3信号
转导途径与IL-10
密切相关, 但目前
关于STAT3与急
性胰腺炎的关系
报道不多, 关于急
性胰腺炎肝损伤
的STAT3表达相
关研究更少.

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科



性坏死性胰腺炎(ANP)大鼠胰腺及肝组织中
对信号转导和转录激活因子3(STAT3)表达的
影响.

方法: 92只健康SD♂大鼠随机分为正常对照
组(C组, n  = 24)、ANP组(A组, n  = 36)和IL-10
后干预组(I组, n  = 32). 采用腹腔注射左旋精
氨酸(L -arginine)的方法诱导大鼠ANP模型, 注
射L -arginine后2、5、8 h, 腹腔注射重组IL-10 
10 000 U干预后, 分别于4、12、24、36 h分
批处死各组大鼠, 苏木精-伊红染色(HE)观察
大鼠胰腺及肝组织病理学变化, 快捷免疫组
织化学MaxVisionTM法检测在胰腺和肝组织中
STAT3的表达变化. 

结果: A组、I组各时点胰腺病理学评分显著
高于C组(均P <0.01), 12、24、36 h的I组胰腺
评分较A组低(均P <0.05). 肝组织A组各时点
病理学评分均显著高于C组(均P <0.05或0.01); 
I组肝脏病理评分高于C组(均P <0.05或0.01), 
除24 h较A组下降以外, 其余各时点与A组无
差异. 胰腺组织和肝组织的A组、I组各时点
STAT3灰度值均显著低于C组(P <0.01); I组胰
腺12、24、36 h的STAT3灰度值显著高于A
组(12 h: 174.61±6.25 vs  146.10±10.51; 24 h: 
178.55±10.36 vs  150.63±9.11; 36 h: 193.37
±21.54 vs  155.55±11.70, 均P <0.05或0.01). I
组肝组织24、36 h的STAT3灰度值显著高于
A组(24 h: 89.88±18.89 vs  38.85±10.27; 36 h: 
48.79±15.38 vs  23.51±5.67, 均P <0.01).

结论: 外源性IL-10后干预对ANP胰腺及肝组
织损伤有一定保护作用, STAT3可能早期即参
与ANP胰腺和肝脏组织的炎症反应, IL-10可
能通过抑制STAT3途径对胰腺、肝组织起保
护作用.

关键词: 急性坏死性胰腺炎; 白介素10; 信号转导和

转录激活因子3; 胰腺组织; 肝组织
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常见

的急症, 其中15%-20%发展为重症急性胰腺炎

(severe acute pancreatitis, SAP), SAP常并发多器

官损伤, 病死率较高, 其死亡原因多为多器官功

能不全综合征(multiple organ dysfunction syn-
drome, MODS), 其中AP肝功能衰竭的发生率虽
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然只有5%, 但一旦肝功能衰竭发生, 多会导致死

亡. 国外一项对178例SAP相关MODS患者的回

顾性研究中, 具有最高死亡率的是肝衰竭患者

占83%, 而多器官衰竭患者中, 又以肝肾衰竭死

亡率最高91%[1]. 国内文献报道, AP肝损伤发生

率40.1%-73.0%, 肝功能衰竭发生率约5%; SAP
肝损伤发生率88.9%-100.0%[2]. 

AP发病机制至今尚未完全阐明, 细胞因子

级联瀑布效应是AP不断恶化的重要机制. 酪氨

酸蛋白激酶(janus kinas 1, JAK1)/信号转导和转

录激活因子(signal transducers and activators of 
transcription, STAT)通路是细胞因子信息传递最

重要的通道之一, 目前已发现多种细胞因子, 如
IL-18、TNF-α、IL-6、IL-1β等, 均可通过激活

JAK/STAT信号转导通路, 在炎症反应的发生、

发展过程中发挥重要作用[3]. STAT3是单核吞噬

细胞系统(mononuclear phagocyte system, MPS)
中抗炎症信号的最重要中间体, 在细胞因子诱

导的细胞特异性应答反应中起关键作用. 目前

STAT3介导的IL-10抗炎症反应机制逐渐被了解, 
有学者认为IL-10的产生与STAT3途径被激活有

关[4], 并有望成为调节炎症的新途径. 本实验通

过建立ANP大鼠模型, 给予外源性IL-10对ANP
大鼠进行后干预 ,  应用免疫组织化学法观察

STAT3在胰腺和肝组织表达随时点变化的情况, 
探讨IL-10在ANP大鼠胰腺及肝组织中对STAT3
表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD♂大鼠92只, 清洁级, 鼠龄2-3 
mo, 体质量250-350 g, 由广西医科大学实验动物

中心提供. L -arginine(美国Sigma)、rhIL-10(美
国R＆D)、兔抗大鼠多克隆抗体(美国Lab Vi-
sion)、MaxVisionTM试剂盒(福州迈新). 
1.2 方法 
1.2.1 诱导ANP模型及干预方法: 同本课题组文

献所述[5], 92只健康SD♂大鼠随机分为正常对照

组(C组, n  = 24)、ANP组(A组, n  = 36)和IL-10后
干预组(I组, n  = 32). A组大鼠分3次给予6% L -ar-
ginine(3×1.0 mg/g体质量)ip, 注射间隔1 h, 诱导

ANP模型; I组于末次L -arginine注射后2、5、8 h
分别ip外源性rhIL-10各10 000 U, 共30 000 U; C
组大鼠予0.9%生理盐水ip对照. 各组大鼠均于末

次注射L -arginine后4、12、24、36 h分批处死并

取材.
1.2.2 胰腺及肝组织病理检查: 胰腺组织病理学

评分采用Kusske法[6], 肝组织病理学评分法参考

www.wjgnet.com

■研发前沿
IL-10的抗炎作用
已经得到公认, 目
前研究的热点主
要 是 I L - 1 0 对 炎
症性疾病的保护
作 用 及 机 制 ,  目
前所知可能与此
有 关 的 信 号 转
导 途 径 包 括 N F -
κB、JAK/STAT、
MAPK等; IL-10
受体、IL-10家族
的其他成员在炎
症反应中发挥的
作用也引人关注. 
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Suzuki法[7]. 
1.2.3 免疫组织化学检测: 采用MaxVisionTM法检

测胰腺及肝组织STAT3的表达变化. 按说明书操

作, 设阳性及阴性对照. 结果判断标准: 在400倍
镜下观察组织切片, 每张切片选取四周及中央

共5个区域, 以细胞胞质或胞核出现棕黄色颗粒, 
且着色强度明显高于背景非特异性染色者判断

为阳性. 使用Leica QWin分析软件检测视野灰度

值进行定量分析, 取值范围为0-255, 白色为255, 
黑色为0. 灰度值越高, 染色越浅, STAT3表达产

物越少; 灰度值越低, 染色越深, STAT3表达产物

越高. 
统计学处理 应用SPSS13.0分析, 对实验数

据进行方差分析(方差齐时用One-way ANOVA, 
以LSD进行多重比较; 方差不齐时用非参数检

验, 以Mann-Whitney U进行多重比较. 所有实验

数据均以mean±SD表示, P <0.05认为差异有统

计学意义.

2  结果

2.1 胰腺病理学改变 C组各时点胰腺腺泡结构

完整、腺小叶清晰; A组胰腺可见胰腺腺泡水

肿、组织坏死, 在胰腺实质、间质内有中性粒

细胞、淋巴细胞浸润以及出血病灶形成. 随时

间延长病变加重, 24 h以后可见大片胰腺组织凝

固性坏死. A组各时点病理学评分显著高于C组

(P <0.01), I组病理损伤较A组轻(P <0.05, 表1). 
2.2 肝脏病理学改变 ANP大鼠肝脏大体标本没

有明显变化. 光镜观察: C组各时点标本肝血管, 
肝细胞, 间质均正常, 可见正常肝组织存在淋巴

细胞及巨噬细胞, 无细胞坏死, 评分为0分; A组

肝脏标本在镜下可见充血、少量中性粒细胞浸

润普遍存在, 可见血栓形成、肝细胞浊肿明显, 
个别有门脉周围炎, 随时间延长病变加重, 出现

灶状肝细胞凝固性坏死、大量炎症细胞浸润; I组
大鼠肝脏血栓、坏死、炎症细胞浸润较A组轻, 
但明显重于C组, 可见少量中性粒细胞浸润, 偶有

肝细胞浊肿, 血栓少见, 未见肝细胞凝固性坏死. A
组4、12、24 h病理学评分显著高于C组(P<0.01), 
36 h病理学评分显著高于C组(P<0.05), A组各时点

评分呈上升趋势; I组4、12、24 h病理学评分显

著高于C组(P<0.01), 36 h病理学评分显著高于C组
(P<0.05); 除24 h病理学评分低于A组(P<0.05)外, 其
余各时点病理评分与A组无差异(表1).
2.3 胰腺组织中STAT3表达 C组呈阴性表达, 细
胞胞质淡蓝色, 胞核深蓝色; A组各时点均见阳

性产物表达, 主要在胰岛细胞的胞质表达, 呈棕

黄色颗粒, 部分呈棕褐色, 其他部位胞质、胞膜

和腺泡腔表达较少, 呈浅黄色, 组织边缘处阳性

表达强于内部; I组表达部位似A组, 为棕黄和浅

黄色颗粒. A组各时点STAT3灰度值显著低于C
组(P <0.01); 提示A组STAT3的表达4 h已显著高

于C组, 随后表达减少. I组各时点STAT3灰度值

显著低于C组(P <0.01), STAT3灰度值随时间延

长从4 h开始逐渐增高, 12、24、36 h灰度值显

著高于A组(P <0.01或<0.05)(表2, 图1, 2); 提示I

■相关报道
Kece l i等研究提
示外源性IL-10可
以减轻雨蛙肽诱
导的急性胰腺炎
大鼠胰腺损伤; 李
敏利等进行的体
外实验结果提示
特异性的JAK2抑
制剂AG490可以
通过抑制促炎细
胞因子IL-18诱导
JAK/STAT信号通
路的活化, 达到减
少炎症反应和肝
损伤.

表  1  大鼠胰腺、肝组织病理评分 (mean±SD)

     
分组 n         4 h      12 h     24 h       36 h

胰腺

    C组 6 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

    A组 9 4.45±1.33b 5.33±1.66b 7.89±1.67b 8.33±1.12b

    I组 8 4.13±1.23a 3.75±1.28ca 4.75±1.75ad 6.75±1.39ad

肝脏

    C组 6 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

    A组 9 1.78±0.44b 2.11±0.33b 2.44±0.53b 2.78±0.44a

    I组 8 1.50±0.53b 1.50±0.53b 1.88±0.64bc 2.38±0.52a

aP<0.05, bP<0.01 vs  C组; cP<0.05, dP<0.01 vs  A组.

图  1  IHC染色阴性对照(×400).
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组STAT3表达高于C组, 表达随时间延长而减少, 
表达高峰位于4 h, rhIL-10后干预的I组12、24、
36 h时点STAT3表达比A组减少.
2.4 肝脏组织中STAT3表达 C组呈阴性表达. A组

各时点均见阳性产物表达, 主要在肝细胞胞质

中表达, 部分胞核有表达, 呈深棕褐色颗粒, 部
分呈深棕黄色, 组织边缘处阳性表达强于内部; 
I组表达部位似A组, 着色介于前两组之间. A组

各时点STAT3灰度值显著低于C组(P <0.01), 并
随时间延长灰度值逐渐减少; 说明A组肝组织

STAT3表达高于比C组, 从4 h开始高表达, 随时

间延长逐渐上升. I组各时点STAT3灰度值显著

低于C组(P <0.01), 24、36 h的STAT3灰度值显著

高于A组(P <0.01); 提示I组肝组织STAT3从4 h开
始表达, 24、36 h表达低于A组(表2, 图3).

3  讨论

IL-10主要由Th2细胞分泌, 具有很强的免疫抑

制及免疫调控作用, 是目前研究较多的抗炎症

因子. IL-10可广泛抑制活化巨噬/单核细胞的功

能, 抑制产生IL-1、TNF等细胞因子, 减少这两

种细胞因子通过诱导次级介质来扩大炎症反应. 
也可抑制活化的单核细胞产生趋化因子, 并增

强促炎细胞因子天然拮抗物的表达[8]. IL-10抗
炎作用的信号转导系统与JAK/STAT系统、核

因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)有关, 其作用

机制与激活JAK-STAT3-SOCS3途径、增强靶分

子mRNA不稳定性而促进其降解有关[9]. 已经有

动物实验和临床前期研究表明IL-10在诊断和治

疗AP中具有重要的临床价值[10], 内源性IL-10和
外源性IL-10均被认为对AP有保护作用[11,12]. 本
课题组既往研究结果提示, 外源性IL-10后干预

可减轻ANP胰腺组织的病理损伤, 其机制可能

与减少NF-κB的活化、减少促炎细胞因子释放

有关[13]. Feng等[14]在进行药物性肝损伤的研究

中发现, 敲除IL-10基因的小鼠肝损伤更为严重, 

■创新盘点
本研究是国内外
首次研究外源性
IL-10干预对急性
胰腺炎的胰腺和
肝脏病理损伤和
STAT3表达的影
响, 丰富了外源性
IL-10应用于治疗
急性胰腺炎的理
论体系.

图  2  STAT3在胰腺组织中的表达(×400). A: C组; B: A组第

4小时; C: I组第36小时. 

A

B

C

图  3  STAT3在肝组织中的表达(×400). A: C组; B: A组第4

小时; C: I组第36小时. 

A

B

C
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而且促炎细胞因子IL-8水平上升, 其机制可能与

NF-κB、p38促分裂素原活化蛋白激酶(mitogen-
activated protein kinases, MAPK)途径激活有关, 
同时发现STAT1、STAT3表达增高, 因此认为

外源性IL-10对肝损伤有保护作用, 其作用机制

可能与减少NF-κB、p38 MAPK、STAT相关途

径的激活有关. 本实验提取大鼠胰腺、肝脏进

行病理评分发现, A组胰腺、肝脏病理评分较C
组高, 说明L -arginine大剂量腹腔注射诱导的大

鼠ANP可同时发生肝脏病理损伤. rhIL-10后干

预的I组胰腺病理评分较A组下降, 说明IL-10可
减轻ANP胰腺损伤. 另外, 虽然rhIL-10干预后肝

脏病理学评分各时点病理评分数据均较A组有

所减少, 但统计学分析仅有24 h大鼠肝脏病理评

分较A组低(P <0.05), 因此本研究尚不足以说明

rhIL-10后干预可使ANP大鼠的肝损伤减轻, 有待

于通过增大样本量或延长观察时点观察rhIL-10
干预是否对ANP肝脏病理损伤有保护作用.

STAT3是STAT家族的重要成员, 他可被JAK
激酶通过酪氨酸磷酸化激活, STAT3是MPS中
JAK1/STAT3抗炎症信号转导途径的最重要中

间体, 在细胞因子诱导的细胞特异性应答反应

中起关键作用, 参与细胞生长、恶性转化、凋

亡等生理功能的调控[15]. 由于STAT3的活化过程

与IL-10受体(IL-10R)有关, 因此STAT3被认为是

IL-10反应中的一个关键调节物. STAT3的活化

过程是: 在MPS中IL-10结合于IL-10R1的细胞外

结构域, 形成同源或异源二聚体, 激活受体连接

的JAK1, JAK1使位于IL-10R1链细胞内结构域

特异的酪氨酸残基发生磷酸化. 一旦磷酸化, 这
些酪氨酸残基为潜在的转录因子STAT3提供一

个暂时锚靠位点. STAT3通过其SH2结构域结合

于这些位点, STAT3分子上的酪氨酸依次被连接

于受体的JAK1磷酸化. 活化的STAT3离开受体, 

在胞质内形成同源或异源二聚体, 迅速转位入

核, 与其特异的DNA序列结合, 启动胞核内DNA
转录, 开始抗炎症的级联反应[10,16]. Benkhart等[17]

发现在人IL-10启动子区-120 bp处的序列特定

地与STAT3连接, 而不与其他的STAT蛋白连接, 
认为STAT3通过连接IL-10启动子上-120 bp处的

motif而控制着人IL-10基因的表达. 因此, JAK1/
STAT3通路可能与IL-10的抗炎作用密切相关. 
这些基础研究的结论也得到相关研究结果支

持. 如人类单核细胞受到酒精的刺激后, 可引起

IL-10的释放增多和IL-10 mRNA表达上调, 作
者认为其机制与STAT3活化有关[18]; Murray[19,20]

研究表明, IL-10在应激的MPS中, 需要活化的

STAT3参与, 最终抑制炎症介质产生; 肝损伤动

物实验发现, 敲除IL-10基因可使STAT3表达增

高[14]; 在心肌梗死后的左室重构研究中, Krish-
namurthy等[21]发现IL-10可通过激活STAT3而抑

制炎症反应. 本实验中胰腺组织A组STAT3表达

4 h已显著高于C组, 高峰位于12 h, 随后24、36 h
表达减少, 故推测STAT3可能早期即参与ANP胰
腺组织的炎症反应; A组与I组STAT3表达在4 h
无显著差异, 12、24、36 h可见I组的STAT3表达

较A组降低, 提示rhIL-10可以下调STAT3在胰腺

的表达, 推测rhIL-10可能是通过下调STAT3表达

从而减轻在AP的胰腺损伤. 
STAT3与肝损伤关系密切, 如在酒精肝动物

实验中, 敲除STAT3基因的小鼠肝窦内皮细胞凋

亡减少、炎症减轻[22]; CCl4致肝损伤的实验中, 
也发现敲除STAT3基因后实验动物肝脏损伤的

炎症反应减轻[23]; Horiguchi等[24]用肝细胞特异

性敲除STAT3基因的小鼠(H-STAT3 KO mice)制
备酒精性肝损伤模型, 发现H-STAT3 KO小鼠几

乎无炎症反应, 同时促炎症因子低表达. 国内学

者在动物实验中也发现抑制JAK2/STAT3信号转

■应用要点
本研究结果表明
JAK/STAT信号转
导途径与急性胰
腺炎发病后的炎
症 反 应 有 关 ,  抑
制STAT3的表达
可能为急性胰腺
炎的治疗提供新
途径.

表  2  大鼠胰腺、肝组织STAT3免疫组化图像灰度值 (mean±SD)

     
分组 n          4 h           12 h          24 h           36 h

胰腺

    C组 6 207.05±14.72 202.92±3.35 202.23±7.43 204.20±10.16

    A组 9 168.52±11.72b 146.10±10.51b 150.63±9.11b 155.55±11.70b

    I组 8 170.19±5.01b 174.61±6.25bd 178.55±10.36bd 193.37±21.54bc

肝脏

    C组 6 200.70±30.70 212.09±51.97 191.77±49.01 191.46±65.49

    A组 9   50.85±6.40b   47.36±7.45b   38.85±10.27b   23.51±5.67b

    I组 8   51.46±23.04b   62.58±22.22b   89.88±18.89bd   48.79±15.38bd

bP<0.01 vs  C组; cP<0.05, dP<0.01 vs  A组.
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导通路可显著减轻大鼠肝移植缺血再灌注损伤, 
同时减少细胞凋亡[25]. 国内体外实验结果表明, 
抑制JAK/STAT通路的活化可下调elastase诱导

Kupffer细胞分泌促炎症因子IL-18的表达, 可能

有助于减轻AP的炎症反应和肝损伤[26]. 这些都

说明抑制STAT3后, 肝细胞中的炎症反应可以得

到改善. 本实验中肝组织A组STAT3表达4 h已显

著高于C组, 且随时间延长表达逐渐增多, 推测

STAT3可能早期即参与ANP肝组织的炎症反应. 
rhIL-10后干预的I组大鼠肝组织STAT3表达水平

于24、36 h比A组明显降低, 说明rhIL-10干预可

以抑制STAT3表达, 可能rhIL-10通过下调STAT3
发挥对ANP大鼠肝组织的保护作用. 

总之, STAT3可能早期即参与ANP胰腺和肝

脏组织的炎症反应, IL-10可能通过下调STAT3
介导的炎症反应对胰腺、肝脏组织起保护作用, 
通过调控JAK/STAT信号转导途径可能是减轻

AP发病后炎症反应的新手段.
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Abstract
AIM: To construct eukaryotic expression vectors 
expressing small interfering RNAs (siRNAs) 
targeting the human cervical cancer oncogene 2 
(HCCR2) gene and transfect them into human 
pancreatic cancer cell line PANC1 to obtain a cell 
line stably transfected with the HCCR2 siRNA 
plasmid.

METHODS: Multiple siRNAs targeting the 
HCCR2 gene were designed, chemically syn-
thesized, and cloned into the eukaryotic expres-
sion vector pGCsi-H1/Hygro/NEGative. The 

resulting recombinant vectors were identified by 
direct sequencing. After the recombinant pGCsi-
HCCR plasmids were co-transfected with an 
HCCR eukaryotic expression vector into 293T 
cells, the protein expression of HCCR-2 was 
analyzed by Western blotting to identify the 
pGCsi-HCCR vector that had the highest gene 
knockdown efficiency. This recombinant vec-
tor was then transfected into PANC1 cells with 
LipofectamineTM 2000. G418-resistant clones 
were selected to obtain a stably transfected cell 
line. The expression of HCCR2 protein in stably 
transfected cell line was detected by Western 
blot.

RESULTS: The pGCsi-HCCR-3 plasmid had 
the highest gene knockdown efficiency and was 
used to transfect PANC1 cells. Western blotting 
analysis demonstrated that HCCR2 expression 
was significantly inhibited in PANC-1 cells sta-
bly transfected with the pGCsi-HCCR-3 plasmid 
compared to cells transfected with the empty 
vector.

CONCLUSION: Eukaryotic expression vectors 
expressing siRNAs targeting the HCCR2 gene 
were successfully constructed and a PANC-1 cell 
line stably transfected with the pGCsi-HCCR-3 
plasmid was successfully established.

Key Words: RNA interference; Human cervical can-
cer oncogene; PANC1 cells; Stable transfection
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eukaryotic expression vectors expressing siRNAs target-
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摘要
目的: 构建针对人宫颈癌基因2(HCCR2)有效
靶点的RNA干扰真核表达载体, 鉴定获得干
扰质粒稳定转染的人胰腺癌PANC1细胞株.

方法: 设计并合成多个针对H C C R2基因的
RNA干扰序列, 并将其插入真核表达慢病毒
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瘤中均有过度表
达, 在早期肿瘤的
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期发生有关. 
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载体pGCsi-H1/Hygro/NEGative, 通过测序和
与H C C R过表达载体共转染293T细胞后行
Western blot检测, 筛选出有效干扰质粒; 通
过脂质体转染法将该有效干扰质粒p G C s i-
HCCR2稳定转染至人胰腺癌细胞株PANC1. 
抗生素G418筛选获得稳转细胞株; Western 
blot检测稳转细胞株中HCCR2蛋白表达水平.

结果: HCCR2干扰载体和过表达载体共转染
293T细胞后Western blot检测结果表明干扰质
粒3具有最佳干扰效果, 选其作为最终干扰质
粒. 将该质粒稳定转染至胰腺癌PANC1细胞
后, Western blot检测显示, 干扰组的PANC1细
胞株与空载体组比较, HCCR2蛋白表达水平
下调, 表明获得HCCR2的RNA干扰质粒稳定
转染的PANC1细胞株. 

结论: 成功构建了HCCR2的RNA干扰真核表达
载体及其稳定转染的人胰腺癌PANC1细胞株.

关键词: RNA干扰; 人宫颈癌基因; PANC1细胞; 稳

定转染
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0  引言

人宫颈癌基因(human cervical cancer oncogene, 
HCCR)因最先在人宫颈癌组织中发现而得名. 
研究发现, HCCR在多种肿瘤如宫颈癌、乳腺

癌、肝癌、肾癌、胃癌、结肠癌[1]等中均有过

度表达. 由于其前体mRNA选择性拼接加工结

果不同, HCCR可分为HCCR1和HCCR2两种亚型. 
细胞克隆形成及裸鼠成瘤实验结果提示HCCR2
比HCCR1有更强的致癌性[1]. 我们之前曾构建组

织芯片研究了HCCR和胰腺癌的关系, 结果发现

胰腺癌组织和细胞中HCCR均有明显过度表达[2]. 
因此, 本研究采用RNA干扰(RNA interference, 
RNAi)技术, 设计了针对HCCR2 mRNA的干扰

序列, 并与真核表达载体pGCsi-H1/Hygro/NEG-
ative重组构建质粒, 经过鉴定后将该真核表达质

粒转染人胰腺癌PANC1细胞, 筛选获得了稳定

转染细胞株, 以进一步研究HCCR和胰腺癌之间

的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 HCCR siRNA引物由上海生工生物工程

公司合成; 人胰腺癌细胞系PANC1购自中国科
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学院上海细胞所; 293T细胞由上海吉凯公司提

供; HCCR过表达载体和siRNA干扰慢病毒载体

由上海吉凯公司构建, 测序及进行有效靶点筛

选. 脂质体细胞转染试剂LipofectamineTM 2000购
自Invitrogen公司; 鼠抗人HCCR单抗由本实验室

制备; HRP标记的羊抗鼠二抗、HRP标记的羊抗

兔二抗购自晶美公司; G418购自美国Sigma公司; 
BCA蛋白定量试剂盒、ECL化学发光试剂盒购

自Pierce公司; 蛋白预染Marker、DNA Marker购
自Fermentas公司; 其余试剂均为分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 293T细胞干扰质粒筛靶实验分组: 
(1)293T细胞+O V组: 仅有293T细胞, 转染时

不加入慢病毒质粒 ,  仅有H C C R过表达质粒; 
(2)NC+OV组1, 2: 转染时加入不含干扰靶点的

空质粒和HCCR过表达质粒; (3)RNAi+OV组

1, 2, 3: 转染时加入构建好的干扰质粒和HCCR
过表达质粒. 用最佳效果的干扰质粒稳定转染

PANC1细胞后, 所得细胞株的进行Western blot
鉴定实验分组: (1)RNAi Clone1, 2: 干扰质粒稳

转PANC1细胞株; (2)Vector Clone1, 2: 空载体质

粒稳转PANC1细胞株. 
1.2.2 HCCR siRNA真核表达质粒构建及有效

靶点筛选: 利用GenBank中HCCR cDNA序列和

siRNA设计软件设计出干扰序列, 靶向cDNA前

后序列分别为: SR54-3F: TGCTGAATCACATC-
GGAATGCTCATTGTTTTGGCCACTGACT-
GACAATGAGCACCGATGTGATT; SR54-3R: 
CCTGAATCACATCGGTGCTCATTGTCAGT-
CAGTGGCCAAAACAATGAGCATTCCGAT-
GTGATTC. 将干扰序列与双酶切后的真核表达

慢病毒载体pGCsi-H1/Hygro/NEGative在连接酶

作用下进行连接, 连接产物转化细菌感受态细

胞, 对长出的克隆提取质粒, 进行测序和分析比

对, 比对正确的即为构建成功的HCCR2 siRNA
表达质粒载体. 将针对靶基因不同干扰靶点的

s iRNA表达质粒载体和HCCR2的过表达质粒

pEGFP-HCCR2(前期已构建成功), 分别共转染

培养好的工具细胞(即293T细胞), 转染24 h荧光

显微镜下观测转染效果, 转染36-48 h收集细胞

抽提蛋白, 采用Western blot检测目的蛋白的表

达情况, 进而判断不同靶点的干扰效果, 获得有

效靶点. 
1.2.3 细胞培养与稳定转染: 转染前24 h取对数

生长期PANC1细胞2.5×105个接种于35 mm培

养皿中, 置于不含有抗生素的含有100 mL/L新

www.wjgnet.com
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生牛血清的DMEM培养液中培养, 次日观察细

胞生长至80%融合时开始转染. 取转染质粒2 μg
稀释于无抗生素的DMEM 125 μL, 10 μL脂质

体LipofectamineTM 2000稀释于DMEM 125 μL, 
室温孵育20 min后两者混匀加入培养皿, 置于

37 ℃培养箱, 6 h后更换新鲜的含100 mL/L新生

牛血清、100 kU/L青霉素和100 mg/L链霉素的

DMEM培养液, 其后每2 d换液. 细胞转染后24 h
按1∶9的比例传代, 48 h后开始用含500 mg/L 
G418的选择性培养液进行筛选, 2-3 wk以后克

隆形成. 以克隆环挑取细胞克隆转移至6孔板扩

大培养、传代, 最后转入60 mL培养瓶, 阳性克

隆在荧光显微镜下可见绿色荧光表达. 
1.2.4 Western blot检测HCCR蛋白及其相关基

因的表达: 收集各组细胞, 冰PBS洗2次, 加入细

胞裂解液适量裂解细胞, 用细胞刮尽可能收集

全部细胞裂解液放置于1.5 mL离心管, 超声细

胞破碎仪破碎细胞并离心, BCA标准蛋白制备

标准曲线, 根据标准曲线求得各待测样品的蛋

白浓度, 从而计算上样体积. 检测不同蛋白选择

适当的总蛋白上样量(20-60 μg), 行稳流(电流40 
mA)SDS-PAGE电泳, 稳压(电压100 mV)冰浴电转

至PVDF膜, 5%脱脂奶粉室温封闭1 h后TBST漂
洗5 min, 加入一抗(工作浓度:  HCCR 1∶400)4 ℃
孵育过夜. 次日TBST漂洗3×5 min后再加HRP
标记的二抗(工作浓度分别为羊抗鼠1∶4 000; 羊
抗鼠1∶2 000)室温孵育1 h, TBST漂洗3×5 min. 
ECL化学发光法曝光、显影, 同法处理内参照. 实
验均重复3次.

2  结果

2.1 HCCR siRNA真核表达质粒构建及鉴定 经上

海生工生物工程公司测序鉴定, 重组获得的3个
干扰真核表达质粒与预期完全相同. 将这3个干

扰载体分别与HCCR2真核表达载体共转染293T
细胞, 24 h后荧光显微镜下观察其转染情况(图
1). 干扰载体具有的GFP表达元件能够表达绿色

荧光. 绿色荧光显示, 转染效率达到70%以上. 转
染后36-48 h收集细胞, 抽提总蛋白进行Western 
blot检测HCCR蛋白表达(图2). 干扰质粒3具有最

好的敲减效果, 后续试验选取该质粒作为干扰

质粒. 
2.2 RNA干扰质粒稳定转染的PANC1细胞株的

鉴定 将获取的有效干扰靶点质粒和空载体质粒

分别转染胰腺癌PANC1细胞, 抗生素筛选并挑

取后的阳性克隆在荧光显微镜下可见绿色荧光

表达(图3). RNAi Clone组和Vector Clone组阳性

克隆细胞经Western blot多次检测, 获得HCCR2
蛋白表达明显低于对照组的RNA干扰稳定转染

细胞(图4). 

3  讨论

胰腺癌是恶性程度较高的肿瘤之一, 其发病率

在国内外均呈上升趋势. 胰腺癌预后极差, 5年
生存率不足5%[3-5]. 由于胰腺癌早期症状隐匿, 
加上胰腺位于腹腔深部, 影像检测准确率不高, 
使得胰腺癌的早期诊断存在一定的困难. 目前

CA19-9是诊断胰腺癌较常用的血清标志物, 其
敏感性和特异性不高, 仅为68%和76%, 对早期

胰腺癌敏感性更低[6,7]. 寻找胰腺癌新的早期诊

断标志物和有效治疗靶点对于指导临床治疗, 
提高胰腺癌患者的生存具有重要意义. 目前对

胰腺癌的治疗的研究则倾向于分子靶向治疗和

相关信号转导通路的深入研究[8]. 
近年来, HCCR与多种肿瘤的关系日益引起

人们的关注. HCCR是2003年Ko等用差异显示

RT-PCR的方法从宫颈癌组织及宫颈癌细胞株中

筛选出的差异表达癌基因[1,9], 定位于人染色体

12q, 由于其前体mRNA选择性拼接加工结果不

同, 其分为HCCR-1和HCCR-2两种亚型. HCCR
在白血病、肝癌、乳腺癌、宫颈癌等多种肿瘤

中均可见过量表达, 这提示HCCR在人的恶性

肿瘤发生发展中具有重要作用[9,10]. Kim等用间

接ELISA法来检测血清HCCR的水平, 发现血清

HCCR浓度在肝癌患者显著高于肝硬化、非酒

精性脂肪肝、慢性活动性肝炎等患者. 检测570
例血清样本中HCCR蛋白水平, 发现对肝癌的

特异性为95.7%, 敏感性为78.2%, 而AFP的敏感

性仅为64.6%. 说明HCCR作为肝癌诊断标志物

优于AFP, 尤其是在诊断早期肝癌及小肝癌方

面, HCCR阳性率较高[11]. 作为检测指标, HCCR
对乳腺癌的敏感性为86.8%, 比糖类抗原CA15-3
高21% .  因而认为在早期检测诊断乳腺癌时 , 
HCCR远较CA15-3优越[12]. 研究表明, NIH/3T3
细胞转染HCCR基因后, 细胞发生恶性转型, 并
在软琼脂上形成了更多的克隆, 并分化成上皮

细胞癌[1,13]; HCCR转基因鼠可自发形成乳腺癌, 
并伴有转移灶形成; 表明HCCR与肿瘤的发生

相关[14]. p53是重要的肿瘤抑制基因[15-17], 转染

HCCR基因的细胞内P53的稳定性增加, 但与P53
相关的基因p21、bax等基因的表达下调; 表明

HCCR可能通过失活P53来促进肿瘤发生、发

■相关报道
Kim等用间接ELI-
SA法来检测血清
HCCR的水平, 发
现血清HCCR浓度
在肝癌患者显著
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酒精性脂肪肝、
慢性活动性肝炎
等患者.
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展[1]. PI3K/Akt信号通路是人类肿瘤发生过程中

一条重要调控通路, 参与调节细胞周期和调控

细胞凋亡等, 同样研究发现HCCR的表达可能受

其调控[18]. HCCR通过减少乳腺癌细胞中载脂蛋

白E(apoE)的分泌来抑制apoE的抗增殖功能[19]. 
本研究小组成员曾构建了HCCR蛋白表达

载体, 制备出HCCR单克隆抗体, 并研究了其在

肝癌及胃癌中的表达及意义[20-22]. 目前尚未有

HCCR与胰腺癌之间的相关性研究, 因此, 为
了探明HCCR与胰腺癌之间是否相关, 前期我

们构建了组织芯片 ,  高通量检测了胰腺癌组

织及癌旁正常胰腺组织的HCCR表达. 结果显

示, 胰腺癌组织中HCCR蛋白阳性表达率高达

77.5%(138/178), 明显高于其在癌旁组织及良性

肿瘤组织中的表达48.9%(23/47), 且与病理组织

学分级相关, Western blot结果发现三株胰腺癌

细胞PANC1、SW1990、CFPAC1中HCCR蛋白

均呈过量表达. 由此说明HCCR编码蛋白与胰腺

癌关系密切[2]. 
R N A i现象, 即真核细胞中存在的非编码

siRNA片段通过与mRNA按照碱基配对原则结

合来调控目的基因的表达. 两位美国科学家安

德鲁•菲尔和克雷格•梅洛因该发现而获得2006
年诺贝尔医学奖. RNAi目前是研究基因功能和

治疗疾病的强有力工具[23], 在肿瘤的基因功能

研究中已得到广泛应用[24,25]. 有文献报道, 瞬时

转染HCCR siRNA质粒到肝癌细胞株HepG2中, 
发现细胞增殖受到抑制, 细胞凋亡增加[26]. 本

图  2  Western blot检测3个干扰质粒和HCCR2真核表达
质粒共转染293T细胞. 1: NC1+OV组; 2: NC2+OV组; 

3: 293T+OV组; 4: RNAi1+OV组; 5: RNAi2+OV组; 6: 

RNAi3+OV组. β-actin: 内参.

1         2         3         4         5         6

HCCR

β-actin

图  1  构建的干扰质粒和HCCR真核表达质粒共转染293T细胞, 常规显微镜和荧光显微镜观察转染情况(×200). A, B: 

293T+OV组; C, D: NC+OV组; E, F: RNAi+OV组; A, C, E: 白光; B, D, F: 绿色荧光.

A B

C D

E F

■创新盘点
目 前 尚 未 有
H C C R 与胰腺癌
的深入研究, 本研
究首次运用RNA
干扰技术来研究
H C C R 和胰腺癌
的关系, 探求其作
为胰腺癌诊断标
记物和基因治疗
靶点的可行性, 为
研究、开发RNA
干扰药物提供理
论依据. 
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实验中RNA干扰真核表达载体pGCsi-H1/Hygro/
NEGative为慢病毒载体, 具有高效的质粒重组性

能和转染效率[27]. 293T细胞是转染腺病毒E1A
基因的人肾上皮细胞系 ,  具有较高的转染效

率, 蛋白表达水平高, 是重要的用于转染的工具

细胞[27,28]. 获得的3个重组干扰质粒与HCCR真

核过表达载体共转染293T细胞, 通过绿色荧光

观察到具有较高的转染效率, Western blot检测

HCCR蛋白在293T细胞中的表达, 从而保证获得

最佳筛选靶点. 
与瞬时转染不同, 稳定转染获得的干扰细

胞株生物学特性相对稳定, 实验结果更真实可

信, 且能够为进一步实验打下更好的基础. 本实

验通过稳定转染来获得RNA干扰的PANC1细胞

株, 无论干扰组还是空载体组, 经抗生素G418
筛选并挑取后的阳性干扰细胞克隆在荧光显微

镜下可见绿色荧光表达, 表明慢病毒载体已成

功转染进细胞株. 但最终干扰效果, 还是取决于

HCCR蛋白水平的表达情况. 经过Western blot反
复鉴定挑选出的数十株稳定转染单克隆细胞株, 
检测HCCR蛋白表达情况, 确定其敲减效果, 最
终获得持续效果较佳的稳定表达RNA干扰效果

的胰腺癌细胞株两株, 为进一步探讨HCCR与胰

腺癌的关系, 进行相关生物学实验和信号通路

研究打下实验基础, 观察其能否作为胰腺癌诊

治的靶点.
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Abstract
AIM: To study the effect of essential oils extract-

ed from XinJiang propolis on cell proliferation, 
cell cycle progression and apoptosis in human 
colorectal cancer cell line HCT-116.

METHODS: After HCT-116 cells were treated 
with different concentrations of essential oils for 
different durations, cell growth was evaluated 
by MTT assay; cell cycle progression was ana-
lyzed by flow cytometry (FCM) with propidium 
iodide (PI) staining; apoptosis was detected by 
FCM with annexin V-FITC/PI double labeling.

RESULTS: Treatment with essential oils inhib-
ited the growth of HCT-116 cells. FCM analysis 
showed that treatment with 5.0, 10, and 20 mg/L 
of essential oils for 24 h increased the propor-
tion of cells in G0/G1 phase (57.57 ± 2.31, 67.94 
± 1.90, 86.09 ± 1.72 vs 44.60 ± 3.43, all P < 0.01), 
decreased the proportion of cells in S phase 
(33.51 ± 3.40, 27.30 ± 4.65, 7.30 ± 4.76 vs 47.78 ± 
4.54, all P < 0.01), and increased the apoptosis 
rate (58.33% ± 2.44%, 44.53% ± 2.59%, 35.40% ± 
0.42% vs 4.38% ± 0.92%, all P < 0.01), suggesting 
a dose-dependent effect.

CONCLUSION: Essential oils inhibited the pro-
liferation of human colorectal cancer HCT-116 
cells by inducing cell cycle arrest and apoptosis.

Key Words: Propolis; Essential oils; HCT-116 cells; 
MTT assay; Cell cycle; Apoptosis
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摘要
目的: 探讨新疆蜂胶挥发油对体外培养的大
肠癌细胞HCT-116细胞增生、细胞周期和凋
亡的影响.

方法:  采用四甲基偶氮唑盐(M T T)显色法 , 
检测不同浓度蜂胶挥发油作用不同时间对

www.wjgnet.com
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■背景资料
天 然 物 蜂 胶
(propolis)是蜜蜂
从植物花苞及树
干上采集的树胶, 
混入其上颚腺分
泌物和蜂蜡等物
质而成的一种具
有芳香气味的胶
状固体物质. 蜂胶
挥发油是蜂胶中
的挥发性芳香组
分, 一般采用水蒸
气蒸馏法、有机
溶剂萃取或超临
界 C O 2萃 取 法 从
蜂胶中提取, 他是
蜂胶中的重要活
性组分, 约占蜂胶
成分的10%.

■同行评议者
刘丽江, 教授, 江
汉大学医学院病
理学与病理生理
学教研室



HCT-116细胞生长所产生的不同影响; 倒置显
微镜观察凋亡细胞的形态特点; PI染色、流式
细胞仪检测细胞周期分布; Annexin V-FITC/PI
双染色、流式细胞仪检测细胞凋亡率.

结果: 蜂胶挥发油能抑制H C T-116细胞生
长, 其抑制活性与5-氟尿嘧啶(5-FU)一致, 在
一定剂量和时间范围内, 可见凋亡细胞明显
增多, 给予5、10、20 mg/L蜂胶挥发油处理
HCT-116细胞24 h后, 较对照组G0/G1期细胞
(%)增多(57.57±2.31, 67.94±1.90, 86.09±
1.72 vs  44.60±3.43, 均P <0.01), S期细胞(%)
减少(33.51±3.40, 27.30±4.65, 7.30±4.76 vs  
47.78±4.54, 均P <0.01), G2/M期细胞无明显
变化, 细胞凋亡率明显上升, 呈剂量依赖性
(58.33%±2.44%, 44.53%±2.59%, 35.40%±

0.42% vs  4.38%±0.92%, 均P <0.01).

结论: 新疆蜂胶挥发油对HCT-116细胞具有明
显的增殖抑制作用, 其机制与其阻滞细胞周期
和诱导凋亡有关.

关键词: 蜂胶; 挥发油; 结直肠癌HCT-116细胞株; 

MTT比色法; 细胞周期; 凋亡
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0  引言

天然物蜂胶(propolis)是蜜蜂从植物花苞及树干上

采集的树胶, 混入其上颚腺分泌物和蜂蜡等物质

而成的一种具有芳香气味的胶状固体物质[1]. 蜂
胶从公元前300年开始作为民间药物广泛使用[2]. 
蜂胶具有抗氧化[3-5]、抗菌[6-9]、抗炎[10,11]、抗肿

瘤[12-15]等多种生物活性作用. 蜂胶成分及其生物

活性取决于其收集产地[16-18], 由于蜂胶的化学成

分十分复杂, 迄今发现的有300多种成分[19,20]. 蜂
胶挥发油是蜂胶中的挥发性芳香组分, 一般采

用水蒸气蒸馏法、有机溶剂萃取或超临界CO2

萃取法从蜂胶中提取, 他是蜂胶中的重要活性

组分, 约占蜂胶成分的10%. 蜂胶挥发油化学成

分也较为复杂, 含有多种生物活性较强或具有

芳香气味的萜烯类、芳香族、脂肪族及其含氧

衍生物如醇、醛、酮、酸、酚、醚、酯、内酯

等. 近年来国内外学者对蜂胶及其挥发油成分

的抗肿瘤作用及其活性组分进行了大量研究, 
取得了一定的进展. 1988年Grunberger等[21]从以
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色列的蜂胶中首次分离出咖啡酸苯乙酯(caffeic 
acid phenethyl ester, CAPE), 近年来国外研究报道, 
CAPE作为蜂胶抗肿瘤作用的主要活性成分, 对
人白血病[22]、结肠癌[23]、乳腺癌[24]、宫颈癌[25]、

黑色素瘤[21]等细胞均有抑制增殖和诱导凋亡作

用. 日本国立预防卫生研究所的研究证明, 蜂胶

中的二萜类等化合物对肿瘤具有特异性杀伤作

用[26], 癌症患者在服用蜂胶后, 不仅癌细胞可以

消失, 而且能减轻化疗、放疗引起的不良反应. 
Matsuno等采用高效液相色谱法从巴西蜂胶中

分离出3, 5-二异戊二烯基-4-羟基肉桂酸(artepil-
lin C)[27], 该化合物对肿瘤细胞表现出明显的细

胞毒性[27], 他的抗肿瘤活性并不亚于常规的化疗

药物5-氟尿嘧啶(5-FU). 日本Awale等[28]从巴西蜂

胶中分离出3种新的化合物, 其中(6aR, 11aR)-3, 
8-dihydroxy-9-methoxypterocarpan(12.5 μmol/L)对
人胰腺癌细胞PANC-1具有很强的杀死作用. 我
们采用水蒸气蒸馏法从新疆伊犁蜂胶中分离出

挥发油成分, 并对其进行GC-MS成分分析, 从中

共分离出59个峰, 经核对标准谱图及有关资料, 
鉴定出其中的42个化合物. 这些化合物中含有

萜烯类及其衍生物, 即有机酸类、烯烃类、脂

肪酸类、芳香类、酯类、醇类以及少量的酚、

醛、酮类等物质成分. 文献报道蜂胶挥发油所

含的一些化合物特别是萜烯类及其衍生物和

有机酸类具有抗肿瘤活性, 但对不同肿瘤细胞

的作用存在不一致的结果. 本研究根据从蜂胶

中分离出的新疆伊犁蜂胶挥发油含有萜烯类, 
有机酸类等多种活性成分的实验依据, 进一步

研究新疆伊犁蜂胶挥发油对体外培养的结直

肠癌H C T-116细胞的增殖抑制作用及其对细

胞周期和凋亡的影响, 并探讨其抗肿瘤作用的

机制, 为开发新疆伊犁蜂胶挥发油所含的某些

化合物成为新的抗肿瘤药物提供重要的实验

数据.

1  材料和方法

1.1 材料 蜂胶采至新疆伊犁那拉提养蜂场, 采
集时间是2009-10. 蜂胶挥发油是采用水蒸气蒸

馏法从蜂胶中分离, 并进一步对其进行纯化. 结
直肠癌细胞株HCT-116购自中国科学院上海细

胞生物学研究所细胞库. 二甲基亚砜(DMSO)、
四甲基偶氮唑盐(MTT)为Sigma公司产品. Moc-
Coys 5A培养基由Hyclone公司提供、胎牛血清

由Gibco公司提供. 细胞周期检测试剂盒为凯基

生物公司产品, Annexin V-FITC凋亡检测试剂盒

www.wjgnet.com
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为珠海健康元生物医药有限公司产品. 流式细

胞仪为美国贝克曼库尔特(Beckman)公司所生产.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HCT-116细胞置孵箱(37 ℃, 50 
mL/L CO2)内培养, 给予100 mL/L胎牛血清的

MocCoys 5A培养基, 其内另加1.0×105 U/L青霉

素和链霉素, 调pH至7.2. 根据细胞生长状况每

2-3 d换液1次, 当细胞生长进入对数生长期时, 
分别给予蜂胶挥发油和5-FU, 临用前以DMSO
溶解配成浓度分别为160、80 g/L的母液, 用
MocCoys 5A培养液稀释成不同浓度(MocCoys 
5A培养液中DMSO浓度<0.1%). 
1.2.2 蜂胶挥发油对结直肠癌HCT-116细胞增殖

抑制作用的检测: 取对数生长期的HCT-116细
胞, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化培养细胞, 用含100 
mL/L胎牛血清的McCoys 5A培养液配成单个细

胞悬液, 以每孔4×103个细胞接种于96孔培养

板培养, 将培养板移入CO2孵箱中, 在37 ℃、50 
mL/L CO2及饱和湿度条件下常规培养. 24 h后吸

除原培养液, 加入含蜂胶挥发油浓度分别为5、
10、20、40、80、160 mg/L的McCoys 5A培养

液200 μL, 并设对照组(仅加相同浓度的DMSO), 
另设只加培养液, 不加细胞和药物的空白组. 此
外再设含40、80 mg/L 5-FU的McCoys 5A培养

液为阳性对照, 其结果用于蜂胶挥发油和5-FU
的活性对比 ,  以上各组均设6个复孔 .  分别将

各组细胞继续培养24、48、72、96 h后, 进行

MTT实验. 每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 μL, 继
续培养4 h, 终止培养, 小心吸弃孔内培养上清

液, 每孔加入DMSO 150 μL, 轻轻振荡10 min, 
使结晶充分溶解, 用酶联免疫标记分析仪在490 
nm波长处测定各孔的吸光度A值(A 490), 按下列

公式计算细胞生长抑制率: 细胞生长抑制率R = 
[1-(A实验组-A空白组)/(A对照组-A空白组)]×
100%.
1.2.3 用倒置显微镜动态观察细胞形态学变化: 
取对数生长期的HCT-116细胞, 用2.5 g/L胰蛋白

酶消化后, 以每孔5×104个细胞接种于6孔培养

板培养, 24 h后吸除原培养液, 加入蜂胶挥发油

浓度分别为5、10、20、40、80、160 mg/L的
McCoys 5A培养液2 mL, 继续培养24 h后, 用倒

置显微镜观察细胞形态学变化.
1.2.4 蜂胶挥发油对结直肠癌细胞株HCT-116细

胞周期的影响: 取对数生长期的HCT-116细胞, 
用2.5 g/L胰蛋白酶消化后, 以每孔5×104个细

胞接种于6孔培养板培养, 24 h后吸除原培养液, 

加入蜂胶挥发油浓度分别为5、10、20 mg/L的
McCoys 5A培养液2 mL, 设培养液中不加药物

(加相同浓度的DMSO)的为对照组, 继续培养24 
h后, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化成单细胞悬液, 收集

细胞, 离心(2 000 r/min, 4 ℃)5 min后弃上清, 用
PBS重悬, 离心(2 000 r/min, 4 ℃), 弃上清, 再次

重悬离心(2 000 r/min, 4 ℃)后弃上清 , 缓慢加入

体积分数为700 mL/L预冷的乙醇固定, 4 ℃过夜. 
染色前用PBS洗涤, 离心(2 000 r/min, 4 ℃)5 min, 
去除固定液, 用100 μL RNaseA消化, 37 ℃水浴

30 min, 再加入400 μL碘化丙啶(propdium iodide, 
PI)染色液混匀, 4 ℃避光染色30 min, 流式细胞

仪进行DNA含量和细胞周期分析, 得出细胞各

周期的百分率.
1.2.5 蜂胶挥发油对结直肠癌细胞株HCT-116细

胞凋亡的影响: 取对数生长期的HCT-116细胞经

2.5 g/L胰蛋白酶消化后, 以每孔5×104个细胞接

种于6孔培养板培养, 24 h后吸除原培养液, 加入

蜂胶挥发油浓度分别为 5、10、20 mg/L的Mc-
Coys 5A培养液2 mL, 设培养液中不加药物(加相

同浓度的DMSO)的为对照组, 继续培养24 h后收

集细胞, 离心(1 500 r/min, 4 ℃)5 min后弃上清, 
用PBS重悬细胞并计数, 取大约1.5×105细胞悬

浮液, 离心(1 500 r/min, 4 ℃), 弃上清, 再次重悬

离心后弃上清, 加入500 μL的1×Binding Buffer 
(用蒸馏水稀释10×Binding Buffer), 再加入5 μL 
Annexin V-FITC和10 μL PI, 轻轻混匀. 在室温下, 
避光反应5-15 min, 在1 h内进行流式细胞仪检

测, 检测时激发波长Ex = 488 nm, 发射波长Em = 
530 nm, FITC的绿色荧光FITC通道为FL1, PI红
色荧光PI通道为FL2.

统计学处理 所有数据均以mean±SD表示. 
以SPSS17.0版专用统计分析软件对各组数据进

行t检验. 以CalcuSyn Demo Version 1.1.4统计软

件计算IC50.

2  结果

2.1 蜂胶挥发油对结直肠癌HCT-116细胞增殖的

抑制作用 用蜂胶挥发油分别作用24、48、72、
96 h后HCT-116细胞的生长明显受到抑制(图1), 
随着蜂胶挥发油浓度的增加和作用时间的延长, 
HCT-116细胞的增殖抑制率逐渐升高, 抑制作用

表现剂量依赖性和时间依赖性(表1). 蜂胶挥发

油作用结直肠癌HCT-116细胞24、48、72、96 h
后的IC50分别为25.95、19.50、9.68、8.24 mg/L. 
40、80 mg/L蜂胶挥发油组的吸光度A值以不同

■创新盘点
本研究首次通过
测定新疆产蜂胶
挥发油的抗大肠
癌细胞活性, 为实
现蜂胶产品产业
化, 标准化, 进一
步将其开发成新
型抗大肠癌药物
打下坚实的基础. 
本研究同时对新
疆蜂胶挥发油的
抗结直肠癌细胞
作用机制研究奠
定了一定基础.
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时间段分别与40、80 mg/L 5-FU组比较均无显

著性差异(P >0.05). 蜂胶挥发油对HCT-116细胞

的抑制作用与经典的抗癌药物5-FU一致.
2.2 蜂胶挥发油作用后细胞形态学变化 不同浓

度的蜂胶挥发油作用HCT-116细胞24 h后, 在倒

置显微镜下均可见悬浮细胞增多, 细胞质混浊, 
细胞胞体缩小、变圆、皱缩, 核固缩碎裂, 细胞

折光性减弱, 细胞内出现颗粒样物质, 培养液中

有较多的细胞碎片. 以20 mg/L蜂胶挥发油组最

明显(图2), 结果提示, 20 mg/L蜂胶挥发油作用

24 h后HCT-116细胞的生长明显受到抑制.
2.3 蜂胶挥发油对HCT-116细胞周期的影响 结直

肠癌HCT-116细胞经5、10、20 mg/L的蜂胶挥

发油作用24 h后, 细胞G0/G1期比例增加, S期比

例细胞明显减少, 在G0/G1期和S期各浓度蜂胶挥

发油组与对照组比较差异均有显著性(P <0.01). 
而且随着蜂胶挥发油剂量的增加, G0/G1期细胞

比例逐渐增加, S期细胞比例逐渐下降, 10 mg/L
组G0/G1期和S期细胞比例分别与5 mg/L组比较

均有显著性差异(P <0.01, P <0.05). 20 mg/L组G0/
G1期和S期细胞比例与10 mg/L组比较, 差异极

显著(P <0.01), 而G2/M期比例均无明显变化(表2, 
图3).
2.4 蜂胶挥发油对HCT-116细胞凋亡的影响 对
照组HCT-116细胞自然凋亡率为4.38%±0.92%, 
5、10、20 mg/L的蜂胶挥发油作用24 h后凋

亡率分别为35.40%±0.42%, 44.53%±2.59%, 
58.33%±2.44%, 均显著高于对照组(P <0.01), 
随着蜂胶挥发油剂量的增加, 凋亡率逐渐增加

(图4, 5). 10 mg/L组凋亡率与5.0 mg/L组比较, 
20 mg/L组凋亡率与10 mg/L组比较差异极显著

(P <0.01).

3  讨论

结直肠癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 其发

病呈上升趋势[23], 严重威胁人民生命健康, 积极

探索更为有效、安全的治疗方法具有重要的

临床意义. 我们应用蜂胶挥发油作用人结肠癌

HCT-116细胞24、48、72、96 h, 发现蜂胶挥发

油能明显抑制细胞增生, 随着蜂胶挥发油浓度

的增加和作用时问的延长, 其对HCT-116细胞生

表  2  蜂胶挥发油对 HC-T116细胞周期的影响 (mean±
SD, %)

     蜂胶挥发油

浓度(mg/L)
     G0/G1期        S期     G2/M期

0 44.60±3.43  47.78±4.54 7.62±1.39

5 57.57±2.31b  33.51±3.40b 9.10±2.20

10 67.94±1.90bd  27.30±4.65bc 4.75±3.86

20 86.09±1.72bf    7.30±4.76bf 6.63±3.07

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  5 mg/L组; fP<0.01 vs  

10 mg/L组.

■应用要点
本 研 究 表 明 ,  蜂
胶挥发油对HCT- 
116细胞具有明显
的增生抑制作用. 
本实验首次研究
分析的新疆伊犁
蜂胶挥发油所含
的一些化合物有
希望研究为新的
抗肿瘤药物.
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图  1  不同浓度蜂胶挥发油对HCT-116细胞增殖的抑制作用.

表  1  蜂胶挥发油对 HCT-116细胞增殖的抑制作用 (%)

     
蜂胶挥发油

浓度(mg/L)
24 h 48 h 72 h 96 h

0   0.0   0.0   0.0   0.0

5 18.3 24.7 31.4 40.4

10 29.4 36.1 50.8 52.1

20 51.0 53.5 84.3 85.6

40 52.7 60.9 89.5 95.7

80 68.3 78.3 93.8 96.7

160 90.5 95.1 97.6 97.8A

B

图  2  蜂胶挥发油作用24 h后HCT-116细胞形态学变化(×
200). A: 对照组; B: 20 mg/L蜂胶挥发油.
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长的抑制率逐渐升高, 抑制作用表现为剂量依

赖性和时间依赖性.
从形态学角度观察不同浓度的蜂胶挥发油

作用HCT-116细胞24 h后细胞形状的变化, 发现

细胞出现核固缩、核碎裂、染色质边集和凋亡

小体等典型的凋亡形态学特征.
我们发现, 蜂胶挥发油作用HCT-116细胞24 

h后, 细胞受阻于G0/G1期, S期细胞减少, 且呈剂

量依赖性. 在一个完整的细胞周期中, 有多个影

响各时期间过渡的限制点, 他们分别处在由G1

期到M期和M期到G1期的过渡阶段中. 由于不同

生物细胞的增生周期时间不同, 主要表现在G1

期持续时间的差异, 而且G1期的启动是细胞周

期的关键. 因此G1-S期的调控尤为重要. G1期阻

滞使HCT-116细胞生长周期延长, 细胞的恶性增

生相应减慢. S期即DNA合成期, 可反映细胞的

增生情况. S期细胞占细胞周期的比例高则提示

DNA合成活跃, 细胞增生活跃. 与此相反, S期细

胞比例低则意味DNA合成缓慢, 细胞增生减慢, 
一般而言, 肿瘤细胞的S期比例较正常细胞要高, 
其增生活性也较正常细胞高. 因此, 我们能够表

明蜂胶挥发油可调控细胞周期, 使细胞受阻于

G0/G1期, 而不能进入S期, 限制细胞增生. 
我们应用Annexin V-FITC/PI双染色法检测

蜂胶挥发油对HCT-116细胞凋亡的影响, 该方

法是目前检测凋亡的最敏感的方法之一, 能检

测出早期凋亡细胞, 并能区分出坏死细胞. 本项

研究结果显示, 蜂胶挥发油作用HCT-116细胞

24 h后, 细胞凋亡率明显升高, 呈剂量依赖性特

点. 根据现有的研究结果认为, 蜂胶挥发油在

体外对肿瘤具有较强的诱导凋亡作用, 可能是

通过抑制凋亡调控基因Bcl-2表达, 激活凋亡相

关基因Fas、Bax, 启动细胞凋亡过程等而诱发
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图  4  不同浓度蜂胶挥发油对HCT-116细胞凋亡的影响.

图  3  不同浓度蜂胶挥发油对HCT-116细胞周期的影响. A: 0 mg/L组; B: 5 mg/L组; C: 10 mg/L组; D: 20 mg/L组.
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■同行评价
本文科学性较好, 
对开发新的抗肿瘤
药物具有重要的潜
在的临床意义.
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HCT-116细胞凋亡[29], 本项研究的结果还需要进

一步深入研究证实.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
nuclear factor κB (NF-κB) expression in primary 
gastrointestinal diffuse large B-cell lymphoma 
(PGI-DLBCL).

METHODS: Immunohistochemical staining was 
used to detect the expression of CD10, Bcl-6, Mum-1 

and NF-κB p65 in PGI-DLBCL. The relationship of 
NF-κB p65 expression with tumor subtype, biologi-
cal behavior and prognosis was analyzed.

RESULTS: Of 54 cases of PGI-DLBCL detected, 
28% were positive for CD10, 69% positive for 
Bcl-6, and 81% positive for Mum-1; 19 were clas-
sified as germinal center B-cell-like (GCB) sub-
type, and 35 as activated B-cell like (ABC) sub-
type. The positive rate of NF-κB p65 expression 
in PGI-DLBCL was 72% (39/54). The positive 
rate of NF-κB p65 expression was significantly 
higher in ABC-DLBCL than in GCB-DLBCL 
(74.4% vs 25.6%, P < 0.05). NF-κB p65 expression 
was correlated with extranodal invasion site in 
PGI-DLBCL (P < 0.05). The overall survival time 
of NF-κB p65-negative PGI-DLBCL patients was 
longer than that of NF-κB p65-positive ones (45.8 
mo ± 35.9 mo vs 20.3 mo ± 29.3 mo, P < 0.05).

CONCLUSION: NF-κB p65 expression was posi-
tively correlated with the subtype, development, 
and invasion of PGI-DLBCL. NF-κB p65 can be 
used as a prognostic factor for PGI-DLBCL and 
may represent a new molecular target for the 
therapy of GI-DLBCL.

Key Words: NF-κB p65; Gastrointestinal tract; Lym-
phoma; Large B cells; Prognosis

Liu FF, Ge JH, Liu HM, He J, Yuan ZG, Wang LZ, Ma 
XM. Clinical significance of nuclear factor κB expression 
in primary gastrointestinal diffuse large B-cell lymphoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(14): 1476-1482

摘要
目的: 探讨原发性胃肠道弥漫性大B细胞淋巴
瘤(PGI-DLBCL)中核转录因子κB(NF-κB)的
表达及临床意义.

方法: 采用免疫组织化学方法检测PGI-DLBCL
患者中CD10、Bcl-6、Mum-1、NF-κB p65的
表达, 结合临床随访资料, 分析NF-κB p65与
PGI-DLBCL免疫分型、临床生物学行为及预
后的关系.

®

■背景资料
原 发 性 胃 肠 道
弥 漫 性 大 B 细
胞 淋 巴 瘤 ( P G I -
DLBCL)在临床上
恶性程度及侵袭
性比结内DLBCL
高, 且与胃肠道一
般疾病或癌症难
以区别, 因此发现
时分期较晚、误
诊率较高, 且其标
准治疗的方法仍
未确定. 因此, 迫
切需要寻找适合
的 分 子 靶 点 ,  为
PGI-DLBCL临床
诊治提供指导. 

■同行评议者
宋军, 副教授, 武
汉协和医院消化
科
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结果: PGI-DLBCL中CD10阳性15例(28%), 
Bcl-6阳性37例(69%), Mum1阳性44例(81%), 
将其分为生发中心B细胞型(G C B型)19例
(35%), 活化B细胞(ABC型)35例(65%). NF-κB 
p65阳性表达率为72%(39/54), ABC型中NF-
κB p65的表达率明显高于GCB型(74.4% vs  
25.6%, P <0.05). PGI-DLBCL中NF-κB p65的表
达程度与结外侵犯部位有显著差异(P<0.05), 
其阳性表达率在结外侵犯部位中“≥2”
组的77%(10/13)表达强度大于“0-1”组的
71%(29/41)(P <0.05). NF-κB p65表达阴性患
者平均生存期明显长于阳性组(45.8 mo±35.9 
mo vs  20.3 mo± 29.3 mo, P <0.05).

结论: NF-κB p65和ABC型呈正相关, 和PGI-
DLBCL的发展和侵袭有关, 对PGI-DLBCL预
后判断具有一定临床意义, 在PGI-DLBCL的
高表达可作为新的治疗靶点.

关键词: NF-κB p65; 胃肠道; 淋巴瘤; 大B细胞; 

预后

刘方方, 葛军辉, 刘惠敏, 何金, 袁振刚, 王良哲, 马小梅. 核转录
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0  引言

胃肠道是结外非霍奇金淋巴瘤(non-hodgkin's 
lymphoma, NHL)常发生的部位, 据统计原发

性胃肠道淋巴瘤(primary gastrointestinal lym-
phoma, PGIL)占整个NHL的4%-20%. 其中原发

性胃肠道弥漫性大B细胞淋巴瘤(primary gas-
trointestinal diffuse large B-cell lymphoma, PGI-
DLBCL)是胃肠道最常见的淋巴瘤, 占全部胃

肠道淋巴瘤的40%-50%[1,2]. PGI-DLBCL的形态

学和分子生物学与结内弥漫性大B细胞淋巴瘤

(diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL)无区别, 
恶性程度及侵袭性比结内DLBCL高, 且与胃肠

道一般疾病或癌症难以区别. 因此发现时分期

较晚、误诊率较高. 由于手术切除存在致死性

的并发症, 近年来将化疗作为胃肠道DLBCL的
首选治疗[3,4], 而部分患者对常规化疗不敏感, 预
后差. 故进一步寻找合适的治疗靶点, 对患者的

治疗和预后具有重要意义. NF-κB是一类蛋白质

核转录因子, 在多种肿瘤中存在着选择性激活

或表达异常. 有学者认为, NF-κB持续活化是活

化B淋巴细胞型弥漫性大B细胞淋巴瘤(activate 
B-cell like diffuse large B-cell lymphoma, ABC-

DLBCL)预后不好的原因之一, NF-κB传导通路

成为ABC-DLBCL潜在的治疗靶点[5,6]. 本研究通

过PGI-DLBCL中NF-κB p65的表达与其免疫分

型、临床特征及预后的相互关系, 试图为PGI-
DLBCL中分子机制及临床治疗提供依据及指导.

1  材料和方法

1.1 材料 收集1998-05/2010-06长征医院PGI-
DLBCL患者54例, 所有病例均符合2001年WHO
淋巴瘤分类DLBCL组织学标准: 肿瘤细胞呈弥

漫性增生且细胞核相当于正常吞噬细胞的细胞

核或淋巴细胞的细胞核的2倍. 全部病例均符合

Dawson等[7]提出的PGIL的诊断标准: (1)全身体

表淋巴结无肿大; (2)无纵隔淋巴结肿大; (3)外周

血白细胞计数及分类正常; (4)病变以胃肠道为

主或伴有局部淋巴结受累, 肝脾无原发灶. 对其

临床资料、实验室检测结果进行总结, 其中男

28例, 女26例, 年龄12-84(中位年龄61)岁. 54例
均经胃肠镜或CT提示有占位, 胃DLBCL 30例, 
肠DLBCL 24例(回盲部20例, 小肠4例). 45例标

本来源于根治性或姑息性手术切除, 9例来源于

淋巴结活检术. 有49例患者术后接受化疗, 其中

14例行2次以上CHOP化疗方案, 13例行2次以上

利妥昔单抗(rituximab)联合CHOP(R-CHOP)化
疗方案, 22例术后行一般化疗方案或中药治疗. 
临床分期参考Lugano分期评估[8]. 按照IPI[9]评分

将患者分为低度危险组(0-1因素), 低中度危险

组(2个因素), 高中度危险组(3个因素), 高度危险

组(4-5个因素). 另选同期10例反应增生淋巴结

组织作为对照. 随访资料通过患者门诊复查、

电话随访结合信函调查获得. 随访中已死亡患

者生存期为病理诊断明确当日至死亡日期的间

隔月数, 计为完整数据, 随访截止仍存活者生存

期为病理诊断明确当日至末次随访的间隔月数, 
计为截尾数据. 末次随访时间为2010-12-31. 鼠
抗人单克隆抗体CD10、Bcl-6、Mum-1(即用型)
均购自福州迈新生物技术公司, 兔抗人单克隆

抗体NF-κB p65(浓缩型1∶150)购自Santa Cruz
公司. EnVision即用型免疫组织化学试剂盒和

DAB二氨基联苯胺显色剂试剂盒, 均由福州迈

新生物技术公司提供.
1.2 方法 石蜡标本制成4 μm的切片, 常规脱蜡, 
梯度乙醇水化, 抗原修复, 免疫组织化学EnVi-
sion法染色, DAB显色, 苏木精对比染色, 脱水, 
二甲苯透明, 中性树胶封片. 同时用已知的阳性

切片在同条件下染色作为阳性对照, 用PBS缓冲

■研发前沿
NF-κB是一类蛋
白质核转录因子, 
在多种肿瘤中存
在着选择性激活
或表达异常. 有学
者认为, NF-κB持
续活化是活化B细
胞型弥漫性大B细
胞淋巴瘤 (ABC-
DLBCL)预后不好
的原因之一, NF-
κB传导通路成为
ABC-DLBCL潜
在的治疗靶点. 从
不同角度研究NF-
κB通路上的信号
分 子 ,  找 到 抑 制
NF-κB活性的靶
点, 则能诱导细胞
凋亡, 抑制肿瘤的
生长, 这也一直是
国内外学者研究
的热点领域. 
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液代替一抗作为阴性对照. 结果判定标准: 阳性

反应为细胞膜、浆内或胞核内出现黄色或棕黄

色颗粒, 且其着色强度高于背景非特异性染色

者. CD10定位于细胞质或胞膜, Bcl-6、Mum-1
定位于细胞核. 每张切片随机选取10个高倍视

野, 计算瘤细胞阳性率, 瘤细胞阳性率≤30%视

为阴性[10]. NF-κB p65呈胞核着色, 每例切片随

机选取10个高倍视野进行结果判定. 按染色强

度及阳性细胞数占肿瘤细胞总数的百分比综合

计分. 染色强度: 无色为0分, 淡黄色为1分, 棕黄

色为2分, 棕褐色为3分. 阳性细胞数: 小于总数

的5%为0分, 5%-25%为1分, 26%-50%为2分, 大
于50%为3分. 染色强度得分与阳性细胞数得分

相加, 0分为阴性(-), 1-3分为弱阳性(+), 4-5分为

中度阳性(++), ≥6分为强阳性(+++)[11].
统计学处理 采用SPSS18.0统计软件. 数据

百分率比较采用R×2列联表卡方检验及Fisher
精确概率检验, 等级资料采用χ2检验; 生存分析

采用Kaplan-Meier分析技术, 生存期差别的比较

用Log-Rank时序检验. 检验效能为0.05.

2  结果

2.1 PGI-DLBCL中NF-κB p65的表达与免疫

分型的关系 根据2004年Hans等[10]标准对采用

对D L B C L进行免疫学分G C B和A B C两种亚

型. CD10、Bcl-6作为生发中心细胞来源的标

志物, CD10(+)或CD10(-)/Bcl-6(+), 为GCB型; 
CD10(-)/Bcl-6(-)为ABC型. Mum-1作为非生发

中心细胞来源的标志物, 若CD10(-)/Bcl-6(+), 则
用Mum-1分类: Mum-1(+)为ABC型, Mum-1 (-)
为GCB型. 结果显示: 15例(28%)CD10(+), 37例
(69%)Bcl-6(+), 44例(81%)Mum-1(+). GCB型19
例(35%), ABC型35例(65%). NF-κB p65蛋白阳性

表达主要定位于DLBCL细胞核, 呈淡黄、棕黄

或棕褐色颗粒, 在PGI-DLBCL中的表达较弥漫, 
程度增强, 阳性表达率为72%(39/54), 其中“+”
为33%(18/54), “++”为30%(16/54), “+++”
为9%(5/54). NF-κB p65在反应增生淋巴结组织

中的阳性表达主要定位于淋巴滤泡生发中心成

熟淋巴细胞胞核. GCB亚型中NF-κB p65的表达

率为25.6%, ABC亚型中NF-κB p65的表达率为

74.4%, ABC亚型中NF-κB p65的表达率明显高

于GCB亚型(P <0.05, 图1, 2, 表1).
2.2 PGI-DLBCL中NF-κB p65的表达与临床病

理参数的关系 PGI-DLBCL中NF-κB p65的表达

程度与结外侵犯部位有显著差异(P <0.05), 其阳

性表达率在结外侵犯部位中“≥2”组的77% 
(10/13)表达强度大于“0-1”组的71%(29/41). 
而NF-κB p65阳性表达与患者性别、年龄、临

床分期、浸润深度、淋巴结受累、肿块大小、

LDH、活动状态、IPI、B症状(临床分期中每一

期还应根据有无特定的全身症状而分为A或B症

■相关报道
Espinosa等通过免
疫组织化学发现
NF-κB p65在DL-
BCL和正常淋巴
结滤泡生发中心
中是胞质表达, 在
正常淋巴结副皮
质区是胞核表达.

图  1  PGI-DLBCL组织病理学观察结果(×400). A: HE染色; B: CD10阳性表达(IHC); C: Bcl-6阳性表达(IHC); D: Mum-1阳

性表达(IHC).

A B

C D
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状: A: 无全身症状; B: 1: 发热: 无法解释的发热, 
体温超过38 ℃; 2: 盗汗: 需要更换床单或被罩的

大汗; 3: 体质量减轻: 诊断前6 mo内无法解释的

体质量减轻超过平时体质量的10%)均无显著关

系(P >0.05, 表2).
2.3 PGI-DLBCL中NF-κB p65与患者预后的关系 
患者整体生存时间(overall survival, OS)为从诊

断明确开始计算直到死亡或最后1次随访所经

历的时间. 本组患者随访时间为1-144 mo, 6例失

访. 其间死亡19例, 占随访者的35%. 最短存活时

间仅为1 mo, 平均生存时间为26.6 mo±32.6 mo, 
中位存活时间为12.5 mo. 通过Kaplan-Meier方法

分析PGI-DLBCL中NF-κB p65的表达与患者预

后的关系, 结果显示: NF-κB p65阴性表达患者

平均生存期为45.8 mo±35.9 mo, 阳性表达患者

平均为20.3 mo±29.3 mo, Log-Rank时序检验提

示两组间生存期差异具有统计学意义(P <0.05, 
图3).

3  讨论

核转录因子NF-κB最初是Sen和Baltimore[12]从B
细胞的核抽提物中发现的一种能与免疫球蛋白

κ链基因的增强子κB序列(GGGACTTTCC)特异

性结合的核蛋白因子, 参与众多与免疫和炎症

反应有关的基因转录调控[13]. 已知哺乳动物细

胞中NF-κB成员有5个: NF-κB1(p50/p105)、NF-
κB2(p52/p100)、c-Rel、RelA(p65)、RelB[14]. 其
中p65:p50是最早被发现也是存在最广泛的二聚

体形式, 因此通常所说的NF-κB指的是p65:p50
复合体. NF-κB广泛存在于各种类型细胞中, 正
常情况下, NF-κB与阻遏蛋白(inhibitor of kappa 
B, IκB)相结合以无活性的状态存在于细胞质中, 
当机体面临生存危机时, 在各种因素的作用下, 
NF-κB进入核内开始转录, 从而调控多种细胞因

子、黏附分子、转录因子等, 不仅能促进细胞

增殖及肿瘤转移, 增加肿瘤的血管生成及耐药

等, 更重要的是他可以上调抗凋亡基因Bcl-2或
凋亡蛋白抑制因子家族成员Survivin的表达, 使
肿瘤细胞逃避凋亡, 成为肿瘤细胞生存的关键

因素, 从而促进肿瘤的发生、发展. NF-κB不仅

在实体瘤细胞增殖、转化和肿瘤的发展中起着

非常重要的作用[15-18], 而且与血液系统肿瘤密切

相关. 近年, 大量研究表明, 在淋巴瘤细胞株以

及淋巴瘤患者细胞都存在持续活化的NF-κB, 其
种类为p50/p65和p50/p50[19].

本研究通过检测NF-κB的主要组成因子NF-
κB p65, 发现其阳性表达主要定位于PGI-DLB-
CL细胞核, 在反应增生淋巴结中主要定位于滤

泡生发中心的胞核, 这可能与淋巴滤泡的生发

■创新盘点
国内外尚未有文
献对NF-κB在胃
肠 道 D L B C L 中
的表达与免疫分
型、各个临床特
征及预后相关性
作过系统研究. 本
研究首次利用Lu-
gano分期对PGI-
DLBCL患者进行
临 床 分 期 ,  通 过
NF-κB p65在54例
均为PGI-DLBCL
外科术后石蜡组
织中的表达, 全面
系统地研究其在
胃肠道DLBCL的
临床意义, 为寻找
PGI-DLBCL发病
的分子机制及临
床治疗提供理论
依据. 

图  2  NF-κB p65免疫组织化学观察结果(IHC×400). A: NF-κB p65在PGI-DLBCL组织中的阳性表达; B: NF-κB p65在反应

增生淋巴结组织中的阳性表达.

A B

表  1  NF-κB p65与免疫分型的关系

     
NF-κB p65 GCB n (%) ABC n (%)   P值  χ2值

-   9(60.0)   6(40.0) 0.018 5.608

+ 10(25.6) 29(74.4)

图  3  NF-κB p65阳性和阴性表达患者生存期.
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中心是增生最活跃的部分有关. 而Espinosa等[20]

通过免疫组织化学发现NF-κB p65在DLBCL和
正常淋巴结滤泡生发中心中是胞质表达, 在正

常淋巴结副皮质区是胞核表达. 我们认为, NF-
κB p65表达部位的不同可能是由于NF-κB在细

胞中以两种状态存在, 即细胞质内的非活化状

态和细胞核内的活化状态, NF-κB p65表达在细

胞核上是NF-κB活化的标志, 因此观察NF-κB的
病理意义, 应以出现细胞核内的表达更合适, 同
李百周等[21]观点一致.

Davis等[5]发现, ABC-DLBCL细胞株中NF-
κB持续活化, IκB激酶(IκB kinase, IKK)活性增

强, IκBα降解加速, 而在GCB-DLBCL中未能见

到这种情况. 同样Lam等[6]通过基因表达谱进一

步研究发现, 高特异性的小分子IκB激酶抑制剂

PS-1145和MLX105可以选择性地发挥毒性作用

于ABC-DLBCL细胞株, 但对GCB-DLBCL却没

有影响. 本研究通过免疫组织化学在PGI-DLB-
CL石蜡组织中同样发现NF-κB p65高表达, ABC
亚型中NF-κB p65的表达率明显高于GCB亚型

■应用要点
NF-κB p65蛋白
在PGI-DLBCL的
ABC亚型中高表
达, 提示NF-κB可
以作为PGI-DLB-
CL中一个很有前
途的治疗靶点. 今
后PGI-DLBCL的
治疗方向将趋向
于个体化, 根据患
者的临床特征、
免疫分型及免疫
组化指标等因素
制定恰当的治疗
方案将会有助于
提高临床疗效. 由
于NF-κB活性失调
能引起很多疾病, 
因此NF-κB活化途
径中的关键因子
均可作为药物设
计筛选的靶标. 

表  2  NF-κB p65与各临床病理参数之间的关系 (n  = 54)

     
临床病理特征

NF-κB/p65

- + ++ +++
P 值

性别 15 18 16 5 0.781

    男 7 11 8 2

    女 8 7 8 3

年龄(岁) 15 18 16 5 0.821

    <60 6 7 7 1

    ≥60 9 11 9 4

临床分期 15 18 16 5 0.408

    Ⅰ、Ⅱ 8 13 8 4

    Ⅲ、Ⅳ 7 5 8 1

浸润深度 15 18 16 5 0.649

    黏膜、黏膜下层 1 0 0 0

    固有肌层 1 3 1 1

    浆膜层 13 15 15 4

淋巴结受累 15 18 16 5 0.108

    无 3 4 7 2

    局部淋巴结 2 8 1 1

    更远部位淋巴结 10 6 8 2

结外侵犯部位 15 18 16 5 0.024

    0-1 12 17 8 4

    ≥2 3 1 8 1

肿块大小(cm) 15 18 16 5 0.431

    <5 2 4 1 0

    ≥5 13 14 15 5

LDH 15 18 16 5 0.215

    正常 9 16 10 3

    >正常 6 2 6 2

体能状况 15 18 16 5 0.713

    0-1 12 15 13 3

    2-4 3 3 3 2

IPI 15 18 16 5 0.536

    低危(0-1因素) 9 13 8 3

    低中危(2因素) 1 3 1 1

    高中危(3因素) 2 2 2 0

    高危(4因素) 3 0 5 1

B症状 15 18 16 5 0.390

    无 10 15 13 5

    有 5 3 3 0
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(P <0.05), 与王艳君等[22]在DLBCL中的研究结

果一致. 2008年新的WHO分类也提到NF-κB在
ABC亚型中有异常活化, 而GCB亚型中无此现

象[23]. 在随后的NF-κB p65和临床特征之间的关

系研究中我们发现NF-κB p65的表达程度与结

外侵犯部位有相关性(P <0.05), 据此推测NF-κB 
p65和PGI-DLBCL的发展和侵袭呈正相关. 而且

已有研究表明多部位累及发病可能是部分患者

预后差、疾病进展迅速的重要因素[24], 结外浸润

病灶愈多预后愈差, 临床分期是影响胃肠道淋

巴瘤预后的重要因素, 肿瘤浸润至黏膜、黏膜下

层或肌层对患者的长期生存影响不大, 而一旦累

及浆膜外组织、邻近淋巴结和组织器官则预后

较差. 原发肿瘤直径<5 cm者预后较好[25]. 但本研

究并未发现其与临床Ⅲ/Ⅳ期、IPI、出现B症状

等有明确的相关性, 与黄忠连等[26]、昌红等[27]的

研究结果不一致. 其原因可能是与PGI-DLBCL
的异质性有关, 也与本研究对象住院治疗患者

中分布不均有关, 这有待于进一步扩大样本量, 
进行进一步判定研究.

本研究经Kaplan-Meier生存分析显示NF-
κB p65阳性表达组患者生存期明显低于阴性组

(P <0.05), 提示NF-κB p65蛋白表达显示预后不

良, 可以作为一个很有前途的针对ABC-DLBCL
的治疗靶点. 新的免疫化学疗法R-CHOP已成为

侵袭性B细胞淋巴瘤新的标准治疗方案, Nakani-
shi等[28]发现单纯CHOP治疗主要是通过抑制拓

扑酶Ⅱ的活性, 随之导致DNA的断裂而抑制肿

瘤细胞增殖和死亡, 而不良反应是增强NF-κB活
性, 从而使肿瘤细胞逃避凋亡. Pavan等[29]推测

利妥昔单抗可能是通过抑制IKK复合物的活性

来抑制NF-κB激活, 从而恢复肿瘤化疗药的敏感

性. R-CHOP方案在DLBCL治疗上的成功经验

正在进一步增长了减少胃肠道DLBCL手术治疗

的趋势. 2003年美国FDA首先批准蛋白水解酶

抑制剂硼替佐米用于复发难治性多发性骨髓瘤, 
主要通过阻止IκB水解达到抑制NF-κB活化目

的. Dunleavy等[30]对复发难治性DLBCL采用硼

替佐米联合单纯化疗方法, 发现ABC-DLBCL患
者可从使用硼替佐米中受益, 可以进一步大样

本的临床试验.
NF-κB活性的失调能引起包括肿瘤和炎症

在内的很多人类病症, 随着NF-κB抑制细胞凋亡

作用机制的研究深入, 并应用于各种疾病的治

疗, 人们发现NF-κB在不同的刺激因素及特定的

细胞类型中还有促进细胞凋亡的作用[31], 且有学

者发现NF-κB的表达在T淋巴细胞淋巴瘤有好的

预后[32], 这可能跟激活的NF-κB亚单位的种类及

数量有关[33]. NF-κB在PGI-DLBCL发病过程中的

信号传导途径和调控的分子基础需要做进一步

的研究, 相信以NF-κB为靶点的肿瘤基因治疗及

新药开发将为肿瘤治疗的研究开辟一个新领域.
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Abstract
AIM: To detect the expression of epidermal 
growth factor receptor (EGFR) in colorectal 
cancer and to evaluate its relationship with 
clinicopathological parameters and prognosis in 
patients with colorectal cancer.

METHODS: A total of 1 228 specimens were 
collected from patients with colorectal cancer 
who were treated at Fuzhou General Hospital 

of Nanjing Military Command of Chinese PLA 
from January 2004 to April 2010. Immunohisto-
chemistry was used to detect the expression of 
EGFR in 1 100 specimens taken from patients 
who had complete clinical data. Univariate and 
multivariate analyses were used to study the re-
lationship of EGFR expression with clinicopath-
ological parameters and prognosis in patients 
with colorectal cancer.

RESULTS: The positive rate of EGFR expression 
was 24.55% (270/1 100). Males had a significant-
ly higher positive rate of EGFR expression than 
females (27.04% vs 19.01%, P = 0.015). Patients 
with stages III and IV colorectal cancer had a 
significantly higher positive rate of EGFR ex-
pression than other patients (40.74% vs 30.58%, 
P < 0. 001). The positive rate of EGFR expression 
was significantly higher in patients with lymph 
node or distant metastasis than in those without 
metastasis (32.10% vs 19.09%, P < 0.0001). EGFR 
expression was not significantly correlated with 
age, tumor location, invasion depth, differentia-
tion, or overall survival.

CONCLUSION: Detection of EGFR protein ex-
pression can be used to evaluate the malignant 
behavior and prognosis of colorectal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; Epidermal growth 
factor receptor; Immunohistochemistry; Pathology; 
TNM staging; Prognosis

Wang L, Yu YH, Liu W, Wang L, Ouyang XN, Xiong XS. 
Significance of expression of epidermal growth factor re-
ceptor in colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(14): 1483-1488

摘要
目的: 探讨结直肠癌患者肿瘤组织中表皮生长
因子受体(epidermal growth factor, EGFR)过表
达与临床病理特征及其预后的关系和意义.

方法: 收集2004-01/2010-04在中国人民解放
军南京军区福州总医院手术切除的结直肠癌
组织标本1 228例, 选择其中资料完整的病例
1 100例, 采用EliVisionTM plus免疫组织化学方
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■背景资料
我国结直肠癌的
发病率呈逐年上
升趋势, 近年来, 应
用靶向药物治疗
结直肠癌取得了
重要进展, 在目前
抗肿瘤分子靶向
治疗中, 表皮生长
因子受体(EGFR)
是最受关注的治
疗靶点之一.
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法检测癌组织EGFR的表达. 通过Ridit分析和
生存分析判断EGFR表达与各临床病理参数
及其预后的关系.

结果: 1 100例结直肠癌组织中EGFR阳性表
达270例, 表达率为24.55%. 男性患者阳性
表达率明显高于女性(27.04% vs  19.01%, P  
= 0.015), Ⅳ期、Ⅲ期肿瘤患者阳性表达率
明显高于其他各期病例(40.74% vs  30.58%, 
P <0.001), 有淋巴结转移者EGFR阳性表达率
明显高于无淋巴结转移者(32.10% vs  19.09%, 
P <0.0001), 有远处转移者EGFR阳性表达率
明显高于无远处转移者(75.31% vs  20.51%, 
P <0.0001); EGFR表达与患者年龄、肿瘤部
位、肿瘤浸润深度、肿瘤分化程度等均无明
显相关性, EGFR表达水平与患者总生存期无
明显相关.

结论: EGFR检测可以作为评估结直肠癌恶性
生物学行为及其预后的参考指标.

关键词: 结直肠癌; 表皮生长因子受体; 免疫组织化

学; 病理学; TNM分期; 预后
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0  引言

结直肠癌是全球范围内第3位常见的恶性肿瘤, 
其相关死亡占第4位[1]. 我国结直肠癌的发病率

亦呈逐年上升趋势. 手术仍是治疗结直肠癌的

主要手段[2], 但效果并不理想, 近年来, 应用靶向

药物治疗结直肠癌取得了重要进展, 在目前抗

肿瘤分子靶向治疗中, 表皮生长因子受体(epi-
dermal growth factor receptor, EGFR)是最受关注

的治疗靶点之一[3]. EGFR是ErbB家族成员, 在
多种人类肿瘤中高表达, 其具有酪氨酸激酶活

性, 当其与配体结合时, 通过激活酪氨酸蛋白激

酶途径, 可促进肿瘤细胞生长和迁移、肿瘤血

管形成及抑制肿瘤细胞凋亡[4]. 至今已有许多关

于结直肠癌中EGFR蛋白表达的报道, 但总体例

数均较少, 阳性表达率在8%-83%之间[5,6], 存在

较大的差异, 其表达意义也一直有争议[7,8]. 为此, 
本研究拟采用EliVisionTM plus免疫组化方法对

1 100例结直肠癌患者肿瘤标本进行EGFR检测, 
以期了解EGFR在结直肠癌组织中的表达情况, 
并分析其与各临床病理参数及其预后的关系.

1484               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年5月18日  第19卷  第14期

 1  材料和方法

1.1 材料 收集2004-01/2010-04在中国人民解放

军南京军区福州总医院手术切除的结直肠癌组

织标本1 228例, 选择其中资料完整的病例1 100
例进行研究, 所有病例术前均未经放疗或化疗. 
1 100例患者中男758例, 女342例, 年龄17-85(中
位年龄51)岁. 结肠癌536例, 直肠癌564例. 按照

肿瘤分化程度进行病理学分类: 高、中分化者

961例, 低分化、未分化者139例. TNM分期参

照2006版WHO结直肠肿瘤分类及诊断标准: 0
期4例, Ⅰ期190例, Ⅱ期462例, Ⅲ期363例, Ⅳ期

81例. 有淋巴结转移者461例. 总生存期(overall 
survival, OS)为患者手术病理确诊直至由于任何

原因死亡的时间. 在数据截止时尚生存的患者, 
以其最后1次随访的日期作为截尾数据进行分

析. 所有组织标本经40 g/L中性甲醛固定, 石蜡

包埋, 3 μm厚连续切片, 分别进行HE和免疫组织

化学染色. 免疫组织化学试剂均购自福州迈新

生物技术开发公司, EGFR一抗为鼠抗人单克隆

抗体. 试剂盒选用EliVisionTM plus试剂盒. 其他

仪器设备: 石蜡切片机(LEICA RM2245); 全自动

免疫组织化学染色仪(德国LEICA公司);  显微镜

(OLYMPUS BX51);  电热恒温干燥箱(上海-恒科

技有限公司). 所有标记均设阳性对照并用PBS
缓冲液代替一抗做阴性对照.
1.2 方法 
1.2.1免疫组织化学染色方法: 采用EliVisionTM 
plus法. 步骤如下(1)结直肠癌石蜡组织3 μm厚连

续切片3张, 置于防脱玻片上, 将切片放入70 ℃
烤箱过夜; (2)二甲苯脱蜡2缸10 min; 1 L/L酒精

5 min、1 L/L酒精2 min、850 mL/L酒精2 min、
700 mL/L酒精2 min水化, 过蒸馏水; (3)PBS冲
洗3×3 m i n; (4)采用胃酶进行酶消化抗原修

复, 在切片上滴加胃酶, 置入37 ℃水浴箱中15 
min; (5)PBS冲洗 3×3 min; (6)加3%过氧化氢溶

液, 室温下孵育10 min, 以阻断内源性过氧化物

酶; (7)PBS冲洗3×3 min; (8)加第一抗体, 室温

下孵育60 min; 阴性对照切片以蒸馏水代替一

抗; (9)PBS冲洗3×5 min; (10)加聚合物增强剂

(试剂A), 室温下孵育20 min; (11)PBS冲洗3×3 
min; (12)加酶标抗鼠聚合物(试剂B), 室温下孵

育30 min; (13)PBS冲洗3×3 min; (14)加新配制

的DAB显色液, 显微镜下观察3-10 min, 阳性显

色为棕色; (15)蒸馏水冲洗, 苏木素复染, 0.1%盐

酸分化, 蒸馏水冲洗,  PBS冲洗返蓝; (16)梯度酒

精脱水干燥, 中性树脂封片, 显微镜下观察. 
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发现该指标对评
估胃癌的恶性生
物学行为有一定
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1.2.2 EGFR过表达的判读: 阳性染色呈棕黄色颗

粒, 位于细胞膜. 根据肿瘤阳性细胞数所占比例

分为: 肿瘤细胞不着色<10%的肿瘤细胞着色为

(-), 10%-25%(+), 26%-50 %(++), 50%-75%(+++), 
>75 %(++++)[9,10].

统计学处理 数据采用EXCEL2003进行录入

整理, 统计学分析采用SAS9.1软件, 结直肠癌患

者EGFR表达与患者临床病理学特征之间的关

系统计学方法采用Ridit分析. 不同分组之间的

生存分析比较采用Log-Rank检验, 双侧检验P≤
0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 EGFR蛋白在结直肠癌中的表达 EGFR在不

同分化程度的结直肠癌组织中通常为不同程度

的棕色膜染色(图1). 所有患者肿瘤组织中EGFR
的阳性表达率为24.55%(270/1 100), 其中(+)者
118例, (++)者77例, (+++)者51例, (++++)者24例. 
2.2 EGFR表达与各临床病理参数之间的关系 
EGFR表达与患者的性别相关, 男性患者EGFR
阳性率为27.04%, 女性患者阳性率为19.01%, 
有统计学意义(Hc = 5.9091, P  = 0.0151). EGFR
表达与患者的TNM分期亦有显著相关性(Hc = 
32.6849, P <0.001), Ⅳ期、Ⅲ期患者EGFR阳性

率明显高于其他各期, 0期、Ⅰ期、Ⅱ期之间

差异无统计学意义; 有淋巴结转移者与无淋巴

结转移者EGFR阳性表达差异亦有统计学意义

(Hc = 28.2867, P <0.001); 手术时有远处转移者

EGFR阳性表达明显多于无远处转移者(75.31% 
vs  20.51%, Hc = 152.36, P <0.001). EGFR表达与

年龄, 肿瘤部位, 肿瘤浸润深度, 分化程度等均

无明显相关性(表1). 
2.3 EGFR表达与结直肠癌患者生存的关系 本研

究最终实际随访人数222例(2005-2009年, 采用

随机表随机抽取), 中位随访时间42(12-72) mo. 
至数据截止时间, 152例患者存活, 70例患者死

亡. EGFR阴性组5年生存率57.80%, 中位生存期

26 mo; EGFR阳性组5年生存率54.60%, 中位生

存期40 mo. EGFR表达水平与患者的总生存期

无明显相关(χ2 = 2.918, P  = 0.088, 图2). 

3  讨论

TNM分期至今仍是结直肠癌最重要的临床病理

学预后因子, 也是目前临床进行辅助放化疗的

主要依据. 然而, 结直肠癌又是一类个体化差异

明显的疾病, T3,T4N0M0结直肠癌患者术后局部

复发和远处转移者占20%-30%, 而其余大部分

患者可以达到临床治愈; T3,T4N1M0结直肠癌患

者术后局部复发和远处转移者高达50%-80%, 
但也有少部分患者可以通过手术和术后化疗达

到临床治愈[11]. 因此, 进一步了解结直肠癌患者

肿瘤细胞的分子生物学行为, 可能有助于判断

■创新盘点
迄今为止本研究
属于国内最大宗
关于EGFR在结直
肠癌患者中表达
的病例研究.

A B

C D

图  1  EGFR在结直肠癌组织中的表达(EliVision×400). A: 高分化腺癌; B: 中分化腺癌; C: 低分化腺癌; D: 腺癌组织中的阴性

表达. 
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患者的预后. 有研究揭示, EGFR的过度表达或

异常激活常引起细胞恶性转化, 与结直肠癌的

发生、发展、恶性程度及预后等密切相关[12,13]. 
余英豪课题组前期对大宗中国胃癌人群进

行了EGFR表达研究, 发现该指标对评估胃癌的

恶性生物学行为有一定意义[14]. 本研究主要目

的是通过免疫组织化学方法检测结直肠癌患者

EGFR表达情况, 希望籍大宗病例研究以更准确

揭示EGFR表达水平与中国结直肠癌患者临床

病理参数间的关系, 为临床判断预后和指导治

疗提供依据. 研究发现在所有1 100例中国结直

肠癌人群中, EGFR的阳性表达率为24.55%, 与
以往所报道的EGFR阳性表达率8%-83%[5,6]之间

有一定的差异. 国内外的多项研究表明, EGFR

表达水平与患者年龄、性别、肿瘤生长部位、

浸润深度、大体形态、组织学类型、分化程度

无明显相关性[15-17], 而与结直肠癌TNM分期和

淋巴结转移相关[18,19], 揭示EGFR阳性的肿瘤可

能具有更强的分裂增生及浸润性, 其高表达与

肿瘤的高侵袭转移性有关, 可作为判断结直肠

癌进展和预后的指标[20]. 本研究结论与其亦略

有差异, EGFR表达与性别相关, 男性明显高于

女性, 其差别有统计学意义, 这是否与结直肠癌

男性发病率本身高于女性相关尚有待研究; 而
EGFR的表达与年龄、肿瘤发生部位、肿瘤浸

润深度、肿瘤分化程度无显著相关性, 与TNM
分期、淋巴结转移及远处转移有显著相关性, 
EGFR表达水平与患者的总生存期亦无明显相

■应用要点
本研究采用EliVi-
s ion TM plus免疫
组织化学方法对
1 100例结直肠癌
患者肿瘤标本进
行EGFR检测, 以
期 了 解 E G F R 在
结直肠癌组织中
的 表 达 情 况 ,  并
分析其与各临床
病理参数及其预
后的关系.

表  1  EGFR表达与结直肠癌患者临床病理参数的关系

     
临床病理参数       n    -     + ++ +++ ++++ EGFR阳性率(%)       Hc值      P值

性别        24.55

    男    758 553   97 61 32 15        27.04     5.9091   0.0151

    女    342 277   21 16 19   9        19.01

年龄(岁)

    <60    559 432   33 37 45 12        22.72     0.0307   0.8609

    ≥60    541 398   85 40   6 12        26.43

肿瘤部位

    结肠    536 414   35 40 31 16        22.76     0.3779   0.5387

    直肠    564 416   83 37 20   8        26.24

浸润深度

    Tis+T1      14   10     2   0   1   1        28.57     3.3394   0.3422

    T2    227 165   28 13 15   6        27.31

    T3    795 611   77 62 29 16        23.14

    T4      64   44   11   2   6   1        31.25

分化程度

    高、中分化    961 730 107 56 49 19        24.04     1.3667   0.2424

    低、未分化    139 100   11 21   2   5        28.06

TNM分期

    0        4     3     0   0   0   1        25.00   32.6849 <0.0001

    Ⅰ    190 153   23   5   6   3        19.47

    Ⅱ    462 374   32 37 13   6        19.05

    Ⅲ    363 252   55 31 17   8        30.58

    Ⅳ      81   48     8   4 15   6        40.74

淋巴转移

    N0    639 517   57 37 19 9        19.09   28.2867 <0.0001

    N1    298 209   40 16 25 8        29.87

    N2    163 104   21 24 7 7        36.20

远处转移

    M0 1 019 810 105 67 27 10        20.51 152.3555 <0.0001

    M1      81   20   13 10 24 14        75.31

预后    222

    存活    152 110   14 18 6 4        27.63     0.2461   0.6198

    死亡      70   48     8 10 2 2        31.43



www.wjgnet.com

王丽, 等. EGFR在结直肠癌组织中的表达及其意义							                 1487

关, 这与以往研究相同. 
结直肠癌作为一种消化系常见肿瘤, 对其预

后的判断是一个复杂的问题, 尽管EGFR蛋白表

达的高低不能有效预测患者的预后, 甚至有研

究表明亦不能指导临床抗EGFR分子靶向药物

的应用[21], 但是EGFR在肿瘤的增殖和进展方面

的作用仍十分重要. 近年来, EGFR已经成为结

直肠癌靶向治疗的重要靶点, 尤其西妥昔单抗

和帕尼单抗的临床应用更证实了EGFR在结直

肠癌发生和发展中的重要作用. EGFR可以在蛋

白和基因水平进行检测, 迄今为止, 绝大多数研

究在蛋白水平检测EGFR表达与靶向药物的疗

效缺乏一致性, 因此引发了许多学者进一步在

基因水平上检测肿瘤组织中EGFR的变化以及

EGFR下游信号转导途径的改变等, 揭示了诸如

k-ras等基因突变与靶向药物疗效、患者临床病

理参数及预后之间的关系. 本课题组已展开对

结直肠癌组织EGFR蛋白高表达与EGFR基因突

变、k-ras基因突变间关系的深入研究[22]. 
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图  2  结直肠癌EGFR表达与患者生存的关系.
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Abstract
The mu opioid receptor (MOR), a member of G 
protein-coupled receptors, plays a pleiotropic 
role in various physiological and pathologi-
cal processes, such as pain, inflammation, and 
immune modulation. MOR is expressed abun-
dantly in both central and peripheral tissues and 
plays a significant role in peristalsis and secre-
tion. It has been documented that MOR agonists 
are potentially valuable agents for the treatment 
of inflammatory bowel disease (IBD). This paper 
will explore the link between MOR and IBD, 
aiming at providing a theoretical basis for future 
development of new treatments for IBD.

Key Words: Mu opioid receptor; Inflammatory bow-
el disease; Neuroendocrine-immune regulation

Wang JF, Fu SP, Liu Y, Wang MP, Wang QJ, Liu JX, Wang 
W. Mu opioid receptor and inflammatory bowel disease. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(14): 1489-1493

摘要
μ型阿片受体(mu opioid receptor, MOR)作为
G蛋白偶联受体的成员之一, 在疼痛传递、炎
症过程、免疫调节等多种生理及病理反应中
发挥重要作用. MOR在中枢和外周都有大量
表达, 在胃肠道中主要分布于肠道淋巴细胞、

肠肌层及黏膜下神经元中, 对肠道蠕动、分
泌功能都有重要作用. 一些动物实验和体外实
验结果表明MOR的激动剂在治疗炎症性肠病
(inflammatory bowel disease, IBD)方面具有重
要的潜在价值, 已经成为治疗IBD的一种新靶
点. 本文对MOR的功能及其与IBD的潜在联系
进行了综述, 为深入研究治疗IBD的新途径提
供理论依据.

关键词: μ型阿片受体; 炎症性肠病; 神经-内分泌-

免疫调节
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
是近年来在我国及欧美诸多国家极为普遍的

一种自身免疫性疾病 [1]. IBD包括溃疡性结肠

炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩病(Crohn's 
disease, CD), 以肠道炎症和肠黏膜损伤为主要

特征. 临床上以腹痛、腹泻、便血、多次排便

等为主要症状, 其病因由遗传、免疫、环境及

黏膜屏障等多种因素协同构成. 其中肠道局部

神经内分泌免疫调控网络的稳态对于IBD发生

发展中起着重要作用. 阿片肽是一类具有吗啡

样活性的内源性活性物质, 在化学结构上属于

肽类, 因此, 称他们为内源性阿片肽. 主要分为3
大家族: 脑啡肽、内啡肽和强啡肽. 目前所知的

内源性阿片肽绝大部分可归入下列3个前体系

统, 即前脑啡肽系统、新内啡肽-强啡肽系统和

前阿黑皮素系统. 脑啡肽来自前脑啡肽系统, β-
内啡肽来自前阿黑皮素系统, 强啡肽来自新内
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■背景资料
炎症性肠病是一
种以腹痛、便血
为特征的多因素
引起的肠道疾患, 
在中国近十年的
患病率成快速增
长的趋势, 严重影
响人们的正常生
活. 作为一种危害
严重的胃肠道疾
病, 其发病机制已
成为研究热点, 具
有潜在性治疗价
值的新靶点不断
被发现, μ型阿片
肽受体就是其中
很重要的一种. 

■同行评议者
夏冰, 教授, 武汉
大学中南医院消
化内科



啡肽-强啡肽系统[2,3]. 阿片受体属G蛋白偶联受

体, 包括μ、δ、κ和OFQ 4类, 其中μ型阿片肽受

体(mu opioid receptor, MOR)在体内的广泛分布, 
并在疼痛传递、炎症过程、免疫调节等多种生

理反应中发挥重要作用[4,5], 而这3种生理过程, 
都直接与IBD的发生发展有关, 并且已经有利用

阿片肽类药物缓解IBD患者病痛和治疗疾病的

先例, 所以MOR与IBD存在必然联系. 本文拟对

二者的关系做简要阐述, 希望对深入研究治疗

IBD的新策略提供帮助.

1  阿片肽功能及调控

1.1 镇静止痛作用 阿片类物质的主要作用是缓

解疼痛. 内啡肽对不同损伤大鼠痛觉反应模型

具有类似的抑制痛觉作用, 脑室注射(i.c.v.)或鞘

内注射(i.t.)均可产生强效的镇痛作用. 他们的镇

痛作用与吗啡相当, MOR阻断剂β-富马纳曲酮

(β-funaltrexamine, β-FNA)和纳洛酮能够阻断内

啡肽的这种作用[6]. 阿片肽对μ、δ、κ和OFQ 4
类阿片肽受体亲和力具有一定的选择性, 通过

啮齿类动物脑膜及重组受体提取物的结合实验

研究发现, 吗啡在体外优先选择MOR, Ki值在

nmol/L数量级, 对δ、κ受体亲和性则接近μmol/
L数量级[7]. 在MOR基因敲除小鼠中, 内啡肽丧

失了镇痛作用[8-10], 说明内啡肽的镇痛作用是由

MOR介导的. 内啡肽作为突触前或突触后MOR
内源性配基起着调节痛觉的作用. 在体内(主要

在脑中), 阿片肽通过与中枢上分布的MOR高效

特异结合实现其介导麻醉、呼吸抑制、成瘾等

作用. 实验证明, 无论是吗啡镇痛、脑刺激镇痛

或针刺镇痛都激活了以阿片肽系统为主要中介

的内源性痛觉调制系统[11]. 但是从近年来发现的

孤啡肽系统来看, 阿片肽在痛觉调制中也存在

着双重的作用[12].
1.2 免疫调节作用 证明免疫细胞表面存在MOR
的方法主要包括功能性研究、受体-配体结合

实验、分子生物学研究、组织化学研究等. 吗
啡能增加感染大鼠的死亡率, 并能抑制自然杀

伤细胞的溶细胞活动和丝裂原诱导的增殖反应. 
有证据表明吗啡通过调节IL-lβ-依赖性通路来

影响脑-免疫系统轴. 在体实验长期慢性给予吗

啡可减弱淋巴细胞的增殖反应, 自然杀伤细胞

的细胞毒性以及抗体和血清溶血素的形成. 而
吗啡的受体主要是MOR, 说明MOR存在于自然

杀伤细胞、淋巴细胞等免疫细胞表面. Sedqi等
首先于1995年报道了小鼠腹膜巨噬细胞存在有
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MOR mRNA[13], Chuang等[14]报道了在T、B淋巴

细胞, CD4+T淋巴细胞, 单核细胞中存在有MOR 
mRNA. 李雪等应用免疫组织化学技术检测了

80例淋巴组织冰冻切片中MOR、脑啡肽受体, 
和强啡肽受体的表达情况, 证实在人类免疫系

统的细胞上表达有阿片肽受体, 其中MOR在脾

脏、淋巴结、肠黏膜腺体及肠黏膜下淋巴组织

均有表达, 阿片肽类神经肽通过受体与配体结

合的直接作用方式对免疫功能起调节作用[15]. 
通过体外研究已经证实外源性阿片肽(如鸦

片)和MOR抑制剂(例如纳洛酮)可以调控促细胞

分裂原诱导的外周血单核细胞(peripheral blood 
monouclear cell, PBMC)和脾细胞增殖, 还可以调

控NK细胞活性, 产生炎症性和免疫调节类细胞

因子. 在自身免疫性疾病和炎症性疾病的动物

模型中MOR也具有调控免疫功能的作用[2,16]. 除
此以外, 研究表明阿片肽类物质作为一种神经递

质, 可以诱发巨噬细胞表面表达大量的MOR, 分
泌更多白介素-6, 通过破坏TLR-9-NF-κB信号通

路, 抑制巨噬细胞的吞噬能力, 下调机体抵御外

源性物质的能力, 增加了细菌扩布的可能性[17-19]. 
由此可见, 阿片类物质与MOR结合后可引起免

疫调节作用和信号传导通路的激活, 在免疫调

节过程中具有重要作用. 
1.3 植物性神经作用 阿片类药物具有呼吸抑

制、便秘和嗜睡等不良反应. 机体的内源性阿

片肽参与机体的一系列植物性神经功能的调节, 
包括心血管活动、消化活动和体温调节等. 应
该指出, 许多经典递质(包括交感神经及副交感

神经的主要递质去甲肾上腺素、乙酰胆碱等) 
都是调节植物性神经功能的主要活性物质. 但
是阿片系统也是参与调节的一种因素. 这种调

节功能在正常生理状态时, 作用一般不很明显, 
但在异常状态下(如因创伤、缺氧和疼痛引起应

激时)可能具有重要的病理生理意义[20-22]. 
1.4 影响阿片肽功能的主要因素 采纳洛酮是

μ、δ、κ型阿片受体竞争性拮抗剂而无激动活

性 ,  与阿片受体的亲和力大于吗啡和脑啡肽 , 
能竞争性地阻断阿片样物质和内源性阿片肽

介导的各种效应[23]. 其主要机制为通过药理伴

随作用(pharmacological chaperones act)以稳定

阿片受体前体, 调控其生物功能. Leskelä等[24]

通过对HEK293细胞用四环素和布雷菲得菌素

A(brefeldin A)共同处理, 阻止其内质网运输, 分
离位于内质网上的δ型阿片受体前体, 发现该前

体可以与3H-二丙诺啡[(3H)diprenorphine]高度

www.wjgnet.com

■研发前沿
利用吗啡等阿片肽
类药物治疗炎症性
肠病的案例国内外
都有报道, 但对药
物的依赖性使这种
治疗方法不能广泛
应用. 因此, 究竟μ
型阿片肽受体在炎
症性肠病中发挥怎
样作用成为科研工
作者研究的热点.

■相关报道
E.S ienk iewicz -
Sz1apka等通过μ
型阿片肽受体介
导的类阿片肽在
caco-2单层细胞
的转移实验, 证明
了阿片肽类药物
治疗炎症性肠病
的口服性应用前
景, 并为后续的机
制研究奠定基础.
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亲和, 与纳曲酮结合位点数量增加两倍.

2  MOR与IBD的联系

IBD是一种在我国及欧美等诸多国家极为普遍

的慢性胃肠道疾病. 目前认为IBD 的发病机制涉

及遗传、环境、微生物、黏膜屏障、内环境和

神经-内分泌-免疫调控网络等多个方面. 发病过

程主要是刺激因子作用于遗传易感者导致其体

内肠道菌群种类和数量发生变化, 从而引起肠

道微环境的改变, 诱发肠道免疫系统和非免疫

系统启动免疫反应和炎症反应, 最终表现出腹

痛、腹泻、便血等临床症状. 可见IBD与免疫

系统的激活及免疫细胞产物之间的关系非常密

切[25,26]. 
在高等动物及人类机体中, 神经系统、内

分泌系统及免疫系统是控制机体生理功能的3
大调节系统. 而阿片肽则是全面参与这3大系统

调节功能的重要因素. 阿片肽除了作为神经递

质或调质参与中枢神经功能的调节之外, 阿片

肽还对下丘脑-垂体-内分泌腺体的多条途径具

有一定的影响, 其中β-内啡肽的影响最为明显. 
阿片肽作为神经系统与免疫系统相联系的一种

中介物质, 其在调节神经-内分泌-免疫网络与机

体免疫稳态方面的作用受到越来越多的研究人

员的重视, 已经成为许多疾病研究的新靶点. 鉴
于鸦片酊能通过位于中枢神经系统中的MOR
配体调节肠道蠕动功能, 对急慢性肠炎具有镇

痛和治疗作用, 并且随着研究的不断深入, 在肠

道周围组织(如肠道隐窝上皮细胞)中也发现有

MOR存在, MOR在治疗IBD中的潜在作用受到

了很多学者的关注[27-29]. 
2 0 0 3年P h i l i p p e采用在三硝基苯磺酸

(TNBS)或外周扩增CD4+T淋巴细胞诱导的结肠

炎模型小鼠皮下注射MOR激动剂和抑制剂的方

式研究了MOR在调控肠炎方面的作用. 结果证

实, 注射阿片肽抑制剂纳洛酮后能极大程度上

降低结肠炎的药物治疗效果; MOR基因敲除鼠

对TNBS诱导的结肠炎的易感性明显提高, 在造

模后第3天的死亡率可达50%; 注射MOR的激动

剂DALDA, 可以显著下调结肠黏膜内炎症前细

胞因子TNF-α mRNA的表达, 从而减轻肠道内的

炎症损伤[30]. 该课题组还利用Real time RT-PCR
的方法对IBD患者的小肠和结肠病理样本进行

MOR mRNA的检测, 发现无论CD或是UC样品

中, 炎性结肠MOR mRNA含量相对正常组织和

非炎结肠组织均有明显提高, 并且发现MOR主

要在回肠和结肠神经元以及免疫细胞和骨髓细

胞表达; MOR过表达主要通过调控TNF-α, IL-
1β和IFN-γ来影响IBD的发病机制; 细胞因子可

以促进MOR在肠道调控功能, 淋巴细胞和骨髓

细胞的NF-κB能抑制MOR在肠道的调控功能[31]. 
Monica等研究证实, 在IBD转为慢性时期, 结肠

部位T淋巴细胞浸润, MOR表达升高, β-内啡肽

表达增多, 从而提高痛觉传入神经纤维痛阈, 使
炎症部位产生痛觉缺失. 证明MOR是炎症过程

中炎症部位与中枢神经系统进行信号传递的通

路之一[32]. 
调节性T淋巴细胞是一类具有免疫调节功

能的T细胞亚群, 在转录因子Foxp3、Janus激
酶-信号转导和转录激活子(JAK-STAT)等细胞

内信号机制介导下, 可通过直接接触和细胞因

子依赖等方式下调机体免疫反应, 维持自身免

疫耐受, 在IBD的发生发展中发挥重要作用[33]. 
IBD患者肠黏膜固有层下肠相关淋巴组织(gut 
associated lymphoid tissue, GALT)内的淋巴细

胞、单核细胞及NK细胞数量明显降低, 由其产

生的细胞因子种类和数量也发生变化, 导致致

炎因子和抗炎因子之间的平衡被打破, 加重了

疾病危害[34]. MOR激动剂也能调控GALT中调节

性细胞的增殖, 影响NK细胞的活性, 对缓解IBD
症状具有一定的作用[31]. 

根据本研究室最近的研究结果来看 ,  在
TNBS诱导的炎症性肠病大鼠模型中, 动物模型

建造后第3-7天为临床症状显著期, 表现为稀便、

血便, 里急后重, 被毛粗乱, 剖检常见肠管瘀血、

坏死和粘连. 利用Real-time PCR的方法, 对结肠组

织、外周血淋巴细胞和胸腺等进行MOR mRNA
含量检测, 发现后两者在7 d变现明显的MOR表
达量增加, 而结肠组织表现出MOR mRNA的减

少, 可见MOR与IBD具有显著的相关性.

3  结论

IBD是一种由多因素引起的自身免疫病, MOR
在机体内广泛分布, 在神经内分泌和免疫方面

调节着这一疾病的发生发展过程. MOR激动剂

在治疗IBD方面的潜在作用也已经得到证实[24]. 
但MOR在调控细胞因子和免疫细胞增殖方面

的精确信号通路, 不同部位的MOR在IBD发生

发展不同阶段中扮演的角色, 不同类型MOR激

动剂在缓解IBD病情方面的效果等问题仍然需

要进行深入探讨. 相信随着研究的进一步深入, 
MOR与IBD的关系将会进一步被揭示, 从而为

■创新盘点
本文详细阐述了μ
型阿片肽受体与炎
症 性 肠 病 的 相 关
性, 简要解读了二
者关系的机制性问
题, 并为后续研究
提供良好素材.
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在IBD发展的哪个阶段, 选择什么类型、使用

多大剂量的MOR激动剂进行IBD治疗提供更科

学的决策. 
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Abstract
Intestinal immune inflammatory response is ab-
normal in patients with inflammatory bowel dis-
ease (IBD). Control of intestinal immune inflam-
matory response represents one of the methods 
for treatment of IBD. It has been proved that 
sinomenine (SN) can inhibit lymphocyte prolif-
eration, regulate immune cell function, reduce 
inflammation mediator production, modulate 
cytokine secretion, and thereby suppress the im-
mune inflammatory response. This article gives 
an overview of the role of the immune response 
in the pathogenesis of IBD and summarizes the 
recent advances in understanding the effect of 
SN on intestinal immune inflammation in IBD, 
seeking to provide a new reference for the treat-
ment of IBD.

Key Words: Sinomenine; Inflammatory bowel dis-
ease; Intestinal immunity

Tian L, Fu YJ, Xie Y. Advances in understanding the effect 
of sinomenine on intestinal immune inflammation in in-
flammatory bowel disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(14): 1494-1499

摘要
炎症性肠病(IBD)患者肠道免疫炎症反应异
常, 影响和调控肠道免疫炎性反应是其治疗方
法之一. 现已证明青藤碱(SN)可以通过抑制淋
巴细胞增殖, 影响免疫细胞功能, 减少炎症介
质生成, 平衡细胞因子的分泌等多个环节来抑
制机体免疫炎症反应. 本文从IBD免疫发病机
制入手, 总结了目前SN对机体免疫功能影响
方面的研究进展, 为寻求SN调控肠道免疫炎
症来治疗IBD提供参考. 

关键词: 青藤碱; 炎症性肠病; 肠道免疫
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0  引言

青藤碱(sinomenine, SN)为防己科防己属植物青

风藤及毛青藤的干燥藤茎中提取的生物碱单体. 
他具有抗炎、抑制细胞和体液免疫、清除活

性自由基等药理作用. 临床上利用SN在治疗肾

病、类风湿性关节炎、红斑狼疮等机体免疫相

关性疾病取得了较好的疗效[1]. 因此关于SN免疫

药理学的研究也是当前的研究热点. 炎症性肠

病(inflammatory bowel disease, IBD)是一组病因

未明的累及胃肠道的慢性炎症疾病, 他包括溃

疡性结肠炎(ulcer colitis, UC)和克罗恩病(Crohn's 
disease, CD). 其发病机制可能为感染、饮食等

环境因素作用于遗传易感人群, 使之肠免疫反

应过度亢进导致肠黏膜受损. SN作为一种免疫

抑制药能通过抑制淋巴细胞增值、分化和影响

淋巴细胞的功能来抑制机体免疫反应, 在平衡

机体免疫功能方面有西药不可比拟的作用. 本
文就近年来关于SN调节机体免疫功能和IBD的

肠道免疫发病机制作一综述. 

®

■背景资料
炎症性肠病是一
种原因不明的非
特异性肠道免疫
炎症性疾病, 包括
克罗恩病和溃疡
性结肠炎, 其发病
多与遗传、环境
及免疫反应异常
有关. 目前免疫因
素已经成为炎症
性肠病的发病机
制与治疗研究中
的关键点. 但在药
物治疗上仍采取
传统的氨基水杨
酸类、激素及免
疫抑制剂为主, 由
于药物的不敏感
以及不良反应使
治疗受到了一定
的限制.

■同行评议者
李晓波, 教授, 上
海交通大学药学
院
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1  IBD患者肠道免疫炎症的异常

1.1 免疫异常 肠道的免疫系统是一个复杂的网

络体系, 由多种细胞组成. 其包括肠黏膜上皮细

胞和固有层免疫细胞, 是构成肠相关样淋巴组

织(gut associated lymphoid tissue, GALT)细胞免

疫的基础. 正常肠黏膜上皮细胞通过紧密连接

形成黏膜屏障既能抵御致病因子的入侵又可耐

受肠道非致病菌群, 所以健康人的肠黏膜存在

着可调控的、轻微的慢性炎症. 完整的黏膜屏

障依赖于细胞间的连接, 该连接可以闭合相邻

上皮细胞之间的间隙[2]. 同时杯状细胞分泌的黏

液与部分因子可以修复上皮组织和调节炎症反

应, Paneth细胞释放α防御素抵御病原体及其毒

素与上表皮的接触. 但在IBD时由于肠道上皮屏

障破坏, 黏膜通透性增加, 肠组织长期暴露于大

量抗原中导致肠道免疫系统过度反应和错误识

别, 引起固有层巨噬细胞和淋巴细胞的激活, 释
放一系列细胞因子和炎症介质, 激活机体的免

疫应答, 炎症逐级放大最终导致组织损伤. 持续

损伤的肠上皮组织引起糜烂、溃疡和防御素的

生成减少, 导致肠上皮暴露于肠道微生物丛增

加引起过度的炎症反应[3]. 肠固有层的免疫细胞, 
平衡着机体对肠道正常菌群免疫耐受与防止病

原体的进入. 在正常的肠道黏膜固有层中分布

有大量的淋巴组织样细胞, 包括淋巴细胞、浆

细胞、巨噬细胞、肥大细胞、树突状细胞(den-
dritic cells, DCs)和粒细胞, 这些细胞通过模式识

别受体如Toll样受体(toll like receptors, TLRs)和
核苷酸寡聚化结构域(nucleotide oligomerization 
domain 2, NOD2)蛋白感知微生物的入侵. 其后

DCs将抗原呈递给次级淋巴器官(Peyer's结和肠

系淋巴结)中的Naive CD4+ T淋巴细胞, 在通过

一些细胞因子的微环境分化成特殊表型的T淋
巴细胞(如Th1、Th2、Th17、Treg)发挥其免疫

功能. 近年来认为肠黏膜免疫紊乱在IBD发病机

制中占有重要地位, 而其中就有CD4+ T淋巴细

胞Th1和Th2亚型分泌的细胞因子失衡所致. 
1.2 炎症介质异常 在IBD致病过程中有多种炎

症介质参与. 其中肠黏膜固有层中中性粒细胞

产生的大量一氧化氮(nitric oxide, NO)引起膜脂

质过氧化, 破坏生物膜的结构与功能, 形成脂质

自由基及其降解产物, 同时降低超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase, SOD)活性, 相对增加氧

自由基的产生, 致使肠黏膜通透性增加并产生

过氧化物造成的损伤[4]. 细胞间黏附分子-1(in-
tercellular adhesion molecule-1, ICAM-1)的高表

达促使炎性细胞迁移和浸润, 使肠黏膜损伤程

度加深. 还有基质金属蛋白酶(matrix metallopro-
teinases, MMPs)通过降解细胞外基质(extracellu-
lar matrix, ECM)促进细胞凋亡, 影响新生血管生

成, 促进细胞因子释放等多种途径参与IBD的发

病. 促炎细胞因子和抗炎细胞因子二者之间的

相互抗衡决定着病变的发展. 研究表明CD4+ T
淋巴细胞亚群分泌的细胞因子调节失衡破坏了

肠道免疫环境的稳定[5]. 天然免疫细胞产生促炎

细胞因子TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-12、IL-23
和趋化因子的水平升高, 致使肠道炎症反应并

损伤黏膜组织. 固有层内CD4+ T淋巴细胞增多, 
尤其是促炎T淋巴细胞亚群, 该细胞亚群分泌的

细胞因子和趋化因子水平也相应升高. 现在研

究认为CD与IFN-γ诱导的Th1细胞增加及持续有

关, 而UC中IL-17和Th2细胞因子通常增加[6]. 肠
道B细胞分泌生成IgA抗体, 有免疫保护作用不

激发炎症. 近年来研究发现部分B淋巴细胞具有

调节功能并可以分泌IL-10、TGF-β等细胞因子, 
中和病理性T淋巴细胞或直接与其他免疫细胞

结合抑制免疫应答, 在肠病模型中有一定的抗

炎作用[7]. 

2  SN对机体免疫系统的作用

IBD中的肠道免疫功能受遗传、环境、宿主-微
生物及自身免疫等因素的影响. 如家族史、吸

烟、抗生素使用和肠道微生物的定殖变化都能

在一定的程度上影响肠道免疫功能. 在对IBD传

统的免疫治疗药中, 主要以类固醇类激素和免

疫抑制剂为主, 近年来也发展了特异性抗体及

生物蛋白制剂的治疗; 但由于耐受性差、不良

反应大、价格昂贵等限制了这些药物的应用. 
一些免疫调节的中药, 对机体免疫反应有双向

调节作用, 且不良反应小, 患者耐受性好, SN就

是其中之一. 
SN具有免疫抑制作用, 他可减轻小鼠胸腺

及脾脏重量; 他主要通过抑制T淋巴细胞的增殖

及促炎细胞因子分泌来发挥其免疫抑制作用. 
SN可抑制CD4+ T淋巴细胞增殖, 使细胞周期停

滞在G0/G1期, 阻止T淋巴细胞的活化[8]. 在调节

Th1和Th2免疫应答时, SN可能主要通过影响

Ca2+依赖的T淋巴细胞活化信号传导途径降低T
淋巴细胞内IFN-γ、TNF-α分子表达[9,10]. 此外体

外实验证明SN能阻止活化补体引起的嗜中性粒

细胞聚集, 且有良好的量效关系; SN能抑制小

鼠脾淋巴细胞增殖, 使升高的CD4+/CD8+比值下

■研发前沿
临 床 上 利 用 S N
在治疗肾病、类
风湿性关节炎、
红斑狼疮等机体
免疫相关性疾病
取得了较好的疗
效 .  因此关于SN
免疫药理学的研
究也是当前的研
究热点.
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降, 并促进淋巴细胞的凋亡[11,12]. SN还可以通过

阻止DCs成熟, 抑制DCs抗原提呈活性和其分泌

细胞因子等途径调节机体免疫反应. SN的免疫

抑制作用是多靶点的, 药理作用广泛; 从而达到

治疗免疫失衡所造成的疾病. 

3  SN对IBD肠道免疫炎症的影响

3.1 对炎症介质的影响

3.1.1 对NO的调节作用: NO是一重要的炎症介

质. 在IBD患者与动物模型中有诱生型一氧化

氮合成酶(inducible nitric oxide synthase, iNOS)
高表达及过量的NO生成或NO产物(硝酸盐和

亚硝酸盐)增多. 研究表明iNOS主要分布于巨噬

细胞、中性粒细胞、胃肠黏膜细胞、血管平滑

肌细胞、内皮细胞等免疫细胞和上皮细胞中, 
主要存在于黏膜固有层及黏膜下层. NF-κB、

IL-6、IL-8、IFN-γ等能诱导炎性细胞iNOS表达

上调产生大量NO, 参与炎症反应. NO介导IL-2
诱导微血管壁通透性增高, 导致结肠组织水肿

和功能障碍, 促进血管发生, 导致结肠组织充

血, 调节环氧酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)依
赖性的前列腺素(prostaglandin E, PGE)产生, 促
进炎症发生. 在IBD中其破坏作用可能与影响

能量代谢、氧化作用、破坏肠黏膜屏障及抑制

结肠运动有关. 研究发现SN治疗风湿性关节炎

大鼠, 可通过下调iNOS, 减少NO的生成来抑制

促炎因子的激活和降低炎症介质的水平, 同时

可抑制COX-2的mRNA的表达来减少了PGE2
的生成[13,14]. 在对吗啡依赖戒断小鼠的脑组织神

经型一氧化氮合成酶(neuronal nitric oxide syn-
thase, nNOS)的研究中, 发现SN可将异常nNOS
的mRNA水平下降到接近对照组, 使NO含量恢

复接近正常水平[15]. 在葡聚糖硫酸钠(dextran so-
dium sulfate, DSS)诱导的结肠炎模型中nNOS大
量表达在炎症部位的神经元中[16]. 据此推断SN
能通过降低肠道免疫细胞内NOS的表达来抑制

NO生成, 从而抑制炎症反应. 
3.1.2 对氧自由基的影响: 早期IBD肠黏膜屏障

损伤由以下因素所致: (1)肠道有效血循环量不

足, 处于缺血状态, 激活黄嘌呤氧化酶, 产生过

量氧自由基, 损伤肠黏膜; (2)降低肠摄取、利用

氧的能力, 减少上皮细胞能量供给; (3)肠腔细菌

过度繁殖, 黏附到肠壁的细菌增多, 定植机会增

大, 产生大量代谢产物和毒素, 破坏肠黏膜结构, 
大量的自由基聚集在GALT中免疫细胞周围, 破
坏其细胞膜结构, 影响正常免疫功能的发挥. 因

此肠道黏膜抗氧化能力对肠道免疫功能也具有

重要的影响. SN在体外可清除超氧阴离子自由

基O2
-和羟自由基OH; 并具有清除自由基和抗脂

质过氧化作用, 降解细胞脂质体过氧化物的生

成, 阻断氧自由基的链式反应, 防止细胞损伤和

致突变[17]. 其抗氧化作用可能与其分子结构中

的酚羟基有关. SN还可明显抑制过氧化氢导致

的细胞凋亡, 降低丙二醛含量, 增加SOD[18]. 因
此, SN可以通过抗氧化作用来减轻IBD肠黏膜

的损害. 
3.1.3 对ICAM-1的影响: ICAM-1在炎性细胞浸

润和组织炎症形成中起着重要作用. 研究证实,  
ICAM-1参与了IBD的致病[19]. 在活动性IBD患者

的肠黏膜,  血管内皮细胞表达ICAM-1明显增加, 
同时伴有吞噬细胞表达淋巴细胞功能相关性抗

原-1(lymphocyte function-associated molecule-1, 
LFA-1)、淋巴细胞表达选择素(se lec t ins)、整

合素(integrins)及免疫球蛋白超家族受体增加,  
而选择素又能诱导内皮细胞上黏附分子CD31,  
CD44等的表达, 这些黏附分子促使炎性细胞移

出血管、穿过内皮细胞向炎症部位移行, 从而

引起和增强黏膜局部炎症. 有研究发现SN可抑

制IL-1β刺激后肾上皮细胞内ICAM-1的mRNA
表达[20,21]. 还有研究表明, SN可抑制糖尿病小鼠

脑缺血再灌注损伤后P-选择素和ICAM-1表达的

上调, 同时减轻炎症反应, 并呈剂量依赖性[22]. 提
示SN可能通过干预炎症损伤条件下的上皮细胞

趋化因子和黏附因子的表达, 抑制单核细胞的

迁移和黏附, 减少炎症浸润, 抑制炎症反应. 这
些都有利于控制IBD的肠道炎症反应. 
3.1.4 对MMPs的影响: MMPs一组能降解ECM的

蛋白水解酶类, 参与组织的损伤与修复, 其过度

激活可能参与肠黏膜炎症的上皮损伤. 研究发

现在三硝基苯磺酸(2, 4, 6-trinitrobenzene sulfon-
ic acid, TNBS)诱导的穿透性结肠炎大鼠模型中, 
结肠炎症区域周围及中性粒细胞表面MMP-9的
高表达与结肠的炎症损伤相关. 而在DSS诱导的

急性大鼠实验性结肠炎中, MMP-3和MMP-13表
达明显增高[23]. 以上均提示MMPs参与实验性结

肠炎动物局部炎症过程及组织破坏. 临床上研

究也显示, MMPs水平的升高常常与IBD的活动

性炎症反应密切相关. 大量的实验亦表明, 许多

因子参与了IBD的发病和愈合过程, 而MMPs在
结肠黏膜降解的最后阶段发挥重要作用, 是结

肠黏膜损害的最后环节[24,25]. 结肠炎发病可能是

TNF-α引起MMP-2和MMP-9大量生成. 形成炎

■相关报道
C h e n g等采用青
藤碱治疗TNBS诱
导的小鼠结肠炎
模型, 发现治疗后
小鼠的体质量减
轻、组织学评分
都有了明显的改
善, 并显著降低结
肠组织中促炎细
胞因子TNF-α、
IFN-γ的mRNA和
蛋白表达. 
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症级联反应链, 导致ECM过度降解, 破坏肠黏膜. 
TNF-α促进MMP-2和MMP-9的表达很可能是通

过p42/p44MAPK、JNK、NF-κB和p38MAPK等

途径实现的[26,27]. 研究表明, SN治疗RA大鼠, 可
降低血清中IL-1β和IL-6, 并通过抑制MMP-2和
MMP-9的mRNA和蛋白的表达来减少淋巴细

胞的浸润与迁移[28,29]. 在TNBS诱导的大鼠结肠

炎模型中, SN可能通过抑制TNF-α的合成阻止

MMP-2和MMP-9的产生, 减少炎症细胞趋化和

浸润结肠组织, 抑制ECM的过度降解, 维护肠黏

膜屏障作用[30]. 
3.2 对免疫反应的影响

3.2.1 对DCs的影响: 肠黏膜免疫系统中先天性

免疫识别提供对病原体的最初快速反应. 而在

这一过程中DCs发挥着重要作用. 依靠其表面

的模式识别受体(pattern recognition receptors, 
PRRs)与病原相关识别分子(pathogen associated 
microbial pattern, PAMPs)相互作用, 活化信号

转导途径, 导致一系列炎性细胞因子和抗病原

体基因的转录, 从而发挥免疫调节作用. 由于肠

道正常菌群中缺乏PAMPs, 所以DCs无法通过

PRRs识别共生菌抗原, 故不能激起炎症反应. 
DCs上表达的TLRs能识别病原体产物, 通过下

游的信号分子激活多种促炎因子、趋化因子

及其受体的迅速表达, 从而启动炎症反应, 使
DCs从外周迁移至淋巴器官, 调节特异性免疫反

应. TLRs信号能使DCs成熟, 捕获抗原并提呈至 
MHC-Ⅱ分子和协同刺激因子, 进一步刺激naive 
T淋巴细胞. IBD中的DCs较相同部位的正常组

织内DCs表达更多的CD40、CD80、CD83、 
CD86, 表现为成熟状态, 这些被激活的DCs产生

迁移, 将抗原呈递或者也可能直接作为效应细

胞, 产生促炎症细胞因子或打破T淋巴细胞对共

生菌的免疫耐受[31]. 而TLRs介导的免疫途径的

过度激活, 对肠腔内共生菌失去耐受这在IBD的

发病和发展中起重要作用. 实验证明SN通过抑

制DC的分化成熟及功能从而调节机体的免疫

应答能力[32,33], 他有效抑制DCs表达MHC-Ⅱ类

分子, 减少协同刺激因子和IL-12的产生, 阻断了

DCs对活化后自身反应性T淋巴细胞的诱导和

分化能力. SN还可有效抑制DCs趋化因子及其

受体的表达, 阻止DCs迁移到次级淋巴器官与T
淋巴细胞结合, 从而达到免疫治疗的作用. 进一

步研究发现, SN可抑制DCs的TLR2、TLR4的
mRNA和蛋白表达, 阻断了TLRs信号通路介导

的DCs成熟和细胞因子的分泌, 进而阻止了T淋

巴细胞的异常活化[34,35]. 因此, 推测他可能通过

抑制肠黏膜TLRs信号通路的过度活化来抑制

DCs的成熟和抗原提呈反应来对IBD起治疗作用. 
3.2.2 对CD4+ T淋巴细胞的影响: CD4+ T淋巴

细胞的亚群包括辅助T淋巴细胞(Th1、Th2和
Th17)和调节性T淋巴细胞(Treg), 他们分泌特性

细胞因子来调节肠道免疫. 小鼠和人类的炎性

肠病研究显示, 肠道CD4+ T淋巴细胞亚群失调

与其发病有关. 传统观念认为, UC患者肠道黏

膜炎症主要是由IL-4和IL-13促进分化的Th2细
胞占优势; 而CD患者主要是IL-12促进分化的

Th1细胞占优势. 还有研究发现Th17细胞因子

IL-17通过细胞外信号调节(extracellular signal-
regulated kinase, ERK)-丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)通路参

与调节肠上皮屏障功能, IL-17可能是引起肠道

炎症的潜在因素[36]. SN可抑制T淋巴细胞的活化

及Th1细胞分泌的细胞因子, 并且抑制小鼠肠系

膜淋巴结CD3+ T淋巴细胞分泌IFN-γ、TNF-α. 
其抑制作用很大程度上是PKC、NF-κB非依赖

途径核转录因子介导[37]. SN呈浓度依赖性地降

低人外周血CD4+ T淋巴细胞ERK1/2活性, 从而

抑制CD4+ T淋巴细胞的增殖减少IL-17产生, 减
轻炎症反应[38]. CD4+CD25+ Treg细胞数量减少、

功能异常或抑制功能受损, 均可导致肠黏膜损

伤, 从而诱发IBD. Treg细胞可通过分泌转化生

长因子β(transforming growth factor β, TGF-β)和
IL-10抑制天然或获得性免疫反应诱发的肠道

炎症, 阻断其细胞因子可抑制其免疫负调节作

用[39]. SN可上调中枢神经系统内TGF-β和IL-10
的表达水平[40], 发挥抗炎和免疫调节作用. IL-10
可促进肠道黏膜中Treg细胞的活化, 增强Treg的
抑制作用. TGF-β可调控Treg中Foxp3的表达, 维
持细胞在外周的稳态, 并且诱导并维持正常Th3
细胞功能, 调节IBD内激活的CD4+ T淋巴细胞表

型失衡. SN可改善细胞因子平衡状态, 调节肠道

免疫, 减轻局部炎症反应, 并对机体整体免疫功

能产生影响, 调节机体免疫状态, 从而达到治的

目的. 
3.2.3 对细胞因子的影响: 细胞因子在肠道免

疫中起重要作用. 根据其在炎症反应中所起的

作用, 可分为: (1)促炎细胞因子, 包括白细胞介

素家族中的IL-1、IL-5、IL-6、IL-8、IL-12、
IL-18及TNF-α、IFN-γ, 他们在肠道发挥促炎作

用并充当黏膜损伤的介质; (2)抗炎细胞因子, 包
括IL-4、IL-10、IL-11、IL-13、TGF-β, 他们主

■应用要点
中药单体青藤碱
具有抗炎及免疫
抑 制 的 作 用 .  临
床上利用青藤碱
的各种剂型在治
疗肾病、类风湿
性关节炎、红斑
狼疮等机体免疫
相关性疾病方面
取得了较好的疗
效 .  深 入 了 解 青
藤碱免疫治疗机
制 ,  进 而 为 调 控
炎症性肠病的肠
道免疫炎症提供
理论基础. 
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要以抗炎的方式起作用. 这些细胞因子在IBD中

起致炎及抗炎作用, 其主要通过与受体结合完

成信号转导或特定地作用于靶细胞产生生物学

效应. IL-1β是一重要的致炎因子, 人类基因多态

性研究显示IL-1β基因多态性与IBD病程和严重

程度有关, IL-1β在IBD患者肠黏膜中高水平表

达. IL-8是由IL-1、IL-6、TNF-α刺激产生的炎

症因子, IL-8对T淋巴细胞具有趋化作用, 可促进

中性粒细胞和嗜碱性粒细胞的活化与黏附[41]. 研
究表明, 在IBD患者肠黏膜组织中IL-8浓度显著

增加, 且与IBD分型与疾病病程无关, 提示针对

IL-8的特异性治疗可以全面地改善IBD患者的

炎症活动. IL-8还可诱导人肠道微血管内皮细胞

的移行, 促使血管生成, 参与IBD发病[42]. 而抗炎

因子IL-10可以使IBD患者单核细胞分泌IL-1β、

TNF-α和IFN-γ减少, 以此抑制炎症对组织浸润. 
有研究表明SN可能通过下调单核/巨噬细胞系

统炎症递质和细胞因子合成而发挥抗炎作用. 
此外, SN可调节人淋巴细胞产生细胞因子, 抑制 
IL-2膜受体的表达, 并能通过下调人外周血单个

核细胞IL-1β, IL-8 mRNA的表达, 发挥对免疫性

炎症的治疗作用[43], SN还可抑制系统性红斑狼

疮患者T淋巴细胞产生的IFN-γ、IL-2等炎性因

子[44]. SN能通过下调单核/巨噬细胞NF-κB的活

性, 干预NF-κB信号通路的某些环节, 抑制细胞

因子TNF-α、IL-1β的表达及分泌, 减少局部炎

症细胞的浸润程度和炎症损伤, 并能抑制淋巴

细胞增生, 促进组织修复和伤口愈合. 总之, SN
可以调节肠道黏膜细胞因子的表达, 促进组织

修复, 从而调节黏膜免疫状态, 达到治疗和缓解

黏膜免疫紊乱的作用. 

4  结论

SN可以通过加强黏膜保护, 平衡相关免疫细胞

的免疫反应, 维持肠黏膜微循环正常功能, 提高

抗氧化能力, 调节细胞因子和炎症介质的分泌

和表达等多因素广泛影响而作用于肠黏膜免疫

系统, 从而达到改善肠道免疫状态来治疗IBD. 
因此, 他有望成为治疗IBD的新途径. 
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Abstract
AIM: To evaluate the potential role of ATP-
binding cassette (ABC) transporter genes msbA 
and spab in multidrug resistance (MDR) of Heli-

cobacter pylori (H.pylori).

METHODS: H.pylori strains were isolated from 
patients with peptic ulcer or gastritis. The mini-
mal inhibitory concentrations (MICs) of ampi-
cillin, ceftriaxone, tetracycline, clarithromycin, 
ofloxacin and furazolidone for H.pylori strains 
were determined by agar dilution test. Five sen-
sitive H.pylori strains (four isolates and one stan-
dard strain NCTC11637) were used to induce 
multidrug resistance with chloramphenicol. The 
mRNA expression of msbA and spab in these 
multidrug-resistant strains was determined by 
RT-PCR. Two H.pylori gene knockout mutants 
(MZ1006ΔmsbA and MZ1006Δspab) were con-
structed by inserting the kanamycin resistance 
cassette from the pEGFP-N2 vector into the 
msbA and spab genes, and their susceptibility 
profiles to nine antibiotics were estimated.

RESULTS: The expression levels of ABC 
transporter genes msbA and spab in multidrug-
resistant H.pylori strains were higher than 
those in sensitive strains (1.8200 ± 0.5310 vs 
0.8420 ± 0.0789, P = 0.018, for msbA; 1.8340 ± 
0.2726 vs 1.2180 ± 0.0743, P = 0.015, for spab). 
MZ1006ΔmsbA and H.pylori MZ1006spab mu-
tants were constructed successfully, and their 
sensitivity to four of nine antibiotics was sig-
nificantly enhanced compared to their parental 
wild-type strains. Both the msbA and spab genes 
were detected in all isolated strains.

CONCLUSION: ABC transporter genes msbA 
and spab play an important role in multidrug re-
sistance of H.pylori.

Key Words: Helicobacter pylori ; Efflux pump; ABC 
transporter; Multidrug resistance; msbA; spab
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Role of ABC transporter genes msbA and spab in multi-
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摘要
目的: 探讨外排泵ABC转运蛋白基因msbA

®

■背景资料
在 临 床 上 ,  常 应
用 抗 生 素 清 除
H . p y l o r i 以治疗
胃炎和消化性溃
疡. 随着H.pylori
菌株对抗生素的
耐药率上升和多
重耐药株的出现, 
H.pylori 多重耐药
的机制成为研究
的热点问题. 目前
研究认为, 外排泵
在细菌多重耐药
的机制中起重要
作用. 

■同行评议者
刘 改 芳 ,  主 任 医
师, 河北医科大学
第三医院消化内
科
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和spab 在幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.pylori )多重耐药中的作用. 

方法: 从临床上胃炎和消化性溃疡患者的胃
黏膜标本分离H.pylori . 采用琼脂二倍稀释法
测定氨苄西林、头孢曲松、四环素、克拉霉
素、氧氟沙星和呋喃唑酮对H.pylori 的最小
抑菌浓度(MIC). 应用氯霉素对敏感株和标准
菌株进行体外诱导多重耐药. 采用RT-PCR的
方法分别测定敏感株和多重耐药株中msbA
和spab 基因的相对表达量. 分别构建msbA 和
spab的基因敲除株, 分别测定敲除前后菌株对
9种抗生素的敏感性.

结果: 诱导出包括标准菌株NCTC11637在内
的5株多重耐药株. 多重耐药株中msbA和spab
基因的相对表达量明显高于敏感株(1.8200
±0.5310, 1.8340±0.2726 vs  0.8420±0.0789, 
P  = 0.018, 0.015). 成功构建了msbA和spab基
因敲除株(H.pylori  MZ1006ΔmsbA和H.pylori 
MZ1006Δspab), 两株基因敲除株对4种抗生素
的敏感性相对于野生株分别有明显的增加. 在
临床分离的20株H.pylori 中均检测出msbA 和
spab基因, 未发现基因缺失株.

结论:  A B C转运蛋白m s b A 和s p a b 基因在
H.pylori多重耐药机制中起重要作用.
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )在人

群中感染率为40%-90%, 是慢性胃炎、消化性

溃疡和胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤的主要病因, 
并与胃癌的发生密切相关, 临床中常联合应用

抗生素对H.pylori进行根除治疗[1]. 随着抗生素

的广泛应用, H.pylori的耐药率逐年上升, 并且已

经出现同时对阿莫西林、克拉霉素和甲硝唑耐

药的多重耐药(multidrug resistance)株[2,3]. 目前针

对细菌多重耐药的机制已成为研究的热点. 其
中, 外排泵(efflux pump)被认为在细菌多重耐药

机制中起重要作用[4,5], 他是细菌中可将不同结

构底物泵出菌体外的一类膜转运蛋白, 可分为5
个家族[6-9]: (1)ATP结合盒转运体类(ATP-binding 
cassettes transporters, ABC); (2)主要易化因子家

族(major facilitator super-family, MFS); (3)小多

重耐药家族(small multidrug resistance, SMR); (4)
多重药物与毒物外排家族(multidrug and toxic 
compound extrusion, MATE); (5)耐受-生节-分裂

家族(resistance nodulation division family, RND). 
ABC转运蛋白家族为其中之一. Reyes等[10]发现

ABC转运蛋白msbA基因在革兰阴性菌多重耐

药中起作用, 其外排底物包括柔红霉素、阿霉

素、长春碱、琥乙红霉素、溴化乙锭、四苯膦

等. Woebking等[11]发现ABC转运蛋白msbA基因

在乳酸球菌中表达使其对红霉素的耐药程度提

高了86倍. 国内外和我们前期[12,13]对RND类外排

泵在H.pylori多重耐药中机制研究已有报道, 但对

于ABC转运蛋白基因在H.pylori多重耐药株中的

作用研究较少. Chiu[14]等发现msbA基因可能参与

H.pylori对疏水性药物的耐药, 但是研究对象仅限

于3种临床上不常用的疏水性抗生素(红霉素、利

福平和新生霉素). 本研究在我们前期研究的基础

上, 从GenBank筛选出ABC转运蛋白家族基因中

的两个典型的多重耐药蛋白基因msbA和spab , 测
定其在H.pylori多重耐药株中的表达, 并构建对应

的基因敲除株, 测定敲除前后对应菌株对各种抗

生素的敏感性, 研究两种基因在H.pylori多重耐药

中的作用. 进一步阐明在H.pylori多重耐药中起作

用的外排泵的种类和意义, 为临床上H.pylori多重

耐药的研究打下理论基础.

1  材料和方法

1 .1  材料 于郑州大学第二附属医院胃镜室

随机取胃炎或消化性溃疡患者胃黏膜标本

(2009-10/2010-06), 研磨之后涂布于含10%无菌

脱纤维羊血的布氏琼脂培养基, 置于CO2培养箱

内37 ℃微需氧培养3-7 d, 刮取菌落经HE染色和

尿素酶鉴定为H.pylori临床分离株. 氨苄西林、

头孢曲松、四环素、克拉霉素、卡那霉素、氯

霉素、氧氟沙星、呋喃唑酮、利福平等购自中

国药品生物制品检验所. DNA提取试剂盒购自

北京天根生物科技公司.  TRIzol、cDNA第一链

合成试剂盒和Taq酶购自北京全式金生物公司. 
内参选gyrB基因(DNA旋转酶B亚单位基因), 引
物由上海Invitrogen生物技术公司合成, 引物序

列如表1. 质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、T4
连接酶购自北京天根生物科技公司. XhoⅠ、

XbaⅠ、Bam HⅠ、BglⅡ限制性内切酶购自北

京Promega生物技术公司.
1.2 方法 
1.2.1 诱导并鉴定H.pylori多重耐药株: 培养并传

■研发前沿
细菌对抗生素的
耐药问题, 特别是
细菌多重耐药机
制, 已成为当前研
究的热点.



www.wjgnet.com

1502               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年5月18日  第19卷  第14期

代临床分离株, 测定其对诱导剂氯霉素的最小

抑菌浓度(minimal inhibitory concentration, MIC), 
刮取取对数生长期的菌落, 涂布于含1/2 MIC氯
霉素的布氏琼脂培养基上, 于37 ℃微需氧培养

2-3 d, 重复传代培养, 逐渐成倍增加诱导剂浓度

至128倍MIC, 然后接种菌落于含4倍MIC诱导剂

培养基上, 传代培养后分别接种于含4倍MIC氨
苄西林、头孢曲松、四环素、克拉霉素、卡那

霉素、氧氟沙星、呋喃唑酮的布氏琼脂培养基

上. 37 ℃微需氧培养2-3 d, 能在大于等于3种抗

生素平板上生长的菌株即为多重耐药株[15]. 
1.2.2 采用琼脂二倍稀释法测定菌株对抗生素的

MIC: 选取培养2-3 d处于对数生长期的菌株, 刮
取菌落溶于无菌生理盐水, 用分光光度计调浓

度至0.5麦氏浓度, 分别接种于不同梯度浓度的

抗生素平板, 测定临床分离株和诱导多重耐药

株对各种抗生素的MIC. 
1.2.3 H.pylori  msbA 和spab 基因的检测: 应用

DNA提取试剂盒提取H.pylori的全基因组DNA
为模板. PCR扩增体系: 上下游引物各1 μL, DNA
模板2 μL, 2×Taq PCR mix 25 μL, ddH2O补总体

系至50 μL. 反应条件: 94 ℃预变性5 min, PCR循
环参数 94 ℃ 30 s, spab、msbA基因退火温度分

别为50 ℃和53 ℃, 30 s, 72 ℃ 60 s共35个循环, 
最后72 ℃延伸6 min. 
1.2.4 RT-PCR分别测定msbA 和spab 的表达: 于
培养基上刮取处于对数生长期的H.pylori溶于

生理盐水中, 用可见分光光度计测定, 当 A 660 = 
0.1时, 取1 mL用TRIzol法提取H.pylori的RNA, 
溶于10 μL DEPC水中. 紫外分光光度计测定

RNA含量. 反转录体系如下: Total RNA 8 μL, 
oligo(dT)18(0.5 g/L)1 μL, Easy Script RT 1 μL, 2
×ES Reaction Mix 10 μL, 反应总体系20 μL. 反
应条件: 42 ℃ 30 min, 85 ℃ 5 min, 4 ℃ 5 min. 
PCR反应体系: cDNA 2 μL, 上下游引物各1 μL, 
10×Easy Taq Buffer 5 μL, 2.5 mmol/L dNTP 4 
μL, Easy Taq DNA Polymerase 1 μL, ddH2O补总

体系至50 μL. 反应条件: 94 ℃预变性5 min, PCR
循环参数 94 ℃ 30 s, spab、msbA和gyrB基因退

火温度分别为50 ℃、53 ℃和62 ℃, 退火30 s, 
72 ℃ 60 s共28个循环, 最后72 ℃延伸6 min. 取
6 μL PCR产物在含0.5 mg/L EB的2%琼脂糖凝

胶中85 V电泳30 min, 并拍照. 得到图像用Gel-
pro4.5 Analyzer分析软件做灰度分析, 得出基因

表达相对值. 
1.2.5 msbA 基因敲除株和spab 基因敲除株的构

建: 参考相关文献[16,17], 以临床分离株H.pylori  
MZ1006(分离于浅表性胃炎患者)为模板, PCR
分别扩增msbA和spab基因编码区195-1 592 bp, 
长度1 398 bp(msbAM)和20-879 bp, 长度860 
bp(spabS)的大片段(参照GenBank上H.pylori P12 
msbA和spab的序列设计引物). 以pEGFP-N2
质粒为模板, 分别PCR扩增卡那霉素抗性基因

kmM和kmS引物设计及扩增长度见表1. DNA
测序由上海英俊生物技术公司完成. msbAM, 
spabS和pBluescript Ⅱ SK(-)分别经XbaⅠ和

XhoⅠ双酶切后, msbAM和pBluescript Ⅱ SK(-), 
spabS和pBluescript Ⅱ SK(-)酶切产物分别连接

鉴定并测序. 分别在msbAM基因737 bp处选择

酶切位点Bam HⅠ和spabS基因359 bp处选择酶

■相关报道
Christopher等发
现ABC转运蛋白
msbA 基因在革兰
阴性菌多重耐药
中起作用, 其外排
底物包括柔红霉
素、阿霉素、长
春碱、琥乙红霉
素、溴化乙锭、
四苯膦等. Barbara
等发现ABC转运
蛋白msbA 基因在
乳酸球菌中表达, 
使其对红霉素的
耐药程度提高了
86倍.

表  1  PCR引物列表

     
引物名称 序列 扩增长度(bp)

msbA F: 5'-ATGTGGCGTATGGTTTAG-3'    303

R: 5'-GGTTGTGCGAGATGAGAA-3'

spab F: 5'-TACTGCTTGGCTCATCT-3'    424

R: 5'-GCATTAGTCGGTAGGAA-3'

gyrB F: 5'-TTACTACGACTTATCTGGGGCTAGCGCTG-3'    500

R: 5'-CCCATCAATTTCCACATTCTCCGC-3'

msbAM F: 5'-GATCTCTAGAAGCGTATTTGGGTAAGAGTGG-3' 1 398

R: 5'-CCGCTCGAGGGGTTGTGCGAGATGAGAAT-3'

kmM F: 5'-CGGGATCCAATGATTGAACAAGATGGATTG-3'    800

R: 5'-CGGGATCCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG-3'

spabS F: 5'-GATCTCTAGAAACAATTCGTAAAATAAGCC-3'    860

R: 5'-CCGCTCGAGTCTACTGAGCAGCAACTACA-3'

kmS F: 5'-GCAGATCTAATGATTGAACAAGATGGATTG-3'    800

R: 5'-GCAGATCTTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG-3'
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切位点BglⅡ, 分别插入卡那霉素抗性基因kmM
和kmS, 转化入DH-5α大肠杆菌, 用试剂盒提取

重组质粒以备电击转化所用. 将在琼脂培养基

上培养72 h的H.pylori刮取溶于1 mL 15%甘油溶

液中, 在5 000 r/min 4 ℃离心10 min, 重复3次, 然
后将沉淀重悬于50 μL 15%甘油溶液中, 用紫外

分光可见光度计(U-2001)测定A 660(A 660 = 1, 对应

细菌浓度为1×1011 CFU/L), 把细菌浓度调整为1
×1013 CFU/L. 于4 ℃放置10 min, 然后分别加打

靶载体pBSK-msbA-mutant或pBSK-spab-mutant 
500 ng, 放置冰上5 min, 放入-20 ℃预冷的0.2 cm
电击池冰浴5 min. 将电击池放置电穿孔架上, 设
定电击条件为: 2.5 kv, 25 F, 200 Ω, 9.62 ms, 于
电击之后加SOC缓冲液100 μL混入电击池的细

菌中, 放置5 min后, 把电转液均匀的涂在布氏琼

脂平板上, 在37 ℃培养48 h后, 将平板上所有菌

落刮取溶于无菌生理盐水, 涂抹于含25 mg/L卡
那霉素的布氏琼脂平板上继续培养3-5 d, 挑取

单个菌落鉴定. 采用琼脂二倍稀释法分别测定9
种抗生素对msbA和spab基因敲除前后的菌株的

最小抑菌浓度.
统计学处理 采用配对t检验的方法分别分

析敏感株和诱导多重耐药株两种基因的mRNA
相对表达量的差异. 应用SPSS10.0统计软件包进

行统计分析.

2  结果

2.1 氯霉素诱导H.pylori多重耐药株药敏结果 将
临床分离敏感株和标准株经氯霉素诱导, 成功

诱导出多重耐药株5株, 经琼脂二倍稀释法鉴定

对各种抗生素的MIC, 5株多重耐药株对氨苄西

林、头孢菌素、四环素、克拉霉素、氧氟沙星

和呋喃唑酮的MIC相对于敏感株均有不同程度

的提高(表2).
2.2 H.pylori  msbA和spab基因检测结果 随机选

择20株临床分离株, 均检测出msbA和spab基因, 
大小分别为303 bp和424 bp, 未发现两种基因的

缺失株.
2.3 H.pylori 敏感株和多重耐药株msbA 和spab 
mRNA的表达水平 5株敏感株和诱导耐药株中

均可检测出不同程度msbA和spab基因的表达. 
msbA基因在敏感株中相对表达量为0.8420±
0.0789, 而在多重耐药株中相对表达量为1.8200
±0.5310, MDR组msbA表达明显高敏感组(P  
= 0.018). spab基因在敏感株中相对表达量为

1.2180±0.0743, 而在多重耐药株中相对表达量

为1.8340±0.2726, MDR组spab表达明显高敏感

组(P  = 0.015, 图1). 
2.4 msbA和spab基因敲除株的药敏实验 成功构

建了msbA基因敲除株(H.pylori  MZ1006ΔmsbA)
和spab基因敲除株(H.pylor i  MZ1006Δspab). 

表  2  氯霉素诱导的多重耐药性的比较 (mg/L)

     
菌株 处理 氨苄西林 头孢曲松 四环素 克拉霉素 氧氟沙星 呋喃唑酮

1002 诱导前MIC 0.500 0.250 0.125 0.500 0.063 0.125

诱导后MIC提高倍数 4× 8× 8× 16× 16× 1×

1006 诱导前MIC 0.250 0.125 0.250 1.000 0.125 0.0625

诱导后MIC提高倍数 8× 4× 4× 8× 8× 8×

1008 诱导前MIC 0.250 0.250 0.125 0.500 0.125 0.125

诱导后MIC提高倍数 16× 8× 8× 16× 8× 4×

1009 诱导前MIC 0.500 0.125 0.250 1.000 0.063 0.250

诱导后MIC提高倍数 2× 8× 4× 4× 8× 8×

11637 诱导前MIC 0.250 0.125 0.125 1.000 0.250 0.125

诱导后MIC提高倍数 16× 16× 8× 8× 16× 4×

■创新盘点
本文以中国临床
分离株为研究对
象 ,  采 用 氯 霉 素
诱导多重耐药的
H.pylori 菌株, RT-
PCR检测msbA和
spab 基因在敏感
株和多重耐药株
中的表达, 并构建
对应的基因敲除
株, 测定敲除前后
菌株对9种抗生素
的敏感性的变化.
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图  1  msbA 和spab 分别在敏感株和多重耐药株中的表
达. A: msbA ; B: spab . WT: 野生株; MDR:诱导多重耐药株. 

1002-1006为野生敏感株; 11637为国际标准株
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msbA基因基因编码区内1 390 bp和spab基因

编码区内860 b p大小片段分别被测序并提交

G e n B a n k数据库(登录号分别为J F427566和
JF427567). 采用琼脂二倍稀释法分别测定9种
抗生素(氨苄西林、头孢曲松、四环素、克拉

霉素、卡那霉素、氯霉素、氧氟沙星、呋喃唑

酮、利福平)对两株基因敲除株的MIC, 与基因

敲除前野生株H.pylori  MZ1006相比, 发现对于

H.pylori  MZ1006ΔmsbA, 克拉霉素的MIC降低了

24倍, 氯霉素的MIC降低了5倍, 氧氟沙星的MIC降
低了8倍, 利福平的MIC降低了16倍; 对于H.pylori  
MZ1006Δspab, 克拉霉素的MIC降低了12倍, 氯霉

素的MIC降低了5倍, 氧氟沙星的MIC降低了8倍, 
利福平的MIC降低了12倍(图2).

3  讨论

细菌对抗生素的耐药问题, 特别是细菌多重耐

药机制, 已成为当前研究的热点. 外排泵(efflux 
pump)是细菌产生多重耐药的主要原因, 其转运

底物非常广泛, 导致细菌对各种结构完全不同

的抗菌药物产生耐药. 在外排泵5个家族中, 国
内外前期对RND类外排泵做了相关研究, 发现

其在革兰阴性菌多重耐药中起重要作用, 我们

前期也发现RND类外排泵hefA基因在H.pylori
多重耐药中起重要作用[12]. 外排泵抑制剂CCCP
和质子泵抑制剂雷贝拉唑、泮托拉唑可以提

高多重耐药H.pylor i对药物的敏感性[13]. 但是

在革兰阴性菌中, 同一株细菌中可存在不同种

类的外排泵 [18]. 如大肠杆菌中就存在5种家族

的外排泵[19]. 除了RND家族, 其他家族外排泵在

H.pylori多重耐药中的作用研究甚少. ABC转运

蛋白广泛存在于哺乳动物、细菌、真菌、原虫

等细胞中, 是ABC驱动泵的一种, 每个成员都有

高度保守的ATP结合盒结构, 以主动转运方式完

成多种分子(包括蛋白质、小肽、氨基酸、环状

糖、离子和抗生素)的跨膜转运, 主动转运的能

量来自于ATP的水解[20]. 宋春花等[21]发现在志贺

菌基因转移多重耐药株中, 98号ABC转运蛋白

表达量相对于敏感株明显上升, 表明其在志贺

菌多重耐药中起重要作用. 
本研究以A B C转运蛋白中两个典型基因

msbA和spab为研究对象, 在临床胃炎和消化性

溃疡患者胃黏膜标本中培养筛选出H.pylori敏感

株. 采用氯霉素梯度诱导H.pylori多重耐药株的

方法, 建立了5株H.pylori多重耐药模型. 采用琼

脂二倍稀释法测定了氨苄西林、头孢曲松、四

环素、克拉霉素、氧氟沙星、呋喃唑酮对诱导

多重耐药株MIC, 发现相对于敏感株都有不同程

度的提高, 提示了外排泵可能在多重耐药株中

发挥作用. 也证明了在临床上长期低剂量抗生

素的滥用, 会导致细菌耐药. 通过RT-PCR半定量

的方法, 发现在诱导多重耐药株中msbA和spab
的表达相对于敏感株有明显的提高(P  = 0.018, 
0.015), 说明两种基因可能与H.pylori多重耐药密

切相关. 对中国H.pylori临床分离株MZ1006分别

敲除其msbA和spab基因, 分别使对应的ABC转
运蛋白系统失活, 并检测基因敲除前后菌株对9
种抗生素的敏感性, 发现对其中4种抗生素敏感

性明显上升, 进一步证明了msbA和spab基因在

H.pylori的多重耐药中起重要作用. 而且也证明

了除了RND家族的外排泵外, ABC转运蛋白家族

外排泵也可能在H.pylori的多重耐药中起作用. 
与细菌多重耐药相关的外排泵可分5个家

族. 关于外排泵对药物转运的机制, 还存在有许

多争论, 但是目前有两种模型认同度比较高.一
种为“疏水性的真空吸尘器”(vacuum cleaner), 
这种模型认为药物能自由移动到膜的脂层, 接
触到转运蛋白的中央通道, 药物从中央通道被

排除[22], RND家族的外排泵可以使用该模型解

释. 另一种是“翻转酶模式”(flippases)模型: 认
为药物自由移动到脂层并与转运蛋白接触, 通
过酶的翻转将底物送到外膜[23], 酶所需要的能

量一般由ATP水解提供, 这种模型被用来描述多

种ABC型的外排泵, 如人类MDR3和MRP基因所

编码的外排泵[24]. 在各类外排泵中, 除ABC转运

蛋白类以ATP作为能源外排药物外, 其余各类均

以质子驱动力为能量并形成质子与药物的反转

运体(antiporters). 随着各种外排泵在细菌耐药中

越来越多地被发现, 外排泵抑制剂逐渐成为当

前研究的热点. 国内外前期针对H.pylori多重耐

■应用要点
本研究显示ABC
转运蛋白基因在
H . p y l o r i 多重耐
药中起重要作用. 
本文更加全面地
阐述了外排泵在
H.pylori 多重耐药
机制中的作用, 并
为外排泵抑制剂
的研究提供了新
的理论依据.
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图  2  野生株H.py lor i  MZ1006和基因敲除株H.py lor i  
MZ1006ΔmsbA和H.pylori  MZ1006Δspab对4种抗生素的MIC. 
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药外排泵的研究集中在RND类外排泵, 并对可

以逆转H.pylori多重耐药的外排泵抑制剂进行了

进一步研究. 本研究发现ABC转运蛋白基因与

H.pylori多重耐药密切相关, 为H.pylori外排泵抑

制剂的研究提供了新的思路, 为今后临床上研

究H.pylori多重耐药打下理论基础. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the 
T cell immunoglobulin musin-3 (Tim-3) gene 
and outcome of hepatitis B virus (HBV) infection 
in a Chinese Han population.

METHODS: Two tagSNPs of the Tim-3 gene 
(rs11741184 and rs13170556) were genotyped 

using the SNaPshot method in 996 patients with 
chronic HBV infection group and 301 patients 
with acute self-limiting HBV infection. The gen-
otypes, allele frequencies and haplotypes of the 
two Tim-3 tagSNPs were compared between the 
two groups of patients.

RESULTS: The frequencies of CC, CG and GG 
genotypes at the rs11741184 locus were 84.39% 
(254/301), 15.28% (46/301) and 0.33% (1/301) in 
patients with acute self-limiting HBV infection, 
and 86.04% (857/996), 13.65% (136/996) and 0.3% 
(3/996) in patients with chronic HBV infection, 
respectively. There were no statistical differenc-
es in the genotype frequencies at the rs11741184 
locus between the two groups of patients (all 
P > 0.05). The frequencies of AA, GA and GG 
genotypes at the rs13170556 locus were 68.77% 
(207/301), 28.57% (6/301) and 2.66% (8/301) in 
patients with acute self-limiting HBV infection, 
and 68.07% (678/996), 28.41% (283/996) and 
3.51% (35/996) in patients with chronic HBV 
infection, respectively. There were also no sta-
tistical differences in the genotype frequencies 
at the rs13170556 locus between the two groups 
of patients (all P > 0.05). Three haplotypes for 
Tim-3 tagSNPs (C-A, C-G, G-A) were found in 
the Chinese Han population, and their haplo-
type frequencies were similar between patients 
with acute self-limiting HBV infection (75.08%, 
16.94%, 7.97%) and those with chronic HBV 
infection (75.08% vs 75.15%, 16.94% vs 17.72%, 
7.97% vs 7.13%, all P > 0.05).

CONCLUSION: The two Tim-3 tagSNPs may 
not be associated with outcome of HBV infection 
in Chinese Han population.

Key Words: Tim-3 gene; Hepatitis B virus; Single 
nucleotide polymorphism; Haplotype

Cui MF, Gao YF, Lv F, Li N, Zhang ZH, Li X, Su F. Asso-
ciation between polymorphisms of T cell immunoglobulin 
musin-3 gene and outcome of hepatitis B virus infection. 
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摘要
目的: 研究中国汉族人群T淋巴细胞免疫球蛋

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(HBV)感染的转
归和多种临床表
现形式与宿主的
免疫功能和遗传
因素有关. HBV感
染人体后能否被
机体清除与免疫
功能的强弱密切
相关. 而在遗传因
素中, 已有多个基
因的单核苷酸多
态性(SNP)被证实
与HBV感染后不
同临床转归有关.

■同行评议者
胡国信 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院感染内科



崔明芳, 等. Tim-3基因多态性与乙型肝炎病毒感染转归的相关性						               1507

www.wjgnet.com

白黏蛋白-3(Tim-3)基因标签单核苷酸多态性
(tagSNP)rs11741184C/G和rs13170556A/G位点多
态性与乙型肝炎病毒(HBV)感染转归的关系.

方法: 采用SNaPshot技术检测996例慢性乙
型肝炎患者及301例急性HBV感染自限性恢
复患者Tim-3基因r s11741184和r s13170556 
tagSNP位点的多态性, 计算其基因型和等位
基因分布频率及单体型分布频率.

结果: Tim-3基因tagSNP rs11741184位点基
因型C C、C G、G G在急性乙型肝炎患者
中的分布频率分别为84 .39%(254 /301 )、
15.28%(46/301)、0.33%(1/301), 在慢性乙型
肝炎组中分布频率分别为86.04%(857/996)、
13.65%(136/996)、0.3%(3/996), 两组比较无
统计学差异; Tim-3基因tagSNP rs13170556
基因型A A、G A、G G在急性乙型肝炎患
者中的分布频率分别为68.77%(207/301)、
2 8 . 5 7 % ( 8 6 / 3 0 1 )、2 . 6 6 % ( 8 / 3 0 1 ) ,  慢性
乙 型 肝 炎 组 患 者 中 的 分 布 频 率 分 别 为
68.07%(678/996 )、28.41%(283 /996 )、
3.51%(35/996), 两组比较无统计学差异. 单体
型分析显示, 中国汉族人群中存在3种单体型
(C-A、C-G、G-A), 这3种单体型在急性乙型
肝炎组分别为75.08%、16.94%、7.97%, 慢性
乙型肝炎组分别为75.15%、17.72%、7.13%, 
3种单体型与HBV感染的转归均无相关性. 

结论:  中国汉族人群中Ti m-3基因 t a g S N P 
rs11741184和rs13170556位点多态性可能与
HBV感染的转归不具相关性.

关键词: Tim-3基因; 乙型肝炎病毒; 单核苷酸多态

性; 单体型
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染的转

归和多种临床表现形式与宿主的免疫功能和遗

传因素有关[1,2]. HBV感染人体后能否被机体清

除与免疫功能的强弱密切相关[2,3]. 而在遗传因

素中, 已有多个基因的单核苷酸多态性(s ingle 
nucleotide polymorphism, SNP)被证实与HBV感

染后不同临床转归有关[4,5].      
Tim-3基因定位于人类第5号染色体, 是Tim

基因家族的一个重要成员, 其编码表达的膜蛋

白不表达于初始T淋巴细胞, 而特异性地表达

于活化的Th1细胞的表面, 并且可以作为抑制

分子下调Th1型细胞反应, 从而导致机体的免疫

监视能力的削弱[6]. 研究表明Tim-3基因的表达

与许多免疫相关性疾病的发生密切相关. Ju等[7]

研究发现慢性乙型肝炎肝患者外周血单个核细

胞(尤其是NK细胞和CD8+ T淋巴细胞)和肝脏

内单个核细胞上Tim-3表达显著增高, 首次证实

了HBV感染可上调Tim-3的表达, 提示Tim-3很
可能在H B V感染的过程中同样发挥着重要的

作用. 另有研究表明, Tim-3基因存在多个SNPs
多态性位点, 目前已鉴定人类的Tim-3启动子区

-574G>T及编码区4259G>T多态性位点主要与

哮喘、遗传性过敏症、过敏性鼻炎、类风湿关

节炎等疾病的易感性有关[8]. Tim-3基因多态性

是否与HBV感染的转归密切相关, 目前尚见报

道. 在SNP的研究设计中, Zhang等[9]提出了决定

关联研究效能的3个因素: 标签SNP(tagSNP)的
选择, 不同的疾病模型和检验统计学方法的应

用. 因此, 我们将已收集的急慢性HBV感染标本

采用SNaPshot技术对筛选出的Tim-3基因tagSNP 
rs11741184和rs13170556位点进行了检测, 以探

讨其tagSNP位点基因型和单体型与HBV感染转

归之间的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2009-01/2010-06在安徽医科大学

第一附属医院及第二附属医院感染病科诊治的

HBV感染恢复期患者(病例组)301例, 男166例, 
女135例, 年龄14-60(平均年龄44.31)岁; 同时选

取慢性乙型肝炎患者(对照组)996例, 男693例, 
女303例, 年龄12-65(平均年龄44.86)岁. HBV感

染恢复期患者定义为HBsAg阴性, HBsAb/HBe-
Ab/HBcAb阳性, ALT正常, HBV DNA阴性, 排除

既往有乙肝疫苗接种史者. 慢性乙型肝炎患者

的诊断均符合2005年慢性乙型肝炎防治指南的

诊断标准[10]. 两组患者均排除甲、丙、戊型肝

炎病毒和HIV合并感染. 以上两组年龄、性别均

无统计学差异(P >0.05). 
1.2 方法 
1.2.1 基因组DNA提取: 采集慢性HBV感染患者

及急性自限性HBV感染恢复期患者外周血5 mL, 
使用EDTA-Na2抗凝, 常规酚-氯仿抽提法提取基

因组DNA, 紫外分光光度计和0.8%琼脂糖凝胶

电泳检测DNA浓度和纯度后于-80 ℃保存备用. 
1.2.2 多态性位点的选择及引物设计: Tim-3基
因tagSNP的选择: 以LD的标准及SNP在功能上

■研发前沿
大 量 研 究 表 明 , 
宿主遗传因素在
乙型肝炎病毒感
染的转归中起着
重 要 作 用 ,  尤 其
是与抗病毒免疫
相关的基因是近
年来的研究热点. 

■相关报道
Chae等研究发现
韩国人群中Tim-3
基因的 - 5 7 4 T / G
多态性与哮喘、
变应性鼻炎和类
风湿关节炎相关; 
4259G/T多态性
与哮喘无相关性, 
但与变应性鼻炎
和类风湿关节炎
相 关 .  张 才 成 等
发现湖北汉族人
群中Tim-3基因启
动子区-574T/G多
态性与哮喘相关, 
而-1514T/C位点
与哮喘无相关性.
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的重要性, 或与免疫疾病相关的文献报道作为

选择tagSNP依据. tagSNP的选择和基因分型数

据来自人类基因库(http://www.hapmap.org)中
的汉族人群. 所有的tagSNP以LD相关系数r2 = 
0.8, 等位基因频率(MAF)>10%为选择标准, 根
据hapmap数据库中汉族人Tim-3基因信息作为

tagSNP的标准, 选择出Tim-3基因rs11741184和
rs13170556两个tagSNP位点. 引物设计与合成: 
检索美国国立生物技术信息中心(NCBI)公共数

据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)中SNP位点序

列. 用Primier3软件设计引物及延伸引物. Tim-3
基因多态性PCR扩增引物, rs13170556的引物序

列: F: CCCACAACACAGAAGGGCACAT; R:
TGGACCATCCCTTTTACAACATCA; SnaPshot
延伸引物序列为TTTTTTTTTTTTTTTCACAG-
GATGGCTGAGTCCT; rs11741184的引物序

列: F: TGTAAACAGCCCAGGCATTTTCA; 
R: CAGGAACGAAGGTCAAGACAGGAG; 
SnaPshot延伸引物序列为TTTTTTTTTTTTTTT 
TTTTTTTTTTTTTTTTGCAGTTCTCAGCCCT-
GACTGTT. 
1.2.3 PCR反应体系及反应条件程序: (1)PCR扩
增反应和产物的纯化: PCR反应体系为15 μL, 
包括10×缓冲液1.5 μL, 0.3 μL dNTP混合物

(10 mmol/L), 0.9 μL MgCl2(25 mmol/L), 0.1 μL 
HotstarR Taq DNA聚合酶, PCR引物(10 pmol/L)
各0.5 μL和1 μLDNA模板(20 mg/L). 多重PCR
反应采用Touch-down PCR反应程序: 95 ℃变性

15 min, 94 ℃变性40 s, 63 ℃退火1 min, 每个循

环下降0.5 ℃, 72 ℃延伸1.5 min, 15个循环. 然后

94 ℃变性40 s, 56 ℃退火40 s, 72℃延伸1.5 min, 
25个循环. 最后72 ℃延伸8 min. 结束后4 ℃保存. 
PCR扩增后, 取PCR反应产物1.5 μL做琼脂糖凝

胶电泳检测有片段的表明实验成功. PCR产物纯

化: 在15 μL PCR产物中加入5 U SAP和2 U Exo
Ⅰ, 震荡混匀, 37 ℃保温1 h, 然后75 ℃保温15 
min以灭活SAP和ExoⅠ酶. 纯化好的模板可以

在4 ℃保存24 h或-20 ℃长期保存; (2)SNaPshot
反应: 取纯化好的P C R产物、每条浓度为0.2 
μmol/L的SNaPshot引物混合物、SNaPshot荧光

混合物(含AmpliTaqDNA多聚酶和不同荧光标

记的ddNTP)组成一个PCR反应体系. SNaPshot
反应程序: 96 ℃变性10 s; 然后96 ℃变性10 s, 
53 ℃退火5 s, 60 ℃延伸30 s, 25个循环. 最后

60 ℃延伸30 s. 结束后4 ℃保存. SNaPshot PCR
产物用SAP纯化, 在10 μL上述SNaPshot PCR产

物中加入1 U SAP或者1 U CIP, 震荡混匀, 37 ℃
保温1 h, 保温15 min以灭活酶, 4 ℃可保存24 h
或-20 ℃长期保存; (3)DNA测序仪测序: 首先将

SNaPshot产物稀释20倍. 每份样品中加入高纯

甲酰胺(Hi-Di Formamide)8.6 μL, GeneScan-120 
LIZ Size Standard0.9 μL, SNaPshot纯化产物0.5 
μL, 总体积10 μL, 95 ℃变性5 min, 迅速冰冷4 
min. 在ABI 3730XL型DNA序列检测仪上进行

毛细管电泳, 运行GeneMapper4.0软件分析实验

结果. 为保证结果准确性, 随机抽取5%样本进行

直接测序验证SNaPshot方法的准确性.
统计学处理 采用SPSS13.0统计分析软件进

行统计分析, 并检测HBV感染恢复期组(病例组)
及慢性乙型肝炎患者组(对照组)基因型频率和

等位基因频率是否符合Hardy-Weinberg平衡, 以
检验样本的群体代表性; 以χ2检验比较所测位点

各基因型频率在比较组间的差异, P <0.05有统计

学意义. 以优势率(odds ratio, OR )及其95%可信

区间(confidence intervals, 95%CI)表示各基因型

发生频率在不同比较组间的相对危险度, 所有

统计检验均为双侧概率检验.

2  结果

2.1 Tim-3基因型及等位基因在病例组与对照组

中的分布及患病风险估计 采用SNaPshot技术

对Tim-3 Tag SNP rs11741184和rs13170556的多

态性进行检测, 根据碱基峰值的位置和颜色判

断基因型. 2个位点的基因型分布均符合Hardy-
Weinberg平衡(P >0.05). rs11741184位点基因型

CC、CG、GG在急性HBV感染组和慢性HBV
感染组中分布频率分别为84.39%、15.28%、

0.3%, 86.04%、13.65%、0.3%, 两组之间比较

差异无统计学意义(P  = 0.7719). 等位基因C、G
在病例组与对照组中分布频率分别为92.03%、

7.97%, 92.87%、7.13%, 两组比较差异无统计

学意义(P  = 0.4857). rs13170556位点基因型以

A A、G A、G G在病例组和对照组中分布频

率分别为68.77%、28.57%、2.66%, 68.07%、

28.41%、3.51%, 病例组与对照组之间比较差

异无统计学意义(P  = 0.7673). 等位基因A、G在

病例组与对照组中分布频率分别为83.06%、

16.94%, 82.28%、17.72%, 两组比较差异无统计

学意义(P  = 0.4857, 表1).
2.2 Tim-3基因tagSNP单体型分析及患病风险

估计 我们依据SHEs i s软件计算得到3种单体

型(C-A、C-G、G-A), 其频率在急性组分别为

■创新盘点
本研究采用多重
单碱基延伸SNP
分型技术(SNaP-
shot)首次对Tim-3
基因两个tagSNP
位 点 多 态 性 与
HBV感染转归的
关系进行研究, 具
有创新性.
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75.08%, 16.94%, 7.97%, 对照组分别为75.15%, 
17.72%, 7.13%, 3种单体型与HBV感染的转归无

相关性(P >0.05, 表2). 

3  讨论

Tim基因家族是在研究Th细胞表面受体时发现

的一个新的基因家族, 位于染色体5q33.2, 由3个
成员组成(Tim-1, -3, -4). Tim-3由281个AA组成, 
主要表达于分化的Th1细胞表面, 负性调节Th1细
胞免疫应答, 对维持体内Th1/Th2细胞间平衡可能

起重要作用, 而Th1/Th2细胞的平衡失调在诸多免

疫相关致病机制中起着重要的作用[11,12]. Ju等[7]在

HBV感染小鼠流体动力学模型Tim-3功能及表

达的研究中发现, Tim-3扮演了HBV T细胞应答

中的一个有效调节因子的角色, Tim-3可能参与

HBV感染后的免疫调控. 他们认为Tim-3在NK
细胞上高表达, 而NK细胞在抗病毒感染免疫中

发挥着重要的作用[13-15], 而且已有研究显示在慢

乙肝患者体内NK细胞处于耐受状态[16,17]. 这提

示Tim-3作为一种负性调控分子, 很可能直接或

者与其他分子协同向NK细胞内传到负性信号, 
抑制NK细胞功能, 影响慢乙肝患者的免疫状态. 
Jones等[18]研究发现HIV感染的患者体内CD8+ T
细胞上Tim-3表达升高. 推测Tim-3的表达升高可

能是病毒逃避宿主免疫的一种病理机制或者是

宿主为控制免疫损伤而在慢性免疫活化状态基

础上产生的一种生理性反应. Ju等[7]发现外周血

CD8+ T细胞上Tim-3表达升高, 推测表达上调的

Tim-3可能是抑制细胞功能, 从而促进病毒逃逸

的发生. 
Tim-3分子的启动子和编码区域均发现有

SNP存在, 并且这些SNP可能与机体对疾病的

易感性或耐受性相关[19]. 目前研究结果表明人

类Tim-3基因多态性主要与哮喘、遗传性过敏

症、变应性鼻炎、类风湿关节炎等疾病的易

感性有关. Cornillon等[20]研究发现韩国人群中

Tim-3基因的-574T/G多态性与哮喘、变应性鼻

炎和类风湿关节炎相关; 4259G/T多态性与哮喘

无相关, 但与变应性鼻炎和类风湿关节炎相关. 
张才成等[21]发现湖北汉族人群中Tim-3基因启动

子区-574T/G位点多态性与哮喘相关, 而-1541T/
C位点与哮喘无相关性. Tim-3基因多态性是否

与HBV的感染和转归有关尚不明确. Tag SNP
是人类基因组中多态性中具有代表和特征性的

SNP, 是通过连锁不平衡分析捕获的能代表整

个设定区域序列变异的SNP, 能大大提高关联分

析的效果, 并降低基因分型的工作量及研究费

用, 成为目前在多因素疾病研究中最感兴趣和

最常使用的方法. 因此, 在本研究中, 我们通过

Kim等[22]开发的Quick SNP筛选出rs11741184和

表  2  两组患者Tim-3基因SNP位点单体型分布频率比较

     
单体型   病例组n (%)   对照组n (%)     P 值                OR(95%CI)

CA 452(0.7508) 1497(0.7515) 0.9732 0.9964(0.8070-1.2302)

CG 102(0.1694) 353(0.1772) 0.0603 0.9472(0.7436-1.2065)

GA   48(0.0797) 142(0.0713) 0.4857 0.1288(0.8029-1.5871)

GG - - - -

     
多态位点 基因型  病例组n (%)  对照组n (%)     P值               OR(95%CI)

rs11741184   CC 254(0.8439)    857(0.8604) 0.7719 0.8859(0.6301-1.2456)

  CG   46(0.1528)    136(0.1365)

  GG     1(0.0033)        3(0.0030)

  C 554(0.9203) 1 850(0.9287) 0.4857 0.8859(0.6301-1.2456)

  G   48(0.0797)    142(0.0713)

rs13170556   AA 207(0.6877)    678(0.6807) 0.7673 1.0558(0.8288-1.3448)

  GA   86(0.2857)    283(0.2841)

  GG     8(0.0266)      35(0.0351)

  A 500(0.8306) 1 639(0.8228) 0.6603 1.0558(0.8288-1.3448)

  G 102(0.1694)    353(0.1772)

表  1  两组患者Tim-3基因SNP位点基因型及等位基因频率比较 ■应用要点
本 文 通 过 对
( t a g S N P ) r s 11 7 
4 1 1 8 4 C / G 和 
rs13170556A/G
位点多态性HBV
感染转归的关系
进 行 研 究 ,  表 明
中国汉族人群中
Tim-3基因tagSNP 
r s 1 1 7 4 1 1 8 4 和
rs13170556位点多
态性可能与乙型
肝炎病毒感染的
转归不相关.
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rs13170556两个tagSNP位点进行了研究. 另外, 
本研究选取H B V感染后自限性恢复患者作为

研究对象, 增加疾病发生与否的信息, 使得研究

结果更加准确、可靠. 因此, 我们通过对301例
HBV感染恢复期患者、996例慢性乙型肝炎患

者rs11741184和rs13170556两个位点基因型及等

位基因频率的研究, 明确Tim-3基因多态性在中

国汉族人群中分布情况及其与HBV持续感染后

疾病转归的关系, 结果显示, Tim-3 tag SNP位点

基因多态性在HBV感染自限性感染患者者、慢

性HBV感染者中的分布无统计学差异, 提示这2
个SNP位点基因多态性可能不影响HBV感染后

疾病的转归, 可能与以下因素有关: (1)SNP在不

同的人群中分布频率可能不一样, 杂合程度未

必相同; (2)HBV感染后的转归与多种因素有关, 
疾病的发生发展机制非常复杂, Tim-3基因多态

性在HBV感染的转归中不起着重要的作用. 因
此, 虽然本研究未发现Tim-3 tagSNP rs11741184
和rs13170556两个多态性位点与中国汉族人群

HBV感染的转归有相关性, 但我们不能排除这

两个位点与其他人群HBV感染的转归有关. 也
不排除Tim-3基因的其他位点与HBV感染的转

归有相关性, Tim-3基因的多态性是否影响是

Tim-3蛋白的表达和功能, 并进而影响了Tim-3分
子在HBV感染中的调控还有待于进一步研究.
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Abstract
AIM: To evaluate the value of serum pepsino-
gens (PG) in the screening of gastric carcinoma 
and precancerous lesions.

METHODS: We chose asymptomatic people 
aged over 35 years who had a history of gastric 
diseases or a family history of gastric carcinoma 
and came from a high-risk area for gastric carci-
noma to measure serum PG levels by immuno-
turbidimetric assay and to conduct endoscopic 
biopsy and pathological examination. The rela-
tionship of serum levels of PGI, PGII, and PGI/II 
ratio with the incidence of gastric carcinoma and 
precancerous lesions was evaluated.

RESULTS: Of 918 people detected, 718 (78.21%) 
were tested negative and 200 (21.79%) positive 

for serum PG. The positive rate of serum PG 
(69.50%) was highest in people in the age group 
of 40-60 years (69.50%). The total rate of detec-
tion of gastric carcinoma was 0.76%. The rate of 
detection of early gastric carcinoma was 71.43%, 
while that of advanced gastric carcinoma was 
28.57%. In PG-positive people, the rates of detec-
tion of gastric carcinoma, high-, and low-grade 
intraepithelial neoplasia was 1.50%, 1.00% and 
11.50%, respectively, while the corresponding 
percentages in PG-negative people were 0.56%, 
0.00% and 7.52%. There were significant differ-
ences in the rates of detection of carcinoma and 
precancerous lesions between PG-positive -nega-
tive people (all P < 0.01). In PG-positive patients, 
the rate of detection of early gastric carcinoma 
was 66.67%, and the sensitivity and specificity 
were 42.86% and 78.38%, respectively.

CONCLUSION: Measurement of serum pep-
sinogens can improve the rates of detection of 
gastric carcinoma and precancerous lesions, es-
pecially in people aged from 40 to 60 years.

Key Words: Pepsinogen; Stomach neoplasms; Pre-
cancerous lesions; Pathology

Zhang ZY, Wang GQ, Wu ZQ, Lu LZ, He S, Zhao GY, Liu 
JD. Value of serum pepsinogens in the screening of gas-
tric carcinoma and precancerous lesions. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 探讨血清胃蛋白酶原(PG)检测在胃癌及
其癌前病变筛查中的价值.

方法: 在胃癌高发区对35岁以上无症状、有
胃病史及胃癌家族史者进行内镜筛查. 同时采
用免疫比浊法测定受检者血清PG水平, 结合
内镜活检和病理检查结果, 对比分析接受受检
者血清PGⅠ、PGⅡ水平和PGⅠ/Ⅱ值与胃癌
及其癌前病变的关系.

结果: 内镜筛查共计918例 ,  其中P G阴性
718例(78.21%); 阳性200例(21.79%), 阳性
人群中以40-60岁最多139例(69.50%); 总体
胃癌检出率7/918(0.76%), 早期胃癌检出率

www.wjgnet.com
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■背景资料
血清胃蛋白酶原
(PG)的多少是反
映胃黏膜病变状
况 ,  其 中 胃 蛋 白
酶原Ⅰ型是由胃
底腺主细胞分泌
的, 胃蛋白酶原Ⅱ
型是由胃窦、幽
门腺和十二指肠
腺分泌的, 胃黏膜
的萎缩可使血清
胃蛋白酶原水平
PGⅠ/Ⅱ型比值改
变. 通过检测血清
中胃蛋白酶原的
含量就可确定胃
癌高危人群, 接着
行胃镜检查, 以便
发现胃癌癌前疾
病、癌前病变及
早期胃癌, 并对其
病变进行及时治
疗, 可以降低胃癌
发病率和死亡率.

■同行评议者
陈国忠, 副主任医
师, 广西中医学院
第一附属医院消
化内科



为5/7(71.43%), 进展期为2/7(28.57%); PG
阳性癌检出率3/200(1.50%), 高级别上皮内
瘤变检出率2/200(1.00%), 低级别上皮内瘤
变检出率23/200(11.50%); P G阴性癌检出
率4/718(0.56%), 高级别上皮内瘤变检出率
0/718(00.00%), 低级别上皮内瘤变检出率
54/718(7.52%); PG阳性与PG阴性之间胃癌及
其癌前病变检出率有显著性差异(P<0.01). PG
阳性中早期胃癌检出率为2/3(66.67%), 胃癌
诊断的敏感性42.86%, 特异性78.38%.

结论: 以血清PG水平作为初筛, 再行内镜及病
理检查, 可提高胃癌及其癌前病变的筛查率. 
为尽快开展防治胃癌, 该方法仍不失其有效
性, 特别在40-60岁人群中开展更为有意义.

关键词: 胃蛋白酶原类; 胃肿瘤; 癌前病变; 病理学
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0  引言

20世纪90年代, 甘肃省武威市进行了恶性肿瘤

发病登记工作, 登记资料结果显示该地区胃癌

年发病率59.25/10万, 男性为87.36/10万, 女性

为30.06/10万, 属胃癌高发区[1]. 近年来, 当地进

行了大量的胃癌防治工作, 但胃癌的发病率和

死亡率并无下降趋势, 且中青年人胃癌发病率

有上升趋势[2,3]. 同时医院的胃癌早期发现率长

期处于5%的左右. 因此, 急需建立一种适合大

范围开展、对人体无害、简便可靠和费用低

廉的筛查方法, 实施胃癌早诊早治, 以期提高

胃癌治疗效果, 减低死亡率. 近10年来, 国内外

开发以血清胃蛋白酶原(pepsinogen, PG)检测

为初筛方法寻找出胃癌高危人群, 再辅以胃镜

及病理检查进行精筛的序贯筛查法, 取得了一

定的效果 [4-9]. 为进一步验证此方法的可行性, 
2008-12-05/2010-01-09, 我们对武威市凉州区两

个乡镇的部分自然人群同时进行了血清PG的检

测和胃镜检查, 现将结果报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌筛查范围涉及武威市凉州区2个乡

镇(西营镇、下双乡)中的5个自然村, 自然人口约

1万, 受检者主要为35岁以上无症状、有胃病史

及胃癌家族史志愿者. 为进一步评价血清PG检

测在胃癌筛查中的作用, 此次筛查同时采用血清
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PG检测和胃镜检查.
1.2 方法 
1.2.1 筛查流程: (1)受检者签署知情同意书; (2)由
专人负责对受检者进行流行病学调查, 填写调查

表、登记表及信息核对; (3)对受检者进行常规

体检; (4)按照要求对受检者进行血样采集、血

样分离及病毒指标检测, 并按照PG检测的要求

处理血样, 留取500 μL以上血清样本送PG检测; 
(5)受检者接受胃镜检查, 操作者按筛查方案要求

完成染色、黏膜活检与病理检查, 胃镜常规取材

包括窦部1块, 体部1块, 胃角部1块, 病灶处2-3块, 
同时胃内关键部位时行图像采集.
1.2.2 PG检测及结果判定: 血清样本送至中国

医学科学院肿瘤医院检验科, 利用日立7600型
全自动生化分析仪检测PG水平. 按试剂提供及

日本三木[9]报道的标准并加以分级. 阴性: PGⅠ

>70 μg/L, 或PGⅠ/Ⅱ比值>3; 轻度阳性PGⅠ≤

70 μg/L, 同时PGⅠ/Ⅱ比值≤3; 中度阳性: PGⅠ

≤50 μg/L, 同时PGⅠ/Ⅱ比值≤2.5; 重度阳性: 
PGⅠ≤30 μg/L, 同时PGⅠ/Ⅱ比值≤2.0.
1.2.3 病理诊断: 取材后标本组织放置入40 g/L
甲醛脱水固定, 常规石蜡制片, 行HE与Gimsa染
色, 由经验丰富的3名病理医师诊断, 以2/3医师

取得同一诊断为最后诊断. 诊断标准: (1)萎缩

性胃炎: 内镜活检标本中有任何一块组织中出

现有胃黏膜固有腺体萎缩即可诊断为萎缩性胃

炎; (2)肠上皮化生: 内镜活检标本中有任何一块

组织中出现有胃黏膜肠上皮化生即可诊断为胃

黏膜肠上皮化生[10]; (3)低级别上皮内瘤变: 胃黏

膜上皮轻-中度异型增生; (4)高级别上皮内瘤变: 
胃黏膜重度异型增生; (5)早期胃癌: 癌组织局限

以黏膜内及黏膜下层; (6)晚期胃癌: 癌组织浸透

黏膜下层[11].
统计学处理 对所得数据进行统计学处理, 

计数资料采用卡方检验, P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 受检人群状况 实查918例, 其中男445例, 占
48.47%; 女473例, 占51.53%. 40-60岁之间645例, 
占受检例数的70.26%(表1).
2.2 PG结果 PG检测阴性者718例, 占总检查例数

的78.21%; PG检测阳性者200例, 占总检查例数

的21.79%, 男99例(49.50%), 女101例(50.50%), 
基本相近. 与年龄的关系, 阳性人群中以40-60岁
最多139例(69.50%), 视为重点监测对象. 而阳性

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前早期胃癌或
胃癌高危人群筛
查方法较多, 且不
理想; 在我国大规
模开展胃癌筛查
的条件尚不具备, 
WHO也不推荐大
规模地开展胃镜
普查. 故开发以血
清PG检测为初筛
寻找出胃癌高危
人群, 再以胃镜精
查的二步普查法, 
此方案已成为胃
癌筛查的方向.

■相关报道
林三仁等建立了
包括概率数字模
型计算机筛查、
超微量胃液系列
分析筛查和癌胚
抗原 (CEA)单克
隆抗体筛查的三
级筛查工具, 以及
胃镜和病理为最
终手段的胃癌序
贯筛查法.
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程度看不出差异(表2).
2.3 PG与胃镜诊断 本组除检出胃癌及癌前病变

患者外, 还筛查出一批不同类型的胃病患者(表3).
2.4 胃癌及癌前病变的检出率 总体胃癌检出率

7/918(0.76%), 早期胃癌检出率为5/7(71.43%), 
进展期为2 / 7 ( 2 8 . 5 7 % ) .  P G阳性癌检出率

3/200(1.50%), PG阳性高级别上皮内瘤变、低

级别上皮内瘤变、肠上皮化生、萎缩性胃炎检

出率分别为2/200(1.00%)、23/200(11.50%)、
45/200(22.50%)、109/200(54.50%); PG阴性癌检

出率4/718(0.56%), PG阴性高级别上皮内瘤变、

低级别上皮内瘤变、肠上皮化生、萎缩性胃炎

检出率分别为0/718(00.00%)、54/718(7.52%)、
91/718(12.67%)、243/718(33.85%); PG阳性与

PG阴性之间胃癌及其癌前病变和萎缩性胃炎检

出率有显著性差异(P <0.01). PG阳性中早期胃癌

检出率为2/3(66.67%)(表4).
2.5 PG检测的评价 PG作为胃癌的诊断方法敏感

性为42.86%, 阳性预测值为1.50%; 萎缩性胃炎

以上病变的诊断方法敏感性为31.70%, 阳性预

测值为91.00%(表5).
2.6 检出胃癌的病理类型  本组检出胃癌7例 , 

其中高分化腺癌3例(42.86%), 黏膜内腺癌2例
(28.57%), 低分化腺癌(进展期)2例(28.57%).

3  讨论

我区在1998年总结的胃液采集器筛查胃癌, 结
果在1 433例中246例为阳性(17.17%). 结果发

现进展期胃癌2例, 早期为2例, 胃癌的检出率

1.6%[12], 组织这一筛查, 胃癌高危人群筛查与本

研究相比, 投入大、过程相对复杂. 本法较胃液

筛查法简单, 群众易于接受. 2007年首都医科大

学附属北京友谊医院消化科、兰州大学第二医

院和甘肃省武威肿瘤医院共同合作, 以PGⅠ、

Ⅰ/Ⅱ比值作为胃癌高危人群筛查, 对自然人群

中的35-70岁之间的无症状志愿者2 346例进行

了PG水平的检测, 其PG阳性者634例, 占27.02%; 
而阳性者再胃镜活检精查, 结果总体胃癌检出

率10/2 346(0.43%), PG阳性胃癌检出率10/634 
(1.58%), 早期胃癌检出率为9/10(90.00%)[13]. 日
本小松采用此方法筛查, 报道PG阳性率30.00%; 
总体胃癌检出率0.50%, P G阳性胃癌检出率

1.70%[14,15]. 井上报道PG阳性率29.00%; 总体胃

癌检出率0.42%, PG阳性胃癌检出率1.50%[14,15]. 

表  1  受检人群状况 n (%)

     
年龄组          男           女       合计

35-40岁 102(11.11) 123(13.40) 225(24.51)

41-50岁 170(18.52) 192(20.92) 362(39.44)

51-60岁 119(12.96) 122(13.29) 241(26.25)

61-70岁   53(5.77)   35(3.81)   88(9.58)

>71岁     1(0.11)     1(0.11)     2(0.22)

合计 445(48.47) 473(51.53) 918(100.00)

表  2  200份血清阳性分布状况 n (%)

     
年龄组     PG(+)    PG(++)  PG(+++)        合计

35-40岁 14(42.42) 11(33.33)   8(24.25)   33(16.50)

41-50岁 25(35.71) 21(30.00) 24(34.29)   70(35.00)

51-60岁 20(31.75) 18(28.57) 25(39.68)   63(31.50)

61-70岁 12(38.71) 10(32.26)   9(29.03)   31(15.50)

>71岁   0(00.00) 1(33.33)   2(66.67)     3(1.50)

合计 71 61 68 200

表  3  PG与胃镜阳性率的关系 (n )

     
PG 浅表性胃炎 萎缩性胃炎 胃息肉 胃溃疡 球溃疡 肉眼可疑癌

PG(+)       49       139     21      3        0          1

PG(-)     210       226     35    33      21          4

合计     259       365     56    36      21          5

     
PG

   浅表性

     胃炎

    萎缩性

     胃炎

    肠上皮

     化生

    低级别

上皮内瘤变 

    高级别

上皮内瘤变

早期

胃癌

进展期

  胃癌

     
合计

PG(-)n (%) 326(45.40) 243(33.85)   91(12.67)   54(7.52)   0(00.00) 3(0.42)  1(0.14) 718(100.00)

PG(+)n (%)   18(9.00) 109(54.50)   45(22.50)   23(11.50)   2(1.00) 2(1.00)  1(0.50) 200(100.00)

合计n 344 352 136   77   2 5  2 918

表  4  PG与病理结果

■应用要点
该 方 法 简 单 快
捷、准确、稳定, 
筛查胃癌的例数
较其他方法检出
率皆高 .  由于PG
检 测 对 于 病 变
程度在慢性萎缩
性胃炎以上的病
变有较高的敏感
性.因此, PG测定
是一项检测慢性
萎缩性胃炎这一
胃癌高危人群较
可靠的方法, 从这
一角度来看 ,  PG
检测更适合于初
筛胃癌高危人群, 
特别在胃癌高发
区开展更有价值.
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本组统计显示, PG阳性者200例, 占总检查人数

的21.79%; 总体胃癌检出率7/918(0.76%), PG阳

性癌检出率3/200(1.50%), PG阳性中早期胃癌检

出率为2/3(66.67%), 与既往研究报道基本相符, 
因此在本地区可采用此方法作为胃癌初筛应用

于人群.
该方法简单快捷、准确、稳定. 但是, 本组

统计结果显示, PG作为胃癌的诊断方法敏感性

仅为42.86%, 阳性预测值为1.5%. 同时有4例胃

癌患者, PG为检测结果为阴性, 这一现象可能与

本组以PGⅠ、Ⅰ/Ⅱ比值阳性值偏低和未分化

癌比例较高有关[13]. 因此单纯应用此方法进行胃

癌初筛可能会漏掉一部分胃癌病例, 在初筛中

尚需结合其他方法, 如流行病学调查评价胃癌

危险因素, 才能最大限度降低胃癌漏诊.
本组P G检测阳性的病例中慢性萎缩性

胃炎以上病变占91%, 其中胃癌、高级别上皮

内瘤变、低级别上皮内瘤变、肠上皮化生、

慢性萎缩性胃炎检出率分别为3/200(1.5%)、
2/200(1.00%)、23/200(11.50%)、45/200(22.50%)、
109/200(54.50%); 表明PG检测对于病变程度在慢

性萎缩性胃炎以上的病变有较高的敏感性, PG
阳性与PG阴性之间胃癌及其癌前病变和慢性萎

缩性胃炎检出率有显著性差异. 因此, PG测定是

一项检测慢性萎缩性胃炎这一胃癌高危人群较

可靠的方法, 从这一角度来看, PG检测更适合于

初筛胃癌高危人群. 为尽快开展防治胃癌, 采用

本法仍不失其有效性, 特别在40-60岁人群中开

展更为有意义.

本研究除了检出7例胃癌患者外, 还筛查出

一批不同类型的胃病患者, 包括慢性萎缩性胃

炎、胃溃疡、胃息肉、肠上皮化生及上皮内瘤

变等. 为进一步有针对性地干预治疗, 打下了良

好的基础.
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表  5  PG检测的评价 (%)

     
统计指标 胃癌的诊断评价

萎缩性胃炎以上病变

        的诊断评价

敏感性         42.86            31.70

特异性         78.38            94.77 

阳性预测值           1.50            91.00 

阴性预测值         99.44            45.40 

■同行评价
本 文 选 题 恰 当 , 
结 果 可 靠 ,  具 有
较好的科学和临
床意义.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of WEE 1 in 
hepatocellular carcinoma (HCC) and to analyze 
its relationship with clinicopathological charac-
teristics of HCC.

METHODS: Twenty-three normal human liver 
tissue specimens, 20 cirrhosis specimens, and 
42 HCC specimens were used in this study. Re-
verse transcriptional-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) was used to measure the expression 
of WEE 1 mRNA in the above tissue specimens, 
while Western blot and immunohistochemistry 
were used to detect the expression of WEE 1 
protein. The relationship between WEE 1 expres-
sion and clinicopathological characteristics of 
HCC was analyzed.

RESULTS: The positive rates of Wee 1 mRNA 
expression in normal liver tissue, cirrhosis and 

HCC were 21.7%, 55% and 90.5%, respectively, 
with a significant difference among the three 
groups (P < 0.01). The positive rates of Wee 1 
protein expression as revealed by Western blot 
and immunohistochemistry in the above three 
groups were 13.04%/17.4%, 40%/60% and 
78.6%/83.3%, respectively, with significant dif-
ferences among the three groups (both P < 0.01). 
Up-regulated expression of WEE 1 was signifi-
cantly correlated with tumor differentiation and 
pathological grade in HCC (χ2 = 17.454, P < 0.01; 
χ2 = 14.559, P < 0.01).

CONCLUSION: WEE 1 expression was signifi-
cantly up-regulated in HCC. High expression of 
WEE 1 may be closely related with tumor differ-
entiation and pathological grade in HCC.

Key Words: Reverse transcription-polymerase chain 
reaction; Western blot; Immunohistochemistry; He-
patocellular carcinoma; WEE 1

Lv H, Yang YX, Zhang LD, Bai YQ. Relationship between 
WEE 1 and hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiao-
hua Zazhi  2011; 19(14): 1515-1519

摘要
目的: 探讨WEE1在肝细胞癌(HCC)发生、发
展中的异常表达及与肿瘤病理分期的关系. 

方法: 收集2010-03/2010-05河南省人民医院肝
胆外科手术标本正常肝组织23例, 肝硬化20例, 
HCC 42例. 采用RT-PCR检测mRNA水平的表
达, Western blot及免疫组织化学检测蛋白的表
达, 并分析其与肝癌临床病理学分期的关系. 

结果: W E E 1  m R N A阳性表达率分别为
21.7%、55.0%和90.5%, 三组间差异有统
计学意义(P <0.01). Western blot和免疫组织
化学方法分别检测蛋白阳性表达率分别为
13.04%/17.4%、40%/60%和78.6%/83.3%, 三组
间相比差异有统计学意义(P <0.01). 肝癌组织
中WEE1强度与肿瘤的分化程度及病理分级相
关(χ2 = 17.454, P<0.01; χ2 = 14.559, P<0.01).

结论: WEE1基因在肝癌中呈上调表达, 其参

www.wjgnet.com
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■背景资料
人 类 的 W E E 1 ( 
W E E 1 A ; 
WEE1hu)是从人
类 细 胞 中 克 隆
出来的 W E E 1 同
源 基 因 ,  可 磷 酸
化 c y c l i n B - P 3 4 
C D C 2 复 合 物 中
的CDC2的Tyr15
而 抑 制 C D C 2 的
活化, 从而延迟有
丝分裂, 是调控细
胞周期G2期阻滞
的关键元件, 保证
细胞在进入有丝
分裂前完成DNA
复制以及在DNA
损伤时进行修复. 
目前国内外尚无
W E E 1 与肝癌发
生、发展关系的
研究, 通过研究其
在肝癌中的表达
及其与病理分级
的关系, 有可能为
肝癌的早期诊断
提供新的标志物, 
为其靶向治疗提
供新的方法. 

■同行评议者
单云峰, 副主任医
师, 温州医学院附
属第一医院肝胆
外科



与的DNA的修复异常与肝癌的发生密切相关, 
且与肿瘤的分化程度和病理分级相关.

关键词: 逆转录聚合酶链式反应; 免疫蛋白印迹; 免

疫组织化学; 肝细胞癌; WEE1
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是常

见的消化系统高度恶性肿瘤, 因其发病隐匿、

恶性程度高、进展快、预后差、死亡率高而严

重威胁人类健康. 本研究通过RT-PCR、Western 
b lo t、免疫组织化学的方法检测人正常肝脏、

肝硬化和肝癌组织中WEE1基因转录和蛋白表

达的差异, 探讨WEE1在肝癌发生过程中的作用; 
并分析其表达强度与肝癌分化程度及核分期的

关系.

1  材料和方法

1.1 材料 正常肝组织23例, 肝硬化20例, HCC 
4 2 例 ,  均取自河南省人民医院肝胆外科

2010-03/2010-05肝脏手术切除标本. 正常肝组

织HBsAg阴性, 肝硬化和肝癌组织HBsAg均阳

性. 所取组织疾病诊断均经病理证实. 正常肝组

织取自肝血管瘤手术切除病变部位的周围组织; 
肝硬化组织取自门静脉高压行贲门周围血管离

断术要求行病理检查的肝脏组织; HCC组织取

自HCC手术切除组织, 标本新鲜, 通过伦理委员

会审核, 患者知情签字同意. 标本取出后切成小

块状迅速置于液氮冷冻待用.
1.2 方法 
1.2.1 RT-PCR检测WEE1基因的表达: WEE1
引物序列 ,  上游引物序列5 ' -G AT G A G C A G
A A C G C T T T G A G A G-3 ' ,  下游引物序列5 ' - 
CAGAGGCAGCATTTGGGATT- 3', 扩增长

度: 319 bp; GAPDH引物序列: 上游引物序列: 
5'-CTTAGATTTGGTCGTATTGG-3', 下游引物序

列5'-GAAGATGGTGATGGGATT-3', 扩增长度: 
207 bp; 按照RNA提取试剂盒(杭州博日公司)说
明书提取总RNA. 按RT-PCR试剂盒(杭州博日公

司)步骤进行逆转录聚合酶链式反应; 目的基因

与内参同管扩增, 扩增产物进行2%琼脂糖凝胶

电泳. 结果用BIO-RAD Gel Doc XR全自动凝胶

成像系统进行拍照、以WEE1产物与GAPDH产
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物的比值为WEE1 mRNA在各肝脏组织中表达

的相对量. 
1.2.2  We s t e r n  b l o t检测W E E1蛋白的表达: 
WEE1一抗为兔抗人多克隆抗体(美国Bioassay 
Technology公司); 二抗为辣根过氧化物酶标羊

抗兔IgG聚合物(北京中杉金桥生物公司). 按照

常规方法进行肝脏组织蛋白提取, 取50-100 mg
肝脏组织加入200-300 μL裂解液(含PMSF)快速

匀浆, 提取总蛋白. 所有蛋白样品调至等浓度后

取15 μL上样, 10% SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳, 半
干转20 V 30 min将蛋白转移到PVDF膜上, 5%奶

粉的封闭缓冲液室温封闭1 h, 一抗稀释液(1∶
500)封闭, 4 ℃孵育过夜, TBST洗膜3次, 二抗稀

释液(1∶900)室温孵育1-1.5 h, TBST洗膜3次, 行
ECL化学发光X片曝光显影、以WEE1蛋白与内

参β-ac t in的比值作为WEE1蛋白在各肝脏组织

中表达的相对量. 
1.2.3 免疫组织化学检测WEE1蛋白的表达: 将
肝脏组织标本经多聚甲醛固定、石蜡包埋, 制
成4 μm厚的石蜡切片, HE染色. 采用免疫组织化

学S-P法, 切片经脱蜡水化、抗原修复、一抗孵

育、二抗孵育、DAB显色、苏木素复染、脱水

透明、中性树胶封片后于显微镜下观察. WEE1
抗体稀释为1∶600, 以0.01 mol/L、pH值为7.5的
磷酸盐缓冲液代替一抗作为阴性对照. 以细胞

中出现棕黄色颗粒为WEE1表达阳性细胞, 以阳

性细胞数≥10%作为阳性判断标准. 根据阳性细

胞百分率分为阴性(-): 阳性细胞不可见或阳性

细胞不足5%; 弱阳性(+): 阳性细胞散在或为组

织细胞的1/3以下; 中度阳性(++): 阳性细胞呈局

灶分布, 占全组织细胞1/3-2/3; 强阳性(+++): 阳
性细胞呈弥漫分布, 占全组织细胞2/3以上.

统计学处理 应用SPSS17.0统计软件, 相对

表达量用mean±SD表示, 定性资料进行χ2检验

和Fisher's精确检验, 独立多组定量资料应用单

因素方差分析后行LSD-t检验两两比较, 等级定

性资料进行Kruskal-Wallis非参数秩和检验, 以α 

= 0.05为检验水准.

2  结果

2.1 RT-PCR检测WEE1 mRNA的表达 各肝脏组

织总RNA提取结果良好, 总RNA的吸光度A 260/
A 280 = 1.8-2.0, 电泳结果证实RNA未降解. WEE1
扩增产物电泳图谱显示319 bp处有DNA片段, 
GAPDH扩增产物显示207 bp处有DNA片段(图
1). 在正常肝脏、肝硬化和肝癌组织中WEE1 
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■研发前沿
关 于 W E E 1 研 究
主要与细胞周期
调 控 有 关 ,  最 近
研 究 的 热 点 是
W E E 1 在 恶 性 肿
瘤中的表达情况
以及通过抑制其
表达来降低肿瘤
细胞的增殖或诱
导凋亡等可能的
靶向治疗手段.

■相关报道
Masaki通过凝胶
测定wee1激酶的
活性发现在小鼠
肝炎到肝硬化、
肝癌的发生过程
中其表达水平是
逐渐升高的.
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mRNA阳性表达率逐渐增高, 肝癌组与正常组、

硬化组比较有统计学意义(χ2 = 30.762, P <0.01,  
表1). 三组相对表达量分别为0.6835±0.1275、
0.9164±0.0664和0.9986±0.0643; 3组间差异具

有统计学意义. 肝癌组与正常组、硬化组比较

有统计学意义(F  = 38.372, P <0.01).
2.2 Western blot检测WEE1蛋白的表达 正常肝

脏、肝硬化和肝癌组织中WEE1蛋白表达阳性

率分别为13.04%、40%和78.6%, 3组间差异有

统计学意义(χ2 = 26.69, P <0.01, 图2). 3组相对

表达量分别为0.2430±0.0365, 0.5089±0.0866, 
0.7503±0.1238, 3组间差异有统计学意义, 肝
癌组与正常组、硬化组比较有统计学意义(F  = 
36.347, P <0.01).

2.3 免疫组织化学检测WEE1蛋白的表达 WEE1
蛋白阳性表达为棕黄色颗粒, 在肝癌组织中细

胞核、细胞质均有表达(图3). 正常肝脏、肝硬

化和HCC组织中WEE1蛋白的阳性表达率分别

为17.4%, 60%, 83.3%, 3组间WEE1表达强度有

统计学意义(χ2 = 33.143, P <0.01). 
2.4 WEE1表达强度与HCC临床病理特征的关

系 高分化组与中、低分化组差异有统计学意义

(P <0.05), Edmondson Ⅳ级、Ⅲ级、Ⅱ即与Ⅰ级

差异有统计学意义(P <0.05). 不同分化程度和不

同病理分级的HCC组织中WEE1表达强度差异

有统计学意义(χ2 = 17.454, P <0.01; χ2 = 14.559, 
P <0.01), HCC组织中WEE1表达越强, 分化程度

就越低, 病理分级也越高(表1).

3  讨论

人类的WEE1(WEE1A; WEE1hu)是从人类细胞

中克隆出来的WEE1同源基因, 编码一种为核蛋

白的酪氨酸激酶, 属于蛋白激酶中丝氨酸/苏氨

酸家族的一员[1]. WEE1基因表达的wee1激酶是

一种双特异性激酶, 可磷酸化cyclin B-P34 CDC2
复合物中的C D C2的Ty r15而抑制C D C2的活

化.从而延迟有丝分裂, 是调控细胞周期G2期阻

滞的关键元件, 在保证细胞进入有丝分裂前完

成DNA复制以及在DNA损伤的修复, 从而避免

异常的DNA进入有丝分裂而发生细胞凋亡[2-4].
很多研究表明细胞周期的进程特别是DNA的复

制需要精确的调控, 轻度的偏差将会使细胞经

历死亡[5]. Wang等[6]发现在肿瘤细胞中WEE1的
高表达可以对抗DNA损伤后引起的凋亡.  

本研究对正常肝脏、肝硬化和HCC组织中

表  1  WEE1蛋白表达与肝癌病理学特征的关系

     
分组   n 阳性n (％) P 值

                                      WEE1表达强度(n )

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋          

HCC组织 42 35(83.3) 7 4 14 17

分化程度

    高 10   4(40.0) 6 1   2   1

    中 20 19(95.0)d 0.002 1 2 10   7

    低 12 12(100.0)d 0.003 0 1   2   9

病理分级

    Ⅰ   4 1(25.0) 3 0   1   0

    Ⅱ 12 10(83.3) 0.063 2 2   7   1

    Ⅲ 10   9(90.0)a 0.041 1 2   3   4

    Ⅳ 16 16(100.0)d 0.004 0 0   3 13

aP<0.05 vs  Ⅰ级; dP<0.01 vs  高分化组.

1    2     3    4    5    6    7    8    9    10   11

图  1  不同肝脏组织目的基因WEE1及内参基因GAPDH RT-
PCR结果. 1: Marker(100-600 bp); 2, 3: 肝癌组织; 4-7: 肝硬

化组织; 8-11: 正常肝组.

WEE1

1                 2               3

β-actin

图  2  Western blot检测不同肝脏组织中WEE1蛋白的表达. 1: 

肝癌组织; 2: 肝硬化组织; 3: 正常肝组织.

■创新盘点
本研究首次应用
RT-PCR、Western 
b l o t 和免疫组织
化学3种方法探讨
W E E 1 在 肝 癌 发
生过程中的作用, 
发现其不仅与肝
癌发生发展有关, 
而且与肝癌的分
化程度及病理分
级密切相关.

■应用要点
W E E 1 在 肝 癌 形
成过程中起了重
要的作用, 有可能
对诊断、治疗早
期肝癌具有重要
的临床指导作用.
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WEE1表达进行分析, 证明WEE1在HCC的发生

过程中呈上调表达, 且在肝癌组织中的表达与

前两者相比差异有统计学意义. Masaki等[7]研究

小鼠肝癌形成模型发现wee1激酶在肝炎到肝硬

化、肝癌的发生过程中表达水平是逐渐升高的. 
Mir等[8]发现在恶性胶质瘤细胞中WEE1高表达, 
通过抑制WEE1的表达可以使肿瘤细胞分裂时

直接跳过G2期DNA修复, 提早结束有丝分裂, 致
细胞死亡. 并认为通过抑制WEE1的表达可能会

作为一种潜在的治疗恶性胶质瘤的方法. Iorns
等通过RNA干扰筛选技术发现乳腺癌细胞株大

量表达WEE1, 通过抑制WEE1的表达会明显降

低乳腺癌细胞的增殖[9,10].            
由于疾病的发生往往与特异蛋白质的变化

更加密切相关, 因而检测肝组织中的中的WEE1
蛋白可能更具临床意义. 本组资料提示, 在肝

癌组织中WEE1蛋白阳性表达率和相对表达量

均明显增高, 3组间差异具有统计学意义, 并与

HCC的分化程度、病理分级有密切的关系. 这
在蛋白水平印证了WEE1的表达在肝癌的发生

发展过程中起着重要作用. 同样Yoshida等[11]应

用免疫组织化学的方法在非小细胞性肺癌组织

中检测到WEE1蛋白的大量表达, 而且WEE1表
达与肺癌的复发密切相关, 是一个判断预后的

指标. Butz等[12]应用免疫组织化学的方法检测垂

体腺瘤和正常脑垂体中WEE1蛋白的表达, 发现

WEE1蛋白在腺瘤中的表达更高, 通过RNA干扰

WEE1表达在mRNA水平无明显变化, 而在蛋白

水平的表达明显下降, 提示WEE1表达与肿瘤的

发生相关.
由于目前国内外文献中关于WEE1在人肝

癌中的表达情况的研究极少,  WEE1在肝癌发生

发展过程中确切的作用机制目前尚未完全明了, 
还需要进一步研究其作用机制. 相关研究显示肿

瘤细胞的共同改变主要是涉及正常细胞周期调

控及DNA损伤修复的细胞传导通路的改变[13]. 正
长细胞癌变后, 由于基因的改变, 肿瘤细胞多数

有细胞周期调控点G1的缺陷, 而且对DNA损伤

更敏感, 因此在细胞DNA复制及损伤修复过程

中更依赖于G2调控点. 而WEE1是调控细胞G2/S
期的关键因子, 推测肿瘤细胞增殖迅速, DNA大

量复制, WEE1表达增加, 当有DNA损伤时细胞

感应器ATM和ATR将被激活, 通过ATM-CHK2/
ATR-CHK1传导通路的级联放大信号传导激活

细胞周期调控点的效应器Chk1、Chk2激活并

进一步活化wee1激酶. 促进WEE1表达增加[14,15]. 
本实验结果证明WEE1在mRNA和蛋白水平均

是高表达, 且与肿瘤分化程度及病理分期相关. 
他有可能作为分子靶点在肝癌的基因诊断及治

疗中发挥作用. 
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本刊讯 根据2010-06-18汤姆森-路透发布的2009年度期刊引证报告, World Journal of Gastroenterology (WJG )(中

文刊名《世界胃肠病学杂志》)影响因子为2.092，论文总被引次数12 740次, 特征因子0.05832, 分别位于65种

国际胃肠肝病学期刊的第33位, 8位和5位.

与2008年的影响因子(2.081), 总被引次数(10 822次), 特征因子(0.05006)相比, WJG在2009年国际胃肠肝病

学期刊中的排名分别增加了7个百分点，4个百分点和3个百分点. (WJG编辑部主任: 程剑侠 2010-06-18)
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Abstract
AIM: To analyze the prevalence, clinical char-
acteristics, and risk factors for irritable bowel 
syndrome (IBS) among middle school teachers 

in areas affected by Wenchuan earthquake.

METHODS: Multi-stage random sampling was 
adopted to select 269 teachers from three middle 
schools in earthquake-affected areas and three 
in non-affected areas to conduct epidemiological 
investigation of IBS.

RESULTS: The overall prevalence of IBS, which 
was diagnosed according to the revised Rome 
II criteria, was 22.5% (95%CI: 17.3%-24.7%). The 
prevalence of IBS among teachers in earthquake-
affected areas was significantly higher than that 
in non-affected areas (27.9% vs 15.7%, P < 0.05). 
No significant difference was found in the preva-
lence of anxiety and depression between teachers 
in earthquake-affected areas and those in non-af-
fected areas. However, the prevalence of anxiety 
and depression was significantly higher in teach-
ers with IBS than in those without IBS (P < 0.05).

CONCLUSION: The prevalence of IBS among 
teachers was higher in earthquake-affected areas 
than in non-affected areas. The prevalence of 
anxiety and depression was higher in teachers 
with IBS than in those without IBS. Earthquake 
experience might increase the prevalence of IBS 
among middle school teachers. 

Key Words: Earthquake-stricken area; Irritable 
bowel syndrome; Teachers; Prevalence 

Fu WC, Zheng SC, Dong XW, Wang YP, Zhang Q, Wang 
LL, Wang G, Peng YJ. Prevalence and risk factors for ir-
ritable bowel syndrome among middle school teachers 
in areas affected by Wenchuan earthquake. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(14): 1520-1523

摘要
目的: 研究肠易激综合征(IBS)在地震灾区(汶
川)中学教师中的患病率、发病特征、致病相
关危险因素.

方法: 采用多级随机抽样方法, 随机抽取地震
灾区和非灾区3所中学269名教师进行IBS的
流行病学调查.

结果: 校正后符合罗马Ⅱ诊断标准IBS的患

®

■背景资料
肠 易 激 综 合 征
(IBS)是世界性常
见的疾病之一, 其
病因是非常复杂
的, 各国不同人群
的发病率也有不
同, “5.12”汶川
地震发生后, 是否
不同人群IBS发病
率有所增高, 以及
是否受相关地震
因素的影响没有
研究. 

■同行评议者
田文静 ,  副教授 , 
哈尔滨医科大学
公卫学院
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病率为22.5%(95%CI: 17.3%-24.7%). 其中地
震灾区患IBS有38例, 患病率为27.9%(95%CI: 
20.4%-35.4%), 非地震灾区患IBS有17例, 患病
率为15.7%(95%CI: 8.8%-22.6%), 经比较IBS
在地震灾区的教师中患病率高于非灾区, 差异
有统计学意义(P <0.05); 通过HAD量表调查发
现, 地震灾区和非灾区教师在焦虑焦虑和抑郁
状况方面没有统计学意义, 而患IBS教师发生
率要高于非IBS教师, 有统计学意义(P <0.05).

结论: 地震灾区教师IBS的患病率27.9%, 高于
非灾区教师的患病率. 非灾区教师生理机能优
于灾区教师, 在焦虑和抑郁状况方面患IBS教
师发生率要高于非IBS教师, 说明地震应激事
件可加重地震灾区教师的IBS发病, 使其病情
复杂化和治疗难度加大.

关键词: 地震灾区; 肠易激综合征; 教师; 患病率

付万朝, 郑仕诚, 董晓薇, 王一平, 张强, 王丽丽, 王刚, 彭亚军. 
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)虽
不是绝症, 但持久的腹痛、腹泻、便秘等症状

和昂贵的医疗费用, 严重地降低了患者的生活

质量, 可以说是消化系统病中一种不折不扣的顽

症, 社会影响巨大, 其诊断标准不断修订, 但该病

发生的原因仍不清楚[1]. “5.12”汶川大地震不

但给人们造成物质上巨大的损害, 也给人们造

成精神上的伤害[2,3], 他对IBS的患病有如何影响, 
国内外均未有研究和报道. 通过地震灾区中学

教师IBS患病率的流行病学调查, 以及对饮食习

惯、诱发因素、胃肠道症状和躯体精神心理等

相关因素的分析, 阐明地震这样强应激事件对

IBS发病的影响, 为灾区IBS患者的治疗提供理

论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 采用多级整群随机抽样方法, 在2009- 
12我们从国务院公布的《汶川地震灾害范围评

估报告》10个极重灾区县(市)中, 随机抽取2个县

(市)的一所中学的教师进行问卷调查, 他们分别

是青川县中学、彭州市通济中学, 同时随机抽取

非灾区的成都市龙泉中学的教师同步进行调查, 
在入选的学校中, 根据教师的自愿填答问卷.
1.2 方法 
1.2.1 样本量: 此次调查共发放和收回问卷269

份, 问卷条目缺失比例在50%以上者共2份, 故获

得实际有效问卷267份, 调查有效率为99.26%, 
其中地震灾区144人, 占问卷总数53.9%, 非灾区

123人, 占问卷总数46.1%. 
1.2.2 调查: 调查问卷由IBS调查表、地震经历

感受、SF-36量表和HAD量表四部分组成. 地震

经历感受调查表由四川大学华西公共卫生学院

提供. IBS调查表采用文献[4], 具有下列4个特点: 
(1)调查表为多维评定. 含饮食习惯(包括纤维

素、蛋白类、脂肪类及辛辣食物等)、诊断标准

(罗马Ⅱ标准)、诱发因素(包括胃肠道感染及药

物等)、胃肠道症状(包括咽喉异物感、胸骨后

不适、烧心及纳差等)和躯体精神心理(包括失

眠、疲劳、情绪及娱乐方式等)共5个领域; (2)
调查表既相关又独立. (3)调查表简明扼要, 具有

较强的实用性及可操作性; (4)IBS调查表具有较

好的信度、效度及反应度, 可作为IBS流行病学

调查的测评工具. SF-36量表和HAD量表采用文

献[5,6]. 由专门培训的消化科医师先对被抽到学

校自愿填表的教师进行指导, 要求根据亲身经

历对调查表内容进行逐项填写. 调查结束后对

所有被调查者的问卷进行复核, 条目的缺失比

例在50%以上, 则予以剔除. 
1.2.3 诊断标准: IBS诊断标准主要根据罗马Ⅱ标

准[1]并排除既往有腹部大手术、消化性溃疡、溃

疡性结肠炎、糖尿病及甲状腺功能亢进等疾病. 
统计学处理 以检出率作为IBS的期间患病

率. 用EpiData3.1软件录入数据, SPSS17.0统计分

析软件包进行统计分析. 计数资料组间比较采

用χ2检验, 等级资料采用Mann-Whitney U检验.

2  结果

本次调查 I B S的总患病率为22.5%(95%C I: 
17.3%-24.7%), 其中地震灾区患IBS有38例, 患
病率为27.9%(95%CI: 20.4%-35.4%), 非地震

灾区患I B S有17例 ,  患病率为15.7%(95%C I: 
8.8%-22.6%), 灾区教师IBS患病率高于非灾区教

师, 差异有统计学意义(χ2 = 5.132, P  = 0.023).  在
支持IBS的症状方面, 如每周排便<3次、每天排

便频率、大便性状异常、腹痛时排便次数和腹

痛排便后缓解症状等, 地震灾区和非灾区患IBS
教师均无统计学意义(表1). 无论是灾区还是非灾

区, 患IBS的教师在饮食习惯、诱发因素和胃肠

道症状等多项单因素方面相比较无统计学意义

(表2, 3). 地震灾区IBS教师生理机能要低于非灾

区教师, 以生理和情感职能、躯体疼痛和一般健

康状况、精力、社会功能和精神更差, 余各项差

■相关报道
Vege等报道睡眠
障碍可使IBS发病
增高, 他是IBS发
病的独立因素. 

■创新盘点
本文首次对汶川
地震灾区成年人
(教师)的IBS的发
病及相关因素进
行调查报道, 并且
利用罗马Ⅱ标准
诊断IBS, 同时对
该类人群的IBS症
状、诱发因素、
饮食结构、胃肠
症状、生理机能
的焦虑等因素均
作了分析. 
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异无统计学意义(表4). 通过HAD量表调查发现, 
地震灾区和非灾区教师在焦虑和抑郁状况方面

没有统计学意义, 而患IBS教师的焦虑和抑郁发

生率要高于非IBS教师, 有统计学意义(表5).

3  讨论

IBS是一种以腹痛或腹部不适伴排便习惯改变

和(或)大便性状异常, 并缺乏可解释症状的形态

学改变和生化异常的功能性肠病, 严重影响患

者的生活质量并耗费大量医疗资源, 现病因和

发病机制尚不十分清楚, 任何学说均无法单独

解释IBS的各种表现[7], 有研究表明独立生活事

件或精神因素可能是发病的原因之一[8]. 但像

“5.12”汶川大地震这样独立生活事件与IBS发
病的关系如何, 目前未见有报道, 我们使用罗调

查马Ⅱ标准发现灾区教师IBS患病率为27.9%, 
高于非灾区教师 ,  其差异有统计学意义(χ2 = 
5.132, P  = 0.023), 并高于5%-25%的各人群的患

表  1  IBS患者的症状

     
症状      n (%) 地震灾区n (%) 非地震灾区n (%)   P 值

无支持症状   7(12.7)     3(7.9)       4(23.5) 0.108

每天排便>3次   2(3.6)     2(5.3)       0(0.0) 1.000

每周排便<3次   6(10.9)     6(15.8)       0(0.0) 0.161

大便性状异常 19(34.5)   13(34.2)       6(35.3) 0.938

排便不尽 29(52.7)   23(60.5)       6(35.3) 0.083

黏液便 17(30.9)   11(30.0)       6(35.3) 0.638

腹胀 28(50.9)   21(55.3)       7(41.2) 0.334

表  2  地震灾区和非地震灾区IBS患者的饮食习惯比较

     
地震灾区n (%)                       非地震灾区n (%)

     无        偶尔     经常       无      偶尔    经常
 P 值

生冷食物 1(2.6)   35(92.2)   2(5.2) 0(0.00)   14(82.4)  3(17.6) 0.113

辛辣食物 0(0.00)   28(73.7) 10(26.3) 0(0.00)   11(64.7)  6(35.3) 0.502

乳制品 3(15.8)   29(52.6)   6(31.6) 2(11.8)   12(70.6)  3(17.6) 0.905

纤维素食物 0(0.00)   21(56.8) 16(43.2) 0(0.00)     6(40.0)  9(60.0) 0.278

高脂肪食物 1(2.6)   33(86.9)   4(10.5) 0(0.00)   15(93.7)  1(6.3) 0.848

高蛋白食物 1(2.6)   26(68.5) 11(28.9) 0(0.00)   14(82.4)  3(17.6) 0.488

淀粉类食物 2(5.2)   19(50.1) 17(44.7) 1(6.7)     6(40.0)  8(53.3) 0.683

     
    n (%) 地震灾区n (%) 非地震灾区n (%)    P 值

胃肠道感染史 23(41.8)   17(45.9)        6(35.3) 0.512

腹部手术史   2(3.6)     2(5.4)        0(0.0) 1.000

服用抗生素 11(20.0)   10(27.0)        1(5.9) 0.143

服用止痛药   8(15.1)     6(16.7)        2(11.8) 0.642

家族聚集史 16(29.1)   14(38.2)        2(11.8) 0.106

就诊意识 20(71.4)   15(40.5)        5(29.4) 0.473

吞咽困难 11(20.0)     9(23.7)        2(11.8) 0.307

咽部异物感 17(30.9)   13(34.2)        4(23.6) 0.428

吞咽梗塞感   8(14.5)     5(13.2)        3(17.7) 0.663

胸骨后疼痛 14(25.5)   11(28.9)        3(17.7) 0.374

胸部不适烧心 16(30.2)   12(33.3)        4(23.6) 0.468

打嗝 17(30.9)   12(31.6)        5(29.4) 0.872

用吞气终止打嗝 19(34.5)   15(39.5)        4(23.6) 0.250

食欲减退 18(32.7)   13(34.2)        5(29.4) 0.726

表  3  地震灾区和非地震灾区IBS患者的诱发因素和胃肠道症状比较

■应用要点
自从罗马Ⅱ和罗
马Ⅲ 标准颁布后, 
在国内外尚无地
震后利用这些标
准对受灾人员进
行大样本临床调
查. 本调查结果显
示地震灾区教师
患病率为27.9%. 
显著高于国内外
的 平 时 状 态 下
调查的患病率为
5%-25%的结果 . 
目前尚缺少国外
一些大地震后的
调查资料.
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病率[9], 也与Schmulson等[10]的调查结果和我们

调查地震灾区和非灾区中学生IBS的患病率是

无差别的结论不同[11], 但与李明阳等[12]认为汶川

地震后抗震军人的功能性胃肠病的发病率较高

的报道相一致, 说明地震应激事件与成人发病

相关, 亦说明青少人和成年人发生IBS的原因是

不同的, 与Endo等[13]认为青少年IBS发病率和原

因几乎相同, 但与成年人的IBS患病率是不同的

结论相似. 从相关危险因素的调查后, 发现地震

灾区和非灾区的教师在临床症状、饮食习惯(包
括纤维素、蛋白类、脂肪类及辛辣食物等)、诱

发因素(包括胃肠道感染及药物等)和胃肠道症

状(包括咽喉异物感、胸骨后不适、烧心及纳差

等)等领域是无差别的, 这与有些报道认为IBS
发病与食物不耐受和肠道感染等因素相关不相

同[14,15], 其原因不清. 
我们通过SF-36量表发现, 符合罗马Ⅱ标准

的地震灾区IBS教师生理机能要低于非灾区教

师, 以生理和情感职能、躯体疼痛和一般健康

状况、精力、社会功能和精神更差, 说明地震

应激事件对教师生理状态的影响是比较明显. 
在焦虑和抑郁状况发生率方面, HAD量表调查

发现, 地震灾区患IBS教师的焦虑和抑郁状况要

高于非IBS教师, 并有统计学意义, 也说明地震

对患IBS教师焦虑和抑郁状况的影响是明确的, 
可以说明地震应激事件不但对IBS的发病率有

影响, 对IBS患病情的发展和演变有累积和推动

作用, 增加了地震灾区IBS患者的治疗难度, 早
期心理干预可能是最好的策略.
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表  4  IBS患者与非IBS患者生理机能各项的比较

     
分组     IBS患者   非IBS患者     P 值

生理功能(PF) 74.1±26.9 78.3±23.8   0.281

生理职能(RP) 53.7±39.3 76.0±35.3 <0.001

情感职能(RE) 54.9±41.5 67.5±40.1   0.043

躯体疼痛(BP) 65.2±14.5 72.1±14.0   0.002

总体健康(GH) 51.9±17.1 59.9±16.0   0.002

活力(VT) 57.3±16.7 65.6±17.4   0.002

社会功能(SF) 21.4±11.2 87.4±22.4 <0.001

精神健康(MH) 62.1±18.0 69.7±15.4   0.002

健康变化(HT) 49.8±17.6 44.4±16.6   0.033

表  5  IBS患者与非IBS患者的焦虑和抑郁状况 n( %)

     
分组 阴性(0-7) 阳性(8-21)     合计

IBS患者   31(57.4)  23(42.6)   54(100.0)

非IBS患者 147(72.8)  55(27.2) 202(100.0)

合计 178(69.5)  78(30.5) 256(100.0)

χ2 = 4.748, P  = 0.029.

■同行评价
本文设计合理, 内
容新颖, 但学术价
值一般.
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Abstract
AIM: To investigate the risk factors for constipa-
tion-predominant irritable bowel syndrome (C-
IBS) to guide treatment and prevention of the 
disease.

METHODS: This was a 1∶1 case-control study. 
A questionnaire survey was conducted among 
100 patients who were diagnosed with C-IBS 
and 100 healthy volunteers from November 2010 
to January 2011. The questionnaire requested 
general information and information on life style 
and psychological factors (depression). Statisti-
cal analysis was performed using SPSS17.0 soft-
ware.

RESULTS: A family history of constipation (RR 
= 6.493), regular defecation (RR = 0.120) and 
depression (RR = 2.195) were independently as-
sociated with the incidence of C-IBS (all P < 0.05). 

A family history of constipation and depression 
were risk factors for C-IBS, whereas regular def-
ecation was a protective factor.

CONCLUSION: Lifestyle and mental status can 
affect the incidence of C-IBS. Improvement of 
lifestyle and mental intervention can prevent 
and relieve C-IBS.

Key Words: Irritable bowel syndrome; Constipation; 
Case-control study; Risk factors

Guo H, Yao P. Risk factors for constipation-predominant 
irritable bowel syndrome: an analysis of 100 cases. Shijie 
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摘要
目的: 研究便秘型肠易激综合征(C-IBS)发病
的相关危险因素, 为指导治疗及预防发生便秘
型肠易激综合征提供资料. 

方法: 采用一般资料问卷、生活状况问卷、

仲氏抑郁量表对2010-09/2011-01新疆医科大
第一附属医院门诊确诊为C-IBS的100例患者
及100例健康体检者进行调查问卷, 采用1∶1
病例对照研究. 

结果: 发病相关因素有便秘家族史、定时
排便及心理因素(抑郁), 其中有便秘家族史
(RR = 6.493, 95%CI: 1.814-23.237)、心理因
素(抑郁)(RR = 2.195, 95%CI: 1.050-4.589)为
危险因素, 而定时排便(RR = 0.120, 95%CI: 
0.040-0.356)为保护因素.

结论: C-IBS发生率较高, 且受生活方式和心
理状态(抑郁)等多方面的影响. 可通过改善生
活方式及干预心理状态来预防和缓解C-IBS
症状.

关键词: 肠易激综合征; 便秘; 病例对照研究; 危险

因素

郭红, 姚萍. 便秘型肠易激综合征100例.  世界华人消化杂志  

2011; 19(14): 1524-1528

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1524.asp

®

■背景资料
便秘型肠易激综
合征发病率较高, 
长期便秘虽然不
影响患者的日常
生活, 但是大大降
低了患者的生活
质量. 

■同行评议者
黄 恒 青 ,  主 任 医
师, 福建省第二人
民医院消化内科
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
胃肠道最常见功能性胃肠疾病之一, 在西方国

家IBS患病率约10%[1]. IBS是消化系统常见功能

性疾病, 世界范围内IBS的总体就诊率达30%[2]. 
IBS虽不危及生命, 但不同程度的降低患者的

生活质量, 卫生经济学相关研究表明IBS患者

不仅担负着较高的医疗费用[3,4], 并且占用了大

量医疗资源, 因而一直是研究热点[5]. 据2006年
修订的罗马Ⅲ诊断标准将IBS分为4型, 即便秘

型IBS(constipation-predominant IBS, C-IBS)、
腹泻型IBS(diarrhea-type IBS, D-IBS)、混合型

IBS(mixed IBS, M-IBS)及不定型IBS(uncertain 
form IBS, U-IBS)[6]. 随着生活方式的改变、社

会的发展等影响, 其中C-IBS的发病率逐渐上升, 
C-IBS与急性心脑血管病变、结直肠癌的发病

有着密切的关系, 但是C-IBS至今仍然未引起人

们的足够重视, 就诊率较低. 本文就C-IBS发病

的影响因素进行研究, 目的在于了解C-IBS的发

病的相关危险因素, 为指导治疗及预防C-IBS的
发生提供资料.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2010-09/2011-01就诊于新疆医科

大第一附属医院并确诊为C-IBS的患者100例, 
诊断标准按2006年在罗马国际会议提出的罗马

Ⅲ诊断标准入选, 排除患有可致便秘的相关因

素如甲状腺疾病、糖尿病、腹部手术等, 并均

行电子肠镜检查结果为阴性者. 对照组选自同

时在同一医院进行健康体检的健康人, 配对条

件为排除胃肠道器质性疾病的体检的健康体检

者、年龄与病例组相差<4岁, 共收集100例形成

正常对照组. 病例组与对照组性别构成一致.
1.2 方法 
1.2.1 研究工具: 采用调查问卷收集病例. 问卷内

容参考国外成人肠易激综合征调查表[7], 结合我

国国情及文化差别, 由研究者自行设计. 问卷包

括3部分: (1)一般资料问卷: 包括年龄、性别、

婚姻状况、教育程度、经济状况等人口学特

征; (2)生活状况问卷: 主要用于了解患者饮食结

构、运动情况、胃肠道感染、服药史、有无定

时排便、便秘家族史等情况; (3)心理问卷: 采用

ZUNG氏抑郁量表, 此表为自评量表, 共20道问

题, 累计相加得分过半为阳性, 分值越高说明抑

郁水平越重. 
1.2.2 诊断标准: 以2006年修订的罗马Ⅲ诊断标

准为标准, 排除既往有甲状腺疾病、糖尿病、

腹部手术、服用阿片类药物等. 
1.2.3 调查: 与被调查者沟通后, 由相关专业的

医学生现场指导与监督. 合格问卷的回收率为

100%.
统计学处理 应用统计学软件SPSS17.0进行

1∶1病例对照的COX统计学数据分析.

2  结果

有便秘家族史、定时排便、抑郁为C-IBS发病

的影响因素, 其相对危险度为6.493、0.120、
2.195, 其中定时排便为保护因素, 有便秘家族

史、抑郁为C-IBS的危险因素. 有便秘家族史的

危险性最高, 其RR值为6.493, 说明有便秘家族

史的人患C-IBS是无便秘家族史患C-IBS的6.493
倍(表1).

3  讨论

IBS是一种慢性的功能性肠病, 以有腹痛腹胀等

不适为主, 伴大便性状和排便习惯改变, 经检查

无器质性病变. 目前最新的诊断标准为2006修
订的罗马Ⅲ诊断标准. IBS目前已成为胃肠道功

能性疾病的代表, 受到胃肠病学专家及流行病

学工作者的广泛关注. 目前对于C-IBS的发病的

危险因素的研究结果不尽相同, 尚无准确定论.
有研究资料表明女性较男性C-IBS的患病

率高, 可能与女性性激素水平明显升高, 特别是

体内孕激素水平增高, 抑制肠平滑肌收缩[8], 胃
肠蠕动减慢, 从而导致便秘; 也有学者发现在妊

娠过程及产褥期等体内雌孕激素高的时候便秘

发病率高[9], 也说明激素水平和便秘有一定的关

系, 但Tillisch等[10]研究结果提示性别与IBS的发

病无关. 对于民族对C-IBS发病的影响, 研究较

少. 本研究结果则提示性别和民族与C-IBS无相

关性.
有研究发现城市居民的C-IBS就医率及诊

断率高于农村[11], 但本实验研究表明C-IBS患者

的居住地区(城乡分布)和家庭经济条件并不是

C-IBS发病的危险因素. 考虑出现这种情况可能

与患者就医选择医院的自主性有关. 另外此次

研究结果提示文化程度与C-IBS的发病两者无

相关性, 这与北京的调查结果显示相同[12], 但天

津的调查结果认为随文化程度的增高便秘的患

病率下降[13], 出现这种差别可能与被调查人群

的文化程度构成不同有关.
在既往的研究中纤维素的摄入情况是和便

■研发前沿
目前关于便秘型
肠易激综合征研
究的热点主要在
于病因的研究, 针
对病因从根本治
疗便秘型肠易激
综合征是目前亟
待解决的问题.

■相关报道
Lea等对IBS患者
流行病学研究表
明超过60%的患
者有精神心理疾
病, 80%的患者病
情变化与精神心
理因素有关.
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秘密切相关的. 通常我们认为纤维素可以使食

物的容量增加, 使粪便容积增加, 增加了细菌的

繁殖和产物, 同时细菌的发酵产物对结肠运动

起刺激作用, 从而显著缩短食物在胃肠道的通过

时间. 但新近研究表明纤维素的摄入对便秘没有

影响[14], 增加膳食纤维无助于改善便秘情况[15]. 
本研究结果与之类似, 饮食结构与C-IBS无相关

性, 蔬菜摄入对C-IBS没有影响.
运动与C-IBS的关系研究报道结果不尽相

同, 运动量的大小目前很难统一量化, 不同的人

对运动的量的认识不同, 所以导致研究的结果

不统一. 国外有文献提示缺乏运动, 引起胃肠道

动力不足, 导致胃肠动力减慢而引起便秘[16], 另
有报道运动和便秘没有一定相关, 食物在胃肠

道的通过时间不能通过体育锻炼缩短[17], 增大运

动量虽有益健康, 但无助于改善便秘[18]. 本调查

结果也没有提示体育锻炼与C-IBS有相关性.
目前, 国内外有关幽门螺杆菌感染与IBS相关

性研究的报道不少, 但结果差异很大. Locke等[19]

与Gerards等[20]学者研究结果说明幽门螺杆菌感

染与IBS相关. 然而, 日本一项IBS流行病学调查

显示, IBS不伴幽门螺杆菌感染与伴幽门螺杆菌

感染的人数几乎相同[21], 与Reshetnikov等[22]报道

相同. 但对IBS各亚型与幽门螺杆菌感染有无关

系无明确研究.至今仍不明确幽门螺杆菌感染与

IBS有无关系. 此次研究结果提示幽门螺杆菌与

C-IBS发病无相关性既不是保护因素也不是危

险因素.

有研究测得C-IBS患者直肠顺应性增高、

直肠敏感性降低, 肛门直肠感觉间接反映内脏

感觉[23], 因此提示C-IBS患者存在内脏感觉减退, 
即直肠对粪便的刺激也感觉减退. 因此要养成

定时排便的习惯, 减少粪便对直肠的刺激. 与上

述文献研究结果相同, 定时排便为C-IBS的保护

因素(RR = 0.120).
国内外已有文献报道便秘和家族便秘史有

一定相关[24], 本调查也提示有便秘家族史表现者

便秘较没有者显著升高, 其原因是和家族中生

活环境的差异性有关还是和家族遗传因素有关

也有赖于进一步研究, 但是有研究证实C-IBS与
遗传学存在着密切的关系. 谭慧珍等[25]研究发现

IBS患者中5-HT转运体STin2.12/10基因型的出

现可能与IBS发病有关, 而其中基因联合多态区

等位基因L/L基因型和其与STin2.12/10基因型关

联出现增加了C-IBS的发病率, 而L/S基因型的

出现增加了D-IBS的发病率. 在一项5-HT转运体

蛋白活动中基因编码的功能性多态现象与IBS
关系的Meta分析中, Van Kerkhoven等[26]证明短

链等位基因的发生与IBS发病风险增加并无联

系, Lee等[27]的研究也同样认为总体来说两者之

间并无明显联系. 因此C-IBS与便秘家族史的关

系有待进一步研究.
有研究表明IBS患者存在明显的焦虑、抑

郁、敌对负性情感等, 焦虑、抑郁等与结肠黏

膜P物质表达存在相关性[28]; Lea等[29]对IBS患者

流行病学研究表明超过60%的患者有精神心理

表  1  C-IBS组与正常对照组多因素COX分析

     
      B     SE    Sig Exp(B)        95%CI

性别   1.602 1.388 0.248 4.963 0.372-75.401

民族 -0.575 0.510 0.260 0.562 0.437-2.202

生活地区 -0.305 1.507 0.840 0.737 0.038-14.149

经济收入   0.684 0.842 0.416 1.982 0.381-10.325

文化程度 -1.006 0.582 0.084 0.366 0.017-1.144

蔬菜 -0.981 0.643 0.122 0.375 0.108-1.299

辛辣食物   0.370 0.570 0.517 1.447 0.474-4.420

甜食 -0.505 0.692 0.465 0.603 0.156-2.341

高脂食物   0.424 0.658 0.519 1.528 0.421-5.546

奶、豆制品   0.844 0.568 0.137 2.327 0.764-7.083

饮水量 -1.133 0.819 0.167 0.322 0.065-1.604

运动   0.115 0.557 0.836 1.122 0.065-1.604

幽门螺杆菌感染   1.128 1.224 0.357 3.090 0.281-34.028

定时排便 -2.132 0.557 0.000 0.120 0.040-0.356

便秘家族史   1.871 0.651 0.004 6.493 1.814-23.237

Zung氏抑郁   0.786 0.376 0.037 2.195 1.050-4.589

■创新盘点
本文研究结果提示
性别、增加食物中
膳食纤维、增加运
动量等变量不是影
响便秘型肠易激综
合征发病的影响因
素, 与常规研究结
果不同.
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疾病, 80%的患者病情变化与精神心理因素有

关. 本组资料表明, 抑郁为C-IBS的危险因素(RR 
= 2.195), 表明患有抑郁的患者其患C-IBS的概

率为正常人的2.195倍. C-IBS患者易出现抑郁状

态, 一方面因长期受病痛折磨, 严重影响生活质

量, 在生理、心理上产生明显的负面影响. 另一

方面, 心理障碍可影响脑肠轴的调控, 进一步损

害排便机制, 降低疗效, 使患者缺乏信心和耐心, 
降低治疗依从性[30]. 随着对心理-生理医学模式

认识的深入, 人们逐渐认识到人作为一个整体, 
心理因素在疾病发病中重要性.

本组研究提示心理因素(抑郁)、便秘家族

史为C-IBS的危险因素, 定时排便为保护因素, 
因此对于有便秘家族史的人应警惕发生C-IBS
的可能, 养成良好的生活习惯, 预防C-IBS的发

生, 降低其发生率; 对于已患有C-IBS的患者也

应当注意调节心理状态、建立并养成良好的排

便习惯.
总之, C-IBS是常见的危害人们健康的一种

消化道疾病, 并且其发病机制复杂, 是多因素作

用的结果, 因此需要进一步研究其病因, 针对病

因积极预防, 有助于降低C-IBS的发生率. 
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Abstract
AIM: To explore the application of nutritional 
assessment in patients with inflammatory bowel 
disease (IBD). 

METHODS: Mini nutritional assessment (MNA) 
and subjective global assessment (SGA) were 
used to assess nutritional status in IBD patients. 
Hemoglobin (Hb), total lymphocyte count (TLC), 
prealbumin (PA), serum albumin (ALB), Na+, K+ 
and Ca2+, were measured.

RESULTS: Pearson’s correlation analysis 
showed that MNA score was positively corre-
lated with Hb, ALB, and Na+ (r = 0.281, P = 0.013; 
r = 0.413, P = 0.000; r = 0.309, P = 0.014). Kendall’

s tau-b correlation analysis showed that MNA 
score was positively correlated with SGA score 
in assessing nutritional status in IBD patients (r 
= 0.772, P = 0.000). 

CONCLUSION: Combined MNA and SGA are 
more accurate and might produce better results in 
assessing nutritional status in patients with IBD.

Key Words: Inflammatory bowel disease; Malnutri-
tion; Mini nutritional assessment; Subjective global 
assessment; Nutritional assessment

He WY, Zhu FL, Li XR, Zhang XL. Evaluation of nutri-
tional status in patients with inflammatory bowel disease 
using mini nutritional assessment and subjective global 
assessment. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(14): 
1529-1533

摘要
目的: 探讨炎症性肠病(inflammatory bowel 
disease, IBD)患者营养评估的合理方法.

方法: 选择微型营养评定法(MNA)联合营养
状况主观综合评估(SGA)对IBD患者进行营养
状态评估, 同时结合包括血红蛋白(Hb)、总淋
巴细胞计数(TLC)、前白蛋白(PA)、白蛋白
(ALB)以及血浆钠、钾和钙浓度等实验室指
标进行相关性分析.

结果: P e a r s o n相关分析显示 ,  M N A值与
Hb、ALB、和Na+有显著相关性(r  = 0.281, 
P  = 0.013; r  = 0.413, P  = 0.000; r  = 0.309, P  = 
0.014). Kendall's tau-b相关方法分析证明MNA
与SGA两种营养评估方法具有很好的相关性
(r  = 0.772, P  = 0.000). 

结论: MNA联合SGA对IBD患者进行营养状
况评估科学、准确.

关键词: 炎症性肠病; 营养不良; 微型营养评定法; 

营养状况主观综合评估; 营养评价
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人营养.
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一种病因尚不十分清楚的慢性非特异性肠道炎

症性疾病, 包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, 
UC)和克罗恩病(Crohn's disease, CD). 营养不良

是IBD患者常见和突出的并发症, 严重影响其免

疫功能、生活质量和长期存活率. 近20年来, 随
着生活和工作环境的改变, IBD在我国的发病率

呈逐年增高趋势, 近5年的患者数是20世纪90年
代同期的8倍[1]. 目前国内关于IBD患者营养不

良营养评价方法的研究较少. 微型营养评定法

(mini nutritional assessment, MNA)是20世纪90年
代由Guigoz等提出的营养评价方法, 该方法是

一种简易、快捷的无创性营养评价方法, 适合

护理工作人员操作[2,3]. Margareta和Vellas的研究

均发现, MNA法可以很好地用来评估老年人营

养[4,5]. John Hoffer提出的营养状况主观综合评估

(subjective global assessment, SGA)体系是应用

最早、最多的定性评估蛋白质–能量营养状况

的方案, 具有可重复性[6,7]. 但是, MNA和SGA是

否适合于IBD患者的营养状况评估尚不清楚. 本
研究目的就是通过MNA和SGA结合实验室相关

指标对IBD患者进行营养状态评估, 探讨MNA
与SGA在IBD患者中的应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2008-09/2010-02在河北医科大学

第二医院就诊的IBD患者, 入选病例均符合“对

我国炎症性肠病诊断治疗规范的共识意见(2007
年, 济南)”制订的诊断标准[8]. 符合纳入标准的

共计85例, 其中男46例, 女39例. 年龄13-75(平
均为42.51±14.65)岁. 病例入选标准: (1)有持续

或反复发作的黏液脓血便, 可伴腹痛、里急后

重和不同程度的全身症状, 可有关节、皮肤、

眼、口及肝胆等肠外表现; (2)结肠镜检查可见

病变多从直肠开始, 呈连续性、弥漫性分布, 且
有以下之一:  黏膜血管纹理模糊、紊乱、充

血、水肿、质脆、出血及脓性分泌物附着, 可
见黏膜粗糙、细颗粒状; 病变明显处可见弥漫

性多发性糜烂或溃疡; 慢性病变者结肠囊袋变

浅或消失, 假息肉及桥型黏膜形成; (3)除外细菌

性痢疾、阿米巴痢疾、血吸虫病、肠结核及缺

血性、放射性结肠炎; (4)意识清楚, 病情稳定, 
具有语言交流能力, 并且愿意参加本研究. 剔除

病例标准:  合并大肠肿瘤者; 合并全身其他部位

肿瘤及恶性血液病者; 合并中枢神经系统疾病

者, 如脑炎、脑瘤、脑实质或脑神经先天发育
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异常等; 妊娠期或哺乳期妇女; 合并心肌肥大者; 
病理发现有结节病样肉芽肿者; 未定型结肠炎

者; 病情危重无法耐受结肠镜检查者; 严重认知

障碍、精神病和终末期患者. 
1.2 方法 
1.2.1 MNA评价: 由经培训的专业人员采用统一

的问卷进行评定. 内容有: (1)人体测量: 体质量

指数(body mass index, BMI)、上臂围(AC)、上

臂肌围(AMC)、小腿围和近3 mo体质量丢失情

况等; (2)整体评定:  包括生活、心理、用药情

况、医疗和疾病状况等; (3)膳食评估: 包括食

欲、每天摄食量和摄食行为模式等; (4)主观评

定: 对自身健康及营养状况的评价等. 上述各

项评分相加得MNA总分. 判断标准为: MNA≥

24, 提示营养状态良好; 17≤MNA<24, 提示存

在发生营养不良的危险性; MNA<17, 提示营养

不良[2,3].
1.2.2 SGA评价: SGA营养评估由医生了解患者

消化道症状、饮食摄入不足持续时间、体重减

轻程度、活动或功能状况等病史, 检查有无肌

肉萎缩、脂肪丢失及水肿和腹水等体征. 分为:  
营养良好(A级)、轻中度营养不良(B级)、重度

营养不良(C级). 评定某一级别所含内容大于4项
即可确定[6,7]. 
1.2.3 实验室相关指标测定: (1)血红蛋白与总淋

巴细胞计数测定: 血红蛋白(hemoglobin, Hb)和
总淋巴细胞计数(total lymphocyte count, TLC)采
用全自动血常规监测仪测定. TLC>(2.5-3.0)×
109/L者为营养正常, (1.8-1.5)×109/L者为轻度

营养不良, (1.5-0.9)×109/L者为中度营养不良, 
<0.9×109/L者为重度营养不良. TLC虽不能及

时、准确的反映营养状况的变化, 但他是评价

免疫功能的简易方法; (2)白蛋白、前白蛋白、

电解质的检测:  白蛋白(albumin, ALB)以及血浆

钠、钾和钙浓度采用美国雅培公司Aeroset全自

动生化分析仪检测; 前白蛋白(prealbumin, PA)采
用双抗体夹心ELISA法测定. 

统计学处理 计量资料数据均以mean±SD
表示, 用SPSS13.0软件进行统计分析. 多组间均

数差异性比较采用单因素方差分析(One-way 
ANOVA), 组间采用SNK法作两两比较. 营养指

标的相关性采用Pearson相关与Kendall's tau-b相
关分析. P <0.05具有统计学意义.

2  结果

2.1 IBD患者临床情况 85例IBD患者中54例主

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前, 国内已经把
MNA应用于恶性
梗阻性黄疸、糖
尿病、肠道肿瘤
和慢性病住院老
年人的营养状况
评估, 但该方法是
否适用于 I B D 患
者的营养状况评
估国内尚无报道.
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要临床表现为黏液脓血便, 18例主要表现为便

血, 7例仅表现为腹痛, 6例有发热表现. CD患者

2例, UC患者83例. UC患者中慢性复发型35例、

慢性持续型23例、暴发型6例和初发型19例. 根
据“对我国炎症性肠病诊断治疗规范的共识意

见(2007年, 济南)”制定的IBD诊断标准, 结肠

镜检查可见中、重度患者黏膜充血水肿、有糜

烂、溃疡形成, 多有脓性或脓血性黏液附着, 轻
度患者黏膜高度充血水肿, 黏膜呈颗粒感, 质
脆, 易出血. 男女IBD患者中年龄、MNA值、血

清Hb、ALB、PA、Ca2+、K+和Na+没有统计学

差异, 但是TLC在女性患者明显高于男性患者

(2.48×109/L±1.98×109/L vs  1.66×109/L±0.78 
×109/L, P  = 0.019, 表1). 
2.2 SGA营养评价结果 在85例IBD患者中, A级

占21.18%, B级占44.71%, C级占34.11%(表2). 
2.3 MNA营养评价结果 根据MNA评价结果, 
本研究中IBD患者营养不良率为43.53%, 潜在

营养不良率亦为43.53%, 而营养正常率仅为

12.94%(表3). 
2.4 MNA与生化营养评定指标的相关性 年龄、

TLC、PA、K+和Ca2+浓度在营养不良组、潜在

营养不良组及营养正常组间无明显差异. 在营

养不良组, Hb水平明显低于潜在营养不良组, 具
有统计学意义(98.94 g/L±40.11 g/L vs  124.00 g/
L±22.68 g/L,  P  = 0.003); 而与营养正常组比较

没有统计学意义. ALB水平, 营养不良组低于潜

在营养不良组(34.75 g/L±7.69 g/L vs  41.43 g/L
±8.05 g/L, P  = 0.001)及营养正常组(34.75g/L±
7.69 g/L vs  42.78 g/L±6.39 g/L, P  = 0.003), 存在

统计学差异. 在营养不良组Na+水平明显低于潜

在营养不良组, 存在统计学差异(136.91 mmol/L
±4.37 mmol/L vs  140.00 mmol/L±5.42 mmol/L, 
P  = 0.018), 而与营养正常组之间无明显差别. 
Pearson相关分析显示, MNA值与Hb、ALB、和

Na+有显著相关性(表4, 5). 
2.6 MNA法与SGA法的相关性 采用Kendall's 
tau-b相关方法分析得出的结果显示, 在评估IBD
患者营养状态时, MNA与SGA两种营养评估方

法具有很好的相关性(r  = 0.772, P  = 0.000).

3  讨论

营养状况与IBD的发病率、发病机制以及治疗

方法的选择密切相关. 由于饮食摄入减少、肠

道丢失等原因, 营养不良是IBD的常见并发症

之一. 保证足够的热量和蛋白质摄入可以控制

炎症的发展、维持缓解、减少复发、并明显改

善预后, 因此, 营养支持在IBD的发生和发展过

程中均具有重要作用. 进行营养支持治疗前, 就
IBD患者的营养状况做出及时、准确的评估, 对
治疗方案的选择至关重要. 目前, 国内已经把

表  1  患者一般情况 (mean±SD)

     
项目      男(n  = 46)      女(n  = 39)     合计(n  = 85)

MNA   17.60±4.98   17.50±5.15   17.55±5.03

年龄(岁)   43.23±14.39   41.55±15.19   42.51±14.65

Hb(g/L) 111.51±43.07 112.05±24.98 111.78±34.98

ALB(g/L)   37.85±8.76   39.30±8.10   38.56±8.42

PA(mg/L) 262.66±148.34 224.44±152.08 244.26±149.97

TLC(109/L)     1.66±0.78     2.48±1.98a     2.07±1.55

Ca2+(mmol/L)     2.21±0.44     2.18±0.25     2.19±0.34

K+(mmol /L)     3.71±0.75     3.67±0.59     3.69±0.66

Na+(mmol /L) 138.13±4.91 138.73±4.88 138.45±4.87

aP<0.05 vs  男性组.

表  2  SGA营养评价结果

     
营养状态   n 构成比(%)

重度营养不良(C) 29    34.11

轻中度营养不良(B) 38    44.71

营养良好(A) 18    21.18

表  3  MNA营养评价结果 (mean±SD)

     
营养状态   n 构成比(%)     MNA评分

营养不良(C) 37   43.53 12.84±2.94ac

潜在营养不良(B) 37   43.53 20.03±1.82a

营养正常(A) 11   12.94 25.09±1.45

aP<0.05 vs  营养正常组; cP<0.05 vs  潜在营养不良组.

■应用要点
M N A 联 合 S G A
对 I B D 患者进行
营养状况评估科
学、准确.
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MNA应用于恶性梗阻性黄疸、糖尿病、肠道肿

瘤和慢性病住院老人的营养状况评估[9-12], 但该

方法是否适用于IBD患者的营养状况评估国内

尚无报道. 我们在总结吸收前面研究的基础上, 
分别采用SGA和MNA方法评价IBD患者的营养

状况, 以期验证MNA在IBD患者营养状态评估

中的应用价值以及MNA与SGA指标的相关性. 
根据SGA体系进行评估, 纳入研究的85例

IBD患者中, A级占21.18%, B级占44.71%, C级占

34.11%. 本研究应用MNA方法发现IBD患者中

营养不良率为43.53%, 潜在营养不良患者同样

为43.53%, 营养异常率高达87.06%. 由于该类患

者营养不良及潜在营养不良率高, 因此在患者

入院后应立即根据营养评价结果给予合理的营

养支持, 以降低疾病活动度, 延缓手术, 并降低

病死率. 本研究中营养不良、潜在营养不良及

营养正常组的年龄、PA和TLC差异无统计学意

义, 考虑其原因可能为患者之间疾病类型及病

程长短相似, 肝脏功能没有受损, 蛋白合成能力

比较一致; 另外TLC反映了IBD患者免疫功能相

似. 我们的研究发现, 营养不良组Hb比潜在营养

不良组明显下降; 而营养正常组与这两组比较

在统计学上却没有差异, 这反映了潜在营养不

良组患者Hb的合成相对于营养不良组可能存在

更好的代偿机能, 并不除外潜在营养不良组患

者腹泻程度较轻, 体液丢失后出现短暂的血液

浓缩而导致Hb浓度假性增高. MNA评估发现营

养不良患者与营养正常和潜在营养不良组比较

ALB明显降低, 这是因为ALB是反映人机体蛋

白质合成与代谢的一个很重要的分子, IBD患者

往往病情反复, 病程比较长, 营养不良患者很容

易出现低蛋白血症. 贫血在IBD患者中很常见, 
CD患者贫血常见的原因包括铁、叶酸和维生素

B12缺乏; UC患者贫血常是单一铁的缺乏所引

起, 肠溃疡和便血是铁丢失的主要原因. 对电解

质的评估发现, 3组间K+和Ca2+没有统计学差异, 
而Na+营养不良患者比潜在营养不良组明显降

低, 这与营养不良患者长期腹泻有一定的关系, 
潜在营养不良组的Na+浓度与正常组无统计学

差异, 可能同样与体液丢失后出现短暂的血液

浓缩有关. 
目前, 对于营养状况的评价尚无金标准, 应

用单一营养评价指标存在一定缺陷, 如人体测

量指标仅能反映较长时间内营养状态变化; ALB
半衰期长达20 d左右, 对营养状况和蛋白代谢在

短期内变化不敏感; PA虽然在判断蛋白质急性

改变方面较ALB更为敏感, 但与IBD患者病情没

有相关性. MNA评价内容中已涵盖了人体测量

指标如BMI、AMC、AC及体质量变化情况, 且
本研究发现: 根据MNA结果分级的营养不良、

潜在营养不良及营养正常3组患者中, MNA值与

Hb、ALB、Ca2+和Na+有显著相关性. 由此表明

MNA方法与人体测量指标及生化营养指标均相

关, 可以用于IBD患者的营养状况评价. 

表  5  生化指标与MNA营养评价结果的Pearson相关分析

     
年龄   Hb   TLC   ALB      PA  Ca2+   K+   Na+

r值 0.152 0.281 0.121 0.413 -0.049 0.270 0.018 0.309

P值 0.215 0.013 0.291 0.000   0.726 0.024 0.086 0.014

表  4  生化指标评价结果 (mean±SD)

     
项目        营养不良 潜在营养不良       营养正常

年龄(岁)   40.97±15.82   42.97±14.15   47.14±12.10

Hb(g/L)   98.94±40.11c 124.00±22.68 113.87±38.60

ALB(g/L)   34.75±7.69ac   41.43±8.05   42.78±6.39

PA(mg/L) 336.49±163.98 214.57±141.13 248.66±149.71

TLC(×109/L)     1.77±1.02     2.27±1.74     2.40±2.23

Ca2+(mmol/L)     2.11±0.43     2.24±0.23     2.34±0.22

K+(mmol /L)     3.69±0.76     3.68±0.64     3.71±0.39

Na+(mmol /L) 136.91±4.37c 140.00±5.42 139.01±3.07

aP<0.05 vs  营养正常组; cP<0.05 vs  潜在营养不良组.

■同行评价
本文选题新颖, 具
有一定的临床实
用价值.
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MNA方法以量表形式进行检测, 评价内容

包括人体测量、整体评定、膳食评定和主观评

定, 更能综合反映机体的营养状况, 并依据得分

多少对研究对象作出营养不良程度上的判别, 
更有利于早期发现营养不良患者. 

SGA方法作为定性评估蛋白质–能量营养状

况方案, 为临床医生综合判断营养不良提供了

一定依据. 相较于SGA方法, MNA因为有客观的

量化指标, 所以在评估IBD患者的营养状况方面

更客观、简单和准确, 并能及时发现潜在的营

养不良风险. 因此, 我们认为联合应用MNA方法

与SGA方法对IBD患者进行营养状况评估会更

科学, 误差也会有所缩小, 可以更好地保证医生

和护理人员对IBD患者病情判断的准确性. 
总之, MNA适合于IBD患者的营养评价, 与

SGA、Hb、ALB之间有良好相关性, 在IBD患者

中应用MNA问卷进行营养状况评价有一定实用

价值. 联合应用MNA与SGA对IBD患者进行营

养状况评估会更科学, 误差也会有所缩小, 可以

更好地保证医生和护理人员对IBD患者病情判

断的准确性.
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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