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Abstract
Hepatocellular carcinoma (HCC) is a fatal dis-
ease that represents the fifth most common hu-
man cancer. Although remarkable progress has 
been achieved in HCC treatment in China, the 
overall incidence and mortality rates of HCC 
show no obvious changes. Pharmacological 
treatment can not improve the prognosis of pa-
tients with unresectable HCC. This emphasizes 
the need to identify new targets for early diag-
nosis, chemoprevention, and treatment of the 
disease. An effort to understand the molecular 
mechanisms responsible for tumor initiation 
and progression has led to the identification of 
several potential molecular targets for HCC. 
The majority of these targets are involved in 
receptor tyrosine kinase-activated pathways, 
such as the Raf/MEK/ERK, PI-3K/Akt/mTOR, 
and Jak/Stat pathways. Sorafenib is a multiki-
nase inhibitor that has attracted wide attention. 
This review describes the potential targets for 
HCC and recent progress in targeted therapy of 
the disease.
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摘要
肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是人
类第5大恶性肿瘤, 死亡率极高. 在我国, HCC
的治疗已取得显著进展, 但总体发病率和死亡
率尚无明显改观, 对于不适宜手术切除的晚期
HCC, 现有的药物治疗并不能改善患者预后, 
进一步提高疗效仍面临严峻挑战. 所以, 发现
新的靶向治疗药物或新的靶点对HCC的早期
诊断、化学预防以及治疗显得尤为重要. 目前
从对HCC发生、发展的分子机制的研究中, 人
类已发现了多个潜在分子靶点. 这些靶点大部
分为酪氨酸激酶受体激活的信号传导通路, 包
括: Raf/MEK/ERK, PI-3K/Akt/mTOR和Jak/Stat
等. 以索拉菲尼、舒尼替尼等为药物代表的多
靶点、多激酶抑制剂治疗HCC更是受到高度
关注. 本文主要介绍HCC潜在的分子靶点以及
常用靶向药物的临床进展. 
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)为常

见肿瘤, 死亡率高、生存期短, 多数患者就诊时

已进入晚期, 不适宜手术切除, 即使疾病发现在

早、中期并能完成根治性手术, 其术后2年内的

肿瘤复发率也高达50%以上, 且大多数复发者

往往无法再次接受根治性手术. 目前全身性化

疗、内分泌治疗及射频等治疗手段已逐渐被应

用于临床, 但诸多临床研究结果显示, 这些针对

晚期HCC的治疗均属姑息治疗, 且远期疗效较

差[1,2]. 因此, 晚期HCC在临床上往往陷入无药可
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■背景资料
肝细胞癌 (HCC)
的形成、发展和
转移与多种基因
的突变、细胞信
号传导通路和新
生血管增生异常
等 密 切 相 关 ,  其
中存在的多个关
键 环 节 ,  正 是 进
行分子靶向治疗
的理论基础和潜
在靶点. 

■同行评议者
代智 ,  副研究员 , 
复旦大学附属中
山医院肝癌研究
所



治的困境. 在欧美, HCC的中位生存期(median 
survival time, MST)为6-9 mo; 在我国, 仅3-6 mo. 
目前, 在美国HCC的平均5年存活率约11%, 欧
洲8%, 亚洲不到10%, 而发展中国家仅为5%. 因
此如何提高HCC的客观疗效和生存状况, 是肿

瘤学界面临的严峻挑战[3-5]. 随着现代分子生物

学、基因组学、蛋白组学的不断发展, 肿瘤的

分子靶向治疗逐渐兴起, 并引起整个医学界的

广泛关注和高度重视. 分子靶向治疗是以肿瘤

细胞特异性过表达分子标志物为靶点, 选择相

应的阻断剂, 干预或彻底阻断受该标志性分子

调控和密切相关的信号传导通路, 达到抑制肿

瘤生长、进展及转移的效果. 本文就HCC分子

靶向治疗的机制、重点药物及其临床应用现状

作一综述.

1  针对HCC新生血管及酪氨酸激酶受体的靶向

治疗

肝脏为富血供器官, 肝内丰富的血管分支产生

的肿瘤血管生成促进因子诱导血管内皮细胞迁

移、增殖, 为生成肿瘤血管提供了良好的基础, 
同时残留在HCC组织内的血管通过“肿瘤化”

而产生的肿瘤血管数目也明显增多[6-9]. HCC的

发生发展通常与血管信号通路的激活密切相关. 
许多HCC的生长因子, 包括表皮生长因子(epi-
dermal growth factor, EGF)、成纤维细胞生长因

子(fibroblast growth factor, FGF)、肝细胞生长

因子(hepatocyte growth factor, HGF)、血小板衍

化内皮生长因子(platelet derived-endothelial cell 
growth factor, PD-ECGF)、血管内皮细胞生长因

子(vascular endothelial growth factor, VEGF)、胰

岛素样生长因子(insulin-like growth factor, IGF)
等, 酪氨酸激酶受体以及下游的信号传导通路

都调控着HCC的发生、发展. 通过激活的酪氨

酸激酶受体, 引发了下游一系列的信号传导通

路的激活, 包括: Ras/Raf/MEK/ERK、Jak/stat、
P13K/Akt/mTOR等. 以上这些因素与肿瘤的发

生、侵袭力以及晚期肿瘤转移密切相关. 有学

者在HCC细胞及其周边的间质中也发现多种促

血管生成的因子过度表达, 如血管内皮生长因

子(vascular endothelial growth factor, VEGF)、碱

性纤维母细胞生长因子(basic fibroblast growth 
factor, bFGR)、血小板相关生长因子(platelet as-
sociated growth factor, PDGF)、血管生成蛋白和

间质金属蛋白酶等[10-14]. 学者可以将这类生长因

子的受体、肿瘤相关酪氨酸激酶受体作为肿瘤
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靶向治疗的靶点, 阻断受体的同时切断下游信

号传导通路, 从不同水平阻断肿瘤的发生[15]. 
1.1 靶向VEGFR/FGFR/PD-ECGFR VEGF、
FGF、PD-ECGF与肝脏肿瘤血管形成、HCC
的侵袭力以及转移密切相关. VEGF分为两类: 
VEGF1和VEGF2, 均位于血管内皮细胞的表面, 
激活血管内皮细胞, 其中VEGF2在肿瘤新生血管

中起着更重要的作用. 研究表明HCC患者VEGF
越高其术后越容易复发、预后也越差[16-18]. 胎
盘生长因子(placental growth factor, PLGF)也是

VEGF家族中的一个成员, 在正常组织里表达量

较少, 仅与VEGFR-1和neuropilin-1结合, 促进肿

瘤新生血管的形成[19]. PD-ECGF是重要的血管

生成因子, 其作用是将血管内皮细胞聚集在周

围, 而PD-ECGFR的作用是将血管外皮细胞以及

平滑肌细胞聚集在周围, 参与肿瘤新生血管的

形成. 阻断PD-ECGFR可以使血管外皮细胞与内

皮细胞分离, 使内皮细胞表面的VEGF更容易被

阻断. 有研究表明HCC组织中VEGF与PD-ECGF
表达均阳性的患者较均阴性者门静脉癌栓发病

率明显增高, 而门静脉癌栓是HCC术后发生复

发、转移的最主要因素之一[20,21], 与HCC的预

后密切相关. FGF主要是通过刺激HCC细胞内

DNA的合成、调控内皮细胞表面胶原蛋白酶和

整合素的释放, 参与HCC细胞的发生、发展及

转移. 其中FGF1和FGF2在HCC组织中表达是下

调的, 而FGF8和FGF18是上调的, 其通过自身内

分泌机制以及与FGFR的相互作用, 调控着早期

HCC细胞的择优生长与分裂, 但并非所有FGF家
族均参与HCC细胞的生长, 有研究表明FGF17对
其生长无明显调控作用[22]. 临床试验证实, FGF
可能与肿瘤的“免疫逃避”机制密切相关, 在
切除的HCC组中中FGF的表达越高其转移的可

能性也越大[23-25]. 
1.2 靶向EFGR-酪氨酸激酶 EGFR是erbB受体

家族中的一种, 为跨膜受体. E G F R的配体包

括EGF、转化生长因子α(transforming growth 
factor-α, TGF-α)、双向调节因子(amphiregu-
lin)、肝素结合表皮生长因子(heparin-binding 
epidermal growth factor)、乙胞素(betacellulin)、
外调蛋白(epiregulin)[26]. 在肝细胞中EGFR主要

配体为EGF和TGF-α, 通过与EGF或TGF-α结合

形成二聚体激活EGFR, 二聚体化后, 受体的构

象发生变化, 导致受体偶联的胞内酪氨酸激酶

活化, 继而作用于下游的细胞信号传导(主要包

括JAKs/STATS, Ras/MAPK, PI-3K和Ras/Raf/

www.wjgnet.com

■相关报道
调 查 表 明 ,  大 部
分患者对索拉菲
尼和舒尼替尼均
可 耐 受 ,  最 大 耐
受剂量分别约为
400 mg/d 2次、
75 mg/d, 超出耐
受剂量会产生限
制毒性反应, 继续
减少用量后不良
反应减少, 但并未
消失.
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MEK/ERK), 以及细胞增殖、凋亡调控和血管

生成, 刺激HCC细胞的发生和增殖[27,28]. EGFR
与HCC关系密切, 其在HCC组织中阳性表达率

>60%[29,30], 考虑与肝细胞生长因子(hepatocyte 
growth factor, HGF)、TGF-α、β及IGF等激活

EGFR[31,32], 从而促进了HCC的生长有关. 近年来

针对HCC细胞EGFR与VEGF的基础与临床研究

成果不菲, 单克隆抗体与酪氨酸激酶抑制剂类的

多种靶向治疗药物也已相继被用于临床.
1.3 靶向IGFR HCC组织和癌旁肝组织中IGF-
Ⅰ、IGF-Ⅱ及IGF-1R表达增高, IGF-Ⅰ、IGF-
Ⅱ主要与IGF-1R结合, 其主要生物学功能是促

进有丝分裂和细胞生长, 参与建立和维持细胞

转化表型. 研究显示, 20%的HCC患者均可检

测出IGF-1R表达高于正常, 可能与IGF途径的

激活有关[32,33]. 与此同时, 12%-44%的HCC患

者IGF-Ⅱ表达增高, 而胰岛素样生长因子结合

蛋白(insulin-like growth factors binding protein, 
IGFBP)的表达下调, IGFBP的蛋白水解产物增

高, 这可能与IGF活性增强有关. 以上这些均导

致HCC患者IGFR信号通路的激活, 其激活的信

号通路与EGFR类似, 包括Ras/Raf/MEK/ERK、

JAKs/STATS、PI-3K/Akt/mTOR. 有研究表明, 
IGF-Ⅱ与HCC分化程度有关, 在低分化癌中间

强阳性表达信号, 体内IGF-Ⅱ水平增高, 与肝病

患者病情严重程度有关, 但其复杂的调控机制

的阐明尚待研究[34]. 

2  HCC分子靶向治疗的探索及靶向药物的应用

HCC的形成、发展和转移与多种基因的突变、

细胞信号传导通路和新生血管增生异常等密切

相关, 其中存在的多个关键环节正是进行分子

靶向治疗的理论基础和潜在靶点, 由于肿瘤的

信号传导是一个复杂的、多因素、多途径、交

叉对话的蛋白网络系统, 理论上多靶点联合阻

断信号传导和血管生成、抑制肿瘤生长要比针

对某一靶点的治疗效果更好. 近年来, 分子靶向

治疗药物治疗HCC已成为非常重要的治疗方法

和新的研究热点[35-40]. 以索拉菲尼(Sorafenib)、
舒尼替尼(Sunitinib)等为药物代表的多靶点、

多激酶抑制剂治疗HCC更是受到高度关注, 特
别是索拉菲尼治疗H C C已经取得了突破性进

展, 开创了HCC靶向治疗的新时代. HCC靶向治

疗药物通常可以分为以下: (1)抗EGFR药物-吉
非替尼(Gefitinib)和埃罗替尼(Erlotinib), 西妥昔

单抗(Cetuximab)和尼妥珠单抗(Nimotuzumab); 

(2)抗血管生成药物: 贝伐单抗、沙利度胺(反
应停)、重组人血管内皮抑制素(Endos ta r, 恩
度); (3)多靶点抑制剂: 索拉菲尼、舒尼替尼(表
1)[41-43]. 以下重点介绍两类多靶点抑制剂. 
2.1 舒尼替尼 舒尼替尼是多靶点作用的小分子

酪氨酸激酶受体抑制剂, 主要作用于VEGFR1-3
的酪氨酸激酶受体、P D G F R-a, P D G F R-b,  
FLT3, c-Kit, RET和集落刺激因子受体1型(col-
ony-stimulating factor receptor 1, CSF-1R), 以上

受体大部分证实与肿瘤新生血管的生长、肿瘤

转移有密切关系, 其主要通过破坏信号传导, 抑
制肿瘤细胞分裂和生长. 舒尼替尼被证实可抗

肿瘤血管生成, 并于2006-01、2007-11分别获

得FDA、SFDA批准治疗GIST和晚期肾细胞癌

(renal cell carcinoma, RCC)[44,45]. 与索拉菲尼作

用相似, 均为多靶点抑制剂, 已有学者也将其列

入晚期HCC的治疗. 美国、欧洲以及亚洲等国

家对舒尼替尼剂量安全性调查表明, >75 mg/d会
产生剂量限制不良反应, 主要表现为: 谷草转氨

酶升高18%, 淋巴细胞减少15%, 粒细胞减少、

血小板减少和疲乏12%, 手足综合征、皮疹、高

胆红素血症和高血压各是6%. 减少至50 mg/d时, 
主要不良反应为出血、血小板减少、水肿等, 
继续减少用量后不良反应减少, 但并未消失[46,47], 
患者无恶化生存期为3.9 m o、疾病控制率为

52%. 另一项欧洲和亚洲人群的Ⅱ期临床实验调

查发现, 舒尼替尼对无法接受手术或局部治疗

的晚期HCC患者, 其疾病控制率为37.8%, 其中

1例达到了部分缓解(partial remission, PR), 13例
病情稳定(stabilization of disease, SD)超过3 mo, 
该研究发现舒尼替尼可以通过降低肿瘤血管通

透性和血清VEGF、PIGF水平, 起到抗肿瘤作用, 
但总有效率不尽如人意. 目前没有临床研究将索

拉菲尼与舒尼替尼的抗肿瘤作用、不良反应对

比, 但临床Ⅱ期实验研究发现, 与索拉菲尼相比, 
舒尼替尼具有促进肿瘤组织坏死的作用[38,48-50].
2.2 索拉菲尼 索拉菲尼也是一类具有多酶、多

靶点的抑制剂, 作用于Raf丝氨酸/苏氨酸激酶、

VEGFR1-3, PDGFR-b, c-Kit, Flt3和p38酪氨酸激

酶, 阻断肿瘤新生血管[51,52]. 临床研究中证实索

拉菲尼可以通过阻断肿瘤新生血管、抑制磷化

eIF4G和Mcl-1、激活mTOR信号传导通路, 抑制

肿瘤细胞的生长, 并诱发HCC的凋亡, 抑制HCC
细胞的生长. 大部分患者对索拉菲尼均可耐受, 
最大耐受剂量约为400 mg/d 2次, 剂量限制毒性

主要有: 乏力、厌食、腹泻、皮疹以及手足皮

■创新盘点
近年来, 分子靶向
药物治疗HCC已
成为非常重要的
方法和新的研究
热点.
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肤反应. 一项Ⅰ期研究也表明HCC患者对索拉

菲尼安全性和耐受性良好, 并有一定的抗肿瘤

活性, 现索拉菲尼已成功进入Ⅲ期临床实验研

究. 另一项研究结果表明使用索拉菲尼后, 一年

生存率为44%, 对照组为33%, 死亡率也较对照

组减少31%. 这项数据与亚洲的Ⅲ期临床实验结

果相匹配[49,53-56]. 美国Memorial Sloan-Kettering
癌症中心、Abou-Alfa组织, 进行针对晚期HCC
患者的国际多中心、非对照的Ⅱ期临床研究(代
号10874), 调查表明其适应性好, 不良反应极小

且可预测、易处理; 该研究还发现治疗后, 肿瘤

细胞磷酸化细胞外信号调节激酶(phosphorylated 
extracellular signal-regulated kinase, pERK)表达

水平的TTP较前缩短, 表明pERK可能是索拉菲

尼治疗有效的一种生物标志物. 这些数据令人

兴奋但多数癌症患者难以接受非联合用药, 因
此索拉菲尼常联合化疗药物或其他靶点抑制剂

使用. 一项Ⅱ期临床试验将阿霉素联合索拉菲

尼与单独使用索拉菲尼做出了比较, 发现使用

索拉菲尼联合阿霉素的患者中位生存期为13.7 
mo, 而对照组为6.5 mo, 但该试验没将两组用药

方法做出比较. 其他联合用药包括: 联合mTOR
阻滞剂(依维莫司或柔红霉素)或MEK阻滞剂. 一
项Ⅰ期临床研究中, 将索拉菲尼与多柔比星联

合用药治疗晚期肿瘤患者, 其中有4例HCC患者

治疗的结果为SD, 并且SD维持的时间均达到1

年以上[57,58]. 总之, 索拉菲尼对HCC的治疗领域

取得了令人欣喜的成效, 值得提出的是部分患

者虽然肿瘤仍在缓慢、持续增大, 但肿瘤中心

已出现明显坏死区域并增大, 这给传统肿瘤治

疗评价体系提示出新的问题. 
2.3 吉非替尼和厄洛替尼 厄洛替尼和吉非替尼

是特异的EGFR酪氨酸激酶ATP竞争抑制剂, 体
内外资料均表明岂能选择性抑制EGF介导的肿

瘤细胞增殖, 具有显著的抑瘤活性. 一项Ⅱ期临

床研究对晚期HCC患者进行厄洛替尼和贝伐单

抗联合应用治疗, 其中10例达到了PR, 中位PFS
和OR分别为39 wk和68 wk, 总有效率为25%[42]. 
Thomas等[43]在另一项Ⅱ期临床试验中, 对40例
无法手术的晚期HCC患者给予口服厄洛替尼, 
发现17例患者在持续治疗16 wk中肿瘤无进展, 
也证实了厄洛替尼对HCC的有效性. 但吉非替

尼在HCC中的应用仍需推敲, 一项临床研究对

不能手术的31位晚期HCC患者给予吉非替尼治

疗, 其中3%达到OR、22.6%病情稳定, 中位PFS
是2.8 mo, 中位OS是6.8 mo, 完全缓解、部分缓

解和稳定的患者例数分别是0、1和7.  由于没有

达到预期目标, 该研究已经停止[59]. 
2.4 西妥昔单抗 西妥昔单抗是目前临床上应用

最广泛的抗ERGF单抗, 其主要应用于晚期直结

肠癌的治疗, 但对HCC的治疗效果却褒贬不一. 
Zhu等[60]对晚期或已转移的HCC患者进行Ⅱ期

■应用要点
在以后的肿瘤靶
向 性 治 疗 中 ,  针
对个体差异和遗
传 多 态 性 ,  积 极
寻找预测不同分
子靶向药物疗效
的分子生物学标
记 ,  联 合 应 用 多
种 靶 点 制 剂 ,  找
准靶点、选对患
者 ,  对 特 定 的 肿
瘤患者实施“量
体裁衣”的个体
化 治 疗 ,  以 最 小
的经济花费获得
最佳的治疗效果.

表  1  常见分子靶向治疗药物的分子靶点及临床进展 

     
商品     化学名                                  靶点                                  临床进展

舒坦 舒尼替尼 多靶点作用: VEGFRs1-3、PDGFR-a

和b,  FMS-like tyrosine kinase,  

c-KIT, RET和colony-stimulating 

factor receptor type 1

2006年FDA、2007年SFDA批准用于GIST

和RCC; 临床研究用于多种肿瘤, 包括HCC

的Ⅱ期临床研究                             

易瑞沙 吉非替尼 EGFR胞内区 FDA批准用于胰腺癌和NSCLC, Ⅱ期临床

研究HCC: 单药或联合
特罗凯 厄洛替尼 用药作用于效果不理想

爱必妥 西妥昔单抗 EGFR胞外区 Ⅱ期临床研究转移性结直肠癌

多吉美 索拉菲尼 多靶点作用: Raf 激酶和VEGFR 1-3,  

PDGFR-b, c-Kit Flt3 and p38

2005年FDA批准用于RCC; 2010年FDA

批准用于HCC; Ⅱ期临床研究评估多种肿瘤
BMS-582664 Brivanib 多酶抑制剂, 主要作用于: VEGFR-2 

and FGFR-1

临床研究评估多种肿瘤(乳腺癌、肺癌、

CRC), 包括Ⅲ期HCC                                   

     
SU 6668 TSU-68 多靶点、多酶抑制剂: VEGFR, 

PDGFR-a和FGFR

用于治疗多种实体性肿瘤, 包括CRC和

HCC; Ⅱ期临床研究评估HCC
Recentin 西地尼布 多酶、多靶点抑制剂: VEGFR 1-3、

PDGFR, c-Kit

Ⅱ期临床研究单独或联合用药评估HCC

ABT-869 ABT-869 抑制 VEGFR 和 PDGFR家族所有成员 Ⅰ期临床研究各种实体肿瘤; Ⅱ期临床研究

用于HCC
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临床研究中发现西妥昔单抗治疗原发性HCC的
效果不佳, 30例患者中无CR、PR, 其中位PFS和
OS分别为1.4 mo和9.6 mo. 但在西妥昔单抗联合

化疗药物治疗进展期HCC的Ⅱ期临床实验研究

中, 23%的患者获得了PR, 46%患者SD, 患者的

中位PFS为4.7 mo, 中位OS为9.5 mo. 多个医学

中心研究还发现在经过西妥昔单抗治疗后发生

CRC转移的患者中, 可能发生比原发病更严重

的4种西妥昔单抗相关不良反应: 注射反应、低

镁血症、呼吸困难以及皮疹[59]. 

3  结论

HCC的发生是一个复杂的过程, 通过激活多种

信号传导通路、多种生长因子促进了HCC的发

生发展. 目前, 多项研究以阻断肿瘤新生血管的

生成作为晚期HCC患者治疗的靶点, 且多种针

对HCC的多靶向药物正在研发, 但肿瘤的形成

都有多个基因缺陷, 仅仅阻断酪氨酸激酶受体

介导的信号传导通路也许远远不够, 即使是阻

断肿瘤新生血管的生成, 也只能短期缓解肿瘤

的发展, 并不能达到治愈. 目前的研究发现肿瘤

对靶向肿瘤血管抑制剂耐药存在4种潜在机制: 
(1)激活或上调其他与肿瘤血管生成相关的信号

传导通路; (2)补充骨髓源细胞上调血管生成信

号传导通路; (3)增加外皮细胞的数量, 不依赖

VEGF生刺激新生血管的生成; (4)通过建立脉管

系统而非刺激新生血管, 从而激活肿瘤细胞的

浸润及转移机制[61-64]. 上述机制可能导致恶性肿

瘤对肿瘤血管抑制剂产生耐药性, 不仅如此, 由
于酪氨酸激酶的突变、药物影响机制、受体下

调机制以及酪氨酸受体抑制通路的丢失, 大部

分肿瘤细胞也会对TKIs产生耐药性. 了解HCC
的发生机制可以帮助我们寻找其对抗肿瘤药物

产生耐药性的原因, 还可以找到一种能同时阻

断所有信号通路的分子靶点, 但目前我们并未

发现这一种阻滞剂. 因此, 在以后的肿瘤靶向性

治疗中针对个体差异和遗传多态性, 积极寻找

预测不同分子靶向药物疗效的分子生物学标记, 
联合应用多种靶点制剂, 找准靶点、选对患者, 
对特定的肿瘤患者实施“量体裁衣”的个体化

治疗, 以最小的经济花费获得最佳的治疗效果. 
分子靶向治疗的时代才刚刚开始, 在发展这些

靶向抗肿瘤药物作用的同时, 学者还应该积极

控制这些药物的不良反应, 在最佳使用方法、

时机、不良反应和恰当的评价体系等方面填补

空白. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of runt-related 
transcription factor gene 2 (RUNX2) in human 
gastric cancer cell line SGC7901 and to inves-
tigate the influence of small interfering RNA 
(siRNA)-mediated silencing of the RUNX2 gene 
on the proliferation and apoptosis of SGC7901 
cells.

METHODS: SGC7901 cells were divided into 
three groups: blank control group, negative con-
trol group (transfected with an empty vector), 
and experiment group (transfected with RUNX2 

siRNA). After SGC7901 cells were transfected 
with RUNX2 siRNA, the mRNA and protein 
expression of RUNX2 was examined by RT-PCR 
and Western blot, respectively; cell proliferation 
was evaluated by MTT assay; and cell apoptosis 
was detected by flow cytometry (FCM).

RESULTS: Compared with cells of the blank 
control group, the expression of RUNX2 mRNA 
(0.27 ± 0.068 vs 0.45 ± 0.058, F = 75.6, P < 0.01) 
and protein (F = 123.8, P < 0.001) was down-reg-
ulated in cells transfected with RUNX2 siRNA. 
At 24, 48, and 72 h after transfection, the prolif-
eration rates of SGC7901 cells transfected with 
RUNX2 siRNA were significantly lower than 
those of non-transfected cells (0.23 ± 0.039 vs 0.32 
± 0.012; 0.31 ± 0.037 vs 0.45 ± 0.074; 0.52 ± 0.021 
vs 0.72 ± 0.006; F = 173.744, 14.012, 253.145; all 
P < 0.001). The apoptosis rate of SGC7901 cells 
transfected with RUNX2 siRNA was significant-
ly higher than those of cells of the blank control 
group and negative control (45.65% ± 0.64% vs 
4.46% ± 0.27%, 4.23% ± 0.33%, both P < 0.01).

CONCLUSION: RUNX2 expression was detect-
ed in SGC7901 cells. SiRNA-mediated silencing 
of the RUNX2 gene can inhibit proliferation and 
induce apoptosis in SGC7901 cells. RUNX2 may 
be a new gene therapy target for gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Runt-related transcrip-
tion factor gene 2; Small interfering RNA; Apoptosis

Xiang CX, Chen F, Yuan JP, Huang XD. SiRNA-mediated 
silencing of the RUNX2 gene inhibits proliferation and 
induces apoptosis in human gastric cancer cell line 
SGC7901. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(4): 
338-343

摘要
目的: 研究胃癌细胞SGC7901中RUNX2的表
达, 以及siRNA沉默RUNX2的表达后, 对人胃
癌细胞SGC7901的RUNX2的表达、细胞增殖
和凋亡的影响. 

方法: 将细胞分为以下3组: 空白对照组、空
载体组、实验组(即转染RUNX2 siRNA组). 

®

■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.

■同行评议者
杜 雅 菊 ,  主 任 医
师, 哈尔滨医科大
学附属第二医院
消 化 内 科 ;  王 鲁
平, 主任医师, 中
国人民解放军北
京军区总医院病
理科
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用针对RUNX2特异靶点的siRNA转染胃癌细
胞SGC7901, 运用RT-PCR、Western blot检测
RUNX2 mRNA和蛋白水平的变化; MTT检测
细胞增殖的影响; 流式细胞仪检测细胞凋亡
的变化. 所有实验均重复3次.

结果: 在胃癌细胞SGC7901中存在RUNX2的
表达, siRNA沉默RUNX2的表达后, 与空白对
照组相比, RUNX2在mRNA(0.27±0.068 vs  
0.45±0.058, F  = 75.6, P <0.01)和蛋白水平(F  
= 123.8, P <0.001)的表达均下降, 差异有显著
统计学意义. siRNA转染24、48、72 h, MTT
检测胃癌细胞SGC7901的增殖率与空白对照
组相比明显下降(0.23±0.039 vs  0.32±0.012; 
0.31±0.037 vs  0.45±0.074; 0.52±0.021 vs  
0.72±0.006; F  = 173.744、14.012、253.145; 
均P <0.001), 流式细胞术检测RUNX2 siRNA
组72 h细胞凋亡明显高于空白对照组及空
载体组(45.65%±0.64% vs  4.46%±0.27%, 
4.23%±0.33%, 均P <0.01).

结论: 胃癌细胞SGC7901中存在RUNX2的表
达, siRNA抑制RUNX2的表达可抑制胃癌细
胞的增殖, 促进凋亡, RUNX2可望成为胃癌基
因治疗的新的靶点.

关键词: 胃癌; 人类相关转录基因2; 小分子干扰核

苷酸; 凋亡
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0  引言

胃癌作为严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一, 
据估计, 其破坏力在世界范围内居恶性疾病的

第2位[1], 其发生具有明显的地理分布, 中国是

高发的国家之一[2,3]. 同其他肿瘤一样, 胃癌在发

生、发展和转移的过程中与多种基因有关, 包
括癌基因激活和抑癌基因失活[4,5]. 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. 人类相关转录基因2(runt-related transcription 
factor 2, RUNX2), 又名核心结合因子(core band-
ing factor 1, Cbfa 1)[6], 是RUNX转录因子家族中

的成员之一, 他调控骨组织的分化和形成[7]及正

常发育中T淋巴细胞的分化[8,9]. 近来发现, 其在

乳腺癌、黑色素瘤及前列腺癌中表达[10-12], 但在

胃癌组织中关于他的表达并未见相关文献报道. 
本研究拟通过细胞生物学和分子病理学的方法, 

观察胃癌细胞株SGC-7901中RUNX2的表达, 并
研究其对胃癌细胞增殖和凋亡的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌SGC-7901细胞购自武汉大学细胞

库, 由本实验室保存. RMPI 1640、小牛血清及

DMEM培养基购自大连宝生物工程有限公司; 
TRIzol购自Invitrogen公司; RT-PCR试剂盒(Ta-
KaRa)购自大连宝生物工程有限公司; TRANS-
fection转染试剂购自TIANGEN公司; siRNA及

引物序列由赛百胜引物合成公司合成; RUNX2
单克隆抗体购自美国Santa Cruz公司; 持久型

ECL化学发光显影试剂盒购自上海杰美基因医

药科技有限公司; 膜封闭液购自北京天为时代

生物技术有限责任公司; MTT购自武汉凌飞科

技有限公司; 凋亡检测试剂盒购自碧云天生物

技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养基及培养条件: 在37 ℃、50 mL/L 
CO2、饱和湿度条件下用含100 mL/L FBS的
RPMI 1640培养基培养, 细胞传代采用2.5 g/L的
胰酶+0.02%的EDTA, 每3-5 d传代1次.
1.2.2 分组: 本实验所有指标检测都按如下分

组 :  正常对照组 ,  空载体组 ,  实验组 (即转染

RUNX2 siRNA组), 转染上述研究对象的同时

另转染一组FAM荧光标记的无义序列s iRNA, 
以测定转染效率. 所使用的RUNX2 siRNA序

列为Sense: 5'-CAAGGACAGAGUCAGAU-
UAUU-3'; Antisense: 5'-UAAUCUGACUCUGU-
CCUUGUU-3'[13]. 
1.2.3 siRNA的转染: 处于对数生长期的SGC-7901
细胞常规消化后接种于6孔细胞培养板中, 在0.5 
mL无血清, 不含抗生素的DMEM培养基中培养, 
转染时细胞密度为70%-90%, 每孔细胞分别用50 
μL无血清培养基稀释siRNA和TRANSfection试
剂, 温和混匀, 室温放置5 min, 将稀释的siRNA和

TRANSfection试剂混合在一起, 室温保温20 min
后直接将100 μL混合物加入到每孔, 摇动培养板, 
轻轻混匀, 在CO2培养箱中37 ℃培养4-6 h后更换

正常含血清培养基培养24 h. 转染中, DNA(μg)与
TRANSfection(μL)的比例为1∶2.5, siRNA的工

作浓度为100 nmol/L[14]. 
1.2.4 细胞RNA的提取和引物设计: 用TRIzol
试剂从细胞中提取总R N A, 样品纯度和浓度

经核酸测定仪测定, A 260/280 = 1.8-2.0. 分别设计

RUNX2和β-actin的上游和下游引物, 各引物序

■创新盘点
本文发现在胃癌
细胞SGC7901中
存在RUNX2的表
达, 应用RUNX2-
s iRNA抑制胃癌
细胞SGC7901中
R U N X 2 的表达 , 
结果发现胃癌细
胞的增殖率降低, 
细胞凋亡增加, 说
明RUNX2参与了
胃癌细胞的发生
发展.
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列见表1.
1.2.5 RT-PCR及灰度分析: cDNA合成, 步骤如下: 
取MgCl2 2 μL, 10×RT Buffer 1 μL, dNTP混合

液(各10 mmol/L)1 μL, RNase inhibitor 0.25 μL, 
AMV逆转录酶0.5 μL, Oligo(dT)0.5 μL, RNA 1 
μL(≤500 ng), RNase Free dH2O 3.75 mL, 总体

积10 μL, 离心后混匀, 42 ℃ 30 min, 99 ℃ 5 min, 
5 ℃ 5 min. 从上述反应体系中取2 μL, 加5×
PCR Buffer 4 μL, TaKaRa Taq酶(5 U/μL)0.1 μL, 
50 mmol/L的上游、下游引物各0.5 μL, 灭菌蒸

馏水12.9 μL, 总体积为20 μL. 反应条件为: 95 ℃
预变性5 min后开始循环, 95 ℃变性30 s, 55 ℃
退火30 s, 72 ℃延伸45 s, 30个循环, 最后72 ℃延

伸5 min, 目的引物与β-actin用一管法进行PCR. 
PCR产物经1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测, RT-
PCR结果经凝胶成像软件分析, 检测各组平均吸

光度(A )值, 计算目的基因与β-actin的比值, 得到

目的基因的相对含量. 
1.2.6 Western blot: 转染siRNA后48-72 h, 用预

冷的PBS(0.01 mol/L, pH7.4)洗涤细胞2次, 加入

100 μL预冷的蛋白裂解液(0.1 mol/L NaCl, 0.01 
mol/L Tris-HCl pH7.6, 0.001 mol EDTA pH8.0, 1 
mg/L Aprotinin, 100 mg/L PMSF, 1% NP40), 置冰

浴中作用60 min, 4 ℃、13 000 r/min×15 min, 取
上清20 μL进行蛋白定量, 其余与等体积2×SDS
上样缓冲液(Tris 100 mmol/L, DTT 200 mmol/L, 
SDS 4%, 溴酚蓝0.2%, 甘油20%)混合后煮沸10 
min, 缓慢冷却后分装并在-80 ℃冰箱中保存. 制
备SDS-PAGE胶, 蛋白浓度80 μg/泳道进行SDS-
PAGE电泳; 将蛋白质电转移到NC膜上, 5%脱脂

牛奶37 ℃封闭1 h, 加入一抗(1∶500, V /V )4 ℃
孵育过夜, 加入二抗(1∶1 000, V /V ), 室温下杂

交1 h, 洗膜后用ECL试剂盒暗室显影. 
1.2.7 MTT法分析细胞增殖活性: 处于对数生长

期的SGC-7901细胞常规消化, 接种于96孔板, 
接种量4 000个(200 μL)/孔, 12 h后, 常规转染

siRNA, 分别于转染前、转染后24、48、72 h行
MTT检测: 将浓度为5 g/L的MTT(Sigma公司)以
每孔20 μL加入待测的96孔板内, 37 ℃培养4 h, 
弃上清液, 每孔加DMSO 200 μL并振荡15 min, 

最后用紫外分光光度计570 nm波长测定各孔的

A值, 取每组8孔的均值. 肿瘤细胞增殖率计算方

法: 用未转染siRNA的细胞作为对照, 求出实验

组肿瘤细胞增殖率. 肿瘤细胞增殖率 =  (转染细

胞A值/空白对照细胞A值)×100%. 
1.2.8 流式细胞术检测细胞增殖凋亡: 转染72 h
后, 常规制备单细胞悬液, 用1×Buffer A洗涤细

胞1次(离心2 000 r/min, 5 min), 收集并调整细胞

浓度为1×106/mL, 加入9倍体积的700 mL/L乙
醇, 于-20 ℃固定12 h, 离心收集细胞后, 除去乙

醇, 细胞重悬于500 μL Buffer A中, 加入RNaseA
使其终浓度为0.25 g/L, 37 ℃, 反应30 min, 加入

5 μL PI 室温避光染色30 min, 按Annexin V-FITC 
PI染色试剂盒说明操作, 以Annexin V阳性/PI阴
性判断为早期凋亡, Annexin V阳性/PI阳性判断

为晚期凋亡.
统计学处理 用SPSS13.0统计软件进行统计

学分析, 所有指标采用ANOVA单因素方差分析, 
检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1  细胞培养及s i R N A转染率测定  培养的

SGC-7901细胞贴壁生长, 在倒置显微镜下观察

细胞呈不规则多边形, 折光性较强, 透明度大. 
转染SGC-7901细胞后, 荧光显微镜下转染阳性

细胞可看到绿色荧光; 在同一视野相差显微镜

下可看到全部细胞. 转染率测定发现转染效率

在70%以上, 完全可满足实验的要求. 
2.2 RUNX2 siRNA转染后, RUNX2 mRNA和蛋

白水平的改变 在胃癌细胞系SGC-7901中, 我们

发现在SGC-7901中存在RUNX2的表达. 使用

RUNX2 siRNA转染SGC-7901细胞72 h后, 我们

发现在转染72 h后, 实验组RUNX2的mRNA表达

和空白对照组及空载体组相比明显降低(图1A), 
差异有显著统计学意义(0.27±0.068 vs  0.45±
0.058, 0.46±0.041, F  = 75.6, P <0.01). 说明转染

RUNX2 siRNA后, 在U251细胞中, RUNX2 siR-
NA直接反向作用于RUNX2转录因子, 并显著降

低RUNX2的表达; 使用Western blot检测RUNX2

表  1  RT-PCR使用的引物序列及产物长度

     
名称                             正义                            反义 产物长度(bp)

β-actin 5'-TGCTGTCCCTCTACGCCTCT-3' 5'-GCTTCTCCTTGATGTCGC-3'       234

RUNX2 5'-ACCCACGAATGCACTATCCA-3' 5'-CACAACTGCGACTACCTTG-3'       332

■应用要点
本 文 通 过 分 子
生 物 学 的 方 法
研 究 在 胃 癌 细
胞 S G C 7 9 0 1 中
R U N X 2的表达 , 
并探讨RUNX2在
胃癌发生发展中
的作用, 可望为胃
癌的个体化治疗
提供新的思路和
干预靶点.
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蛋白水平表达变化, 结果发现RUNX2蛋白表达

也出现了下降(图1B), 且与空白对照组及空载

体组相比, 差异有显著统计学意义(F  = 123.8, 
P <0.001). 
2.3 转染RUNX2 siRNA后, 胃癌细胞增殖能力的

改变 转染24、48、72 h后, 空白对照组及空载

体组细胞的生长未受到明显抑制, 而实验组细

胞的生长在转染24 h后即出现明显抑制, 且随转

染时间的延长, 抑制程度越明显. 与对照组、空

载体组比较, 差异具有显著统计学意义(P <0.001, 
表2). 说明降低R U N X2表达后 ,  可明显降低

SGC-7901细胞增殖活性. 
2.4 流式细胞术结果 流式细胞术检测用针对

RUNX2特异靶点的siRNA转染SGC-7901细胞

72 h后, Annexin V/PI标记双染色流式细胞仪

检测显示 ,  空白对照组和空载体组的凋亡率

无明显差异(P >0.05), 转染RUNX2 s iRNA的

SGC-7901细胞出现明显凋亡, 处理72 h后凋亡

率达45.65%±0.64%, 与空白对照组(4.46%±

0.27%)及空载体组(4.23%±0.33%)相比, 有显

著性差异(P <0.01, 图2).

3  讨论

RUNX2是RUNX转录因子家族中的成员之一, 
他调控骨组织的分化和形成及在正常发育中T
淋巴细胞的分化. RUNX转录因子在肿瘤的生物

学行为中所起的作用是不同的, RUNX1表达失

调可引起白血病[15], 在小鼠实验中, RUNX2的表

达增强可促进淋巴瘤的发生[8], 而RUNX3在胃

癌的发生中则起着肿瘤抑制子的作用[16,17]. 作为

一个支架蛋白, 他们可以和许多辅助因子及转

录因子相互作用形成集合子, 但取决于他们的

组成、启动基因的活化或基因阻遏[18]. 
RUNX2纯合子缺失的小鼠在出生后很快就

因呼吸衰竭而死亡, 其主要原因是由于缺乏骨

及成骨细胞而导致骨骼畸形[19,20]. 杂合子小鼠显

示骨骼异常类似于观察到的人类遗传疾病, 如
锁骨、颅骨发育异常, 这类疾病的发生是由于

RUNX2基因突变引起[21]. 同在成骨细胞发育早

期RUNX2促进其形态形成相反, 在成骨细胞分

化的晚期RUNX2对其起抑制作用[22]. RUNX2最
初是在胸腺T淋巴细胞的发育过程中出现的, 但
他的出现是受限制的, 随后发现, 他在血细胞、

骨及上皮的形成中起调控作用[23]. 近来发现, 其
在乳腺癌、黑色素瘤及前列腺癌中表达. 目前

RUNX2在肿瘤方面的作用逐步被发现, RUNX2
在不同的肿瘤中表现不同的作用 ,  如促进增

殖、抑制凋亡、促血管生成、促进侵袭转移等. 
在我们的研究中运用RT-PCR检测发现, 在胃癌

细胞SGC-7901中存在RUNX2的表达, 但目前未

见相关文献报道.
RNA干扰是自然界生物体的一种遗传现象, 

可以诱导目的基因沉默, 高效、特异地抑制目

的基因的表达. 小分子干扰RNA具有许多传统

方法无法比拟的优势, 包括特异性、高效性和

放大效应, 因此作为肿瘤术后化疗或放疗基础

上的一种附加治疗, 是靶向封闭目的基因的最

表  2  MTT法检测转染RUNX2 siRNA对SGC7901细胞增殖的影响

     
分组            24 h         48 h            72 h

空白对照组     0.32±0.012   0.45±0.074     0.72±0.006

空载体组     0.34±0.018   0.43±0.015     0.71±0.007

实验组     0.23±0.039   0.31±0.037     0.52±0.021

F值 173.744 14.012 253.145

P值  <0.001 <0.001   <0.001

Da

M           1           2           3

bp
1 200

900
700
500
300

100

bp

234
332

A

    1                 2                3B

RUNX2 57 000

b-actin 42 000

图  1  RUNX2 siRNA转染后, RUNX2 mRNA及蛋白的表达. A: 

mRNA; B: 蛋白. M: Marker; 1: 空白对照组; 2: 空载体组; 3: 

实验组.

■同行评价
本文选题恰当, 论
据充分, 具有一定
的理论及预期临
床意义.
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佳选择, 具有广阔的应用前景[24,25]. 目前国内外

针对肝癌、胃癌、宫颈癌等恶性肿瘤特异性靶

基因RNA干扰治疗研究已广泛展开[26-28].
本研究应用RNA干扰技术, 将针对RUNX2

特异靶点的小干扰 R N A 转染胃癌细胞株

SGC-7901, 我们选用胃癌细胞系SGC-7901, 是
1981年建立的一株胃癌淋巴结转移癌细胞系, 
该细胞系凋亡率低[29], 是非常符合本研究目的的

模型材料. RUNX2 siRNA转染后, RUNX2的表

达在mRNA和蛋白水平的表达均下降, 说明转染

是成功的, RUNX2 siRNA能够抑制RUNX2的表

达. 通过对胃癌细胞增殖活性和凋亡的检测, 发
现转染RUNX2 siRNA组细胞增殖能力降低, 细
胞生长受到抑制, 细胞凋亡增加. 这说明RUNX2
可能参与了胃癌的发生发展, 但具体的发生机

制仍有待进一步研究.
总之, RUNX2的表达在胃癌的发生中起重

要作用, 利用RNA干扰技术, 将针对RUNX2的
siRNA转染胃癌细胞后能明显降低RUNX2蛋白

表达, 细胞生长被抑制, 凋亡增加, RUNX2可能

成为胃癌靶向基因治疗的新选择.
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Abstract
AIM: To investigate whether lentinan enhances 
cisplatin-mediated inhibition of cell proliferation 
in human gastric cancer cell line SGC-7901 and 
to explore its effect on the expression of multi-
drug resistance genes.

METHODS: SGC-7901 cells were divided into 
four groups: untreated cells (control group), 
those treated with lentinan alone (lentinan 
group), those treated with cisplatin alone (cispl-
atin group), and those treated with both lentinan 
and cisplatin (lentinan + cisplatin group). RT-
PCR was applied to detect the mRNA expression 
of MDR1, MRP1, and LRP in SGC-7901 cells. The 
proliferation of SGC-7901 cells was detected us-
ing the Cell Counting Kit-8.

RESULTS: High expression of multidrug re-
sistance genes MDR1, MRP1 and LRP was de-
tected in untreated SGC-7901 cells. Treatment 

with lentinan significantly decreased the mRNA 
expression of multidrug resistance genes but 
had no effect on cell proliferation (P > 0.05). 
Cisplatin treatment lessened cell proliferation 
and promoted the expression of multidrug resis-
tance genes. Treatment with lentinan + cisplatin 
completely suppressed the mRNA expression 
of MDR1 and MRP1 and significantly decreased 
LRP expression and cell proliferation compared 
with the control group, lentinan group, and cis-
platin group (10 d: 0.54 vs 1.90, 1.88, 0.92, all P < 
0.05).

CONCLUSION: Lentinan combined with cis-
platin can significantly inhibit the expression of 
multidrug resistance genes and strongly enhance 
cisplatin-mediated inhibition of the proliferation 
of SGC-7901 cells.

Key Words: Lentinan; Cisplatin; Gastric cancer; 
Multidrug resistance gene; Cell proliferation
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摘要
目的: 研究体外香菇多糖(Lentinan)对多药耐
药基因表达的影响和促进顺铂抑制胃癌细胞
增殖的作用.

方法: 分别用顺铂(Cispla t in)、香菇多糖和
顺铂联合香菇多糖处理SGC-7901胃癌细胞, 
将其分为4组: 对照组(Con组), 香菇多糖组
(Len组), 顺铂组(Cis组)和顺铂联合香菇多糖
组(L+C)组. 应用RT-PCR检测多药耐药基因
MDR1、MRP1和LRP基因mRNA表达; 应用
CCK-8试剂盒检测Con组和药物处理组前后
的胃癌细胞增殖状态.

结果: 正常SGC-7901胃癌细胞中多药耐药基
因MDR1、MRP1和LRP均表达mRNA, 香菇
多糖能显著降低多药耐药基因表达而对细胞
增殖无明显影响; 顺铂明显增加多药耐药基因
表达, 同时抑制细胞增殖(P<0.05); 香菇多糖联
合顺铂作用后, MDR1和MRP1基因表达完全受

®

■背景资料
香菇多糖主要成
分为甘露糖甘肽, 
目前在肿瘤特别
是胃癌和结直肠
癌治疗中, 能显著
提高疗效, 但其抗
肿瘤机制尚未清
楚. 多药耐药基因
是肿瘤发生耐药
的主要机制, 可能
与香菇多糖抗肿
瘤作用有关. 
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到抑制, LRP表达显著降低, 细胞增殖速度明显
低于Con组、Len组和Cis组, 差异具有统计学
意义(10 d: 0.54 vs  1.90, 1.88, 0.92, 均P<0.05).

结论: 香菇多糖联合顺铂后因抑制多药耐药基
因表达而显著增强顺铂的抑制细胞增殖作用.
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0  引言

香菇多糖(Lentinan)为担子菌纲伞菌目伞菌科香

菇菌属香菇菌提取的有效成分, 主要成分为甘

露糖甘肽, 其余为多种糖分和各种氨基酸等[1,2]. 
香菇多糖在治疗胃癌[3-5]、结肠癌[6]、肺癌[7]等

肿瘤具有良好的疗效, 特别在胃癌和结直肠癌

治疗中, 能显著延长患者存活时间. 目前对香菇

多糖的抗肿瘤机制尚未清楚, 认为与其典型的T
淋巴细胞激活作用相关, 体内外均能促进细胞

毒T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)的产

生, 提高CTL细胞杀伤力, 增强免疫功能并促进

抗体依赖性细胞毒作用[8,9]. 国内研究表明香菇多

糖能抑制肺癌细胞血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)表达, 减少肿瘤

组织周围血管增生, 在体外能抑制肿瘤细胞增

殖[10]. 研究表明肿瘤细胞通过表达多药耐药基

因, 编码具有生物泵功能的蛋白质, 将进入肿瘤

细胞的化疗药物不断地泵出细胞而产生耐药作

用[11-14]. 本文研究香菇多糖和顺铂(Cisplatin)对
SGC-7901胃癌细胞多药耐药基因表达的影响, 
并探讨对胃癌细胞增殖的作用, 探索香菇多糖

增强抗癌药物抗肿瘤作用的可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 SGC-7901胃癌细胞购于美国标准生物

品收藏中心(ATCC); RPMI 1640和胎牛血清购

于Hyclone公司; CCK-8试剂盒购于碧云天公司; 
RNA提取试剂盒和RT-PCR试剂盒购于天根公

司; 香菇多糖采用南京康海药业有限公司的香

菇多糖冻干粉剂(天地欣); 顺铂购于辉瑞公司; 
引物由上海生工公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养和药物处理: SGC-7901胃癌细胞

完全培养基为100 mL/L胎牛血清、89% RPMI 
1640和1%双抗, 培养在37 ℃、50 mL/L CO2恒

温培养箱中, 实验时取对数生长期细胞. 香菇多

糖冻干粉剂采用生理盐水配制成1 mmol/L浓度

工作液, 顺铂用生理盐水配制成200 mg/L浓缩存

储液, 使用时加入完全培养基配制如下浓度处

理液: Len组(单独香菇多糖, 终浓度0.05 µmol/L), 
Cis组(单独顺铂, 终浓度2 mg/L), L+C组(香菇多

糖和顺铂, 终浓度分别为0.05 µmol/L和2 mg/L). 
取约60%汇合度的对数生长期胃癌细胞分别加

入3组处理液(Con组仅加入完全培养基作为对

照), 药物处理24 h, PBS清洗后更换新鲜培养基, 
部分细胞继续培养做细胞增殖实验, 部分细胞

提取RNA进行RT-PCR. 
1.2.2 RT-PCR检测多药耐药基因表达: 按照RNA
提取试剂盒说明提取SGC-7901胃癌细胞总RNA, 
以GAPDH作为内参照进行RT-PCR扩增, 引物序

列见表1. PCR反应参数: 94 ℃预变性5 min, 94 ℃
变性1 min, 表1基因对应退火温度退火45 s, 72 ℃
延伸45 s, 共35个循环, 最后一轮72 ℃延伸10 
min, PCR产物经20 g/L琼脂糖凝胶电泳后检测. 
1.2.3 CCK-8检测SGC-7901胃癌细胞增殖: Len、
Cis和L+C药物处理组及Con组的SGC-7901胃癌

细胞以每孔1 000个细胞的密度接种于96孔板, 
每孔加入10 µL CCK-8溶液, 以仅加入细胞培养

液和CCK-8溶液但没有加入细胞的孔为空白对

照, 每组均设置4个复孔. 在细胞培养箱内孵育

1 h后, 450 nm条件下测定吸光度, 每天同一时间

检测细胞吸光度(A值), 连续检测10 d. 每孔细胞

绝对A值 = 每孔A值-空白对照孔A值, 每组细胞

每天平均A值 = (主要孔绝对A值+4复孔绝对A
值)/5, 所得数据以时间为横坐标、A值为纵坐标

采用Excel 2010绘制细胞增殖曲线. 
统计学处理 采用SPSS12.0进行数据处理与

统计分析, 对SGC-7901胃癌细胞A值进行Fried-
man检验, 检验水准α = 0.05, P <0.05认为差异具

有统计学意义.

2  结果

2.1 RT-PCR检测结果 Con组SGC-7901胃癌细胞

可检测到MDR1、MRP1和LRP基因mRNA表达. 
单独香菇多糖处理后, MDR1、MRP1和LRP基
因mRNA表达显著降低; 单独顺铂作用能显著

提高多药耐药基因MDR1、MRP1和LRP表达; 
顺铂联合香菇多糖作用后, SGC-7901胃癌细胞

MDR1、MRP1和LRP基因表达显著降低(前2者
完全受到抑制, 后者显著降低), 具体结果见图

■创新盘点
采用香菇多糖和
顺铂体外作用胃
癌细胞, 探索其对
胃癌细胞多药耐
药基因表达和细
胞增殖的影响, 揭
示了香菇多糖通
过抑制多药耐药
基因表达而抗肿
瘤的作用机制. 
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1-3. 
2.2 细胞增殖 对照未处理组SGC-7901胃癌细胞

表现为对数增殖状态, 单独香菇多糖对胃癌细

胞增殖无明显影响(P >0.05); 顺铂能明显抑制胃

癌细胞增殖, 细胞增殖速度较对照组降低, 差异

具有统计学意义(P <0.05); 顺铂联合香菇多糖作

用后, 胃癌细胞增殖速度显著降低, 细胞增殖曲

线变平缓, 细胞增殖速度显著低于其他3组, 差
异具有统计学意义(P <0.05, 表2, 图4).

3  讨论

化疗是目前肿瘤治疗的主要方法之一, 临床上

接受化疗的患者在首次或再次接受化疗时可出

现耐药而导致疗效变差或完全无疗效现象[15], 目
前认为与肿瘤细胞获得性耐药机制主要和多药

耐药基因高表达有关[16-18]. 多药耐药相关基因主

要包括MDR1、MRP1和LRP, 在肿瘤耐药机制

中扮演重要角色. MDR1基因编码的产物P-糖蛋

白是一种跨膜蛋白, 由1 281个氨基酸组成的2个
完全相同的单体构成, 每个单体均有6个跨膜区

和1个ATP结合位点, 跨膜区作为膜通道有利于

药物转运, 而ATP结合位点与能量供应有关, 能
将肿瘤药物逆浓度从细胞内泵出细胞外[12,19-20]. 
MRP1基因编码的多药耐药相关蛋白1属于跨膜

糖蛋白, 具有ATP依赖泵作用, 能将带负电荷的

药物分子逆浓度泵到细胞外, 减少细胞内药物

浓度, 导致肿瘤耐药的发生, 还可通过改变细胞

质及细胞器的pH值, 使药物到达作用部位的靶

位点时浓度减少, 从而产生肿瘤耐药, 并直接参

与肿瘤的转移和复发[21-26]. LRP广泛分布于正常

组织, 阻止以胞核为效应点的药物转运到胞质

中, 并将进入胞质的药物转运到运输囊泡中, 起
隔绝药物作用, 并以胞吐的方式排出体外, 从而

产生耐药现象[27,28]. 
顺铂作用于增殖细胞的DNA, 有类似烷化

剂双功能基团的作用, 可以和细胞内的碱基结

合, 使DNA分子链内和链间交叉键联, 失去功能

表  1  MDR1、MRP1和LRP基因RT-PCR引物序列和退火温度

     
基因                                   引物序列 退火温度(℃) PCR产物长度(bp)

MDR1 Sense: GTCATTGTGGAGAAAGGAAATCATG        64         479

Antisense: ATTCCAAGGGCTAGAAACAATAGTG

MRP1 Sense: CTGTTTTGTTTTCGGGTTCC        62         498

Antisense: CCAAGGCCTTCCAAATCTC

LRP Sense: GAGGATAAAGATGGAGACAA        58         467

Antisense: GAGAATCACGCAGTAGTTGTGG

Con组        Len组        Cis组        L+C组

MDR1

GAPDH

图  1  MDR1基因mRNA RT-PCR检测结果.

图  2  MRP1基因mRNA RT-PCR检测结果.

Con组        Len组        Cis组        L+C组

MRP1

GAPDH

GAPDH

图  3  LRP基因mRNA RT-PCR检测结果.

Con           Len           Cis          L+C

LRP

图  4  SGC-7901胃癌细胞增殖曲线.
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■应用要点
本 实 验 揭 示
SGC-7901胃癌细
胞表达多药耐药
基因, 顺铂可诱导
其表达增加. 香菇
多糖能显著抑制
多药耐药基因表
达, 可能通过抑制
多药耐药基因表
达而增强顺铂的
抗肿瘤作用. 
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而不能复制, 高浓度时也能抑制RNA及蛋白质

的合成[29,30]. 本研究表明SGC-7901胃癌细胞表

达多药耐药基因MDR1、MRP1和LRP, 单独顺

铂作用后, 3种多药耐药基因表达均增加, 可能是

SGC-7901胃癌细胞接触顺铂后, 受刺激而诱导

性表达增加. 有研究表明, 体外顺铂梯度浓度刺

激胃癌细胞可产生顺铂耐受的胃癌细胞系[31,32], 
该现象可能与多药耐药基因诱导性高表达机制

有关[33]. 香菇多糖对胃癌细胞增殖无明显影响, 
但能显著降低多药耐药基因表达, 甚至达到完

全抑制状态; 联合顺铂共同作用后, SGC-7901胃
癌细胞多药耐药基因表达受到抑制, 呈低表达

或无表达状态, 细胞增殖缓慢, 增殖曲线变平缓, 
其机制可能是香菇多糖抑制多药耐药基因表达

而导致顺铂抗肿瘤作用增强. 对于香菇多糖降

低多药耐药基因表达的具体机制目前仍然不清

楚, 有待于进一步实验研究. 本研究的体外实验

表明香菇多糖能显著改善肿瘤细胞对化疗药物

的耐药作用, 提高抗肿瘤疗效, 为临床上香菇多

糖联合化疗药物治疗肿瘤提供了理论依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of plumbagin on 
leptin-induced apoptosis and expression of apop-
tosis-related protein in human hepatic satellite 
cells (HSC-LX2) and to explore the anti-fibrotic 
mechanism of plumbagin.

METHODS: After HSC-LX2 cells were cultured 

in vitro, stimulated with leptin for 24 h, and 
treated with different concentrations of plumba-
gin for 24 h, cell apoptosis was detected by flow 
cytometry; cell ultrastructure was observed by 
transmission electron microscopy; and the pro-
tein expression of P53, Bax, and Bcl-2 was deter-
mined by immunocytochemistry. 

RESULTS: HSC-LX2 cells were divided into 6 
groups: untreated cells (blank control group), 
those treated with 100 μg/L leptin (leptin con-
trol group), those treated with both leptin and 
colchicin (colchicin group), those treated with 
both leptin and 2, 8 or 16  μmol/L plumbagin (2, 
8, 16 μmol/L plumbagin group). The apoptosis 
rate of HSC-LX2 cells was significantly increased 
in plumbagin groups. The apoptosis rates of 
cells treated with 8 or 16 µmol/L plumbagin or 
colchicine were significantly higher than those of 
the blank control group and leptin group (5.21% 
± 0.41%, 8.10% ± 0.63%, 10.1% ± 1.08% vs 1.40% ± 
0.13%, 2.85% ± 0.21%, all P < 0.01). Transmission 
electron microscopy revealed varying degrees 
of apoptosis in the leptin group or plumbagin 
groups. Immunocytochemistry analysis showed 
that the protein expression levels of P53 and 
Bax were higher and that of Bcl-2 was lower in 
plumbagin groups than in the leptin group (Bax: 
85.24 ± 1.08, 86.35 ± 1.12, 91.13 ± 1.13 vs 56.63 ± 
0.94; P53: 25.32 ± 0.6, 38.14 ± 0.71, 41.19 ± 0.72 vs 
19.25 ± 0.46; Bcl-2: 32.12 ± 0.43, 27.71 ± 0.38, 21.46 
± 0.46 vs 44.51 ± 0.56, all P < 0.05 or 0.01).

CONCLUSION: Plumbagin can significantly ac-
celerate leptin-induced apoptosis of HSC-LX2 
cells possibly by up-regulating P53 and Bax ex-
pression and down-regulating Bcl-2 expression.

Key Words: Plumbagin; Hepatic stellate cells; Apop-
tosis; P53; Bax; Bcl-2

Wei YF, Zhong ZG, Huang RB, Peng Y, Xie HY, Duan 
XL, Zhao TJ. Effects of plumbagin on apoptosis and ex-
pression of apoptosis-related proteins in human hepatic 
stellate cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(4): 
349-354

摘要
目的: 研究白花丹醌对瘦素(Leptin)刺激体外
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■背景资料
肝星状细胞(HSC)
在肝纤维化进程
中起关键作用, 是
肝纤维化时细胞
外基质合成的主
要来源细胞, 其活
化增殖是肝纤维
化发生机制的中
心环节, 逆转肝纤
维化关键在于减
少激活的HSC数
量, 凋亡是减少活
化型HSC数量的
最主要途径.

■同行评议者
黄昆, 教授, 华中
科技大学同济药
学院



培养人肝星状细胞株HSC-LX2凋亡及相关蛋
白表达的影响, 以探讨其抗肝纤维化作用的
机制.

方法: 体外培养HSC-LX2, 将其分为以下几组: 
空白对照组、Leptin对照组、秋水仙碱组、

2 、8、16 μmol/L 白花丹醌组. 瘦素刺激24 h, 
药物与细胞共孵育24 h后, 应用流式细胞仪
Annexin/PI双染方法检测细胞凋亡, 透射电镜
观察HSC-LX2凋亡形态学变化, 免疫组织化
学法检测HSC-LX2凋亡基因p53、Bax、Bcl-2
的蛋白表达.

结果: 细胞流式术结果显示, 白花丹醌作用
HSC-LX2 24 h, HSC凋亡率明显增加, 白花
丹醌8、16 μmol/L组和秋水仙碱组HSC凋
亡率均显著高于空白对照组和L e p t i n对照
组(5.21%±0.41%, 8.10%±0.63%, 10.1%±

1.08% vs  1.40%±0.13%, 2.85%±0.21%, 均
P <0.01). 透射电镜结果, 空白对照组细胞形态
清晰, 细胞膜、核膜完整, 胞质内细胞器清晰, 
染色质均匀, 细胞表面微绒毛; 药物组可见少
量坏死细胞和许多不同程度的凋亡细胞, 体
积变小, 核膜消失, 胞质浓缩, 胞质内出现大
量空泡, 细胞核染色质固缩, 可见核碎裂, 细
胞表面微绒毛消失. 免疫组织化学结果显示, 
受Leptin刺激后HSC-LX2胞质内表达少量的
Bax、Bcl-2、P53, 可见少量的棕黄色颗粒, 经
白花丹醌2、8、16 μmol/L干预后, HSC-LX2
促凋亡基因Bax、P53蛋白表达明显升高, 抗
凋亡基因Bcl-2蛋白表达显著降低, 与Leptin刺
激组相比, 差异均有统计学意义(Bax: 85.24±
1.08, 86.35±1.12, 91.13±1.13 vs  56.63±0.94; 
P53: 25.32±0.6, 38.14±0.71, 41.19±0.72 vs  
19.25±0.46; Bcl-2: 32.12±0.43, 27.71±0.38, 
21.46±0.46 vs  44.51±0.56, P <0.05或0.01). 

结论: 白花丹醌能够促进活化的HSC-LX2凋
亡, 其促HSC-LX2凋亡机制可能与上调P53、
Bax蛋白表达和下调Bcl-2蛋白有关. 

关键词: 白花丹醌; 肝星状细胞; 细胞凋亡; P53; 

Bax; Bcl-2
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0  引言

肝纤维化是肝病研究领域的一大热点, 肝星状

细胞(hepatic stellate cell, HSC)是参与肝纤维化
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过程的重要细胞, 其活化增殖是肝纤维化发生

机制的中心环节, 抑制HSC增殖, 诱导其凋亡

是抗纤维化的重要策略[1-3]. 大量研究[4,5]已证明

HSC凋亡受多种凋亡基因调控, 例如死亡受体, 
Fas/FasL, P53, caspases和Bax/Bcl-2家族. 其中

Bcl-2家族成员在细胞凋亡的基因调控过程中起

着至关重要的作用, 尤其这一家族的两个代表

性成员Bcl-2和Bax, 分别是凋亡抑制和促进因

子. 白花丹醌(plumbagin)是白花丹的主要活性成

分, 是从植物白花丹中提取的一种小分子萘醌化

合物, 具有广泛的药理活性, 包括抗菌消炎、抗

生殖、抗凝等作用[6]. 本课题前期研究发现白花

丹对CCl4所致大鼠急慢性肝损伤有抑制作用[7,8], 
白花丹醌体外明显抑制HSC-T6细胞的增殖, 抑
制转化生长因子-β1和α-平滑肌动蛋白表达[9,10]. 
本研究以HSC-LX2细胞为体外模型, 初步探讨

白花丹提取物白花丹醌对HSC-LX2细胞凋亡的

影响, 从HSC-LX2凋亡相关蛋白表达角度来研

究白花丹醌抗肝纤维化的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝星状细胞株(H S C-L X2), 由湖

南湘雅医学院医学实验中心提供 .  白花丹醌

(lot: 20071028)购自Sigma公司, 用二甲基亚砜

(DMSO)溶解, 配成0.1 mol/L储备液, 于-20 ℃
保存; 重组瘦素(Lep t in, P ro tech公司, 批号: 
8110060R); DMEM(Gibco, Cat No. 12800-056); 
胎牛血清(Hyclone, 批号: NTM0136); 秋水仙

碱(西双版纳药业公司, 批号: 070205); Annexin 
V-PE细胞凋亡检测试剂盒为美国BD公司生产; 
鼠抗P53、Bax单克隆抗体和兔抗-Bcl-2多克隆

抗体, 均为Santa Cruz公司产品; 免疫组织化学

SP试剂盒,  DAB显色试剂盒等, 购自武汉博士德

有限公司. CO2培养箱(美国Thermo, Model 311); 
高速冷冻离心机(上海安亭科学仪器厂, TGL-
16G-A); 相差倒置显微镜(德国Zeiss, XD-101型); 
酶标仪(美国Thermo, Model 450).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人肝星状细胞株(HSC-LX2), 置
于含100 mL/L胎牛血清的高糖DMEM培养液, 
37 ℃, 50 mL/L CO2条件下培养, 隔天换液, 当细

胞呈单层致密状时, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化, 每
3-4 d传代1次, 按1∶2传代, 每次实验均在呈指

数生长的细胞中进行. 
1.2.2 分组及处理: 空白对照组: 加入含100 mL/L
胎牛血清的高糖D M E M培养液; L e p t i n对照

组: 在含100 mL/L胎牛血清的高糖DMEM培养

www.wjgnet.com

■研发前沿
白花丹醌是白花
丹的主要活性成
分, 是从植物白花
丹中提取的一种
小分子萘醌化合
物, 具有广泛的药
理活性, 包括抗菌
消炎、抗生殖、
抗凝等作用. 研究
发现白花丹对四
氯化碳所致大鼠
急慢性肝损伤有
抑制作用, 白花丹
醌体外明显抑制
HSC-T6细胞的增
殖, 然而, 白花丹醌
是如何实现抑制
HSC增殖活力, 加
速HSC凋亡, 这是
亟待解决的问题.
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液中加Leptin(1 000 μg/L), 终浓度为100 μg/L; 
Leptin与药物不同质量浓度联用组, 秋水仙碱组: 
Leptin与秋水仙碱, 终浓度为6.25 mg/L; 药物组: 
在Leptin刺激组基础上加入白花丹醌, 低、中、

高剂量组终浓度分别为2、8、16 μmol/L. 
1.2.3 流式细胞仪Annexin V-PE/7-AAD双染色法

检测HSC-LX2的凋亡情况: 各组细胞依Annexin 
V-FITC凋亡检测试剂盒说明操作, 各组以PBS
洗涤1次, 胰酶消化后, 加入培养液中, 混匀, 离
心后, 加入195 μL Annexin V-FITC结合液重悬细

胞, 再加入5 μL Annexin V-FITC, 混匀. 加入190 
μL Annexin V-FITC结合液重悬细胞, 再加入10 
μL PI混匀, 随即用流式细胞仪检测凋亡率, 使用

Flow max 2.4软件进行数据处理.
1.2.4 透射电镜观察HSC超微结构: 选用空白对

照组、药物中剂量组, 处理同前, 共孵育24 h, 消
化离心去上清. 加入100 mL/L牛血清白蛋白100 
μL重悬, 离心后吸去多余牛血清白蛋白, 向附着

1 mm3左右大小细胞团的离心管中加入适量4 ℃
预冷的2.5%戊二醛固定, 经1%四氧化锇预固定

和后固定后, 酒精及丙酮逐级脱水, 环氧树脂包

埋, 作0.5 μm的薄切片, 醋酸双氧铀及构椽酸铅

染色, JEM-1200EX型透射电镜观察、拍照. 
1.2.5 免疫细胞化学法检测P53、Bax、Bcl-2的蛋

白表达: 将传代培养的HSC-LX2用含100 mL/L
胎牛血清的DMEM接种于放有盖玻片的6孔培

养板, 24 h后待细胞贴壁伸展后, 分组、干预同

前. 药物与细胞共孵育24 h后取出盖玻片置于

载玻片上, 用4%多聚甲醛固定, 3% H2O2过氧化

氢灭活, 抗原修复, 血清封闭后, 依次滴加P53、
Bax、Bcl-2一抗、二抗试剂孵育后进行脱水、

封片, 镜下观察. 检测方法严格按照试剂盒说明

书进行操作, 胞质或胞膜被染成棕褐色为P53、
Bax、Bcl-2表达阳性细胞. 结果判定标准: 阳性

信号为棕黄色或棕褐色, 位于胞质内、胞膜和核

膜上, 运用HPIAS-1000高清晰度彩色病理图文分

析系统细胞测定程序, 对各组HSC P53、Bax、
Bcl-2阳性细胞进行显微图像分析, 每组随机检测

4个视野细胞的吸光度, 计算其平均吸光度.
统计学处理 应用SPSS10.0软件进行统计学

处理, 计量资料均采用mean±SD表示, 采用单因

素方差分析.

2  结果

2.1 流式细胞仪Annexin V-FITC法检测细胞

凋亡 与对照组比较, Leptin组HSC凋亡率升高

(P >0.05), 白花丹醌作用HSC-LX2 24 h, HSC凋
亡率明显增加, 中、高剂量组和阳性药组HSC-
LX2细胞凋亡率均明显增高, 差异均有显著性

(P <0.05, 图1, 表1).
2.2 白花丹醌对HSC-LX2细胞超微结构的影响 
电镜下, 空白对照组细胞形态清晰, 细胞膜、核

膜完整, 胞质内细胞器清晰, 染色质均匀, 细胞

表面微绒毛(图2A, B); 白花丹醌8 μmol/L组可见

少量坏死细胞和许多不同程度的凋亡细胞, 其
细胞体积变小, 核膜消失, 胞质浓缩, 胞质内出

现大量空泡, 细胞核染色质固缩, 可见核碎裂, 
细胞表面微绒毛消失(图2C, D).    
2.3 白花丹醌对人HSC凋亡基因Bax、Bcl-2、
p53蛋白表达的影响 受Leptin刺激后, HSC胞内表

达少量的Bax、Bcl-2、P53, 可见少量的棕黄色

颗粒, 经白花丹醌2、8、16 μmol/L干预后, HSC-
LX2促凋亡基因Bax、P53蛋白表达明显升高, 抗
凋亡基因Bcl-2蛋白表达显著降低, 与Leptin组相

比, 差异均有统计学意义(P<0.01, 表2).

3  讨论

HSC在肝纤维化进程中起关键作用, 是肝纤维化

■相关报道
Sugie等通过动物
实验研究, 表明白
花丹醌可显著抑
制氧化偶氮甲烷
诱发的小肠肿瘤; 
Sandur等研究表
明其可能通过抑
制NF-κB通路达
到抗肿瘤作用.
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图  1  Annexin V-FITC示各实验组HSC-
LX2凋亡. A: 空白对照组; B: Leptin对照

组; C: 秋水仙碱组; D: 白花丹醌2 μmol/

L组; E: 白花丹醌8 μmol/L组; F: 白花丹

醌16 μmol/L组.
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时细胞外基质(extracellular matrix, ECM)合成的

主要来源细胞[11]. 近来研究表明[12], 逆转肝纤维

化关键在于减少激活的HSC数量, 凋亡是减少活

化型HSC数量的最主要途径. 在各种病因的刺激

下, 静止的HSC可以活化、增殖, 合成并分泌大

量的ECM, 活化增生后的HSC有两种命运: 一是

回到静止状态, 二是可能通过凋亡途经等死亡. 
最近的研究表明[13-15], 肝纤维化恢复期, 活化的

HSC减少主要通过凋亡途经, 而非表型的改变, 
凋亡引起的HSC减少具有重要的意义: 一方面, 
HSC的减少使细胞基质的分泌减少, 还不引起溶

酶体等细胞器的破坏, 凋亡的细胞可在数小时

内被周围的细胞所吞噬, 很少引起微环境的炎

症损伤, 是一种理想的清除活化HSC的方式; 另
一方面, 由激活的HSC分泌的金属蛋白酶抑制物

1(tissue inhibitors of matrix metalloproteinase-1, 
TIMP-1)明显下降, 解除了对胶原酶活性的抑制, 
胶原酶活性增强, 胶原降解增加. 因此, 诱导活

化的HSC凋亡是肝纤维化治疗的重要靶向, 凋亡

是有核细胞通过启动自身内部的遗传机制激活

内源性DNA内切酶而发生的一种主动细胞死亡

过程[16]. 透射电镜是观察凋亡细胞形态的最好方

法, 他可以同时反映细胞膜的完整性, 细胞质中

细胞器的改变, 细胞核及染色质的改变, 凋亡小

体的形成等. 

细胞凋亡受多种基因调控, 这一过程受多

种促凋亡和抗凋亡的蛋白调节, 其中促凋亡基

因Bax和凋亡抑制基因Bc1-2被认为与细胞凋亡

关系密切[17,18]. P53是一种核内的磷酸蛋白, 他在

细胞凋亡中的作用: (1)降低内源性Bcl-2蛋白表

达和抑制其功能; (2)激动Bax基因转录, 提高细

胞内Bax蛋白的表达, 使Bcl-2/Bax蛋白比例改变

而促进细胞凋亡; (3)增强Fas、FasL基因表达, 
从而激活敏感的Fas/FasL信号传递途径. Apri-
gliano等[14]在随后的实验中发现, 在HSC激活后

Fas/FasL表达增加, Bcl-2和Bcl-xL的表达下降及

p53基因的上调共同促进HSC凋亡. 
白花丹来源于蓝雪科蓝雪属, 主要分布于

我国西南省份, 民间用于散疮、消肿、通经活

络, 治疗蛇伤、风湿乳腺炎以及慢性气管炎等

症 [19]. 现代药理学研究表明 [20,21], 白花丹具有

抗肝纤维化作用, 白花丹醌是植物白花丹的主

要活性成分, 具有很强的活血化瘀作用, 据测

定白花丹根中的白花丹醌的含量多少与其活

血化瘀功效的强弱相一致. 白花丹醌是一种小

分子萘醌化合物, 为棕黄色结晶, 其分子式为

C11H8O3, 相对分子质量为188.18, 化学结构式是

5-羟基-2-甲基-1, 4萘醌(5-hydroxy-2-methyl-1, 
4-naphthoquinone). 研究发现[6], 白花丹醌具有抗

肿瘤、抗炎、抗细菌、抗真菌等多种作用. 目
前大量研究表明[22-25]其对多种肿瘤细胞系有抗

肿瘤作用, Sugie等[26]通过动物实验研究, 表明

白花丹醌可显著抑制氧化偶氮甲烷诱发的小肠

肿瘤; Sandur等[27]研究表明其可能通过抑制NF-
κB通路达到抗肿瘤作用. Srinivas等[28]研究了白

花丹素诱导子宫癌细胞ME-180凋亡, 其可能机

制与白花丹醌增加细胞内活性氧产生、损伤线

粒体, 使其膜电位下降, 引起ME-180细胞凋亡, 
而且ME-180细胞凋亡率与白花丹素浓度呈正相

关性. 本课题前期研究发现白花丹对CCl4所致大

■创新盘点
白花丹醌是否能
通过细胞凋亡通
路阻断肝纤维化, 
目前未见报道. 本
实验研究白花丹
醌对瘦素刺激体
外培养HSC-LX2
凋亡及凋亡相关
蛋白表达的影响, 
以探讨其抗肝纤
维化作用机制. 

表  1  流式细胞学检测白花丹醌对HSC-LX2凋亡的影响
(mean±SD, n  = 4)

     
分组 细胞凋亡率(%)

空白对照组   1.40±0.13

Leptin对照组   2.85±0.21

秋水仙碱 10.10±1.08b

白花丹醌2 μmol/L   3.07±0.30

白花丹醌8 μmol/L   5.21±0.41b

白花丹醌16 μmol/L   8.10±0.63b

bP<0.01 vs  Leptin对照组.

图  2  各实验组HSC-LX2透射电镜图. A: 对照组(1∶3 800); 

B: 对照组(1∶5 900); C: 白花丹醌8 μmol/L组(1∶3 800); D: 

白花丹醌8 μmol/L组(1∶5 900).
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C D
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鼠急慢性肝损伤有抑制作用[7,8], 白花丹醌体外

可以明显抑制HSC-T6细胞的增殖[29]. 本实验研

究发现实验中可见白花丹醌(8、16 μmol/L)作
用HSC 24 h后HSC核膜消失, 染色质边集, 细胞

核染色质固缩, 核碎裂, 呈明显的凋亡改变. 流
式细胞仪能对细胞凋亡进行定量分析, 实验中

白花丹醌作用24 h后, 凋亡的HSC显著增加. 表
明白花丹醌促进活化的HSC凋亡, 使HSC数量明

显减少, 这可能是该药抗肝纤维化的有效途径

之一. 在进一步探讨白花丹醌诱导HSC凋亡具

体机制的研究中发现白花丹醌可以上调活化的

HSC中P53、Bax蛋白表达, 下调Bcl-2蛋白表达, 
提示白花丹醌与通过促进P53、Bax蛋白表达有

关. Jaiswal等[30]在小鼠胚胎纤维母细胞研究中发

现, 白花丹醌通过诱导周期蛋白依赖蛋白激酶

抑制剂(CD KI)-P21的产生, 调节细胞周期阻滞

于S-G2/M期. 
细胞凋亡的机制相当复杂, 目前对白花丹醌

调控HSC增殖及凋亡确切机制尚未完全明了, 深
入研究白花丹醌对HSC的影响, 将有助于进一步

了解白花丹醌调控HSC增殖及凋亡的分子机制, 
并为抗肝纤维化治疗提供新的思路. 

志谢: 感谢广西医科大学实验中心李佳荃老师

在本实验中给予的大力帮助.
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缺血型胆道纤维化狭窄大鼠模型的建立
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Abstract
AIM: To develop a rat model of extrahepatic bili-
ary ischemic stenosis.

METHODS: Forty-eight Sprague-Dawley rats 
were divided randomly and equally into four 
groups: rats undergoing sham operation and 
those subjected to clamping of the common bile 
duct with a clip for 60, 120, or 180 min. After 
scheduled clamping, the clip was removed to 
recover blood supply. The animals were killed 
4 and 8 wk after operation. The survival, liver 
function, and histopathological changes were 
observed in rats of each group.

RESULTS: The survival rate was 100% in rats 
undergoing sham operation and those undergo-
ing clamping for 60 or 120min, and 75% in those 
undergoing clamping for 180 min. At week 4, 

the body weight of rats undergoing clamping 
for 60, 120 or 180 min was lower than that of rats 
undergoing sham operation (240.4 g ± 11.5 g, 
212.7 g ± 13.6 g, 200.6 g ± 11.8 g vs 260.6 g ± 15.7 
g, all P < 0.05). Liver function parameters were 
higher in rats undergoing clamping for 60, 120 
or 180 min than in those undergoing sham op-
eration (ALT: 55.3 IU/L ± 5.3 IU/L, 215.6 IU/L ± 
26.8 IU/L, 245.5 IU/L ± 38.5 IU/L vs 45.5 IU/L ± 
3.9 IU/L, all P < 0.05; AST: 161.3 IU/L ± 15.9 IU/
L, 645.3 IU/L ± 50.5 IU/L, 698.8 IU/L ± 46.7 IU/
L vs 140.3 IU/L ± 6.1 IU/L, all P < 0.05; TILB: 8.5 
μmol/L ± 1.2 μmol/L, 72.6 μmol/L ± 11.0 μmol/
L, 78.7 μmol/L ± 12.2 μmol/L vs 6.1 μmol/L ± 1.2 
μmol/L, all P < 0.05; ALP: 202.4 IU/L ± 20.7 IU/L, 
815.4 IU/L ± 68.1 IU/L, 902.9 IU/L ± 96.6 IU/L 
vs 158.5 IU/L ± 23.6 IU/L, all P < 0.05; GGT: 10.6 
IU/L ± 2.7 IU/L, 52.3 IU/L ± 8.6 IU/L, 57.4 IU/
L ± 11.3 IU/L vs 7.6 IU/L ± 1.4 IU/L, all P < 0.05). 
Histopathological examination showed that bili-
ary stenosis was not apparent and wall fibrosis 
was milder in rats undergoing sham operation 
and those undergoing clamping for 60 min, 
while severe biliary stenosis and wall fibrosis 
were observed in those undergoing clamping for 
120 or 180 min. At week 8, these lesions could 
not regress spontaneously.

CONCLUSION: An animal model of extrahe-
patic biliary ischemic stenosis is successfully 
established with the clamping method in rats, 
which provides a useful tool for basic and clini-
cal research of the etiology, development and 
prophylaxis of extrahepatic biliary ischemic ste-
nosis after liver transplantation.

Key Words: Biliary complications; Biliary ischemic 
stenosis; Animal model; Rat

Wang JZ, Zeng Y, Jiang H, Xu YL, Qiu JG, Xia T. Estab-
lishment of a rat model of extrahepatic biliary ischemic 
stenosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(4): 
355-361

摘要
目的: 探索建立大鼠缺血型胆道纤维化狭窄
动物模型的方法.
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■背景资料
缺血型胆道病变
(ITBL)是指肝移
植术后非外科因
素造成胆道并发
症最主要的因素
之 一 ,  其 发 生 率
为2%-19%, 他以
泥沙样结石的形
成、胆管狭窄、
胆管树的损伤以
及造成移植物的
失功为特征, 目前
对于其治疗方式
主要为内镜及介
入治疗为主, 但治
疗效果欠佳, 因此
寻找新的治疗方
法成为当务之急. 

■同行评议者
薛东波, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第一医院微创
胆道外科



方法: 选取48只成年SD大鼠, 随机分为假手术
组、胆总管夹闭60、120和180 min组共4组, 每
组12只. 假手术组只游离暴露胆总管, 其他各
组分别用两枚微血管夹夹闭游离的胆总管两
端60、120和180 min后取出微血管夹, 恢复夹
闭处胆管的血供. 4个实验组分别于术后4 wk
随机选取8只大鼠行下腔静脉取血, 分离血清
进行肝功能测定. 取胆总管及肝组织石蜡包埋, 
HE染色, 观察组织病理变化并观察各组动物
的存活率、体质量改变情况. 剩余大鼠于术后
8 wk处死, 行肝功能的测定及组织病理学检查.

结果: 假手术组、60 min组和120 min大鼠的
存活率为100%, 180 min组大鼠的存活率为
75%(9/12). 术后4 wk, 60、120和180 min组大
鼠体质量明显低于较假手术组(240.4 g±11.5 
g, 212.7 g±13.6 g, 200.6 g±11.8 g vs  260.6 g
±15.7 g, 均P <0.05). 各组大鼠肝功能指标存
在明显差异, 60、120、180min组与假手术
组相比显著增高(ALT: 55.3 IU/L±5.3 IU/L, 
215.6 IU/L±26.8 IU/L, 245.5 IU/L±38.5 IU/L 
vs  45.5 IU/L±3.9 IU/L, 均P <0.05; AST: 161.3 
IU/L±15.9 IU/L, 645.3 IU/L±50.5 IU/L, 698.8 
IU/L±46.7 IU/L vs  140.3 IU/L±6.1 IU/L, 均
P <0.05; TILB: 8.5 μmol/L±1.2 μmol/L, 72.6 
μmol/L±11.0 μmol/L, 78.7 μmol/L±12.2 
μmol/L vs  6.1 μmol/L±1.2 μmol/L, 均P <0.05; 
ALP: 202.4 IU/L±20.7 IU/L, 815.4 IU/L±68.1 
IU/L, 902.9 IU/L±96.6 IU/L vs  158.5 IU/L±
23.6 IU/L, 均P<0.05; GGT: 10.6 IU/L±2.7 IU/L, 
52.3 IU/L±8.6 IU/L, 57.4 IU/L±11.3 IU/L vs  
7.6 IU/L±1.4 IU/L, 均P <0.05); 120与60 min组
相比显著增高; 180 min与120 min相比升高不
明显. 组织病理检查显示: 假手术组、60 min
组缺血处胆管组织管腔狭窄不明显, 管壁纤维
化程度较轻. 120和180 min组缺血处胆管管腔
变小, 管壁纤维增厚明显, 管壁上皮细胞出现
坏死脱落, 夹闭处以上胆管扩张明显, 管壁变
薄. 术后8 wk上述病变不能自行恢复.

结论: 采用微血管夹钳夹的方法可以建立稳
定的大鼠缺血型胆道纤维化狭窄动物模型, 为
研究肝移植术后胆道的缺血型病变形成的机
制及病因学研究提供可靠的研究方法.

关键词: 胆道并发症; 缺血型胆道狭窄病变; 动物模

型; 大鼠

汪景洲, 曾勇, 蒋辉, 徐缨龙, 邱建国, 夏天. 缺血型胆道纤维

化狭窄大鼠模型的建立.  世界华人消化杂志  2011; 19(4): 

355-361

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/355.asp

356                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年2月8日    第19卷    第4期

0  引言

自1963年Starzl开展首例原位肝移植以来, 肝移

植已成为治疗终末期肝病的重要方法. 随着肝

移植技术的日趋完善, 肝移植术后并发症如感

染、排斥反应、血管并发症、神经系统并发

症等逐渐减少, 而胆道并发症成为影响移植肝

长期存活的重要因素, 由此造成的胆管引流问

题成了肝移植的致命弱点. 肝移植术后胆道并

发症是胆道外科长期以来所面临的严峻挑战, 
其发生率为5%-15%[1], 国外另有报道其发生率

高达26%[2], 其死亡率约为19%[3], 再移植率为

6%-13%[4,5], 是肝移植临床实践的“阿喀琉斯之

踵”. 随着对胆道系统认识的不断深入统一、

手术操作技术的不断提高规范, 由外科因素引

起的吻合口狭窄、胆漏等发生率已呈下降趋势,
但缺血性胆管损害、免疫性胆管损害与感染性

胆管损害等非外科因素所致并发症的发生率仍

可高达19%, 是当前临床上导致肝移植术后移

植物丢失与受体死亡的主要原因. 传统临床对

其缺乏有效治疗手段, 故被称为“阿喀琉斯之

踵再现”[6]. 其中缺血型胆道病变(ischemic type 
biliary lesion, ITBL)因其发病原因复杂, 临床处

理困难, 已成为影响肝移植患者长期存活及导

致移植物丢失的主要原因之一[7]. 为此, 肝移植

术后ITBL的研究已引起了全球移植专家的高度

重视[8]. 因此探索建立缺血型胆道并发症的动物

模型就成为当务之急, 他对研究肝移植术后缺

血型胆道并发症的病因、疾病的发生发展过程

和探寻更加有效的治疗方法都将起到重要作用. 
本实验证明采用微血管夹夹闭SD大鼠胆总管

120 min, 可以成功建立肝外胆道缺血型狭窄的

动物模型.

1  材料和方法

1.1 材料 选取♂SD大鼠48只, 体质量170-200 
g(四川大学动物中心提供). 所有大鼠术前均饲

养于22 ℃, 55%相对湿度, 12 h昼夜节律, 自由进

食水. 适应1 wk后开始实验. 48只大鼠随机分为

4组(每组12只)包括: 假手术组、胆总管夹闭60 
min组、120 min组及180 min组.
1.2 方法 
1.2.1 造模: 所有大鼠于术前12 h禁食, 6 h禁水, 
6 mL/kg水合氯醛腹腔注射麻醉后备皮, 麻醉满

意后仰卧固定于实验台上, 腹部剪毛备皮后消

毒铺巾, 取上腹正中切口约4 cm, 常规检查肝、

胰、胃、肠等腹内脏器无器质性病变后, 按逆

www.wjgnet.com

■研发前沿
缺血型胆道病变
(ITBL)因其发病
原因复杂, 临床处
理困难, 已成为影
响肝移植患者长
期存活及导致移
植物丢失的主要
原因之一 .  为此 , 
肝移植术后ITBL
的研究已引起了
全球移植专家的
高度重视.
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时针方向依次离断肝周韧带, 显露肝门、肝蒂, 
充分游离十二指肠水平的肝十二指肠韧带, 暴
露胆总管、肝动脉、门静脉, 假手术组只游离

胆总管、肝动脉、门静脉; 其余各组于左右肝

管汇成肝总管处向下解剖一段长约1.5 cm完全

游离的胆总管, 用两枚微血管夹分别夹闭游离

胆管的两端分别为60、120和180 min后取下微

血管夹恢复胆管的血供后, 以3-0号丝线间断缝

合关闭腹腔. 各组大鼠分别随机选取8只于术后

4 wk处死, 剩余大鼠用于长时间观察.
1.2.2 观察指标: 存活率: 各组大鼠术后饲养于相

同环境下4 wk, 观察各组大鼠的生存率. 体质量

变化: 各组大鼠于术后4 wk观察术前与术后体

质量的变化情况. 肝功能指标的检测: 各组大鼠

每组随机选取8只于术后4 wk处死, 在处死前下

腔静脉取血2 mL, 立即送华西医院检验科生化

分析室行谷丙转氨酶(alanine amino transferase, 
ALT)、谷草转氨酶(glutamic oxalacetic transam-
inease, AST)、碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, 
ALP)、谷氨酰转肽酶(glutamyl transpeptidase, 
GGT)、总胆红素(total bilirubin, TBIL)的测定. 
同样剩余每组剩余的大鼠于术后8 wk行上述肝

功能指标的测定. 组织病理检测: 各组大鼠分别

选取8只于术后4 wk取缺血部位的胆管及肝门

处肝脏组织, 4%的多聚甲醛固定, 常规石蜡包

埋, HE及Masson染色, 观察病理变化. 剩余大鼠

于术后8 wk取相应部位胆管及肝脏组织观察病

理变化.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 以

SPSS18.0统计软件采用方差分析及多个均数间

的两两比较的方法进行统计学处理分析, P <0.05
认为有统计学意义.

2  结果

2.1 各组动物的存活情况 假手术组、60及120 
min组大鼠的存活率为100%, 180 min组于术后

第5、7、10天各死亡1只, 存活率为75%. 引起

大鼠死亡的原因经尸检证实包括胆漏、腹腔感

染、肝脏缺血性坏所致. 其中60、120和180 min
实验组大鼠术后与假手术组大鼠比较出现精神

萎靡、体毛干枯无光泽.
2.2 体质量的变化 120和180 min组术后4 wk体
质量增长速度与假手术组和60 min组相比减慢

(P <0.05, 表1) . 
2.3 各组大鼠术后肝功能指标的测定 在实验之

前我们随机选择4只正常S D大鼠来测定上述

指标的正常值范围(ALT: 40.3 IU/L±5.8 IU/L, 
AST: 132.1 IU/L±24.3 IU/L, ALP: 150.5 IU/L±
37.1 IU/L, GGT: 6.1 IU/L±2.1 IU/L, TILB: 5.5 
IU/L±2.6 IU/L). 术后4 wk在120、180 min组所

有观察的生化指标都存在不同程度的增高, 而
在假手术组、60 min组上述生化指标较正常SD
大鼠无明显差异, 尤其是反应胆道系统受损的

酶类(ALP、GGT)较术前有明显增高, 而各组剩

余大鼠在术后8 wk测量上述生化指标较术前也

有所增高, 但ALT、AST, 较术后4 wk有明显降

低, 而ALP、GGT仍旧维持在较高水平. 考虑可

能为肝脏储备代偿所致, 而胆系损坏没有得到

恢复(表2, 3).
2.4 病理学检测 术后4 wk 4组分别随机选取8只
大鼠夹闭处胆总管及肝门处肝脏组织行病理学

检查, 夹闭处胆总管病理结果显示: 假手术组: 
胆总管管壁上皮细胞形态正常, 管腔无明显增

厚, Masson染色较浅, 纤维化不明显. 60 min组: 
胆管上皮细胞形态基本正常, 管壁增厚不明显, 
有轻度纤维化形成. 120 min: 胆总管管壁明显增

厚, 腔内有坏死细胞形成, Masson染色较深, 纤
维化形成明显. 180 min组: 胆管壁有大量胶原纤

维形成, 胆管管腔变窄. 术后4 wk各实验组肝脏

组织病理结果显示: 假手术组肝内胆管上皮细

胞无坏死脱落, 管腔形态正常. 60 min组肝内胆

管炎症增生明显, 但胆管形态基本正常. 120 min
组肝内胆管管壁增厚, 周围有胶原纤维组织形

成. 180 min肝内胆管管壁周围有大量胶原纤维

形成, 管腔变窄. 术后8 wk处死取剩余大鼠取夹

闭处胆管组织及肝组织行病理学检查可以看到

胆总管纤维化仍旧存在, 说明上述病变无法自

行恢复(图1, 2).

3  讨论

ITBL是指肝移植术后移植肝非吻合技术性的胆

管树的破坏, 其发生率为2%-19%, 他以泥沙样结

■相关报道
Sheng等在建立兔
子肝内胆管缺血
性病变模型中选
择术后4 wk观察
病变的时间点发
现肝内胆管上皮
细胞缺血坏死明
显, 正常上皮结构
消失.

表  1  各组动物实验前后体质量的变化 (mean±SD, g)

     
分组   n        术前    术后4 wk

假手术组 12 188.1±9.9 260.6±15.7a

60 min组 12 187.3±11.4 240.4±11.5c

120 min组 12 185.4±9.0 212.7±13.6e

180 min组   9 184.2±9.5 200.6±11.8

aP<0.05 vs  60 min组; cP<0.05 vs  120 min组; eP<0.05 vs  180 

min组.
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石的形成、胆管狭窄、胆管树的损伤以及造成

移植物的失功为特征[9,10]. ITBL分为肝内胆管、

肝外胆管和混合性病变三类. ITBL的确切病因

现尚未清楚, 但随着研究的深入发现与移植器官

冷缺血及热缺血时间的过长[11,12]、缺血再灌注

损伤[13,14]、胆管周围动脉血供的破坏[15]、ABO
溶血[16-18]、巨细胞病毒的感染[19,20]、CC趋化因

子受体5Δ32[2]、胆盐的沉积有关[21], 其中胆管系

统周围的动脉血管丛灌注不充分、微血管障

碍是ITBL发生的主要原因[22]. 据Schlitt等[10]报

道肝门部胆管狭窄是肝移植术后ITBL的高发部

位, 其临床表现包括肝功能指标的升高, 特别是

ALP、GGT的增高以及影像学检查表现为胆管

的局限性及弥漫性狭窄. 目前对ITBL的诊断主

■应用要点
本实验证明采用微
血管夹夹闭SD大
鼠胆总管120 min, 
可以成功建立肝外
胆道缺血型狭窄的
动物模型.

图  1  术后4 wk夹闭处胆管组织病理学检查(Masson染色× 400). A: 假手术组; B: 60 min组; C: 120 min组; D: 180 min组.

A B

C D

图  2  术后4 wk各实验组肝脏组织病理检查(HE染色×400). A: 假手术组; B: 60 min组; C: 120 min组; D: 180 min组.

A B

C D
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要依靠影像学诊断, 近年来研究发现磁共振胆

管成像诊断胆道有较好的敏感性和特异性[23,24]. 
目前对肝门部胆管狭窄的治疗方法较为局限主

要包括放射介入治疗和内镜治疗[25,26]. 虽然通过

包括球囊扩张及铸型与放置内支架可以暂时缓

解胆道梗阻, 但是远期效果欠佳[27], 往往需要多

次介入治疗. 反复介入治疗可以导致肝门部炎

症加重, 甚至导致肝内、膈下、肝上下腔静脉

吻合口附近的多发脓肿形成, 增加再次肝移植

的难度. 对于手术治疗目前采取较为谨慎的态

度, 手术的方式主要采用肝外胆管狭窄处的切

除以及高位肝胆管空肠吻合术, 由于肝门部二

次手术的难度加大, 且有可能破坏已经形成的

侧枝循环导致手术的失败. 基于上述等原因现

在更加强调对ITBL早期预防以及积极探索新的

可靠的治疗方法. 因此缺血性胆道狭窄模型的

建立就成为当务之急, 出于上述考虑我们选取

用微血管夹夹闭的方法造成大鼠夹闭处胆总管

的缺血, 进而形成纤维化狭窄, 为进一步探索和

寻求有效防治手段提供了实验模型.
本实验通过选择夹闭胆总管不同的时间点

(不夹闭, 60、120、180 min)及对各个实验组大

鼠实验前后体质量、肝功能以及组织病理学变

化, 我们发现随着夹闭时间的延长, 各组肝功能

指标出现不同程度增高, 其中以120、180 min
两组较其他两组增高尤为明显(均P <0.01), 术后

8 wk, ALT、AST与TILB等肝功能指标下降明

显, 考虑为肝脏的代偿适应功能所致, 而反映胆

系破坏的ALP与GGT下降幅度较低, 考虑为胆管

损伤的持续破坏存在有关; 组织病理学显示肝

外胆管缺血性狭窄的程度不断增加, 在60 min组
胆总管纤维化的程度较轻, 肝内胆管出现炎症

性增生, 而在120及180 min组可以看到胆总管壁

增厚, 管腔变窄, 胆总管上皮细胞出现坏死脱落. 
但是在180 min实验组大鼠术后4 wk的生存率为

75%, 而在120 min组大鼠的生存率则为100%. 所
以我们认为选择夹闭胆总管120 min建立大鼠缺

血型胆道纤维化狭窄动物模型是较为理想的夹

闭时间点.
一般认为缺血性胆道纤维化狭窄往往发生

在肝移植术后的1-3 mo[3]. Sheng等[28]在建立兔子

肝内胆管缺血性病变模型中选择术后4 wk观察

病变的时间点发现肝内胆管上皮细胞缺血坏死

明显, 正常上皮结构消失. Zhao等[29]在建立小鼠

缺血型胆道纤维化模型同样选择4 wk为观察时

限, 所以在本实验中我们也采用了术后4 wk为观

察病变的时间点, 而且每个实验组我们都有剩

余大鼠于术后8 wk再次行组织病理学观察, 没有

发现病变存在显著变化. 从而也说明上述病变

不会因观察时间的延长而自行恢复.
本实验存在以下优点: (1)我们选择采用统

一规格的微血管夹夹闭胆总管建立肝外胆管缺

血性模型具有较高的可比性, 而且建立动物模

型的稳定性较高; (2)该实验通过两枚微血管夹

表  2  术后4 wk各组肝功能指标的变化 (mean±SD, n  = 8)

     
分组     ALT (IU/L)     AST (IU/L) TILB (μmol/L)    ALP (IU/L) GGT (IU/L)

假手术组   45.5±3.9a 140.3±6.1a   6.1±1.2a 158.5±23.6a   7.6±1.4a

60 min组   55.3±5.3c 161.3±15.9c   8.5±1.2c 202.4±20.7c 10.6±2.7c

120 min组 215.6±26.8 645.3±50.5 72.6±11.0 815.4±68.1 52.3±8.6

180 min组 245.5±38.5 698.8±46.7 78.7±12.2 902.9±96.6 57.4±11.3

aP<0.05 vs  60 min组; cP<0.05 vs  120 min组.

表  3  术后8 wk各组肝功能指标的变化 (mean±SD)

     
分组     ALT (IU/L)     AST (IU/L) TILB (μmol/L)    ALP (IU/L)  GGT (IU/L)

假手术组 42.3±6.5 142.3±10.1   6.4±1.3 157.3±12.0   7.8±1.5

60 min组 48.5±8.1 148.5±11.1   8.8±1.5 178.8±15.5   8.5±2.4

120 min组 80.8±12.1 200.6±27.0 40.7±6.7 500.5±76.6 38.3±9.9

180 min组 90.0±0.0 242.0±0.0 42.6±0.0 605.0±0.0 41.0±0.0

ALT、AST、TILB等指标较术后第4 wk有明显降低, 而ALP、GGT等反应胆系损坏程度的指标下降幅度较小.

■同行评价
本 文 选 题 较 好 , 
学 术 价 值 较 高 , 
为进一步的实验
奠 定 基 础 ,  提 供
有益参考.
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夹闭胆总管的两端造成夹闭处胆总管完全热缺

血, 然后选择不同的时间点松开, 可以较好反应

热缺血以及缺血再灌注损伤在肝移植术后胆道

缺血性损伤过程中作用; (3)本实验动物模型排

除了其他手术因素的影响(胆管吻合、肝动脉吻

合、T管引流)、移植器官的冷保存、药物因素

的影响; (4)本实验具有操作简单、成功率高、

动物模型稳定性高等特点而且选择大鼠做动物

模型, 具有价格低廉、经济实惠等优点. 
总之, 通过采用微血管夹夹闭的方法成功

建立大鼠缺血型胆道纤维化狭窄动物模型可以

为研究肝移植术后ITBL的病因学、发生发展过

程以及探索更加有效可靠的治疗方法提供稳定

的实验基础.
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Abstract
AIM: To explore the effect of hyperoxia on the 
expression of secretory component (SC) in hu-
man intestinal epithelial Caco-2 cells.

METHODS: The number of Caco-2 cells was 
counted with a hemacytometer, and cell divi-
sion was determined by Giemsa staining. The 
changes in the expression levels of SC in Caco-2 
cells were detected by immunocytochemistry.

RESULTS: Caco-2 cells exhibited exponential 
growth in air containing 400 mL/L O2. Cell 
growth was partially inhibited when the propor-
tion of oxygen in air was elevated to 600 mL/L, 

and completely inhibited when elevated to 900 
mL/L. The division index of treated cells was 
2.5% in air, 3.3% in 400 mL/L O2, and 1.3% in 
600 mL/L O2. Many cells died in 900 mL/L O2. 
Compared with cells incubated in air, the expres-
sion of SC was up-regulated in 400 mL/L and 
600 mL/L O2. The ability of intestinal epithelial 
cells to express SC was limited in 900 mL/L O2. 
Compared with cells incubated in 400 mL/L O2, 
the expression of SC was down-regulated in 600 
mL/L O2.

CONCLUSION: Moderately high concentrations 
of oxygen promote cell growth and SC expres-
sion in Caco-2 cells, whereas extremely high 
concentrations of oxygen inhibit cell growth and 
SC expression. High levels of SC are beneficial to 
maintaining and balancing the intestinal mucosa 
and inhibiting bacterial invasion.

Key Words: Hyperoxia; Intestinal epithelial cells; 
Secretory component; Cell growth; Cell division

Liu DY, Miao JN. Effect of hyperoxia on the expression of 
secretory component in human intestinal epithelial Caco-2 
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(4): 362-366

摘要
目的: 研究高氧对肠上皮细胞分泌片(SC)表达
的影响.

方法: 采用细胞计数和Giemsa染色方法检测
不同氧浓度对细胞生长和细胞分裂能力的影
响, 采用免疫组织化学方法检测不同氧浓度对
Caco-2表达SC的影响.

结果: 细胞计数显示400 mL/L氧浓度利于细
胞生长; 600、900 mL/L氧浓度导致细胞迅速
死亡. 不同氧浓度干预细胞3 d细胞分裂指数
有明显不同, 分裂细胞百分数分别为正常氧
浓度2.5%; 400 mL/L氧浓度为3.3%; 600 mL/L
氧浓度为1.3%; 900 mL/L氧浓度大部分细胞
死亡. 与正常氧浓度相比, 氧浓度为400、600 
mL/L时SC表达增强, 900 mL/L氧浓度时SC表
达明显减弱, 甚为阴性, 但600 mL/L氧浓度SC
表达较400 mL/L氧浓度减弱.

®

■背景资料
当前临床抢救新
生儿呼吸衰竭最
有效的方法是氧
疗法, 即机械通入
高浓度的氧, 此疗
法虽挽救患儿生
命, 但长时间高氧
治疗会引起肺、
脑、眼等近隔器
官损伤, 近年陆续
报道长期高氧治
疗还引起新生儿
肾、肝、肠等远
隔器官损伤.

■同行评议者
白雪巍 ,  副教授 , 
哈尔滨医科大学
第一临床医学院
肝胆胰外科
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结论: 适度的高氧促进细胞生长和促进肠上
皮细胞表达SC, 严重高氧则抑制肠上皮细胞
SC表达及肠上皮细胞生长, 肠上皮细胞SC表
达增多有助于保护肠黏膜及平衡肠黏膜作用, 
阻滞细菌入侵肠道.

关键词: 高氧; 肠上皮细胞; 分泌片; 细胞生长; 细胞
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0  引言

单层Caco-2细胞来源于人体结肠癌细胞株, 此细

胞类似正常人肠上皮细胞, 在形态学上与人体肠

上皮细胞相同, 并可分泌与人体相同的酶类、

转化因子等[1], 目前有文献报道高氧可影响新生

儿肠道形态和屏障功能[2,3], 本研究中我们利用

高氧对体外培养的Caco-2细胞进行干预, 研究

高氧对肠上皮细胞生长和表达分泌片(secretory 
component, SC)的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 Caco-2细胞株(上海生物研究所), 抗人

SC抗体(Sigma公司).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 应用含有200 mL/L胎牛血清、

青霉素-链霉素双抗液、pH值为7.2的DMEM培

养液在37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养Caco-2
细胞, 每天换液1次. 
1.2.2 采用细胞计数方法计数不同氧浓度对细胞

生长影响: 当细胞生长达融合状态时, 消化传代, 
计数, 均匀传代6瓶, 放入37 ℃ 50 mL/L CO2孵箱

培养24 h, 细胞贴壁后, 放入400 mL/L氧浓度孵

箱后, 分别在第1、2、3、4、5、6天消化计数

细胞,  重复上述方法分别将6瓶细胞放入600、
900 mL/L氧浓度孵箱计数细胞. 
1.2.3 采用Giemsa染色方法检测不同氧浓度对细

胞分裂能力的影响: 取同代细胞接种于盖玻片

上, 放入37 ℃、50 mL/L CO2孵箱培养24 h贴壁

后, 放入400、600、900 mL/L氧浓度孵箱内, 分
别于第3天、第6天用PBS漂洗数次, 用甲醇∶冰

乙酸(3∶1)固定30 min, Giemsa染液染色10 min, 
自来水冲洗, 晾干后镜检. 计算细胞分裂指数(细
胞分裂指数 = 分裂细胞数/总细胞数×100%). 
1.2.4 免疫组织化学检测不同氧浓度对Caco-2表

达SC影响: 取同代细胞接种于盖玻片上, 待细胞

生长达融合状态时用上述不同氧浓度处理24 h, 
取出盖玻片用甲醛固定, 然后依次加入H2O2、

兔血清、抗SC抗体、生物素标记的IgG抗体、

酶标记的卵白素, 最后用DAB显色.

2  结果

2.1 高氧对肠上皮细胞生长的影响 400 mL/L氧
浓度时细胞于贴壁后第2天开始增多, 第4、5天
呈指数增多, 第6天趋于平稳; 600 mL/L氧浓度

时细胞随时间延长逐渐减少; 900 mL/L氧浓度

时细胞随时间延长迅速死亡(图1). 
2.2 高氧对肠上皮细胞分裂能力的影响 不同氧

浓度干预细胞3 d, 细胞分裂指数有明显不同, 正
常氧浓度时细胞密集分布, 部分细胞正在分裂, 
分裂细胞百分数为2.5%; 400 mL/L氧浓度时与

正常氧浓度相比, 处于正分裂的细胞数增多, 分
裂细胞百分数为3.3%; 600 mL/L氧浓度时与正

常氧浓度相比, 处于正分裂的细胞数减少, 分裂

细胞百分数为1.3%; 900 mL/L氧浓度时大部分

细胞死亡, 存活细胞与正常氧浓度细胞相比, 处
于正分裂的细胞数明显减少, 难见, 但可见大核

细胞. 不同氧浓度干预6 d后细胞终止分裂, 400 
mL/L氧浓度细胞分裂指数与正常氧比较无明显

不同, 600 mL/L氧浓度细胞分裂指数与正常氧

比较无明显不同, 但部分细胞核变大; 900 mL/L
氧浓度时大部分细胞死亡, 存活细胞与正常氧

浓度细胞相比, 处于正分裂的细胞数与正常氧

比较无明显不同, 但部分细胞核变大(图2). 
2.3 高氧对肠上皮细胞表达SC的影响 SC主要位

于Caco-2细胞的细胞质和细胞膜上, 在正常氧浓

度中SC-阳性细胞数为0.1%-0.5%; 在400 mL/L
氧浓度中SC-阳性细胞为0.4%-0.8%. 在600 mL/L
氧浓度中 SC-阳性细胞数为0.2%-0.7%. 氧浓度

>600 mL/L后SC的表达明显减少, 在900 mL/L氧
浓度中不见SC阳性细胞(图3).

■研发前沿
国内外研究新生
儿呼吸衰竭高氧
治疗对消化系统
的影响重点集中
在形态学变化、
NOS和NO变化 , 
目前对肠道屏障
的损伤成为研究
的热点.

图  1  高氧对肠上皮细胞生长的影响.
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3  讨论

SIgA是肠道第一线的免疫防御, 是肠道免疫屏

障的重要组成, 他覆盖保护肠黏膜免受有害细

菌入侵, 阻止慢性炎症发生[4,5]. 当细菌黏附和入

侵肠道时, 可激活黏膜免疫诱导SIgA大量分泌. 
SIgA在肠道主要是发挥免疫排除作用[6,7]和免疫

平衡作用[8], 减少细菌易位, 限制细菌穿透肠上

皮[8]. 他由浆细胞产生的pIgA和J链与肠上皮细

胞分泌的pIgR组成. pIgR细胞外部分称为SC, 是
黏膜免疫系统的一种重要转膜糖蛋白, 对肠黏

膜有保护作用[9]. SC可抵抗蛋白酶对SIgA的降

解, 加强由SIgA提供的黏膜免疫. SC上有大量不

同的糖基, 这是细菌的重要配体, 因此SC作为微

生物的重要清除因子可保护上皮免受侵袭[10]. 游
离SC是防御细菌(大肠杆菌、梭状芽孢杆菌、

肺炎球菌)、抵御原虫和中和霍乱毒素的重要因

子[11-15], 可作为微生物的非特异清除物和限制炎

症过程起到保护肠黏膜及平衡肠黏膜作用[16]. 
高氧有“双刃剑”的作用, 高氧可阻止细

菌对上皮表面的入侵, 加强黏膜IgA的产生, 但

■相关报道
刘冬妍等报道高
氧引起新生儿肠
道SIgA变化; 国外
Torbati等和Gian-
none等分别报道
高氧对新生儿肠
道造成损伤.

A B

C D

图   2   高 氧 对 细
胞分裂能力的影响
(Giemsa×40). A: 正

常氧浓度; B: 400 

mL/L氧浓度; C: 600 

mL/L氧浓度; D: 900 

mL/L氧浓度.

图  3  高氧对肠上
皮细胞表达SC的影
响(Giemsa×40). A: 

正常氧浓度; B: 400 

mL/L氧浓度; C: 600 

mL/L氧浓度; D: 900 

mL/L氧浓度.
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是长期高氧供应可引起一定的毒性作用, 使机

体抵抗力下降, 如高氧可加重流感病毒对新生

鼠的感染性[17]. 长期高氧治疗在出现支气管肺

发育异常的同时有生长迟缓现象, 该学者认为

这是高氧影响肠空泡形成使吸收能力下降引起

的, 并且高氧可影响其他器官, 如引起肾小管坏

死、肿胀和再生, 以及肠浆膜和亚黏膜血管舒

张[18]. 高氧环境中能引起机体信号通路的改变[2], 
如激活NF-κB信号通路[19]等, 高氧还可使肠黏膜

厚度变薄, 一氧化氮合酶Ⅱ(nitric oxide synthase 
Ⅱ, NOSⅡ)蛋白含量减少, 肠绒毛结构的改变和

NOS调整可能影响新生鼠肠道屏障功能, 使肠

道易遭细菌侵袭[2]. 国内富建华等[20]报道高氧使

新生大鼠肠道自由基损伤, 本课题组亦报道高

氧导致新生大鼠肠道SIgA发生变化[3], 本研究中

体外用不同浓度氧处理肠上皮细胞, 发现肠上

皮细胞在40%氧浓度中细胞迅速生长, 分裂指

数达3.3%; 在60%氧浓度中生长减慢, 分裂指数

也降低; 在90%氧浓度中细胞生长受抑并死亡. 
肠上皮细胞分泌SC受许多因素的影响, 如细胞

因子[21-26]、维生素A[27,28]、NO[29]、激素和微生

物[30]均影响SC的表达. 本研究发现适度的高氧

(在40%氧浓度SC阳性细胞数为0.4%-0.8%, 在
60%氧浓度SC阳性细胞数为0.2%-0.7%)可诱导

肠上皮细胞分泌SC, 但是严重高氧(90%)限制SC
的分泌. 这证明严重高氧抑制肠上皮细胞生长并

杀伤肠上皮细胞, 这样导致肠黏膜受损, 肠道屏

障削弱. 同时对肠道有保护作用的SC在高氧作

用下表达减少, 进一步削弱肠道屏障, 使得细菌

易于入侵肠道.
总之, 适度的高氧促进细胞生长和促进肠

上皮细胞表达SC, 严重高氧则抑制肠上皮细胞

SC表达及肠上皮细胞生长, 肠上皮细胞SC表达

增多有助于保护肠黏膜及平衡肠黏膜作用, 阻
滞细菌入侵肠道.

4      参考文献
1	 Yokomizo A, Moriwaki M. Transepithelial perme-

ability of myricitrin and its degradation by simulat-
ed digestion in human intestinal Caco-2 cell mono-
layer. Biosci Biotechnol Biochem 2005; 69: 1774-1776

2	 Giannone PJ, Bauer JA, Schanbacher BL, Reber KM. 
Effects of hyperoxia on postnatal intestinal devel-
opment. Biotech Histochem 2007; 82: 17-22 

3	 刘冬妍, 陈旭芳, 李玖军. 高氧致新生大鼠肠黏膜SIgA
的变化. 中国医科大学学报 2009; 38: 45-46, 49

4	 Forchielli ML, Walker WA. The role of gut-associat-
ed lymphoid tissues and mucosal defence. Br J Nutr 
2005; 93 Suppl 1: S41-S48  

5	 Shi HN, Walker A. Bacterial colonization and the 

development of intestinal defences. Can J Gastroen-
terol 2004; 18: 493-500

6	 Boullier S, Tanguy M, Kadaoui KA, Caubet C, 
Sansonetti P, Corthésy B, Phalipon A. Secretory 
IgA-mediated neutralization of Shigella flexneri 
prevents intestinal tissue destruction by down-
regulating inflammatory circuits. J Immunol 2009; 
183: 5879-5885

7	 Corthësy B. Secretory immunoglobulin A: well 
beyond immune exclusion at mucosal surfaces. Im-
munopharmacol Immunotoxicol 2009; 31: 174-179

8	 Macpherson AJ, Slack E. The functional interactions 
of commensal bacteria with intestinal secretory IgA. 
Curr Opin Gastroenterol 2007; 23: 673-678

9	 Murthy AK, Dubose CN, Banas JA, Coalson JJ, Aru-
lanandam BP. Contribution of polymeric immuno-
globulin receptor to regulation of intestinal inflam-
mation in dextran sulfate sodium-induced colitis. J 
Gastroenterol Hepatol 2006; 21: 1372-1380 

10	 Perrier C, Sprenger N, Corthésy B. Glycans on se-
cretory component participate in innate protection 
against mucosal pathogens. J Biol Chem 2006; 281: 
14280-14287

11	 de Araújo AN, Giugliano LG. Lactoferrin and free 
secretory component of human milk inhibit the ad-
hesion of enteropathogenic Escherichia coli to HeLa 
cells. BMC Microbiol 2001; 1: 25

12	 Dallas SD, Rolfe RD. Binding of Clostridium dif-
ficile toxin A to human milk secretory component. J 
Med Microbiol 1998; 47: 879-888

13	 Hammerschmidt S, Talay SR, Brandtzaeg P, 
Chhatwal GS. SpsA, a novel pneumococcal surface 
protein with specific binding to secretory immuno-
globulin A and secretory component. Mol Microbiol 
1997; 25: 1113-1124

14	 Davids BJ, Palm JE, Housley MP, Smith JR, Ander-
sen YS, Martin MG, Hendrickson BA, Johansen FE, 
Svärd SG, Gillin FD, Eckmann L. Polymeric immu-
noglobulin receptor in intestinal immune defense 
against the lumen-dwelling protozoan parasite 
Giardia. J Immunol 2006; 177: 6281-6290

15	 Uren TK, Wijburg OL, Simmons C, Johansen FE, 
Brandtzaeg P, Strugnell RA. Vaccine-induced pro-
tection against gastrointestinal bacterial infections 
in the absence of secretory antibodies. Eur J Immu-
nol 2005; 35: 180-188

16	 Phalipon A, Corthésy B. Novel functions of the 
polymeric Ig receptor: well beyond transport of im-
munoglobulins. Trends Immunol 2003; 24: 55-58

17	 O'Reilly MA, Marr SH, Yee M, McGrath-Morrow 
SA, Lawrence BP. Neonatal hyperoxia enhances the 
inflammatory response in adult mice infected with 
influenza A virus. Am J Respir Crit Care Med 2008; 
177: 1103-1110

18	 Torbati D, Tan GH, Smith S, Frazier KS, Gelvez J, 
Fakioglu H, Totapally BR. Multiple-organ effect of 
normobaric hyperoxia in neonatal rats. J Crit Care 
2006; 21: 85-93; discussion 93-94

19	 Wright CJ, Zhuang T, La P, Yang G, Dennery PA. 
Hyperoxia-induced NF-kappaB activation occurs 
via a maturationally sensitive atypical pathway. Am 
J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2009; 296: L296-L306

20	 富建华, 薛辛东. 高氧诱导慢性肺疾病早产鼠肝肠
组织的自由基的变化. 世界华人消化杂志 2004; 12: 
105-107

21	 Liu DY, Wang XL, Liu P. Tumor necrosis factor-al-
pha upregulates the expression of immunoglobulin 

■应用要点
本研究证实高氧
影响肠上皮细胞
生长和分泌功能, 
为探讨高氧对肠
道屏障的变化及
其机制作了铺垫, 
为进一步研究高
氧对远隔器官影
响奠定基础, 为深
入探索防治氧疗
后遗症新途径奠
定实验基础. 



www.wjgnet.com

366                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年2月8日    第19卷    第4期

secretory component. J Investig Allergol Clin Immu-
nol 2007; 17: 101-106

22	 Sollid LM, Kvale D, Brandtzaeg P, Markussen G, 
Thorsby E. Interferon-gamma enhances expression 
of secretory component, the epithelial receptor for 
polymeric immunoglobulins. J Immunol 1987; 138: 
4303-4306

23	 Kvale D, Løvhaug D, Sollid LM, Brandtzaeg P. Tu-
mor necrosis factor-alpha up-regulates expression 
of secretory component, the epithelial receptor for 
polymeric Ig. J Immunol 1988; 140: 3086-3089

24	 Phillips JO, Everson MP, Moldoveanu Z, Lue C, 
Mestecky J. Synergistic effect of IL-4 and IFN-
gamma on the expression of polymeric Ig receptor 
(secretory component) and IgA binding by human 
epithelial cells. J Immunol 1990; 145: 1740-1744

25	 Denning GM. IL-4 and IFN-gamma synergistically 
increase total polymeric IgA receptor levels in hu-
man intestinal epithelial cells. Role of protein tyro-

sine kinases. J Immunol 1996; 156: 4807-4814
26	 Hayashi M, Takenouchi N, Asano M, Kato M, 

Tsurumachi T, Saito T, Moro I. The polymeric im-
munoglobulin receptor (secretory component) in a 
human intestinal epithelial cell line is up-regulated 
by interleukin-1. Immunology 1997; 92: 220-225

27	 Liu DY. TNF-α and VA Upregulate the Expression 
of Secretory Component in Caco-2 Cells. Am Biotech 
Lab 2008; 26: 34-38

28	 Takenouchi-Ohkubo N, Asano M, Chihaya H, 
Chung-Hsuing WU, Ishikasa K, Moro I. Retinoic 
acid enhances the gene expression of human poly-
meric immunoglobulin receptor (pIgR) by TNF-
alpha. Clin Exp Immunol 2004; 135: 448-454

29	 刘冬妍, 丁鹏, 刘沛. NO对肠上皮Caco-2细胞表达分泌
片的影响. 中国医科大学学报 2009; 38: 651-653, 656

30	 Kaetzel CS. The polymeric immunoglobulin recep-
tor: bridging innate and adaptive immune respons-
es at mucosal surfaces. Immunol Rev 2005; 206: 83-99

           编辑  李薇  电编  何基才  

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  CN 14-1260/R  2011年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》修回稿须知   

本刊讯 为了保证作者来稿及时发表, 同时保护作者与世界华人消化杂志的合法权益, 本刊对修回稿要求

如下. 

1      修回稿信件 

来稿包括所有作者签名的作者投稿函. 内容包括: (1)保证无重复发表或一稿多投; (2)是否有经济利益或其他关

系造成的利益冲突; (3)所有作者均审读过该文并同意发表, 所有作者均符合作者条件, 所有作者均同意该文代

表其真实研究成果, 保证文责自负; (4)列出通讯作者的姓名、地址、电话、传真和电子邮件; 通讯作者应负责

与其他作者联系, 修改并最终审核复核稿; (5)列出作者贡献分布; (6)来稿应附有作者工作单位的推荐信, 保证

无泄密, 如果是几个单位合作的论文, 则需要提供所有参与单位的推荐信; (7)愿将印刷版和电子版出版权转让

给本刊编辑部.

2      稿件修改 

来稿经同行专家审查后, 认为内容需要修改、补充或删节时, 本刊编辑部将把原稿连同审稿意见、编辑意

见寄回给作者修改, 而作者必须于15 d内将单位介绍信、作者符合要点承诺书、版权转让信等书面材料

寄回编辑部, 同时将修改后的电子稿件上传至在线办公系统; 逾期寄回的, 作重新投稿处理.

3      版权 

本论文发表后作者享有非专有权, 文责由作者自负. 作者可在本单位或本人著作集中汇编出版以及用于宣讲和

交流, 但应注明发表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起止页码. 如有国内外其他单位和个人复制、翻

译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 编辑部可将文章

在《中国学术期刊光盘版》等媒体上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文摘》、《荷兰医学文摘库/医

学文摘》、俄罗斯《文摘杂志》、《中国生物学文摘》等国内外相关文摘与检索系统收录.

■同行评价
本文学术价值较
高, 具有较好的科
研及临床意义.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2011年2月8日; 19(4): 367-373
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

P53和Ki67在胃癌中的表达及其临床意义

刘 伟, 余英豪, 欧阳学农, 王 烈, 武一曼, 陈 娟, 熊喜生

刘伟, 余英豪, 陈娟, 熊喜生, 中国人民解放军南京军区福州
总医院病理科 福建省福州市 350025
欧阳学农, 中国人民解放军南京军区福州总医院肿瘤科 福
建省福州市 350025
王烈, 中国人民解放军南京军区福州总医院普外科 福建省
福州市 350025
武一曼, 福建中医药大学病理教研室 福建省福州市 350003
刘伟, 医师, 主要从事临床肿瘤病理诊断及消化系统肿瘤的基础
应用研究.
作者贡献分布: 此课题由刘伟与余英豪设计; 技术操作由陈娟、
熊喜生、欧阳学农、王烈及武一曼完成; 数据分析由刘伟完成; 
本论文写作由刘伟与余英豪完成.
通讯作者: 余英豪, 主任医师, 教授, 350025, 福建省福州市西
二环北路156号, 中国人民解放军南京军区福州总医院病理科. 
yuyinghao0808@126.com
电话: 0591-83717703
收稿日期: 2010-11-04   修回日期: 2011-01-11
接受日期: 2011-01-21   在线出版日期: 2011-02-08

Clinical significance of P53 
and Ki67 expression in gastric 
cancer 

Wei Liu, Ying-Hao Yu, Xue-Nong Ouyang, Lie Wang, 
Yi-Man Wu, Juan Chen, Xi-Sheng Xiong

Wei Liu, Ying-Hao Yu, Juan Chen, Xi-Sheng Xiong, De-
partment of Pathology, Fuzhou General Hospital of Nanjing 
Military Command of Chinese PLA, Fuzhou 350025, Fujian 
Province, China
Xue-Nong Ouyang, Department of Oncology, Fuzhou 
General Hospital of Nanjing Military Command of Chinese 
PLA, Fuzhou 350025, Fujian Province, China
Lie Wang, Department of General Surgery, Fuzhou General 
Hospital of Nanjing Military Command of Chinese PLA, 
Fuzhou 350025, Fujian Province, China
Yi-Man Wu, Department of Pathology, Fujian University 
of Traditional Chinese Medicine, Fuzhou 350025, Fujian 
Province, China
Correspondence to: Professor Ying-Hao Yu, Department 
of Pathology, Fuzhou General Hospital of Nanjing Military 
Command of Chinese PLA, 156 North Xierhuan Road, Fu-
zhou 350025, Fujian Province, 
China. yuyinghao0808@126.com
Received: 2010-11-04    Revised: 2011-01-11 
Accepted: 2011-01-21    Published online: 2011-02-08

Abstract
AIM: To investigate the correlation of P53 and 
Ki67 protein expression with the clinicopatho-
logical parameters in gastric cancer.

METHODS: A total of 1 107 surgical specimens 
of gastric cancer were collected from the Fuzhou 
General Hospital of Nanjing Military Command, 

The expression of P53 and Ki67 was examined 
by immunohistochemistry in 775 gastric cancer 
specimens taken from patients with complete 
clinical data.

RESULTS: The positive rates of P53 and Ki67 
protein expression were 46.84% and 78.97%, re-
spectively. Higher positive rates of P53 and Ki67 
protein expression were noted in intestinal-type 
gastric cancer than in diffuse-type gastric cancer 
(54.7% vs 38.0%, 86.0% vs 70.0%, both P < 0.05) 
and in well-differentiated cancer than in poorly-
differentiated cancer (54.7 vs 35.4%, 87.0% vs 
67.2%, both P < 0.05). A higher positive rate of 
P53 protein expression was noted in gastroesoph-
ageal junction (GEJ) cancer than in gastric cancer 
(53.7% vs 41.9%, P < 0.05) and in cancer without 
distant metastasis than in that with distant metas-
tasis (49.0% vs 30.3%, P < 0.05). A higher positive 
rate of Ki67 protein expression was noted in inva-
sive cancer than in less invasive cancer ( 80.3% vs 
60.4%, P < 0.05) and in cancer with lymph node 
metastasis than in that without lymph node me-
tastasis (81.4% vs 72.6 %, P < 0.05). 

CONCLUSION: P53 and Ki67 protein expression 
might be associated with the development, inva-
sion, and metastasis of gastric cancer, and can 
be used to evaluate the malignant behavior and 
prognosis of gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; P53; Ki67; Her-2; Im-
munohistochemistry; Clinicopathological parameter

Liu W, Yu YH, Ouyang XN, Wang L, Wu YM, Chen J, 
Xiong XS. Clinical significance of P53 and Ki67 expres-
sion in gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(4): 367-373

摘要
目的: 探讨胃癌中P53和Ki67蛋白表达与临床
病理参数的相关性及其临床意义.

方法: 收集在中国人民解放军南京军区福州
总医院手术切除的胃癌组织标本1 107例, 采
用EliVisionTM plus免疫组织化学染色方法检测
其中临床资料完整的775例胃腺癌标本中Ki67

www.wjgnet.com
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■背景资料
目前胃癌的治疗
以手术为主, 放化
疗为辅, 总体疗效
不理想, 5年生存
率较低, 研究筛选
有助于分析胃癌
生物学行为的临
床指标, 有效预测
胃癌患者的预后
情况, 并制定个体
化的治疗方案是
临床的迫切需要.

■同行评议者
钱睿哲, 教授, 复
旦大学上海医学
院生理与病理生
理学系血管分子
生物学实验室



和P53蛋白表达.

结果: 在775例胃腺癌组织标本中, P53和Ki67
蛋白的阳性表达率分别为46.84%和78.97%, 
在非肿瘤性胃黏膜中均未见其阳性表达; P53
和Ki67蛋白表达, 在肠型胃癌中显著高于弥
漫型胃癌(54.7% vs  38.0%; 86.0% vs  70.0%, 均
P <0.05), 高中分化胃癌显著高于低分化胃癌
(54.7% vs  35.4%; 87.0% vs  67.2%, 均P <0.05); 
P53蛋白表达在胃食管连接部胃癌和无远处
转移的胃癌中显著高于胃部胃癌和有远处转
移的胃癌(53.7% vs  41.9%; 49.0% vs  30.3%, 
均P <0.05); Ki67蛋白表达随着浸润深度的增
加而增高(80.3% vs  60.4%, P <0.05), 有淋巴
结转移的患者显著高于无淋巴结转移的患者
(81.4% vs  72.6%, P <0.05).

结论: 联合检测P53和Ki67蛋白表达有助于阐
释胃癌发生发展、浸润转移的机制, 并可作为
评估胃癌恶性生物学行为及预后的参考指标.

关键词: 胃癌; P53; Ki67; 表皮生长因子受体-2; 免

疫组织化学; 临床病理参数
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0  引言

胃癌居消化系肿瘤之首[1], 其发生、发展机制颇

为复杂, 涉及一系列遗传学改变, 包括癌基因的

激活和抑癌基因的失活, 其中P53基因是至今为

止发现的与人类肿瘤关系最为密切的抑癌基因, 
其缺失或突变, 可导致细胞向恶性转化[2], Ki67
是反映细胞增殖活性的重要指标, 两者在肿瘤

的发生、发展过程中有重要意义. 本研究采用

大宗病例研究, 应用免疫组织化学方法检测775
例胃癌组织中Ki67和P53蛋白表达, 分析二者的

关系及其与胃癌生物学行为和预后的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-01/2009-08在中国人民解放

军南京军区福州总医院手术切除的胃癌组织标

本1 107例, 选择资料完整的胃腺癌病例775例进

行研究, 手术标本经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; 所有病例术前均未行放化疗. 患者中

男576例, 女199例, 年龄27-85(平均58.2)岁. 胃癌

TNM分期采用AJCC标准(2002). 组织分型采用
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Lauren分型, 分为肠型、弥漫型、混合型. 另
外, 在775例胃腺癌病例中随机抽取100例癌旁

(距癌灶距离>5 cm)非肿瘤性胃黏膜作为对照. 
试剂均购自福州迈新生物技术开发公司, 一抗

P53和Ki67均为鼠抗人单克隆抗体. 试剂盒选

用EliVisionTM plus试剂盒. 石蜡切片机(LEICA 
RM2245); 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P B S缓冲液代替一抗做阴性

对照.
1.2 方法 
1.2.1 EliVisionTM plus免疫组化染色: 石蜡切片

脱蜡、水化, PBS冲洗3×3 min; 高温高压抗原

修复; 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; PBS冲洗3×3 min; 
加第一抗体, 室温下孵育60 min; PBS冲洗3×
5 min; 加聚合物增强剂(试剂A), 室温下孵育20 
min; PBS冲洗3×3 min; 加酶标抗鼠聚合物(试
剂B), 室温下孵育30 min; PBS冲洗3×3 min; 加
新配制的DAB显色液, 显微镜下观察, 阳性显色

为棕黄色; 自来水冲洗, 苏木素复染, 0.1%盐酸

分化, 自来水冲洗, PBS冲洗返蓝; 梯度酒精脱水

干燥, 中性树脂封片.
1.2.2 Ki67和P53蛋白过表达的判定标准: P53
和Ki67阳性染色呈棕黄色颗粒, 均定位于细胞

核. P53和Ki67均以肿瘤细胞不着色/<10%的肿

瘤细胞着色为阴性(-), ≥10%的肿瘤细胞着色

为阳性[3,4], 并根据肿瘤阳性细胞数所占比例分

为: 10%-25%(+), 26%-50 %(++), 51%-75%(+++), 
>75%(++++).

统计学处理 采用SPSS16.0软件进行χ2检验

分析.

2  结果

2.1 Ki67和P53蛋白在胃癌中的表达 P53、Ki67
阳性染色呈棕黄色颗粒, 定位于细胞核(图1, 2). 
其表达呈明显的异质性. 但癌旁非肿瘤性胃黏

膜未见P53和Ki67的过表达(即肿瘤阳性细胞数

所占比例均<10%). 
2.2 胃癌中Ki67和P53蛋白表达与临床病理参数

的关系 775例胃癌组织中P53阳性表达363例, 表
达率为46.84%; Ki67阳性表达612例, 表达率为

78.97%. P53蛋白过表达与患者性别、年龄、浸

润深度、TNM分期、淋巴结转移无相关性(均
P >0.05); 而与肿瘤部位、Lauren分型、分化程

度及远处转移相关(均P <0.05, 表1). Ki67蛋白过

www.wjgnet.com

■相关报道
Tzanakis等研究认
为, Ki67和P53的
过表达与肿瘤大
小、TNM分期及
淋巴结转移相关, 
而且Ki67和P53单
独表达或共表达
的患者预后明显
较阴性者差.



刘伟, 等. P53和Ki67在胃癌中的表达及其临床意义							                   369

www.wjgnet.com

表达与患者性别、年龄、肿瘤部位、TNM分

期、远处转移无相关性(均P >0.05); 而与Lauren
分型、分化程度、浸润深度及淋巴结转移相关

(均P <0.05, 表2). 
2.3 胃癌中Ki67、P53、Her-2、VEGF蛋白表达

之间的关系 本课题组前期对同组胃癌病例进

行了Her-2和VEGF蛋白检测, 发现胃癌组织中

存在Her-2和VEGF蛋白的过表达[5,6], 将本研究

中胃癌P53、Ki67过表达与前期同组胃癌病例

Her-2、VEGF蛋白表达进行关联性检验分析发

现, P53与Ki67的表达呈正相关(P <0.005, Pearson
列联系数C = 0.8290), 而与Her-2、VEGF蛋白表

达无相关性((均P >0.05, 表3); P53与Her-2蛋白表

达亦无相关性(P >0.05, 表4).

图  1  胃癌组织P53免疫组织化学染色(EliVision×200). A: 高分化腺癌; B: 中分化腺癌; C: 低分化腺癌; D: 癌旁非肿瘤性胃黏膜.

A B

C D

图  2  胃癌组织Ki67免疫组织化学染色(EliVision×200). A: 高分化腺癌; B: 中分化腺癌; C: 低分化腺癌; D: 癌旁非肿瘤性胃黏膜阴性.

A B

C D

■创新盘点
本文采用大宗病
例研究, 综合分析
P53和Ki67在胃癌
中的表达情况及
与胃癌生物学行
为和预后的关系.
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3  讨论

胃癌的发生演变是多阶段和多基因参与的极为

复杂的过程, 原癌基因的激活和抑癌基因的失

活与肿瘤的发生发展密切相关. 人类P53基因定

位于染色体17号染色体短臂(17q13), 长度约20 
kb, 由11个外显子和10个内含子组成, 其蛋白质

产物定位于细胞核, 为一种含393个氨基酸的核

蛋白, 相对分子质量约为53 000 Da, 即P53. 野生

型P53基因是细胞生长的负调节因子, 其能够监

视细胞基因组的完整性, 修复各种因素导致的

DNA损伤及清除各种有癌变倾向的细胞等作用

而起抑癌作用[7-9]; 当P53基因发生突变时, 便失

去了对细胞生长、凋亡、DNA修复等的调控作

用, 由抑癌基因转变成癌基因, 引起细胞的转化

和癌变, 而相关资料显示: 超过60%的胃癌表现

P53基因突变和17p上的P53位点的杂合性丢失; 
野生型P53蛋白的半衰期甚短, 且极不稳定, 用
常规免疫组化方法很难检出, 突变型P53蛋白稳

定性增加, 半衰期延长, 故目前免疫组织化学测

出的P53蛋白为突变型[10-12]. 研究表明, 在胃癌、

结直肠癌、肝癌、肺癌、乳腺癌等肿瘤中均存

在突变型P53蛋白过表达, 而且针对P53的基因

治疗也得到了广泛应用[11-16].
本研究中, 775例胃癌组织中P53阳性表达

363例, 表达率为46.84%, 而在癌旁非肿瘤性胃

黏膜中未见阳性表达, 初步表明P53在胃癌组织

中的过表达与胃癌的发生密切相关, P53基因突

变是胃癌发生的一个重要影响因素. P53的过表

达与患者性别、年龄、浸润深度、TNM分期、

淋巴结转移无相关性, 而与肿瘤部位、Lauren分

表  1  胃癌中P53蛋白表达与临床病理参数的关系

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

性别

    男 576 297 34 57  52 136 279(48.4) >0.05

    女 199 115   8 17  18   41   84(42.2)

年龄(岁)

    <60 363 203 21 34  36   69 160(44.1) >0.05

    ≥60 412 209 13 32  44 114 203(49.3)

肿瘤部位

    胃食管连接部1 324 150 14 38  34   88 174(53.7) <0.05

    胃部 451 262 25 37  37   90 189(41.9)

Lauren分型

    肠型 285 129 13   6  21 116 156(54.7) <0.05

    弥漫型 313 194 14 34  30   41 119(38.0)

    混合型 177   89 13 17  16   42   88(49.7)

分化程度

    高、中分化 461 209 28 20  41 163 252(54.7) <0.05

    低、未分化 314 203 12 30  29   40 111(35.4)

TNM分期

    0+Ⅰ+Ⅱ 351 187 26 30  32   76 164(46.7) >0.05

    Ⅲ、Ⅳ 424 225 18 43  39   99 199(46.9)

浸润深度

    Tis+T1   53   31   2 7    6     7   22(41.5) >0.05

    T2-T4 722 381 38 66  65 172 341(47.2)

淋巴结转移

    N0 215 110 21 17  19   48 105(48.8) >0.05

    N1 322 169 22 36  36   59 153(47.5)

    N2 168   91 12 14  12   39   77(45.8)

    N3   70   42   2   5    7   14   28(40.0)

远处转移

    有   89   62   2   9    2   14   27(30.3) <0.05

    无 686 350 47 65  65 159 336(49.0)

1发生于胃食管连接部近端5 cm和远端5 cm之间的病变.

■应用要点
本研究采用免疫
组织化学的方法
检测P53和Ki67蛋
白在胃癌组织的
表达情况, 有助于
阐释P53和Ki67在
胃癌发生发展、
浸润转移中的机
制, 并为判断预后
提供了参考依据.
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型、分化程度及远处转移相关, 与相关文献报

道基本一致. 在Song等[17]和Lee等[18]的大宗病例

研究中发现, P53在胃癌中的阳性表达率分别为

40.1%(295/736)和43%(362/841), P53的表达与

年龄、肿瘤大小、分化程度、Lauren分型、临

床分期等密切相关, 而且P53阳性患者的预后较

阴性患者差. Lee等[19]对105例胃癌患者的研究

中亦发现, P53过表达率为34.1%, 而且其表达与

Lauren分型、淋巴结转移及远处转移密切相关, 
P53阳性患者5年生存率为60%, 明显低于阴性患

表  3  胃癌中Ki67与P53、Her-2、VEGF蛋白表达之间的关系

     
              Ki67

合计     P 值
   -   +

P53

    +   40 323 363 <0.005

    - 123 289 412

Her-2

    +   15   73   88 >0.050

    - 148 539 687

VEGF

    +   36 161 197 >0.050

    - 127 451 578

合计 163 612 775

表  2  胃癌中Ki67表达与临床病理参数的关系

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

性别

    男 576 126   75 147 130   98 450(78.1) >0.05

    女 199   37   33   38   52   39 162(81.4)

年龄(岁)

    <60 363   83   53   94   71   62 280(77.1) >0.05

    ≥60 412   80   51   95 108   78 332(80.6)

肿瘤部位

    胃食管连接部1 324   57   41   80   84   62 267(82.4) >0.05

    胃部 451 106   65 113   93   74 345(76.5)

Lauren分型

    肠型 285   40   32   62   58   93 245(86.0) <0.05

    弥漫型 313   94   51   74   63   31 219(70.0)

    混合型 177   29   21   46   46   35 148(83.6)

分化程度

    高、中分化 461   60   50 112 109 130 401(87.0) <0.05

    低、未分化 314 103   50   68   59   34 211(67.2)

TNM分期

    0+Ⅰ+Ⅱ 351   77   52   73   81   68 274(78.1) >0.05

    Ⅲ、Ⅳ 424   86   55 119   96   68 338(79.7)

浸润深度

    Tis+T1   53   21     7   10     6     9   32(60.4) <0.05

    T2-T4 722 142 104 178 170 128 580(80.3)

淋巴结转移

    N0 215   59   33   40   41   42 156(72.6) <0.05

    N1 322   60   43   83   80   56 262(81.4)

    N2 168   26   25   41   46   30 142(84.5)

    N3   70   18     8   24     9   11   52(74.2)

远处转移

    有   89   14     8   30   27   10   75(84.3) >0.05

    无 686 149   96 164 153 124 537(78.3)

1发生于胃食管连接部近端5 cm和远端5 cm之间的病变.

表  4  胃癌中P53和Her-2蛋白表达之间的关系

     
               Her-2

合计P53
   -   +

+ 320 43 363

- 367 45 412

合计 687 88 775

■同行评价
本文可读性较好, 
有一定的临床参
考价值.
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者5年78%的生存率. 对于Lauren分型, 相关研究

显示[20-22], 弥漫型胃癌的P53蛋白表达率和突变

率较肠型胃癌低, 与本研究一致(肠型54.7%, 混
合型49.7%, 弥漫型38.0%); 在早期和进展期分

化型胃癌与进展期的未分化型胃癌中P53基因

突变率相似, 均约为40%, 但早期未分化型胃癌

的P53基因突变率则非常低, 而且在肠型胃癌中, 
P53突变类型相对以无义突变、内含子突变、

沉默突变多见; 国内的一些研究[23,24]亦发现, P53
的过表达与患者的性别、年龄、肿瘤部位、肿

瘤大小、TNM分期无相关, 而与淋巴结转移密

切相关; 而另一些研究[25,26]则认为, P53蛋白表达

除与分化程度、远处转移相关等相关外, 还与

浸润深度密切相关. 本研究结果提示P53与浸润

深度无关, 这可能与样本量的大小不同、检测

方法及评分标准不同有关. 以上临床资料初步

证实, P53的过表达参与了胃癌的发生, 促进了

胃癌的浸润、转移, 可以作为评价胃癌患者预

后的一项参考指标. 
Ki67基因定位于第10号染色体, 其蛋白质

产物定位于细胞核, 由相对分子质量为345 000 
Da和395 000 Da两条多肽链组成, 其在G1后期开

始出现, 在S期和G2期逐渐升高, M期达到高峰, 
有丝分裂结束后迅速降解消失, G0期无表达[27]. 
相关研究发现, Ki67在胃癌、肺癌、肝癌及恶性

软组织肿瘤中均有过表达, 并且与肿瘤的发生

发展、浸润转移及预后有关, Ki67表达的高低, 
对评价评价细胞增殖活性, 研究肿瘤的生物学

行为和预后具有重要意义[28-30].
本研究中, 胃癌组织中Ki67阳性表达率为

78.97%(612/775例), 在非肿瘤胃黏膜中未见过

表达, 这表明胃癌细胞的增殖活性远远大于非

肿瘤性胃黏膜, 这与胃癌的浸润性生长、转移

等生物学行为密切相关. Ki67蛋白过表达与患

者性别、年龄、肿瘤部位、TNM分期、远处

转移无相关性, 而与Lauren分型、分化程度、

浸润深度及淋巴结转移相关, 而且随着浸润深

度的增加和淋巴结转移, Ki67的阳性率逐渐升

高, 这表明Ki67的阳性表达率越高, 其浸润、

侵袭能力越强. Tzanakis等[31]研究认为, Ki67和
P53的过表达与肿瘤大小、TNM分期及淋巴结

转移相关, 而且Ki67和P53单独表达或共表达的

患者预后明显较阴性者差; 易伟等[32]对232例胃

癌组织的研究发现, Ki67、P53的阳性表达率分

别为44.8%(104/232)、40.9%(95/232); 且两者的

表达水均平均与胃癌淋巴结转移密切相关, 而
与性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤部位、组织类

型、浸润深度、远处转移、TNM分期等无关; 
Ki67、P53蛋白表达阳性者3年生存率显著低于

表达阴性者. 另外一些相关研究证实[4], 胃癌组

织中存在Ki67的过表达率且与浸润深度、淋巴

结转移等相关. 这初步表明, Ki67过表达率越高, 
提示胃癌细胞的生长越活跃, 侵袭、转移能力

越强, 患者的预后越差.
本课题组前期对同组胃癌病例进行了Her-2

和VEGF蛋白检测, 发现胃癌组织中存在Her-2和
VEGF蛋白的过表达[5,6], 将本研究中胃癌P53、
Ki67过表达与前期同组胃癌病例Her-2、VEGF
蛋白表达进行相关性检验分析发现, P53与Ki67
的表达密切相关, 这表明具有P53基因突变的

胃癌细胞具有更强的增殖活性, 更强的浸润转

移能力, 而相关报道亦显示[32], P53和Ki67蛋白

表达呈显著正相关, 且两者均与胃癌的浸润转

移有关, 阳性患者的预后较阴性者差. Ki67与
Her-2、VEGF蛋白表达无相关性, 这初步表明虽

然Her-2、VEGF基因在胃癌中有扩增, 促进了胃

癌的浸润转移, 但Her-2、VEGF蛋白过表达并不

意味着胃癌细胞有更强的增殖活性, 可能是通

过其他机制促进了胃癌的发生发展、浸润转移. 
P53与Her-2蛋白表达亦无相关性, 但两者都与患

者的预后密切相关, 可能与两者是通过相互独

立的机制在胃癌的浸润转移中发挥作用有关.
总之, 联合检测胃癌组织中P53、Ki67、

Her-2及VEGF蛋白表达有着重要的临床意义,
这不但有利于揭示胃癌发生发展、浸润转移的

机制, 并能作为评价患者预后的参考指标, 同时

Her-2和VEGF的表达也为胃癌的靶向治疗及个

体化治疗提供了参考依据, 从而为提高患者疗

效, 延长患者生存期具有重要意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between the 
expression of tumor necrosis factor receptor-
associated factor 4 (TRAF4) protein and tumor 
onset and evolution in gastric carcinoma.

METHODS: Tissue microarray was used to 
detect the expression of TRAF4 in 45 gastric 
carcinoma specimens, 45 tumor-adjacent tissue 
specimens, and 10 normal gastric tissue speci-
mens. Cell apoptosis in TRAF4-positive gastric 
carcinoma specimens and normal gastric tissue 
specimens was detected by TUNEL assay.

RESULTS: TRAF4 was expressed in both the 
cytoplasm and nucleus in normal gastric tissue 
and gastric carcinoma. The positive rate of cyto-

plasmic TRAF4 expression was 80% in normal 
gastric tissue, 93.3% in dysplasia, and 95.6% in 
gastric carcinoma (P > 0.05). The positive rate 
of nuclear TRAF4 expression was significantly 
higher in normal gastric tissue than in gastric 
carcinoma (70.0% vs 35.6%, P < 0.05), in highly 
differentiated carcinoma than in poorly differen-
tiated carcinoma (71.4% vs 26.1%, P < 0.05), and 
in gastric carcinoma without lymphatic metasta-
sis than in that with lymphatic metastasis (52.4% 
vs 20.8%, P < 0.05). The apoptosis rate in TRAF4-
positive normal gastric tissue was significant 
higher than that in gastric carcinoma (75% vs 
37.2%, P < 0.05).

CONCLUSION: The nuclear expression of TRAF4 
in gastric carcinoma is suppressed. Decreased 
nuclear expression of TRAF4 was positively cor-
related with tumor differentiation but negatively 
with tumor metastasis in gastric carcinoma.

Key Words: Gastric carcinoma; Tumor necrosis 
factor receptor-associated factor 4; Immunohisto-
chemistry; Apoptosis

Liu HQ, Li JY, Liu J, Wang SL. Significance of TRAF4 
protein expression in gastric carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(4): 374-378

摘要
目 的 :  探 讨 肿 瘤 坏 死 因 子 受 体 相 关 因 子
4(TRAF4)在胃癌发生、发展中的作用. 

方法: 应用组织芯片采用免疫组织化学法检
测10例正常胃组织、45例胃癌及癌旁组织中
TRAF4的表达, TUNEL法检测TRAF4阳性胃
癌及正常胃组织中细胞凋亡.

结果: TRAF4在正常胃组织中呈浆、核阳性
表达. 其浆阳性率在正常胃组织(80%)、不典
型增生(93.3%)和胃癌(95.6%)中逐渐增高, 但
差异无统计学意义. 而核阳性率在正常胃组
织中高于胃癌(70.0% vs  35.6%, P <0.05), 在高
分化胃癌中高于低分化胃癌(71.4% vs  26.1%, 
P <0.05), 在无淋巴转移胃癌中高于伴有淋巴
转移(52.4% vs  20.8%, P <0.05). TRAF4表达阳

®

■背景资料
TRAF4是一个新
的具有调节细胞
周期和基因转录
功能的P 7 0 S 6丝
苏氨酸激酶的结
合 子 ,  具 有 抑 制
Fas诱导细胞凋亡
及激活NF-κB、
JNK等信号通路
的功能, 在多数肿
瘤中表达上调, 但
在部分肿瘤中表
达下调, 且核浆定
位情况目前仍存
在一定的争议.

■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
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性正常胃组织细胞凋亡百分率高于胃癌组织
(75% vs  37.2%, P <0.05).

结论: TRAF4在胃癌中具有较低核表达, 且其
核表达与胃癌分化程度呈正相关, 与胃癌转移
呈负相关, 同时可能抑制胃癌凋亡.
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0  引言

胃癌是我国常见病和多发病, 位居消化系肿瘤

之首. 近年来, 发病率和死亡率不断升高, 每年

胃癌新发病例及死亡率分别占全部恶性肿瘤的

17%和20%[1-3]. 青海是我国胃癌高发区, 其死亡

率在全国最高[4], 严重威胁着本地居民的健康. 
胃癌是一类多基因疾病, 癌基因的活化是促使

肿瘤发生的关键因素之一, 但抑癌基因的失活

在肿瘤发生、发展过程中可能起着更加重要的

作用[5-8]. 
肿瘤坏死因子受体相关因子(tumor necrosis 

factor receptor associated factor, TRAF)家族成

员是一大类在哺乳动物中发现的遗传学上保守

的胞内接头蛋白[9], 能直接或间接与多种TNF和
IL-1/Toll-like受体家族成员结合[10], 激活转录因

子NF-κB和JNK通路, 从而影响细胞的生存、

增殖、分化和死亡, 并参与多个生物学过程的

调控[11,12]. 目前为止, 在哺乳动物中已发现7种
TRAF蛋白: TRAF1-TRAF7. 研究报道TRAF4在
肺癌、乳腺癌、直肠癌、膀胱癌、卵巢癌等大

多数人类肿瘤中均高表达, 且主要定位于胞质, 
部分肿瘤如肺癌、乳腺癌等存在浆核定位或单

独核定位, 且定位与肿瘤的侵袭性等生物学特

性相关[13]. 本研究主要应用胃癌组织芯片通过

免疫组织化学方法检测TRAF4在正常胃组织, 
癌旁组织及胃癌组织中的表达情况, 并检测正

常胃组织, 胃癌组织中的凋亡情况以初步探讨

TRAF4在胃癌中表达的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌组织芯片购自西安艾丽娜生物科

技有限公司, 货号BC01114. 芯片100点(胃癌45
例, 癌旁组织45例, 正常组织10例, 每例1点). 胃
癌中腺癌44例, 印戒细胞癌1例, Ⅱ期37例, Ⅲ期

8例. 非典型增生中轻度32例, 中度11例, 重度2
例. TRAF4兔抗人多克隆抗体(SC-10776)购自

美国Santa Cruz公司. SP超敏试剂盒(PV-9000), 
DAB酶底物显色试剂盒(ZLT-9018)及辣根酶标

记第二抗体(ZB-2301)购自北京中杉金桥生物

技术有限公司. 凋亡试剂盒购自Roche公司(Cat. 
No. 11684817910, 北京中杉金桥生物技术有限

公司分装).
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 常规脱蜡水化, 以0.01 
mol CB(pH6.0)高压2 min修复抗原, 滴加3% 
H2O2-甲醇封闭内源性过氧化物酶(室温10 min), 
第一抗体(1∶20, 4 ℃过夜), 滴加酶标抗鼠/兔聚

合物(室温孵育30 min), DAB显色, 蒸馏水洗终

止显色, 苏木素复染、水洗、分化后充分水洗

返蓝, 常规脱水透明, 中性树胶封片. PBS代替一

抗作阴性对照. 
1.2.2 凋亡检测: 二甲苯脱蜡, 100%、95%、

90%、85%、80%梯度水化, 滴加蛋白酶K于

37 ℃温箱内消化30 min, 滴加新鲜配置3%甲醛

过氧化氢封闭液(室温封闭10 min). 滴加新鲜配

置的TdT酶反应标记60 min, 阴性对照组不加

TdT酶. 滴加终止工作液30 min终止反应, DAB
显色, 苏木素复染, 中性树胶封片.
1.2.3 结果判定:  (1)免疫组织化学结果判定: 
TRAF4判定标准参见邢传平等[14]的免疫组织化

学反应结果的判断标准, 即阳性细胞数≤25%
为(+), 25%-50%为(++), >50%为(+++), 无阳性

细胞(-); 再结合染色强度, 浅黄色为(+), 棕黄色

(++), 棕褐色为(+++), 无着色细胞为(-). 两者合

二为一进行分析判断, 取阳性细胞>50%, 即一

半以上研究细胞阳性判断为最高级(+++); (2)凋
亡结果判定: 以细胞核阳性为判定标准[15]. 在相

同组织切片5个高倍视野记数各组间阳性细胞

百分比, 凋亡细胞阳性率<5%为(-), 5%-25%(+), 
25%-50%(++), >50%(+++).

统计学处理 采用SPSS13.0统计分析软件, 
TRAF4在胃癌组织中的表达及凋亡采用χ2检验, 
P <0.05为有统计学意义, P <0.01为有显著统计学

意义.

2  结果

2.1 TRAF4在胃癌组织中的表达 TRAF4表达于

正常胃组织上皮细胞和胃癌组织细胞胞质和

核内(图1). TRAF4的浆阳性表达率在胃不典型

增生中高于正常胃组织, 但差异无统计学意义

■相关报道
G l a u n e r 等 研 究
表 明 ,  全 长 度 的
T R A F 4 转 染 入
HeLa细胞后定位
于胞质, 而突变型
的TRAF4主要定
位于胞核, 进一步
研究证实, 可能是
某种结合蛋白影
响了TRAF4的浆
核定位.
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(P >0.05). 在胃癌组织中的浆阳性表达率高于正

常胃组织, 但差异无统计学意义(P >0.05). 在胃

癌组织中的浆阳性表达率高于胃不典型增生, 
但差异无统计学意义(P >0.05, 表1).

TRAF4在正常胃组织中的核阳性表达率高

于胃不典型增生, 但差异无统计学意义(P >0.05), 
在正常胃组织中的核阳性表达率明显高于胃癌

组织(P <0.05). 在胃不典型增生组织中的核阳

性表达率高于胃癌组织, 但差异无统计学意义

(P >0.05), TRAF4核表达与胃癌的发生呈负相关

(表1). 
T R A F4在高分化胃癌组织中的核阳性表

达率高于中分化胃癌组织, 但差异无统计学意

义(P >0.05), 在中分化胃癌组织中的核阳性表达

率高于低分化胃癌组织, 但差异无统计学意义

(P >0.05), 在高分化胃癌组织中的核阳性表达率

明显高于低分化胃癌组织(P <0.05). TRAF4核表

达与胃癌分化程度正相关(表2). 
T R A F4在无淋巴转移的胃癌组织中的核

阳性表达率明显高于有淋巴转移的胃癌组织

(P <0.05). TRAF4核表达与胃癌淋巴转移负相关

(表3). 
2.2 TRAF4表达阳性在正常胃组织, 胃癌组织中

细胞凋亡 TRAF4表达阳性正常组织及胃癌组织

中均有凋亡(图2), 但正常胃组织中凋亡百分率

显著高于胃癌组织(P <0.05, 表4). 

3  讨论

TRAF4是一个新的具有调节细胞周期和基因转

录功能的P70S6丝苏氨酸激酶的结合子, 具有抑

图  1  TRAF4在胃癌组织中的表达( SP×200). A: 正常胃组织的胞质及胞核; B: 增生胃组织的胞质及胞核; C: 胃癌组织的胞质; 

D: 阴性对照.

A B

C D

图  2  TRAF4表达阳性正常细胞及胃癌细胞凋亡(SP ×200). A: 胃癌组织; B: 正常胃组织.

A B

■创新盘点
本研究利用组织
芯片对胃癌组织
中 T R A F 4 的 表
达、核浆定位情
况进行了研究, 探
讨了TRAF4与胃
癌生物学行为及
凋亡之间可能存
在的联系.
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制Fas诱导细胞凋亡的功能[16]. 此外, TRAF4还能

充当E3泛素连接酶的角色并通过作用于糖皮质

激素诱导的肿瘤坏死因子受体胞质区TRAF结
合位点, 诱导NF-κB、JNK等信号转导通路的激

活[17-19]. 在胚胎时期, TRAF4通过与MEKK4结合

激活JNK信号转导通路[20]. 
近年研究显示TRAF4和一些复合体参与了

内皮细胞迁移, 通过细胞迁移在肿瘤中的重要作

用, 可以推断TRAF4的上调表达可能参与并/或
促进肿瘤形成[13]. 据统计, TRAF4可穿梭于不同

细胞间隙, 他能出现在胞质中, 也能通过跨膜蛋

白或膜依赖蛋白的联系进入到细胞膜中, 同时还

可能与其他跨膜蛋白发生联系[21,22]. Glauner等[23]

研究表明, 全长度的TRAF4转染入HeLa细胞后

定位于胞质, 而突变型的TRAF4主要定位于胞

核, 进一步研究证实, 可能是某种结合蛋白影响

了TRAF4的浆核定位. 但目前对于TRAF4在肿

瘤中的定位尚存争议, 如Régnier等[24]通过原位

杂交等方法发现TRAF4 mRNA高表达于乳腺癌

组织中, 且定位于胞核并提出TRAF4可能是一

种核蛋白的观点. 相反, Krajewska等[25]通过免疫

组织化学方法研究认为TRAF4蛋白高表达于正

常乳腺组织, 定位于导管上皮细胞胞质, 而在浸

润性导管癌和原位癌中阳性表达率很低. 国内

代文博等[26]研究发现TRAF4表达于正常乳腺组

织, 呈浆、核阳性, 在乳腺癌中具有较低核表达, 
且其核表达与乳腺癌侵袭性呈负相关. 

胃癌免疫组织化学结果显示 ,  T R A F4在
正常胃组织中表达于腺上皮细胞 ,  呈浆、核

阳性, 在胃癌组织中的浆表达与正常胃组织及

胃不典型增生无明显差异, 但核表达则明显降

低, 而TRAF4在低分化胃癌中的核表达明显低

于高分化胃癌, 说明TRAF4核表达与胃癌分化

程度呈正相关, 同时TRAF4在伴有淋巴转移胃

癌中的核表达明显低于无淋巴转移胃癌, 表明

TRAF4核表达同时与胃癌转移呈负相关, 这提

示TRAF4可能通过核表达量的改变影响胃癌的

分化、转移等生物学行为, 但其在胃癌中核表

达明显降低的机制尚不清楚. 
胃癌的发生不仅与抑癌基因失活有关, 还

与细胞增生、凋亡抑制等因素有关[27,28], 而诱导

肿瘤细胞凋亡也是治疗方向之一[29,30]. TRAF4阳
性胃癌及正常组织凋亡检测显示, 正常组织中

的凋亡高于胃癌组织, 但TRAF4在胃癌组织中的

浆表达与正常胃组织无明显差异, 而核表达则明

显降低, 这提示TRAF4核表达的下调可能会抑制

表  2  TRAF4在不同分化程度胃癌组织中的表达

     
  
n

                            胞核

- + 阳性率(%)

高分化   7   2 5     71.4

中分化 15 10 5     33.3

低分化 23 17 6     26.1a

aP<0.05 vs  高分化胃癌组织.

表  3  TRAF4在胃癌是否伴淋巴结转移中的表达

     
  
n

                     胞核

- + 阳性率(%)

有淋巴结转移 24 19   5     20.8a

无淋巴结转移 21 10 11     52.4

aP<0.05 vs  无淋巴结转移胃癌组织.

表  4  TRAF4表达阳性在胃癌、正常组织中的凋亡

     
TRAF4阳性

                        凋亡

- + 凋亡率(%)

正常组织       8   2   6     75.0

胃癌组织     43 27 16     37.2a

aP<0.05 vs  正常组织.

表  1  TRAF4在各组织中的表达

     
  
n

                                  胞质                 胞核

-  + ++ +++ 阳性率(%) + 阳性率(%)

正常胃组织 10 2   5   2   1 80.0   7    70.0

不典型增生组织 45 3 21 14   7 93.3 26    57.8

胃癌组织 45 2 22 15   6 95.6 16    35.6a

aP<0.05 vs  正常胃组织.

■应用要点
本研究初步探讨
了TRAF4在胃癌
发生、发展中的
作用, 有望对胃癌
发生的分子机制
的进一步研究及
分子诊断提供理
论基础.
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凋亡, 其机制可能是在胃癌中存在某种TRAF4结
合蛋白或某种因子影响了TRAF4的核定位, 并进

而影响到细胞凋亡, 这需要进一步研究.
总之, 本实验结果初步表明, TRAF4表达于

正常胃组织, 呈浆、核阳性. TRAF4在胃癌中具

有较低核表达, 且其核表达与胃癌分化程度呈

正相关, 与胃癌转移呈负相关, 并且核表达的下

调可能会抑制胃癌细胞的凋亡, 从而促进了胃

癌的发生、发展.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical significance of 
the expression of TSLC1 (tumor suppressor in 
lung cancer 1) and MPP3 (membrane protein, 
palmitoylated 3) in pancreatic cancer.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to measure the expression of TSLC1 and MPP3 
in 10 normal pancreatic tissue specimens, 12 
pancreatitis specimens, and 37 pancreatic cancer 
specimens.

RESULTS: The positive rates of TSLC1 and 
MPP3 expression in pancreatic carcinoma were 
significantly lower than those in normal pancre-
atic tissue and pancreatitis (21.62% vs 70.00%, 
75.00%; 27.03% vs 80.00%, 66.67%, all P < 0.05 or 
0.01). The expression of TSLC1 and MPP3 was 
significantly correlated with tumor differentia-

tion, lymph node metastasis, and TNM stage in 
pancreatic cancer (all P < 0.05), but not with gen-
der, age, tumor location, and pathological type 
(all P > 0.05). A significant positive correlation 
was found between the expression of TSLC1 and 
MPP3 in pancreatic cancer (P < 0.01).

CONCLUSION: Down-regulated expression of 
TSLC1 and MPP3 may be involved the patho-
genesis, progression, and metastasis of pancre-
atic carcinoma.

Key Words: Pancreatic carcinoma; Tumor suppres-
sor in lung cancer 1; Membrane protein, palmi-
toylated 3; Immunohistochemistry

Liu ZQ, Liu XL, Gong FL, Ren XF, Chen C, Li L, Pan ZH, 
Yuan LL, Chen R. Clinical significance of the expression 
of TSLC1 and MPP3 in pancreatic cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(4): 379-383

摘要
目的: 探讨TSLC1和MPP3两种蛋白在胰腺癌
中的表达和临床病理意义.

方法: 采用免疫组织化学S-P法检测37例胰腺
癌组织、12例胰腺炎组织和10例正常胰腺组
织中TSLC1和MPP3两种蛋白的表达.

结果: TSLC1、MPP3蛋白在胰腺癌组织中
的阳性表达率均明显低于在正常胰腺组织
和胰腺炎组织中的表达(21.62% vs  70.00%, 
75.00%; 27.03% vs  80.00%, 66.67%, P <0.05或
0.01). TSLC1和MPP3蛋白的异常表达均与胰
腺癌的分化程度、淋巴结转移和T N M分期
相关(均P <0.05), 而与患者的性别、年龄、部
位和病理分型无关. 在37例胰腺癌中TSLC1
与MPP3蛋白表达呈显著正相关(r s = 0.715, 
P <0.01).

结论: 胰腺癌中存在TSLC1和MPP3基因的
失活和蛋白表达下调, 两者可能通过TSLC1- 
MPP3级联反应共同参与胰腺癌的发生、发展
和转移.

关键词: 胰腺癌; 肺癌抑制基因1; 膜蛋白, 棕榈酰化
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■背景资料
TSLC1作为一种
新的抑癌基因参
与细胞间黏附、
细胞运动、信号
转导及免疫调节, 
在多种肿瘤中呈
现 异 常 表 达 ,  并
与肿瘤的多种生
物学特性密切相
关 ,  其 作 用 的 分
子机制尚待进一
步研究.

■同行评议者
李 淑 德 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
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0  引言

肺癌抑制基因1(tumor suppressor in lung can-
cer-1, TSLC1)是2001年由Kuramochi等在人类非

小细胞肺癌(non-small-cell lung cancer, NSCLC)
中发现的一种抑癌基因, 定位于染色体11q23.2, 
翻译生成442个氨基酸残基的跨膜糖蛋白. 该
基因的突变与失活与人类多种肿瘤, 包括胰腺

癌的发生发展密切相关[1,2]. 膜蛋白, 棕榈酰化

3(membrane protein, palmitoylated 3, MPP3)蛋白

是由585个氨基酸组成一种膜蛋白, 属于膜相关

鸟苷酸激酶类似物(membranes-associated gua-
nylate kinase, MAGUK)家族, 与果蝇肿瘤抑制基

因discs large(dlg)高度同源[3]. Fukuhara等[4]用酵

母双杂交筛选技术发现TSLC1与MPP3密切相

关, 认为MPP3可能是NSCLC的一个抑癌基因. 
国内迄今尚无关于TSLC1-MPP3信号通路的相

关研究, 我们应用免疫组织化学方法检测TSLC1
和MPP3蛋白在胰腺癌组织中的表达情况, 旨在

探讨TSLC1和MPP3蛋白表达与胰腺癌的发生, 
发展和临床病理学特征及预后的意义, 并进一

步证实TSLC1与MPP3的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集三峡大学人民医院2000-01/2009- 
06手术切除的胰腺癌标本37例, 其中男25例, 女
12例, 年龄18-72岁. 淋巴结转移: 阳性者18例, 阴
性者19例. TNM分期: Ⅰ-Ⅱ期20例, Ⅲ-Ⅳ期17
例. 分化程度: 按WHO分类, 高分化腺癌10例, 中
分化腺癌15例, 低分化腺癌12例. 取12例胰腺炎

组织标本和10例正常胰腺组织标本作对照. 所
有标本均经40 g/L缓冲中性甲醛固定, 常规石蜡

包埋, 5 μm厚度连续切片, 1张行常规HE染色, 供
组织学观察并行病理分型和诊断, 另3张制成涂

胶白片作免疫组织化学染色用. 兔抗人多克隆

抗体TSLC1购自Santa Cruz Biotechnology USA, 
羊抗人多克隆抗体MPP3购自Abcam公司, 免疫

组织化学SP试剂盒和DAB显色试剂盒均购自北

京中杉生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 SP法染色: (1)脱蜡和水化; (2)内源性过氧
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化物酶阻断溶液37 ℃孵育20 min; (3)高温高压

抗原修复; (4)非免疫性动物血清37 ℃孵育30 
min; (5)第一抗体4 ℃下孵育过夜, 一抗稀释比

为: TSLC1(1∶100)、MPP3(1∶1 000); (6)生物

素标记的第二抗体37 ℃孵育30 min; (7)链霉菌

素抗生物素蛋白-过氧化物酶溶液37 ℃孵育30 
min; (8)新配制的DAB溶液显色; (9)苏木素复染, 
中性树胶封片. 以上步骤间均用0.01 mol/L PBS
缓冲液(pH7.4)冲洗5 min×3次. 同时用已知阳性

片作阳性对照, 用PBS代替一抗作阴性对照. 
1.2.2 TSLC1染色结果的判断标准: 与阴性对照

片相比, TSLC1蛋白以细胞膜或细胞质内出现棕

黄色颗粒判断为阳性细胞, 采用双盲法, 高倍镜

下随机选取10个视野, 每个视野计数200个细胞, 
按照国外文献[5]方法计算阳性细胞数<30%为

阴性(-), 阳性细胞数≥30%为阳性(+). 
1.2.3 MPP3染色结果判断标准: MPP3蛋白以胞

质和胞膜有棕黄色颗粒判断为阳性细胞. 染色

结果判断标准方法: 先按染色强度计分: 0分为

无色, 1分为浅黄色, 2分为棕黄色, 3分为棕褐

色; 再在高倍镜下(×400倍)对每张切片随机选

取5个高倍镜视野, 计数500个细胞/视野, 共计2 
500个, 按阳性细胞所占的百分比计分: 0分为阴

性, 1分为阳性细胞<10%, 2分为10%-50%, 3分为

>50%, 染色强度与阳性细胞百分比的乘积≥2分
为免疫组织化学阳性(+), 否则计为免疫组织化

学阴性(-).
统计学处理 采用SPSS13.0 for Windows统

计软件进行χ2检验和四格表的精确概率法判断

TSLC1和MPP3蛋白表达与各病理指标的相互

关系, 运用Spearman相关系数来判断TSLC1和
MPP3蛋白表达之间的相关关系, 以P <0.05为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 TSLC1在正常胰腺组织, 胰腺炎与胰腺癌

组织中的表达 应用免疫组织化学SP法检测了

TSLC1在37例胰腺癌、12例胰腺炎和10例正

常胰腺组织中的定位及表达情况 .  结果显示: 
TSLC1表达定位于细胞膜或细胞质内, 呈棕黄

色颗粒(图1). 9例正常胰腺组织中有7例呈阳性

表达, 阳性率为70.00%; 12例胰腺炎组织中有9
例呈阳性表达, 阳性率为75.00%; 在37例胰腺癌

中有例呈阳性表达, 阳性率为21.62%. TSLC1在
胰腺癌与胰腺炎之间, 以及胰腺癌与正常胰腺

组织中的表达存在显著性差异(P <0.05, 表1). 对

www.wjgnet.com

■相关报道
Kuramochi等报
道在约17%的胰
腺 癌 中 检 测 到
T S L C 1 的 杂 合
子 缺 失 ( L O H ) , 
72.7%的胰腺癌细
胞系中有TSLC1
表达缺失.
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TSLC1在胰腺癌组织中的表达与临床病理特征

进行卡方检验, 结果发现其表达在肿瘤分化程

度、淋巴结转移和TNM分期存在显著性差异

(均P <0.05, 表2), 而与年龄、性别、部位和病理

分型无关(均P >0.05, 表2). 
2.2 MPP3在正常胰腺组织、胰腺炎与胰腺癌组

织的表达 应用免疫组织化学SP法检测了37例
人胰腺癌、12例胰腺炎和10例正常胰腺组织中

MPP3的定位及表达情况. 结果显示: MPP3定位

于细胞膜和细胞质内, 呈棕黄色颗粒(图2). 在10
例正常胰腺组织中有8例呈阳性表达, 阳性率为

80.00%; 12例胰腺炎组织中有8例呈阳性表达, 
阳性率为66.67%; 在37例胰腺癌中有10例呈阳

性表达, 阳性率为27.03%. MPP3在胰腺癌与胰

腺炎之间, 以及胰腺癌与正常胰腺组织中的表

达存在显著性差异(P <0.05, 表1). 对TSLC1在胰

腺癌组织中的表达与临床病理特征进行卡方检

验, 结果发现其表达在肿瘤分化程度、淋巴结

转移和TNM分期存在显著性差异(均P <0.05, 表
2), 而与年龄、性别、部位和病理分型无关(均
P >0.05, 表2). 
2.3 TSLC1及MPP3在胰腺癌组织中表达的关系 
胰腺癌组织中TSLC1蛋白阳性率为18.92(7/37), 
与MPP3蛋白的表达阳性率27.03(10/37), 相关性

(r s = 0.715, P <0.01).

3  讨论

T S L C1蛋白属于免疫球蛋白超家族 ,  由胞外

区、跨膜区和胞质区三部分组成. 其中胞质区

域是TSLC1发挥作用所必需的, 其结构与血型

糖蛋白C类似, 包括一个FERM(protein 4.1/ezrin/
radixin/moesin)结合模体和一个 PDZ(PSD-95/Dlg/
ZO-1)结合模体, 并能与相应蛋白DAL-1/4.1B和
(或)MAGUK结合发挥特殊功能[6]. Kuramochi等[1]

报道在约17%的胰腺癌中检测到TSLC1的杂合

子缺失(loss of heterozygosity, LOH), 72.7%的胰

腺癌细胞系中有TSLC1表达缺失. 另外, Jansen
等[7]研究发现在胰导管上皮癌, 胰腺上皮内瘤变

(PinIN), 以及多种胰腺癌细胞株中如ASPC-1、

表  1  TSLC1和MPP3在正常胰腺组织、胰腺炎和胰腺癌组织
中的表达

     
分组   n TSLC1阳性表达率 MPP3阳性表达率

正常胰腺组织 10       7(70.00)        8(80.00)

胰腺炎组织 12       9(75.00)        8(66.67)

胰腺癌组织 37       8(21.62)ad      10(27.03)ad

aP<0.05 vs  胰腺炎组织; dP<0.01 vs  正常胰腺组织.

图  1  TSLC1蛋白在正常胰腺组织和胰腺癌组织中的表达(SP法×400). A: 阳性; B: 阴性.

A B

图  2  MPP3蛋白在正常胰腺组织和胰腺癌组织中的表达(SP法×400). A: 阳性; B: 阴性.

A B

■创新盘点
本文检测了抑癌
基因TSLC1在胰
腺癌中的表达, 分
析其与胰腺癌临
床病理因素间的
关系及与MPP3蛋
白表达的相关性, 
探讨TSLC1基因
在胰腺癌发生发
展中的作用及可
能的分子机制.
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Miapaca、PL-3内, 均可发生TSLC1较高频度

的甲基化, 说明胰腺癌的发生与5'CpG岛的甲

基化导致的TSLC1转录受抑, 进而表达缺失密

切相关. TSLC1失活见于包括胰腺癌在内的多

种肿瘤组织或细胞, 尤其多见于癌组织的浸润

和转移部位[2]. 因此我们推测作为一种抑癌基

因, TSLC1的失活在胰腺癌中发挥了重要作用. 
TSLC1可能与胰腺癌的生物学行为, 包括侵袭和

转移有关. 本研究显示, TSLC1表达与胰腺癌分

化程度, 淋巴结转移, TNM分期有关(均P <0.05), 
而与患者的性别、年龄、肿瘤部位以及病理分

型无关(均P >0.05), 研究结果与国外现有文献报

道一致, 说明TSLC1可能影响胰腺癌的发生、发

展、转移, TSLC1蛋白可以作为判断胰腺癌恶性

程度的一个重要的生物学指标. 
MPP3基因定位于17q21, MPP3蛋白由一对

Lin/Lin7结构域(L27), 一个PDZ结构域、一个

丝氨酸同源性结构域(SH3), 和一个鸟苷酸激酶

同源结构域(GuK)组成, 该蛋白与果蝇抑癌蛋白

Dlg高度同源. 研究表明DLG在控制果蝇上皮及

神经细胞的细胞极性形成及细胞生长中发挥关

键作用[9-11]; 与Dlg结果相似的含有PDZ结构域的

蛋白在哺乳动物中称为MAGUK, 主要位于细胞

连接处, 参与细胞构建和信号传导功能[8]. CASK, 
MPP3和Pals2和syntenin是MAGUK中目前认为

与TSLC1结合的蛋白, 可调控细胞极性[4,12-14]. Fu-
kuhara等[4]在NSCLC中用酵母双杂交筛选技术

发现并通过体内及体外试验证实TSLC1与MPP3
通过TSLC1的PDZ结构域相互作用, 参与相邻细

胞间正常黏附结构, 当其中的一种蛋白表达缺

失时, 就会影响正常细胞黏附而导致癌的转移. 
迄今为止, 国内外没有MPP3和胰腺癌的相关报

道, 本研究首次研究了MPP3在胰腺癌组织的表

达情况. 结果显示MPP3表达与胰腺癌分化程

度, 淋巴结转移, TNM分期有关(均P <0.05), 而与

患者的性别、年龄、肿瘤部位以及病理分型无

关(均P >0.05), 说明MPP3可能影响胰腺癌的发

生、发展、转移, 进一步证实了MPP3是一种广

泛存在的抑癌基因. 
TSLC1、MPP3和DAL-1在细胞黏附位置

相互作用, 值得注意的是一种红细胞抗原血型

糖蛋白C与TSLC1胞质结构极度相似, 该蛋白与

MPP1和蛋白4.1形成三元复合物参与红细胞的

变形[15]; 另一种跨膜蛋白果蝇NeurexinⅣ基因与

TSLC1胞质区结构相似, 与Dlg和蛋白4.1分子结

构相似的Coracle相互作用[16]. 这些复合物参与

分隔连接, 是果蝇中一种普遍存在的连接装置, 
普遍存在于脊椎动物的紧密连接中, 因此我们

推测TSLC1, DAL-1/4.1B和MPP3可能组成三元

复合物, 共同参与与细胞黏附有关的上皮样细

胞机构形成. 我们用免疫组织化学方法研究了

胰腺癌中两种基因的表达及其相互关系, 结果

显示TSLC1与MPP3在胰腺癌组织中表达呈正相

关(P <0.01). 
总之, TSLC1与MPP3在胰腺癌组织表达下

调或缺失, 两者基因表达失活均与胰腺癌的分

化程度、淋巴结转移及TNM分期有关, 并且两

者具有相关性. TSLC1蛋白可能与MPP3蛋白共

同参与胰腺癌的发生、发展和转移, 二者的作

用机制有待进一步研究.

4      参考文献
1	 Kuramochi M, Fukuhara H, Nobukuni T, Kanbe 

T, Maruyama T, Ghosh HP, Pletcher M, Isomura 
M, Onizuka M, Kitamura T, Sekiya T, Reeves RH, 
Murakami Y. TSLC1 is a tumor-suppressor gene in 
human non-small-cell lung cancer. Nat Genet 2001; 
27: 427-430

2	 Murakami Y. Involvement of a cell adhesion mol-
ecule, TSLC1/IGSF4, in human oncogenesis. Cancer 

表  2  TSLC1和MMP3在胰腺癌组织中的表达与临床病理指
标的关系

     
临床病理特征   n

           TSLC1           MPP3

阳性n (%)   P 值 阳性n (%)   P 值

性别     

    男 25 5(20.00) >0.05 7(28.00) >0.05

    女 12 3(25.00) 3(25.00)

年龄(岁)

    ≤45   9 2(22.22) >0.05 1(11.11) >0.05

    >45 28 6(21.43) 9(32.14)

肿瘤部位

    胰头癌 17 2(11.76) >0.05 5(29.41) >0.05

    胰体癌 14 5(35.71) 4(28.57)

    胰尾癌   6 1(16.67) 1(16.67)

分化程度

    高分化 10 5(50.00) <0.01 7(70.00) <0.01

    中分化 15 3(20.00) 3(20.00)

    低分化 12 0(0.00) 0(0.00)

淋巴结转移

    有 18 1(55.56) <0.05 2(11.11) <0.05

    无 19 7(36.84) 8(42.11)

病理分型

    管状腺癌 35 6(17.14) >0.05 8(22.86) >0.05

    其他   2 1(50.00) 1(50.00)

TNM分期

    Ⅰ-Ⅱ期 20 7(35.00) <0.05 9(45.00) <0.01

    Ⅲ-Ⅳ期 17 1(5.88) 1(5.88)

■应用要点
本文对TSLC1和
MPP3在胰腺癌中
的相关性作出了
初步探讨, 为深入
了解TSLC1信号
通路在肿瘤进展
中的作用奠定了
基础.



www.wjgnet.com

刘志清, 等. TSLC1和MPP3在胰腺癌中的表达及其意义							                  383

Sci 2005; 96: 543-552 
3	 Smith SA, Holik P, Stevens J, Mazoyer S, Melis R, 

Williams B, White R, Albertsen H. Isolation of a 
gene (DLG3) encoding a second member of the 
discs-large family on chromosome 17q12-q21. Ge-
nomics 1996; 31: 145-150

4	 Fukuhara H, Masuda M, Yageta M, Fukami T, Kura-
mochi M, Maruyama T, Kitamura T, Murakami Y. 
Association of a lung tumor suppressor TSLC1 with 
MPP3, a human homologue of Drosophila tumor 
suppressor Dlg. Oncogene 2003; 22: 6160-6165  

5	 Goto A, Niki T, Chi-Pin L, Matsubara D, Murakami 
Y, Funata N, Fukayama M. Loss of TSLC1 expres-
sion in lung adenocarcinoma: relationships with 
histological subtypes, sex and prognostic signifi-
cance. Cancer Sci 2005; 96: 480-486

6	 Mao X, Seidlitz E, Ghosh K, Murakami Y, Ghosh 
HP. The cytoplasmic domain is critical to the tumor 
suppressor activity of TSLC1 in non-small cell lung 
cancer. Cancer Res 2003; 63: 7979-7985

7	 Jansen M, Fukushima N, Rosty C, Walter K, Altink 
R, Heek TV, Hruban R, Offerhaus JG, Goggins M. 
Aberrant methylation of the 5' CpG island of TSLC1 
is common in pancreatic ductal adenocarcinoma 
and is first manifest in high-grade PanlNs. Cancer 
Biol Ther 2002; 1: 293-296

8	 Harris BZ, Lim WA. Mechanism and role of PDZ 
domains in signaling complex assembly. J Cell Sci 
2001; 114: 3219-3231 

9	 Ohshiro T, Yagami T, Zhang C, Matsuzaki F. Role 
of cortical tumour-suppressor proteins in asymmet-
ric division of Drosophila neuroblast. Nature 2000; 
408: 593-596

10	 Peng CY, Manning L, Albertson R, Doe CQ. The 

tumour-suppressor genes lgl and dlg regulate basal 
protein targeting in Drosophila neuroblasts. Nature 
2000; 408: 596-600

11	 Bellaïche Y, Radovic A, Woods DF, Hough CD, Par-
mentier ML, O'Kane CJ, Bryant PJ, Schweisguth F. 
The Partner of Inscuteable/Discs-large complex is re-
quired to establish planar polarity during asymmetric 
cell division in Drosophila. Cell 2001; 106: 355-366

12	 Biederer T, Sara Y, Mozhayeva M, Atasoy D, Liu X, 
Kavalali ET, Südhof TC. SynCAM, a synaptic adhe-
sion molecule that drives synapse assembly. Science 
2002; 297: 1525-1531

13	 Shingai T, Ikeda W, Kakunaga S, Morimoto K, 
Takekuni K, Itoh S, Satoh K, Takeuchi M, Imai T, 
Monden M, Takai Y. Implications of nectin-like 
molecule-2/IGSF4/RA175/SgIGSF/TSLC1/Syn-
CAM1 in cell-cell adhesion and transmembrane 
protein localization in epithelial cells. J Biol Chem 
2003; 278: 35421-35427

14	 Bachmann A, Schneider M, Theilenberg E, Grawe 
F, Knust E. Drosophila Stardust is a partner of 
Crumbs in the control of epithelial cell polarity. Na-
ture 2001; 414: 638-643

15	 Marfatia SM, Morais-Cabral JH, Kim AC, Byron 
O, Chishti AH. The PDZ domain of human eryth-
rocyte p55 mediates its binding to the cytoplasmic 
carboxyl terminus of glycophorin C. Analysis of 
the binding interface by in vitro mutagenesis. J Biol 
Chem 1997; 272: 24191-24197

16	 Fehon RG, Dawson IA, Artavanis-Tsakonas S. A 
Drosophila homologue of membrane-skeleton pro-
tein 4.1 is associated with septate junctions and is 
encoded by the coracle gene. Development 1994; 120: 
545-557

           编辑  李薇  电编  何基才  

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)  CN 14-1260/R  2011年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

汤姆森 - 路透公布 2009 年WJG 影响因子 2.092
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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
Fibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2) is 
a tyrosine kinase receptor of the FGFR family 
and plays an important role in the progression 
of gastric cancer. FGFR2 expression is closely 
associated with pathological type, clinical stage, 
lymph node metastasis, and distant metastasis 
in advanced gastric cancer. Monoclonal anti-
bodies directed against FGFR2 can inhibit the 
proliferation of gastric cancer cells and, when 
used in combination with chemotherapy, has a 
synergistic effect against gastric cancer, suggest-
ing that FGFR2 is a potential therapeutic target 
for advanced gastric cancer.

Key Words: Gastric neoplasms; Fibroblast growth 
factor receptor 2; Molecularly targeted therapy
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摘要
成纤维细胞生长因子受体2(fibroblast growth 

factor receptor 2, FGFR2)作为人成纤维细胞生
长因子受体酪氨酸激酶受体家族成员之一, 是
进展期胃癌侵袭特性的基础, 与胃癌的病理
类型、临床分期、淋巴结及远处转移密切相
关. 围绕FGFR2分子进行的大量研究表明, 针
对FGFR2的单克隆抗体对FGFR2高表达或活
化的胃癌细胞具有明显的抑制作用, 联合化疗
应用对胃癌的抑制具有协同作用, 显示出以
FGFR2为治疗靶点治疗进展期胃癌具有良好
的应用前景.

关键词: 胃肿瘤; 成纤维细胞生长因子受体2; 分子

靶向治疗
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0  引言

近十年来我国胃癌发病率仍远高于世界平均水

平, 胃癌死亡率仅低于肺癌及肝癌, 高居癌症死

亡率第3位[1]. 长期以来包括手术切除及放化疗

的综合性治疗的应用, 并未明显改善生存率, 总
的5年生存率仅为10%-15%. 随着肿瘤分子生物

学研究的不断深入, 肿瘤的药物治疗为我们提

供了一种新的模式: 分子靶向治疗. 近年来, 与
胃癌密切相关的信号通路引起了广泛关注, 并
有部分与之相关的分子靶向药物如针对表皮生

长因子受体2(epidermal growth factor receptor 2, 
HER-2)特异性靶向治疗药物曲妥珠单抗治疗

开始进入HER-2高表达胃癌治疗的Ⅲ临床试验, 
结果显示出了良好的应用前景. 成纤维细胞生

长因子受体2(fibroblast growth factor receptor 2, 
FGFR2)作为酪氨酸激酶受体分子与肿瘤血管的

形成、肿瘤的分期、转移、预后及化疗疗效密

切相关. 本文将结合FGFR2的结构与功能特点

综述其作为靶向治疗的分子靶点在胃癌治疗中

的作用. 

1  FGFR2的结构与功能特点

人成纤维细胞生长因子受体(fibroblast growth 

®

■背景资料
成 纤 维 细 胞 生
长 因 子 受 体
2(FGFR2)作为酪
氨酸激酶受体分
子与肿瘤血管的
形成、肿瘤的分
期、转移、预后
及化疗疗效密切
相关, 日益受到大
家的广泛关注. 
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factor receptors, FGFRs)是一类具有自身磷酸

化活性的酪氨酸激酶受体家族. 目前该家族中

共发现了4个成员, 分别是FGFR-1(flg)、FGFR-
2(bek)、FGFR-3(flg-2)和FGFR-4(fgfr-3). 他们基

本结构包括胞外区、疏水跨膜区及酪氨酸激酶

的胞内区, 其中胞外区由3个免疫球蛋白(Ig)功
能区(分别命名为D1, D2和D3)组成[2]. FGFR的分

布有组织特异性. 其中FGFR-1主要是在中胚层

起源的组织中表达; 而FGFR-2则是在内胚层起

源的组织中表达; FGFR-3是在神经发育和神经

组织中有高表达; FGFR-4是在小鼠发育时的内

胚层高表达, 同时还分布于肌肉、肝、胆、肺

和肾等组织中. 他们与包括促进细胞增殖、分

化以及增强细胞活性等在内的多种生物活性有

关. 近些年来FGFRs在肿瘤发生发展中的作用日

益受到大家的广泛关注[3]. 
FGFR2是癌基因bek的表达产物, 是与多

种成纤维细胞生长因子(fibroblast growth fac-
tor FGFs)FGFs具有高度亲和力的跨膜酪氨酸

激酶受体. FGFR2的D3区由3个外显子编码, 其
mRNA的选择性剪接使D3区的C端成为高度可

变区, 产生具有跨膜结构的高亲和力FGFR2-Ⅲ
b或FGFR2-Ⅲc两种亚型[4]. FGFR2-Ⅲb主要在

上皮细胞中表达, FGFR2-Ⅲc主要在间质细胞中

表达. 间质细胞表达的FGF7和FGF10能特异性

的激活FGFR2-Ⅲb, 而FGF2、FGF4、FGF6、
FGF8和FGF9则特异性激活FGFR2-Ⅲc[5,6]. FGFs
和受体结合后使受体胞内段酪氨酸残基或靶

蛋白酪氨酸残基磷酸化激活, 继而通过多种胞

内信号传导分子活化相关传导途径. 目前阐明

FGF诱导的下游级联信号通路有: (1)PKC路径; 
(2)Ras/Raf /MEK/Erk路径; (3)JAK/STAT路径; 
(4)PI3K途径. 有趣的是, FGF信号可激活蛋白激

酶Erk1和Erk2, 且激酶活性持续时间明显长于表

皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)诱导

的磷酸化激酶持续时间[7]; 不同路径的活化还能

够磷酸化Myc、Fos等早期转录因子, 促使相关

靶基因转录[8,9]; 同时FGFR磷酸化后还可直接转

入细胞核内发挥作用[10,11]. 
FGFR2在多种人类恶性肿瘤都出现高表达, 

基因扩增或错义突变的FGFR2在胃癌, 肺癌, 乳
腺癌, 卵巢癌和子宫内膜癌等恶性肿瘤中普遍

存在, 这些因子的高表达是肿瘤细胞增生、侵

袭特性的基础[12]. 在慢性炎症、吸烟, 过高的热

量摄取、运动减少的过程中, FGFR2的信号失

控导致表观遗传修饰与基因变异的积累致使癌

症的发生. 表皮选择性的FGFR2b敲除, 导致更

多巨噬细胞浸润至真皮和脂肪组织中, 导致表

皮增厚伴有基底层增生和角化从而促进化学诱

导鳞癌的发生[13]. 而针对FGFR2为治疗靶点的

相关研究显现出明显的治疗效果. Bai等[14]应用

FGFR2-Ⅲb的特异性抗体GP369, 通过体内和体

外实验来探讨FGFR2信号在肿瘤中的作用. 体
内和体外实验结果表明GP369能抑制FGFR2配
体的磷酸化水平及其下游的信号通路并抑制

FGFR2导致的细胞增殖, 研究结果表明异常调

控的FGFR2信号在肿瘤的发生和维系中具有重

要作用, 以FGFR2为靶点的抗体对那些FGFR2
信号异常活化的患者具有潜在的治疗作用[15].

2  FGFR2与胃癌生物学行为之间的关系

胃癌的发生发展是一个诸多因素如幽门螺杆菌

(H.py lo r i )感染、摄盐过多等导致癌基因或其

表观遗传不断蓄积最终获得如正常增殖黏附失

控、对凋亡、监视及药物抵抗等恶性特征的多

阶段过程. FGF7由间质成纤维细胞分泌, 刺激胃

癌细胞增殖, 尤其是对来源于胃底腺的浸润性

胃癌. H.pylori感染时胃黏膜上皮细胞的FGF及
FGFR-2的过度表达可能与H.pylori感染致胃黏

膜上皮细胞的癌变有关[16]. 在多种胃癌细胞系

中如MKN74, MKN45, MKN7和MKN1中均存在

高表达的FGFR2[17]. 
F G F R2的过度表达是诸多肿瘤的致病因

素之一, 尤其对低度分化的胃癌关系更为密切. 
FGFR和FGF为特征的旁分泌及自分泌信号环路

是胃癌恶性增殖的重要条件. 研究发现胃间质

细胞分泌来源的FGF7可促进胃癌细胞生长, 细
胞恶性程度越高, FGFR2-Ⅲb表达程度越高, 而
胃间质纤维细胞未发现FGFR表达[18]. 进一步离

体及在体实验进一步证实, 抑制 FGFR2磷酸化

活性后, 胃癌细胞生长明显受抑[19]. 
在进展期胃癌中与FGF7有高度亲和力的

FGFR2高表达, 表明在浸润性胃癌的进展过程

中FGF7/FGFR2通路发挥着重要的作用. Peng
等[20]研究亦发现FGFR2及KRAS、MDM2伴随

染色体拷贝数量的改变在胃癌进展过程中存在

蓄积效应, 在晚期进展胃癌中表达更为明显. 并
且FGFR2与胃癌的分期、转移密切相关. 马爱

玲等[21]对胃癌及癌旁组织FGF2和FGFR2表达

水平进行分析, 结果示胃癌组织中两者的表达

量明显高于癌旁组织, 且与淋巴结转移相关, 提
示FGF2和FGFR2的表达与胃癌的侵袭及转移

■相关报道
李琳琳等的研究
表明FGFR2在胃
癌组织中的阳性
表达率为77.4% , 
并且FGFR2蛋白
表达与浸润深度
及病理分期有关.
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有关. 覃山羽等[22]根据Correa胃癌发生模式分

组, 研究bFGF及其受体FGFR2在胃黏膜不同病

变中的表达, 结果显示bFGF与FGFR2在慢性浅

表性胃炎、肠上皮化生、不典型增生及胃癌胃

黏膜上皮组织中逐渐增加, 两者表达呈正相关

性, FGFR2表达与胃癌的浸润深度、有无淋巴

结转移、有无远处转移及TMN分期有关. Katoh
等[18]则报道, 在弥漫性胃癌中, 常有FGFR2基因

的扩增和过度表达. 同时李琳琳等[23]的研究表明

FGFR2在胃癌组织中的阳性表达率为77.4%, 并
且FGFR2蛋白表达与浸润深度及病理分期有关

(P <0.05). 这与Hattori等[24]报道在38例未分化的

进展期胃癌中有20例高表达FGFR2的比例相近.

3  FGFR2与胃癌分子靶向治疗

针对FGFR2的单克隆抗体的研究显示对FGFR2
高表达或活化的胃癌细胞具有明显的抑制作用. 
在胃癌细胞系KatoⅢ, Snu16和OCUM-2中存在

FGFR2的过度表达和过度酪氨酸磷酸化. 特定

的FGFR2小分子抑制剂导致对FGFR2扩增细胞

系产生选择性的和有效的抑制作用, 使KatoⅢ生

长停滞, 而在Snu16和OCUM-2细胞中则明显诱导

细胞凋亡. Zhao等[25]针对FGFR2位点GAL-FR21, 
GAL-FR22和GAL-FR23制备了3种单克隆抗体, 
与FGFR2-Ⅲb和FGFR2-Ⅲc亚单位结合, 从而阻

止FGF7和FGFR2的结合; 在SNU-16和OCUM 
2M细胞系建立的裸鼠抑制瘤模型中, 显示出了

明显的抑制作用. 
针对FGFR2单抗联合化疗体外研究也显示

出了良好的应用前景. FGFR2抑制剂Ki23057
与S1联合运用在体外实验中显现出对胃癌细

胞具有协同一致作用. S1作为一种5氟尿嘧啶

(5-fluorouracil, 5-FU)的类似物, 临床上运用于晚

期胃癌的化疗. Yashiro等[26]以胃硬癌(scirrhous 
gastric carcinoma, SGC)来源的细胞系OCUM-
2MLN和KATOⅢ以及来源于非硬癌的胃癌细胞

系MKN-7和MKN-74为研究对象, 采用MTT法
检测5个小分子合成物包括Ki23057, 舒尼替尼, 
格列卫, 拉帕替尼或SU11274联合5-FU对胃癌

细胞生长的抑制作用, 结果显示Ki23057和5-FU
联合使用能下调OCUM-2MLN和KATOⅢ细胞

的二氢吡啶脱氢酶(dihydropyrimidine dehydro-
genase, DPD)的表达、并增加细胞凋亡率和p21
基因的表达, 进一步CalcuSyn软件分析结果显

示Ki23057联合5-FU对OCUM-2MLN和KATO
Ⅲ细胞具有协同抗肿瘤作用, 而舒尼替尼, 格列

卫, 拉帕替尼和SU11274却没有协同作用; 采用

原位接种OCUM-2MLN的小鼠模型观察S1和/或
Ki23057的作用, Ki23057在100 nmol/L水平显示

出对胃硬癌细胞OCUM-2MLN的增殖和FGFR2 
磷酸化水平具有显著的抑制作用, 而在非硬癌

细胞系中却没有产生该作用, 联合S1和Ki23057
较单独使用S1而言更加显著抑制原位肿瘤及淋

巴结转移肿瘤的生长. 这些结果表明联合使用

5-FU和Ki23057对高表达FGFR2的SGC而言是

一个有前途的治疗手段. Kim等[27]的研究同样

表明FGFR2与Myc及EGFR是进展期胃癌患者

顺铂加5-FU组成的CF方案化疗后独立的预后

因素. 
更令人鼓舞的是FGFR2可能是EFGR家族

的调控基因. Kunii等[28]研究发现在FGFR2扩增

细胞系同时存在EFGR HER-2和Erbb3的高度磷

酸化, EFGR磷酸化升高能被FGFR2的单克隆抗

体所抑制, 但不能被吉非替尼或埃罗替尼所抑

制, 提示EFGR家族激酶是过度扩增的FGFR2的
下游目标基因. 而在2009年的美国临床肿瘤学

会(American Society of Clinical Oncology, ASCO)
年会上, 韩国学者报告的一项多中心随机对照

Ⅲ期临床试验(ToGA)显示, 对于HER-2阳性胃

癌患者, HER-2特异性靶向治疗药物曲妥珠单抗

的治疗可使其临床获益显著. 结果显示, 与单纯

接受化疗组患者相比, 曲妥珠单抗联合标准化

疗方案组患者的死亡风险降低26%, 总生存期延

长2.7 mo(13.8 mo vs  11.1 mo, P  = 0.0048), 客观

有效率提高12.8%(47.3% vs  34.5%, P  = 0.0017). 
亚组分析表明, HER-2强阳性表达者可获更大的

生存益处, 总生存期延长到16 mo, 死亡风险降

低35%. 由此针对FGFR2的靶向药物可能会使

FGFR2高表达, 甚至是EGFR高表达的患者都能

从中获益. 
此外, 在高表达的胃癌细胞系中FGFR2通

路可能与血管内皮生长因子信号通路和c-Met之
间存在交叉作用. AZD2171是一口服的高效选择

性血管内皮生长因子信号抑制剂, 他能抑制所

有血管内皮生长因子受体的酪氨酸激酶. Takeda
等[29]通过体外和体内试验观察了AZD2171对8
种胃癌细胞系的作用. 结果表明AZD2171能直

接抑制KATOⅢ和OCUM2M细胞系, 半数抑制

量IC50(50% concentration of inhibition, IC50)分别

为0.15和0.37 μmol/L, 优于EGFR酪氨酸激酶抑

制剂吉非替尼, 逆转录PCR和免疫印迹的检测

结果表明敏感细胞系高表达FGFR2, AZD2171

■创新盘点
结合FGFR2的结
构与功能特点及
其在胃癌进展中
发挥的作用, 综述
针对这一靶点进
行的最新研究, 提
供一个全面认识
FGFR2在胃癌中
地位的视角.
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在0.1 μmol/L时完全抑制了FGFR2的磷酸化及

其下游信号蛋白, 包括成纤维生长因子受体底

物2(fibroblast growth factor receptor substrate 
2, FRS2)、丝/苏氨酸激酶(ser-threonine kinase, 
A K T)和促分裂素原活化蛋白激酶(m i t o g e n-
activated protein kinase, MAPK), 相较其他低

表达细胞系, 这个浓度低于其1/10. 体外试验

表明, 对KATOⅢ和OCUM2M细胞系建立的胃

癌原位小鼠模型, 口服量为1.5或6 mg/(kg•d)的
AZD2171, 明显抑制了肿瘤的生长, 并呈现出剂

量依赖性, 结果表明AZD2171对高表达FGFR2的
胃癌细胞显示出潜在的抗瘤活性. 而MK-2461作
为一种针对活化的c-Met多靶点酪氨酸酶抑制剂, 
对FGFR2亦具有抑制作用[30], c-Met、FGFR2的
过度扩增在胃癌进展中发挥着重要作用[31]. 

4  结论

FGFR2作为进展期胃癌的关键分子, 与胃癌的

进展转移有着密切的关系. 从FGFR2的分子靶

向治疗着手, 针对高表达FGFR2胃癌进行的相

关研究取得了可喜结果. 但大多研究尚停留于

临床前的实验研究, 并且大都为体外研究, 动物

的体内实验尤其是与临床运用相关的试验鲜

有报道. 体外、体内试验均证实FGFR2分子的

抑制物与化疗药物5-FU及S1联合运用具有协

同作用, 其机制如何? 有研究表明FGFR信号通

路的异常活化可以导致肿瘤干细胞及前体细

胞化疗耐药, 避免凋亡产生[32]; Pardo等[33]发现

FGF导致小细胞肺癌的化疗耐药, 是通过蛋白

激酶C(protein kinase C, PKC)途径, 由B-Raf、
PKCepsilon和S6K2组成的特异多蛋白复合物介

导的. 这种协同作用是否与逆转耐药有关? 还有

FGFR2分子与其他酪氨酸激酶分子如EGFR、

血管内皮生长因子受体、肝细胞生长因子受体

等之间的关系如何? 各自信号转导通路之间的

交叉作用又如何? 这些问题的进一步阐明势必

将有利于进一步明确FGFR2及其信号转导通路

在胃癌进展中的作用, 为开展相关临床研究以

期提高胃癌患者尤其是高表达FGFR2的胃癌患

者的治疗效果打下坚实的基础. 
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Abstract
Hepatitis B virus (HBV) is a member of the he-
padnavirus family and can lead to severe liver 
disease. HBV has a very high genetic variability. 
Currently, eight genotypes of HBV have been 
recognized, and most genotypes are now di-
vided into subgenotypes with distinct virologi-
cal and epidemiological properties. In addition, 
recombination among HBV genotypes increases 
the variability of HBV. This review summarizes 
current knowledge of the epidemiology of ge-
netic variability in hepadnaviruses and, due 
to rapid progress in the field, updates several 
recent reviews on HBV genotypes and subgeno-
types.

Key Words: Orthohepadnavirus; Avihepdnavirus; 
Hepatitis B virus; Genotype; Subgenotype; Recom-

binant genotype
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摘要
乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)是嗜肝
DNA病毒家族的重要成员, 所引起的慢性乙
型病毒性肝炎及肝衰竭、肝硬化、肝癌等是
严重危害人民健康的疾病. 据统计, 目前我国
有慢性乙型肝炎患者2 000万人, 是我国现阶
段最为突出的公共卫生问题之一. HBV遗传
变异率很高, 有8个基因型, 由于独特的流行
病学特性, 多数又可以分为不同的基因亚型. 
另外DNA基因型的高度异质性使重组基因型
也增加了. 有研究证实HBV基因型与疾病进
展关系密切. 不同基因型HBV的流行病学特
征不同, 同时其临床感染特点和致病性也有
差异. 本文综述了本领域研究进展, 包括HBV
生物学特性、基因型与基因亚型、重组基因
型、HBV基因型的流行病学特点以及HBV基
因型与临床等方面. 

关键词: 人嗜肝DNA病毒属; 禽嗜肝DNA病毒属; 

乙型肝炎病毒; 基因型; 基因亚型; 重组基因型
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)是嗜肝

DNA病毒属家族的一个典型成员. 嗜肝DNA病

毒属可感染哺乳动物和鸟类[1]. 人嗜肝DNA病毒

有8个基因型, 全基因组核苷酸序列的差异超过

8%, 分为A、B、C、D、E、F、G、H[2-6]. 由于

DNA遗传多样性, 又发现很多基因亚型[7], 其序

列差异>4%[8]. 不同的HBV基因型和基因亚型有

明显的地域分布特点, 亚洲是HBsAg的高流行

区, 有证据显示HBV基因型影响疾病进展. 近年

来研究发现, HBV的基因型更能准确地反映原

型病毒株之间的自然异质性, 基因型的研究成
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为该研究领域的热点. 以下作一综述. 

1  生物学特性

HBV是部分双链的逆转录病毒, 由正负两条链

组成. HBV的4个开放读码框(open reading frame, 
ORF)分别为P, X, C, S, 他们编码至少8种不同功

能的蛋白. HBV基因组被克隆和测序后, 在旱獭

(土拨鼠属)、地松鼠(掘地小粟鼠属)和北京鸭[9]

中发现了几种相关病毒. 5种新的肝DNA病毒从

野生鸭和鹅中分离克隆. 序列比较显示其中4种
与鸭乙型肝炎病毒(duck hepatitis B virus, DHBV)
密切相关[10]. 

灵长类是肝DNA病毒的天然宿主. 从类人

猿分离HBV, 根据宿主命名HBVcpz(chimpanzee), 
-oru(orang-utan), -gor(gorilla)和-gbn(gibbon)[11]. 禽
嗜肝DNA病毒属与人HBV同源序列只有40%. 土
拨鼠肝炎病毒(woodchuck hepatitis virus, WHV)
和地松鼠肝炎病毒(ground squirrel hapatitis virus, 
GSHV)与人HBV最接近, 序列差异只有17%. 从
GenBank中得知WHV和GSHV的基因组高度同

源, 属同一基因型. 然而, 用简并引物序列测定

几个野生旱獭WHV变异株, 显示高度变异[12]. 
DHBV有两个基因型, 宿主范围窄而且有地理分

布特征, 在世界上许多国家不同鸟类中可分离.

2  HBV基因型和基因亚型

根据HBV基因组核苷酸序列的差异超过8%时, 被
定义为一个基因型, 分为A-H 8个基因型. 应用系

统进化分析法可将HBV基因型进一步细分基因

亚型, 基因亚型非同源序列>4%. 除E和G基因型

之外, 其他HBV基因型均可分为不同亚型[11,13-16]. 
A基因型分为A1(Aa)、A2(Ae)、A3亚型, 基因

亚型A3是A型与HBV/E型的逆转录聚合酶区特

异序列发生整合而成. B基因型分为B1、B2、
B3、B4亚型, B1是B型在核心区核心基因与C基
因型发生整合, 而B2未发生整合. B1又称为Bj, 
而B2、B3、B4统归为Ba; 其中Bj主要分布在日

本, Ba分布在亚洲其他地区. C型C1、C2、C3、
C4亚型也有明确的地理分布[17-19]. 还发现了不同

基因型之间的重组或嵌合, 如基因型Ba就是由C
基因型的部分基因型重组入B基因型. 在我国还

发现了C基因型和D基因型的重组, 这些毒株在

前S2/S发生重组, 使得依赖S基因的分析结果为

基因型D而依赖前C/C和X基因的分析结果为基

因型C. 基因型D分为D1、D2、D3、D4. 基因型F
可分为F1、F2两型[20]. 在B, C, F和H基因型, HBV
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基因组全长3 215 nt. 由于删除和插入, 其他基因

型基因组全长稍有差别, HBV G基因型3 248 nt.  
D基因型3 182 bp. 从非洲大猩猩、黑猩猩分离

的肝DNA病毒为一个基因型HBVcpz. 从东南亚

类人猿、长臂猿中分离的肝DNA病毒为两个基

因型, 分别为HBVgbn(gibbon)和HBVoru(orang-
utan).

3  双重感染和重组体

自从HBV基因分型以后, 就可检测出两个不同

基因型的双重感染. 随后发现, HBV双重感染导

致病情急性加重[21]. 通过对干扰素应用观察, A
基因型患者治疗后复发者, 转换为D基因型[22]. 
A、B和C基因型三重感染在静脉药瘾者中约占

0.9%[23]. G基因型感染常常伴随A基因型. 同时感

染2个基因型可能导致两株间遗传物质转录水

平的转换[24]. 
最近有两项研究报道, 87%的重组体是B/C

和 A/D. 其他的还包括 A/B/C, A/C, A/E, A/G, C/
D, C/F, C/G, C/U(U为不明基因型)和B/C/U重组

体. A/C重组体发生率高于其他基因型. 重组断

裂点邻近DR1区(nt 1 640-1 900), preS1/S2区(nt 
3 150-100), C基因3'端(nt 2 330-2 450)和S基因3'
端(nt 650-830)[25,26]. 也有报道人与长臂猿HBV重

组体, 和来自3个基因型的嵌合基因组[27,28]. 一些

HBV重组体形成一定地区内的主要流行株. B/C
重组体有独特的地理分布, 非重组B基因型发现

于日本(B1), B/C重组体可见于亚洲各地(B2), 但
极少见于日本[29]. C/D重组体见于西藏[30]. 

HBV具有每天释放1013病毒颗粒的高复制

能力, 加之RNA多聚酶高错误率, 导致每个核苷

酸单突变或双突变. Bowyer和Sim提出了镶嵌

现象的假说, 指出大多数HBV基因型的标准基

因组, 表现为不同HBV基因型小片段的组合, 进
一步观察发现由许多不同特性的等位基因组成, 
例如转录因子或抗原表位的结合部位. 这些部

位一定的组合形成一个基因型, Fischer等[31]的发

现支持这个观点, 提出通过转录因子COUP-TF1
的前基因组启动子及增强子Ⅱ活化或阻遏, 形
成特定的HBV基因型.

4  流行病学

不同基因型HBV存在典型的地域分布差异. A基

因型主要分布在北欧、西欧、美国、印度及中

部非洲; Aa主要分布于非洲, Ae主要分布于欧洲

和美国. B型和C型明显分布于亚洲及太平洋地

区, 如中国、日本、印度尼西亚、越南; B1主要

www.wjgnet.com
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流行于日本、B2主要流行于中国和越南, B3主
要流行于印度尼西亚, B4主要流行于越南. C1
亚型主要见于我国南方地区、越南、缅甸和泰

国; C2亚型主要分布于日本、韩国和我国北方

等远东亚洲国家和地区; C3分布于太平洋地区

的新西兰到波利尼西亚区域; C4发现于澳大利

亚东北部的土著居民. D型分布在南欧、中东及

印度; D1、D2、D3、D4广泛流行于欧洲、非洲

和亚洲. D3亚型多见于亚洲(东印度)、南非和欧

洲(塞尔维亚). HBV在非洲次撒哈拉地区大多为

A, E两个基因型, 有基因亚型和变异株. E基因型

遗传变异低(1.75%), 基本分布于非洲西部, 起源

于委内瑞拉和巴西, 在过去的200年中逐渐增加, 
在美洲偶发[32]. F型分布在美洲中部和南部及玻

利尼西亚地区; G基因型更少见, 最初发现于美

国、法国、德国和墨西哥, 然而, 地理起源还不

明确[33]. 迄今为止G基因型还没有分基因亚型. H
型由F型转化而来, 主要分布在美国中部印第安

人居住地区. 
我国主要流行毒株为B和C基因型(分别为

41%和53%), B型主要分布于南方, 而C型则多见

于北方、中原和华东地区, 兼有少量A型和D型

和B/C基因型混合感染. 在香港、广州等南部地

区也有少部分D型分布. 另外, 华北、新疆地区

有A型存在. 

5  HBV基因型与肝脏病变

不同基因型HBV的流行病学特征有所不同, 同
时其临床感染特点和致病性也有一定差异. 感
染多种型别HBV与单一感染的临床过程也有所

变化. 由于HBV基因型A、B、C、D的广泛流行

和发现较早, HBV基因型的临床意义主要还是

对这4个基因型研究的结果, 特别是主要流行于

亚洲的B、C基因型. Kato等[34]的研究结果表明, 
B基因型常表现出温和的肝纤维化, C基因型比

B基因型更易引起浸润性的严重肝脏疾病, 并发

展成为肝硬化和肝癌, C基因型的基本核心启动

子(basal core promoter, BCP)突变率比B基因型

高. 中国台湾和内地以及日本学者均得出类似

结论, 认为C基因型感染往往有较高的HBeAg阳
性率和较低的HBeAg转换率, 炎症活动频繁, 易
于发生肝硬化和肝癌. Thakur等[35]研究发现, D
型更易发生多种严重肝病如肝硬化及肝细胞癌, 
年轻患者肝癌的发生率高. 

一项来自西班牙的研究发现, A基因型患

者较D基因型患者有更高的生化学改善及HBV 

DNA清除率. 另外, 该研究还首次发现A基因型

较D基因型患者有更高的HBsAg转阴率. HBVAa
感染者较HBVAe感染者HBV DNA血清滴度和

HBeAg阳性率均较低, 但其导致的肝细胞癌的

发病率较高. A型和F型经常天然存在拉米夫定天

然耐药双突变: M552V和V528M, 有BCP突变者

比无BCP突变者更易发生HCC[36]. Sugauchi等[37]

认为Ba比Bj基本核心启动子T1762、A1764突
变率更高, 同时具有更高的致病率. Ae型HBV急

性感染慢性化率更高, 而暴发性肝炎转为慢性

感染的患者在Bj型多见. D基因型感染者多无症

状且HBeAg血清转换较早. F基因型感染者多为

HBeAg阴性. A基因型或D基因型疫苗产生的保

护性抗体对F型不具有免疫力. G基因型较少见, 
对他的研究多集中在与A型混合感染上. 单纯G
基因型感染后一般无临床症状, 仅血清ALT升高.

6  HBV基因型与抗病毒治疗

HBV感染人体后, 感染者具有不同的临床经过

和预后, 对抗病毒治疗的应答也不尽相同, 可能

与感染者的免疫状态和病毒的基因型有关. 对
干扰素和核苷类似物的疗效与耐药性等特点与

基因型的关系研究较多. 核苷类似物的研究主

要集中于拉米夫定. Kao等[38]报道, A和B基因型

感染者对干扰素有较高的应答, 而D和C基因型

感染者应答率较低, C基因型比B基因型更易发

生BCP突变, 并且对干扰素治疗敏感性降低. 对
于亚洲患者来说, 相比感染了C基因型HBV的患

者, 感染了HBV B基因型患者可以在较早的年龄

发生HBeAg血清转换, 较少发生严重肝脏疾病, 
且对干扰素治疗有更好的反应[39]. 对于欧美患者

来说, 干扰素治疗后的疗效, HBV基因型C型较

B型差, 基因型A型要比D型要好, HBeAg血清转

换后有较高的HBV清除率, 且可获得较高的持

续应答, 并有较好的组织学炎症改善[40]. 国外学

者研究发现在干扰素治疗复发的部分CHB患者

中发生了HBV基因型的漂移, 主要有基因型C转
变为基因型A. 在另一研究中发现, 急性乙型肝

炎在HBeAg血清转换过程中, 出现C基因型转变

为B基因型[41]. 接受拉米夫定治疗的C基因型患

者反应性以及停药后的抗病毒疗效持续时间均

低于B基因型. Zöllner等[42]报告, A基因型比D基

因型发生拉米夫定耐药的危险性增加20倍. Kao
等[43]报告, 对31例HBeAg阳性的慢性肝炎进行

拉米夫定治疗, B和C基因型的HBeAg血清转换

率分别为23%和11%, 耐药发生率分别为15%和
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22%. 基因亚型Ba较Bj更易出现BCP变异. A基因

型的YMDD变异明显高于B和C基因型. C基因

型的YMDD变异高于基因型Ba和Bj. Bj基因型

患者对拉米夫定的反应性高于Ba基因型患者. A
基因型比D基因型患者更易发生拉米夫定耐药, 
而B、C基因型之间无明显差别[44-46]. 研究显示

不同基因型对阿德福韦酯反应无差别. 对恩替

卡韦等药物与基因型的关系研究较少. 

7  结论

HBV是感染哺乳动物和鸟类的原型病毒株. 由
于其高复制能力和逆转录酶高错配率, 产生了

人HBV的8种基因型, 分为至少24种基因亚型, 
以后还会出现更多亚型以及重组体. 当今,  HBV 
基因型仍然是科学研究领域热点, 在不远将来, 
有可能像HCV基因分型那样, 对临床具有同样

的指导意义. 
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Abstract
Intestinal epithelial tight junctions are a struc-
tural basis for the intestinal barrier and play an 
important role in the regulation of intestinal 
permeability. Increased intestinal permeability 
caused by the destruction of tight junctions may 
result in bacterial translocation, systemic inflam-
matory response, and multiple organ dysfunc-
tion syndrome. In this paper, we review the 
structure and function of tight junctions, factors 
affecting intestinal permeability, and measures 
for improving the dysfunction in intestinal per-
meability.

Key Words: Tight junction; Intestinal permeability; 
Cytokine
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摘要
肠黏膜细胞的紧密连接是构成肠黏膜屏障的
重要结构基础, 在调节肠黏膜通透性中发挥着

重要的作用. 其结构的破坏, 可导致肠壁通透
性增高, 引起细菌移位、全身炎症反应及多器
官功能受损. 本文就肠黏膜紧密连接的结构和
功能、与通透性的影响因素及改善措施进行
了综述. 

关键词: 紧密连接; 肠壁通透性; 细胞因子

韦志坤, 程爱国. 肠黏膜细胞的紧密连接与肠壁通透性的研究进

展.  世界华人消化杂志  2011; 19(4): 394-399

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/394.asp

0  引言

肠黏膜机械屏障主要由肠上皮细胞和相邻细胞

间的连接构成, 位于肠上皮细胞间的连接方式

有紧密连接、黏附连接、桥粒等, 其中紧密连

接在维持肠壁通透性中作用最大[1,2]. 近年来, 有
关紧密连接与肠壁通透性的研究已成为热点. 
下面就国内外有关的研究进展作一综述. 

1  肠黏膜细胞紧密连接的构成与生理功能

1.1 紧密连接的构成 肠黏膜紧密连接存在于黏

膜细胞膜的边缘和顶部, 控制着细胞间通道开

放, 是细胞旁路途径的第一道防线[3,4]. 在正常生

理情况下, 紧密连接是完整的. 但在病理情况下, 
其结构和功能则被破坏, 如氧化应激、NO等均

可损伤紧密连接, 引起肠壁通透性增高, 导致肠

道细菌的移位[5,6]. 紧密连接是由超过50种蛋白

质组成的复合体, 结构十分复杂. 他不同于黏附

连接和桥粒(黏膜细胞间存在15-20 nm的间隔), 
是通过吻合点封闭细胞间隙[7]. 紧密连接主要由

4种跨膜蛋白组成: occludin、claudins、junction-
al adhesion molecules (JAMs)和tricellulin. 他们与

连接复合物蛋白(ZO-1、ZO-2、ZO-3、p130、
7H6、Symp lek in)、细胞骨架结构(微管、中

丝、微丝)共同构成紧密连接复合物[8]. 跨膜蛋

白通过连接复合物蛋白与细胞骨架连接在一起.    
occ ludin蛋白是紧密连接中最早发现的蛋

白, 大小为60 000-82 000 Da, 作为膜蛋白的必要

成分, 细胞外有两个环, 细胞内有一个短的N端

®

■背景资料
肠黏膜机械屏障
主要由肠上皮细
胞和相邻细胞间
的 连 接 构 成 ,  位
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的连接方式有紧
密连接、黏附连
接、桥粒等, 其中
紧密连接在维持
肠壁通透性中作
用最大. 紧密连接
结构的破坏, 可导
致肠壁通透性增
高, 进而引起一系
列病理生理变化.
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和一个长的C端[9,10]. occludin蛋白在紧密连接中

的定位主要是由磷酸化水平决定的[11]. 研究显

示, occludin蛋白的胞外环型结构及跨膜结构主

要参与肠壁通透性的调节[12]. Der p1的变应原能

够水解occludin蛋白, 导致紧密连接结构破坏, 细
胞旁路通透性增高[13]. 

JAMs属于免疫球蛋白超家族, 可表达于许

多细胞[14,15]. 与其细胞外区域相连的配体, 可调

节细胞旁路通透性[16]. JAM-A在紧密连接中的

作用至关重要, Laukoetter等[17]对JAM-A缺失大

鼠的肠黏膜分析, 发现白细胞渗透及淋巴细胞

聚集增多, 肠壁通透增高. 
诸多紧密连接蛋白中, c laudin蛋白尤为重

要[18]. 至今已发现有24种异构体[19]. claudin蛋白

之间的链锁连接形成了细胞旁路途径, 是影响

紧密连接通透性的主要因素. 最近研究发现, 在
相邻细胞间, claudin-claudin连接方式可以发生

在同源蛋白之间, 也可以发生在非同源蛋白之

间. 这些连接方式成为肠黏膜屏障组织特异性

的基础[20,21]. 除claudin-2、5、6表达增加能降低

肠壁屏障功能外, 其他claudin蛋白的缺失能增加

肠壁的通透性, 如claudin16蛋白突变可引起肾脏

高镁血症[22]. claudin3, 4缺失导致细菌性毒素的

产生[23]. 最近研究发现, claudin蛋白可以根据物

质的大小、电荷调节通透性[24]. 大多数claudin蛋
白是通过羧基端与ZO-1、ZO-2、ZO-3的C端连

接在一起的[25]. 在连接复合体下方是肌动蛋白

环, 肌动蛋白丝将连接复合体与肌动蛋白环相

连, 他的收缩可以调节肠壁的通透性[26]. 
最重要的紧密连接调节通路是zonulin通路, 

许多实验证实, zonulin的增加可致肠壁通透性增

加[27,28]. Drago等[29]观察肠黏膜暴露于gliadin后, 
Caco-2细胞将zonulin释放于细胞表面. Zonulin
通过与细胞表面的特殊受体结合, 活化了磷脂

酶C, 然后水解磷脂酰纤维醇并释放纤维醇1、
4、5磷酸盐以及甘油二酯. 细胞内Ca2+离子释

放, PKCα被激活, 活化的PKCα靶蛋白的磷酸化, 
随后聚合肌动蛋白G和肌动蛋白F. 这种聚合作

用促使肌动蛋白丝重排, 细胞骨架被调整, 包括

ZO-1在内的蛋白从连接复合体移位, 肠黏膜紧

密连接松弛, 黏膜通透性增加[29]. 一旦zonulin信
号通路结束, 紧密连接又重新稳固[8]. 
1.2 紧密连接的生理功能 
1.2.1 通透性屏障功能: 紧密连接调节着离子和

大分子物质的跨细胞旁路的被动转运(允许离子

及小分子可溶性物质通过, 而不允许毒性大分

子及微生物通过). 
1.2.2 维持细胞极性功能: 上皮细胞的顶部和基

膜之间由于蛋白质和脂质的构成不同, 紧密连

接结构可将细胞顶部和基底部分为不同的液性

空间. 在相邻细胞的外侧浆膜可见连续的融合

点, 即紧密连接线, 这些融合点可限制细胞的不

同液性空间脂质和完整膜蛋白的自由扩散. 有
研究学者认为, occludin参与该功能的形成与调

控, Ebnet等[30]认为, 细胞极性的形成与JAM及极

性蛋白PAR-3有关.

2  肠黏膜细胞的紧密连接与肠壁通透性

紧密连接与肠上皮细胞共同构成肠道的选择性

屏障, 紧密连接一旦受损, 肠上皮细胞间隙通透

性就会增加, 细菌或毒素借此进入体循环, 引起

肠道感染, 甚至SIRS而危及生命. 以下就影响紧

密连接及肠壁通透性的因素分别讨论. 
2.1 细菌及毒素 大肠杆菌的致病性与肠上皮细

胞间紧密连接结构的破坏有关. 国外学者通过

实验发现, 致病性大肠杆菌(enteropathogenic E. 
coli , EPEC)可作用于紧密连接, 减少ZO-1、oc-
cludin和claudin-1蛋白的表达[31,32]. 产气荚膜杆

菌通过与claudin-3、4的胞外成分结合, 形成的

复合物使得黏膜形成孔道, Ca2+内流, 触发宿主

黏膜细胞凋亡, 导致通透性增高[33]. 还可通过其

肠毒素改变claudin蛋白的再分布, 调节紧密连接

的结构, 从而影响紧密连接通透性. 霍乱弧菌通

过释放毒素HA/P, 破坏occludin与ZO-1的连接, 
导致细胞骨架结构的瓦解, 紧密连接破坏, 引起

肠壁通透性增高[34]. 
2.2 细胞因子和炎症介质 肠黏膜受损时, 可激发

上皮细胞、巨噬细胞等产生大量炎性细胞因子

作用于细胞间的紧密连接结构, 导致肠道屏障

的破坏, 肠黏膜通透性升高. 如TNF-α、INF-γ可
降低紧密连接蛋白ZO-1和occludin的表达, 导致

紧密连接的瓦解, 增加黏膜通透性[35,36]. 爆发性

肝脏疾病时, TNF-α增多, 通过下调occludin启动

子表达, 从而使occludin蛋白表达下降, 致使肠壁

通透性增加[37]. IFN-γ通过微胞饮的方式重新排

列紧密连接蛋白, 使occludin表达失控, 引起通透

性的增加[38]. 体外研究还发现, TNF-α、INF-γ在
破坏紧密连接方面具有协同作用[39]. IL-4和IL-13
可导致细胞凋亡并破坏claudin-2从而增加黏膜

通透性. 有研究学者通过实验证实了这点[40,41]. 内
毒素可使诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric 
oxide synthase, iNOS)合成增加, 导致NO产生过

■研发前沿
为了防治肠黏膜
细胞紧密连接所
导致的肠壁通透
性的增加, 国内外
学者从多方面研
究, 正致力于找到
更有效、更全面
的治疗措施, 这已
成为近几年肠壁
通透性研究的一
大热点.
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量, NO与过氧化物反应, 形成过氧化亚硝酸盐, 
可通过氧化铁-硫中心、蛋白质羟基、破坏细胞

肌动蛋白骨架、松解肠上皮细胞间的紧密连接

等方式破坏肠上皮细胞屏障功能, 增加肠壁通

透性[42]. 
2.3 其他因素 生冷食物和多脂饮食通过抑制紧

密连接蛋白occludin、claudin-1、claudin-3以及

JAM-1的表达增加肠壁的通透性[43,44]. 最近研究

表明, 辣椒素也可以影响肠黏膜通透性, Tsukura
等[45]通过实验证实, 分子大小在(100-200 μm)的
辣椒素对Caco-2细胞结构和功能有破坏作用, 导
致肠壁通透性增加. Lammers等[46]在探索gliadin
与肠黏膜作用后引起肠壁功能障碍的机制时, 
发现gliadin与CXCR-3结合形成复合物并将其与

MyD88联系在一起, 增加zonulin的释放从而增

加肠壁的通透性. 热休克蛋白可改善温度增高

对肠壁通透性的影响, 其可能的机制是热休克

蛋白对occludin蛋白的表达调控作用[47]. 另外, 用
乙醛干预的细胞增殖后, 肠壁通透性增加, 可能

与ZO-1络氨酸磷酸化有关[48]. 

3  改善肠黏膜细胞的紧密连接与肠壁通透性的

措施

近些年来, 关于防治紧密连接破坏所致的肠壁

通透性增加方法学的研究包括营养支持、抗氧

化剂、益生菌、中草药等. 
3.1 营养支持 谷氨酰胺(Gln)是肠道黏膜细胞代

谢所必须的物质, 对维持肠道黏膜上皮结构的

完整性起着重要的作用[49]. Gln可直接或间接地

影响肠道上皮细胞内的介质, 如cAMP和Ca2+, 以
增加细胞间紧密连接程度、改变紧密连接对流

动物质的选择性和降低乳糖跨紧密连接的弥散

率. 动物实验及临床研究均证实, Gln可有效维持

肠道黏膜结构, 防止肠道通透性改变[50,51]. 但是

van den Berg等[52]在对极低体质量出生新生儿的

实验中应用谷氨酸盐并不能改善肠壁通透性的

增高, 其机制还未清楚. 另有研究发现, 精氨酸

也可降低肠梗阻鼠血浆中内毒素含量, 减少肠

道屏障紧密连接破坏和降低通透性, 减少内毒

素对机体免疫功能的损害[53-55]. 
3.2 抗氧自由基、细胞因子、炎症介质的治

疗 一些细胞因子抗体可抑制iNOS表达, 减少

NO生成. Francés等[56]就报道TNF-α抗体可明显

减少自由基生成, 一定程度上缓解了肠壁通透

性. Akyürek等[57]还试图应用血小板激活因子的

拮抗剂-BN52021修复损伤肠黏膜, 以缓解肠上

皮增高的通透性. 胰岛素样生长因子-1(insulin-
like growth factor 1, IGF-1)是体内普遍存在的多

肽, IGF-1改善肠壁通透性的机制可能是抑制了

TNF-α及COX-2等细胞因子表达释放, 从而避

免了NO增加. 体内研究已发现给肝硬化大鼠补

充IGF-1可以保护肠壁黏膜细胞、减少细菌易

位[58,59]. Hadjiyanni等[60]通过对1-型糖尿病大鼠研

究, 观察得出胰高血糖素样肽-2虽不能改变1-型
糖尿病的发生但他可却降低肠壁通透性. 研究

显示前列腺素可以保护肠黏膜细胞之间紧密连

接复合体, 阻挡肠道中有害物质穿透肠黏膜, 从
而保护肠黏膜通透性[61]. 
3.3 益生菌 补充益生菌可恢复肠道微生物平衡, 
抑制外源性致病菌过度增长, 促进肠上皮细胞

黏蛋白及sIgA的分泌, 修复肠道黏膜屏障等作

用. Resta-Lenert等[62]研究发现, 乳酸菌和双歧杆

菌通过维护细胞骨架和ZO-1蛋白及occludin表
达, 对表皮生长因子刺激作用增强. 修复EPEC引
起的破坏作用. Puthenedam等[63]也证实了这点. 
国内学者杨俊等[64]报道, 乳酸菌应用于侵袭性

大肠杆菌(enteroinvasive E.coli , EIEC)感染后的

肠上皮细胞, 表现为细胞骨架表达增多, 紧密连

接相关蛋白(claudin, occludin, JAM-1, ZO-1)表
达亦增加, 肠壁通透性较感染后明显改善. White
等[65]报道乳酸杆菌属(LP299)在防止肠壁通透性

的发展中也起到了重要的作用, 但其机制尚不

十分清楚. Anderson等[66]最新研究发现, 乳酸菌

MB452能够保护肠屏障, 其机制可能是提高了

紧密连接相关基因的表达. 
3.4 中草药 大黄、参附注射液、四君子汤等对

内毒素的生物活性有一定的拮抗作用, 能消除

氧自由基、减少TNF-α、IL-6、NO等细胞因子

和炎性介质的合成与释放、阻止细菌及毒素进

入血循环、维持跨膜电位差等保护黏膜屏障, 
降低肠壁通透性[67]. 
3.5 锌、钙 Zhang等[68]通过对断奶后仔猪应用

锌后, 发现肠通透性降低, 且occludin和ZO-1表
达增加, 说明锌降低肠壁通透性的主要机制可

能是增加了occludin和ZO-1的表达, 从而能够解

释在临床上应用锌可起到对腹泻的改善作用. 
Schepens等[69]对炎症性肠病大鼠应用钙可改善

肠黏膜屏障, 降低通透性. 其机制可能与减少黏

膜刺激有关. 
3.6 其他途径 Temmesfeld-Wollbrück等[70]通过实

验证实肾上腺髓质素(adrenomedullin, AM)能够

改善肠壁屏障功能和全身炎症反应, 其主要是

■相关报道
杨俊等报道乳酸
菌可改善EIEC感
染后Caco-2的细
胞 骨 架 结 构 ,  增
加紧密连接相关
蛋 白 表 达 ,  从 而
起到降低肠壁通
透 性 ,  保 护 肠 屏
障的作用.
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通过增加cAMP来保护肠屏障, 但是AM并不能

引起Caco-2细胞cAMP的增加. PDE可降低cAMP
的含量, 应用PDE抑制物也不能使AM引起的

cAMP增加, 说明AM是通过独立的途径作用于

Caco-2细胞的cAMP, 从而起到保护肠黏膜的作

用的. Park等[71]对神经节苷脂(ganglioside, GGS)
研究显示, GGS饮食能够增加IL-10的含量, 减少

NO及肠紧密连接蛋白的下降, 进而降低肠壁通

透性. Suzuki等[72]通过实验证实Kaempferol能促

使肌动蛋白骨架与紧密连接蛋白结合, 从而提

高肠屏障功能.

4  结论

肠上皮细胞的紧密连接在肠壁通透性中发挥着

重要的作用, 许多因素影响紧密连接的结构, 导
致肠壁通透性的增加, 从而引起细菌移位, 全身

炎症反应等. 因而可从改善紧密连接的角度出

发, 寻求改善肠壁通透性的方法, 为临床治疗提

供新思路. 
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Abstract
AIM: To construct a yeast two-hybrid cDNA 
library from a FAT10-overexpressing human he-
patic carcinoma cell line Hep3B.

METHODS: Total RNA was prepared from 
Hep3B cells and used to purify poly (A) mRNA. 
Double-stranded cDNA was synthesized from 
the purified mRNA, ligated to EcoR I adaptor, 
digested with EcoR I/Xho I enzymes, and then 

cloned into the pGADT7 vector. The recombi-
nant vector was transformed into E. coli DH10B 
to obtain a primary cDNA library. The primary 
library was amplified and used to determine the 
size of cDNA inserts through enzyme digestion.

RESULTS: The primary cDNA library con-
tained 1.03 × 106 independent clones. The titer of 
the cDNA library was estimated to be 2.50 × 106 
cfu/mL, and that of the amplified library was 
3.60 × 109 cfu/mL. The size of the inserts varied 
from 0. 5 to 3.5 kb, with an average value of 
about 2.0 kb.

CONCLUSION: A yeast two-hybrid cDNA library 
has been successfully generated from FAT10-over-
expressing Hep3B cells and can be used for future 
screening of proteins interacting with FAT10.

Key Words: Human hepatic carcinoma Hep3B cells; 
Yeast two-hybrid cDNA library; FAT10
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a FAT10-overexpressing human hepatic carcinoma cell 
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摘要
目的: 构建类泛素FAT10高表达肝癌细胞株
Hep3B的酵母双杂交用cDNA文库.

方法: 从肝癌细胞Hep3B中提取总RNA, 分
离mRNA. 利用反转录酶M-MLV与Oligo(dT) 
Anchor Primer合成1st Strand cDNA, 用E.coli  DNA 
Polymerase与E.coli  DNA Ligase将RNA链置换
成DNA链, 合成2nd Strand cDNA. 将双链cDNA
与Eco RⅠ Adaptor连接, 然后用Eco RⅠ/XhoⅠ
进行酶切. 使用Spin Column除去短链cDNA与
pGADT7载体连接, 转化入E.coli DH10B, 建成
原始文库. 然后对其进行扩增并随机挑取单菌
落, 酶切鉴定重组子插入片段大小.

结果: 提取的总RNA降解少且分子完整; RNA
纯度高, 相对分子质量为400-5000 bp; 成功

®

■背景资料
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合成双链cDNA, 均符合建库要求; 库容量达到
1.03×106克隆, 原始文库滴度为2.50×109 cfu/L, 
扩增后的文库滴度为3.60×1012 cfu/L. 插入片段
大小分布为0.5-3.5 kb, 平均长度约为2.0 kb.

结论: 所构建文库的各项指标均达到要求, 为
筛选FAT10作用蛋白奠定了重要基础.

关键词: 人肝癌细胞Hep3B; 酵母双杂交cDNA文

库; FAT10
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0  引言

原发性肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)
是严重危害人类健康的恶性肿瘤, 其发生与发

展是一个多步骤、多基因的参与过程. 泛素/类
泛素系统为体内细胞蛋白降解的一个重要途径, 
大量的研究表明泛素/类泛素系统功能失调将导

致癌基因与抑癌基因的表达异常, 其在肿瘤的

发生、发展过程中起着重要作用. 类泛素基因

有着同泛素类似的结构域, 作为信号使者控制

着多种细胞功能, 如细胞增殖、凋亡、细胞周

期及DNA修复. 其功能的异常可导致许多疾病

的产生, 包括肝癌. FAT10作为类泛素家族成员, 
被发现在肝癌等恶性肿瘤中表达增高, 而被认

为在肝癌的形成中起着重要作用, 但具体作用

机制尚不清楚. 本研究通过构建类泛素FAT10高
表达肝癌细胞株Hep3B酵母双杂交cDNA文库, 
为研究FAT10相互作用蛋白与FAT10基因的结构

及功能奠定了重要基础.

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞株Hep3B购自中科院上海细

胞库; 大肠杆菌DH10B为本实验室保存; 胎牛血

清为Hyclone产品; DMEM培养基为Gibco产品; 
TaKaRa MiniBEST Plasmid Purification Kit、One 
Shot LA PCRTM Mix、RNAisoTM Plus、cDNA Li-
brary Construction Kit、OligotexTM-dT30<Super> 
mRNA Purification Kit、λ-EcoT14 I Marker以及

pHY Marker均为TaKaRa公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 各组细胞置于DMEM培养液(含
100 mL/L胎牛血清), 在37 ℃、50 mL/L CO2条

件下培养.

1.2.2 总RNA提取与鉴定: 按照RNAisoTM Plus操
作手册说明书进行. 提取RNA 经1.2%琼脂糖凝

胶电泳鉴定.
1.2.3 mRNA提取: 按照OligotexTM-dT30<Super 
>mRNA Purification Kit操作手册说明书进行. 
将RNA、bind buffer及OligotexTM-dT30<Super>
混合, 然后70 ℃加热3 min, 室温放置10 min, 离
心. 去除上清后加入350 μL Wash Buffer, 将Oli-
gotexTM-dT30<Super>充分悬浮, 再加入到Spin 
Column Set的Column Cup中, 离心后加入wash 
buffer重悬, 重复离心, 最后用50 μL 70 ℃预热的

DEPC H2O充分悬浮OligotexTM-dT30<Super>, 离
心, 重复2次后回收mRNA.
1.2.4 cDNA合成与文库构建: 根据mRNA浓度

确定mRNA模板量. 按TaKaRa的cDNA Library 
Construction Kit使用手册进行. 利用反转录酶

M-MLV与Oligo(dT) Anchor Primer合成1st Strand 
cDNA(1st Strand cDNA合成时使用5-methyl 
dCTP); E.coli  RNase H使mRNA-1st Strand cDNA
杂合体中的RNA形成Nick, 再用E.col i  DNA 
Polymerase和E.coli  DNA Ligase将RNA链置换

成DNA链, 合成2nd Strand cDNA. T4 DNA Poly-
merase将双链cDNA末端平滑化再与Eco RⅠ 
Adaptor连接, XhoⅠ酶切; Spin Column除去短链

cDNA后与Eco RⅠ/XhoⅠ酶切的pGADT7载体

进行连接(Directional Cloning). Oligo(dT)Anchor 
Primer: 5'-(GA)10ACTAGTCTCGAG(T)18V-
3'(V: A or C or G); Eco RⅠ Adaptor序列: 5'-OH- 
AATTCGGCACGAGG-3', 3'-GCCGTGCTC-
Cp-5'.
1.2.5 文库质量鉴定: 将原始文库分别稀释10-3与

10-6倍, 称为A液与B液, 取1 μL A液加到50 μL的
LB液体培养基中, 混匀; 取50 μL与100 μL的B
液, 分别涂布于含100 mg/L氨苄青霉素的LB平
板上, 室温吸收20 min, 37 ℃培养过夜. 单菌落

计数, 确定文库滴度, 公式如下: cfu/mL = A液平

板上单菌落数×103×103, cfu/mL = (B液平板上

单菌落数P涂板体积)×103×103×103根据文库

滴度, 估算进行文库扩增所需平板数. 从原始文

库中取10 μL菌液加到15 mL LB液体培养基中, 
混匀; 分别取150 μL菌液涂布于100个直径150 
mm含100 mg/L氨苄青霉素的LB平板上. 室温吸

收1 h, 37 ℃培养18-20 h. 收集菌落加到500 mL 
LB甘油混合液中, 最后分装于10个50 mL离心管

中, 即扩增文库. 将原始文库做1∶10 000和1∶
1 000 000稀释, 转化宿主菌后铺平板, 测定扩增
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文库的滴度, 其滴度计算, 方法与原始文库滴度

计算方法相同.
1.2.6 文库的PCR鉴定: 随机挑选了16个菌落单

克隆进行扩增, 提取质粒作为模板, 以引物正

义: 5'-GGAGTACCCATACGACGTACC-3', 反义: 
5'-TATCTACGATTCATCTGCAGC-3'进行PCR扩
增, 共30个循环. 用1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测.

2  结果

2.1 总RNA与mRNA提取 所提总RNA经变性胶

电泳显示2条明显的带: 28S与18S, 说明总RNA
提取较好, 降解少且分子完整. RNA A 260 = 0.120, 
其浓度为0.96 g/L, A 280 = 0.063, A 260/A 280 = 1.9, 
表明所提RNA纯度高; 电泳结果显示成功分离

mRNA, 相对分子质量为: 400-5 000 bp, 符合建

库要求(图1).
2.2 cDNA合成质量鉴定结果 合成的双链cDNA, 
5 μL PCR产物进行琼脂糖电泳分析, 结果0.3-5 
kb呈弥散状条带, 中间有几条与组织特异性高

丰度mRNA相对应的亮带, 短片段去除后, 弥散

范围更加集中, 成功合成双链cDNA, 符合建库

要求(图2).
2.3 文库质量鉴定 文库容量达到1.03×106克隆, 
原始文库滴度为2.50×106 cfu/mL, 扩增后的文

库滴度为3.60×109 cfu/mL. 插入片段大小分布

为0.5-3.5 kb, 平均长度约为2.0 kb(图3).

3  讨论

HCC是我国乃至世界上常见且极具危害性的恶

性肿瘤之一. 研究表明, 作为多步骤、多途径肿

瘤发生的典型, 肝癌的发生、发展是癌基因的

激活与抑癌基因的失活共同作用结果. 泛素/类
泛素系统为体内细胞蛋白降解的一个重要途径, 
大量的研究表明泛素/类泛素系统功能失调将导

致癌基因与抑癌基因的表达异常, 其在肿瘤的

发生发展中起着重要作用[1-3]. 
近年来随着对泛素的研究发现, 真核细胞

中也广泛存在着一些同泛素有着部分相同序列

或功能相近的蛋白, 他们同样发挥着转录后的

修饰作用, 这一类蛋白被称为类泛素家族, 其主

要分为两类: 类泛素调节子(ubiquitin-like modi-
fiers, UBLs)与泛素区域蛋白(ubiquitin-domain 
proteins, UDPs). FAT10属于泛素相关蛋白的生

长集落, 参与各种基本的细胞发展, 包括信号转

导、蛋白易位及细胞周期调控. Hipp等[4]在研究

FAT10作用机制中发现他同泛素一样, 通过标记

底物而被特异性识别, 最后被降解, 但又不同于

泛素的作用通路. 有研究表明[5]FAT10能与人纺

锤体聚集检测点蛋白(MAD2)非共价结合, 学者

们利用这一特点, 发现FAT10的过度表达会导致

MAD2功能受到抑制, 而MAD2蛋白负责在有丝

分裂时保持纺锤体的完整性, 他的功能受到抑

制则引起染色体不稳定[6,7], 这正是许多肿瘤发

生的重要特征. Lee等[8]在肝癌、胃癌以及其他

类型的肿瘤中发现FAT10的蛋白表达要远高于

其癌旁和正常组织, 指出FAT10可能在肝癌等

恶性肿瘤的形成中起着重要作用. Canaan等[9]通

过对FAT10基因缺失小鼠的研究发现, FAT10的
缺失会增加肿瘤凋亡的易感性. Zhang等[10]通过

对肝癌细胞的体外研究发现, 在野生型p53(wild 
type p53, wtp53)缺失的Hep3B细胞中FAT10的蛋

白表达量要高于含wtp53的HepG2与KB3-1细胞

图  2  合成的双链cDNA电泳图. 1: 合成的双链cDNA; 2: 短

片段去除后的双链cDNA.
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图  3  插入片段检测电泳结果.
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图  1  电泳鉴定mRNA和RNA纯度. A: mRNA; B: RNA.
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中的FAT10蛋白表达量, 当在Hep3B细胞中导入

外源性wtp53后会导致FAT10转录表达能力和启

动子活性降低; 反之, 通过RNA干扰减低wtp53
的表达量, 则会增强FAT10的启动子活性和蛋

白表达. 因此, FAT10在肝癌等恶性肿瘤形成中

的作用引起了许多研究者的极大兴趣. 为了研

究FAT10的作用通路, 利用酵母双杂交技术, 以
FAT10基因作为“诱饵”, 以肝癌细胞株Hep3B
的cDNA文库作为“猎物”, 筛选出FAT10作用

通路蛋白与同FAT10作用的底物蛋白.
本研究通过构建肝癌细胞株Hep3B的cDNA

文库, 为下一步酵母双杂交筛选提供基础. 在
本实验中, 用RNAisoTM Plus试剂与OligotexTM-
dT30<Super>磁珠法分别分离提取总RNA和

mRNA, 经过电泳证实所获取的mRNA相对分

子质量分布范围较广, 无明显降解. 合成的双链

cDNA经电泳分析也显示所合成的cDNA是合格

的, 这为成功构建cDNA文库打下了良好基础. 
一个好的cDNA文库的质量标准应是: 原始文库

的重组子数>5×105-5×107; 插入的cDNA片段

≥300 bp, 平均>1000 bp. 此外, 根据Clare-Carbon
公式, 要从文库中以99.0%的几率选到一低丰度

克隆, 所要求的文库至少应包括1.7×105个克隆

数. 本研究构建的肝癌细胞株Hep3B的cDNA库

容量达到1.03×106克隆, 原始文库滴度为2.50×
106 cfu/mL, 扩增后的文库滴度为3.60×109 cfu/
mL. 插入片段大小分布为0.5-3.5 kb, 平均长度约

为2.0 kb, 完全达到了构库要求.
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Abstract
AIM: To compare the difference in the frequency 
of peripheral blood HBcAg-specific cytotoxic 
T lymphocytes (CTLs) between patients with 
acute hepatitis B and those with acute episodes 
of chronic hepatitis B.

METHODS: Seventeen HLA-A2-positive pa-
tients with acute hepatitis B and 13 patients with 
acute episodes of chronic hepatitis B were in-
cluded in the study. The frequency of peripheral 
blood HBcAg-specific CTLs was determined by 
HLA-A2/peptide tetramer staining.

RESULTS: The frequency of peripheral blood 
HBcAg-specific CTLs ranged from 0.071% to 
31.610%. There was a significant difference in the 
frequency of peripheral blood HBcAg-specific 
CTLs between patients with acute hepatitis B and 
those with acute episodes of chronic hepatitis B 
(9.601% ± 10.425% vs 0.259% ± 0.193%, P = 0.002).

CONCLUSION: There is a significant difference 
in the frequency of peripheral blood HBcAg-
specific CTLs between patients with acute hepa-
titis B and those with acute episodes of chronic 
hepatitis B. The frequency of peripheral blood 
HBcAg-specific CTLs might be a useful param-
eter to distinguish the above two types of illness.

Key Words: Acute hepatitis B; Chronic hepatitis B; 
Cytotoxic T lymphocyte; MHC class I-peptide tetramer
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摘要
目的: 研究急性乙型肝炎(AHB)与慢性乙型肝
炎(CHB)急性发作患者外周血中HBcAg特异
性细胞毒性T淋巴细胞(CTL)的数量差异.

方法: 选择HLA-A2阳性的AHB患者17例和
CHB患者13例作为研究对象, 应用Tetramer流
式细胞技术检测其外周血单个核细胞(PBMC)
中的HBcAg特异性CTL细胞频率.

结果: 30份PBMC标本中测得HBcAg特异性
CTL为0.071%-31.610%, 而阴性对照的健康者
PBMC标本检测值仅为0.003%. AHB患者的
HBcAg特异性CTL显著高于CHB患者(9.601%
±10.425% vs  0.259%±0.193%, P  = 0.002).

结论: 外周血中HBcAg特异性CTL的数量在AHB
与CHB急性发作患者之间存在显著性差异, 有望
成为早期鉴别上述两种疾病状态的实验方法.

®

■背景资料
HBV特异性CTL
应答在乙型肝炎
发病机制中的作
用已受到广泛关
注 .  急 性 乙 型 肝
炎的自限性经过
与强烈的特异性
CTL反应密切相
关, 而CHB急性发
作时多为非特异
性CTL反应.

■同行评议者
陈 建 杰 ,  主 任 医
师, 上海中医药大
学附属曙光医院
(东部)肝病科
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0  引言

一般认为, 在免疫力正常的急性乙型肝炎(acute 
hepatitis B, AHB)患者体内存在适度的特异性细

胞免疫水平; 这是乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)急性感染得以清除的关键. 而在慢性乙型

肝炎(chronic hepatitis B, CHB)患者, 往往存在T
淋巴细胞的低反应[1,2], 使病毒清除相当困难; 现
有研究结果提示, CHB患者体内的高病毒载量和

高抗原量的抑制作用可能是其重要原因之一[3]. 
但如何检测针对HBV的特异性细胞免疫状态, 
成为证实以上假说的技术障碍. 本文拟采用了

MHC-Ⅰ限制的HLA-A2病毒抗原表位的四聚体

技术, 建立体外直接检测特异性细胞毒性T淋巴

细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)的方法, 并用

该方法研究AHB与CHB急性发作患者外周血中

HBcAg特异性CTL的数量差异. 

1  材料和方法

1.1 材料 50例AHB患者和50例CHB急性发作患

者为2006-2009年北京地坛医院肝病中心住院患

者, 诊断符合2000年《病毒性肝炎防治方案》

中AHB和CHB的诊断标准[4]. 每例患者均保留

入院次日晨起采集的空腹静脉全血标本(肝素抗

凝)4 mL, 用于特异性CTL检测.
1.2 方法 
1.2.1 外周血单个核细胞的分离: 将临床采集的

全血标本在4 h内用淋巴细胞分离液分离外周血

单个核细胞(peripheral blood mononuclear cell, 
PBMC), 于-80 ℃保存, 待测. 
1.2.2 H L A-A2型别鉴定: 应用顺序特异引物

聚合酶链反应技术(polymerase chain reaction-
sequence special primer, PCR-SSP)[5]对全部病例

进行筛选, 将鉴定获得的HLA-A2阳性患者的

PBMC用于特异性CTL检测. 
1.2.3 Tetramer流式细胞技术检测HBcAg特异性

CTL: HBcAg特异性HLA-肽四聚体(Tetramer)
购自美国Sanquin生物技术有限公司, 其特异性

肽段为HBVcore18-27短肽(氨基酸序列为FLPS-
DFFPSV), 以藻红蛋白(PE)标记, 用于流式细胞

术检测. 将每份PBMC标本融化复苏后, 用PE标
记的Tetramer和APC标记的CD8抗体(BD公司产

品)双染色后应用流式细胞仪进行检测, 以淋巴细

胞设门, 计数50 000个CD8+阳性细胞, 同时计数

CD8+和Tetramer双阳性细胞为特异性CD8+细胞, 
并以占总计数CD8+细胞的百分比表示. 为进行

质量控制, 应用健康人PBMC标本作为阴性对照.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 治疗前

后均数比较采用独立样本t检验, 使用SPSS10.0 
软件进行统计学分析.

2  结果

2.1 人口学及临床资料 50例AHB患者中鉴定

获得HLA-A2型17例, 其中男12例, 女5例, 平
均年龄32(19-46)岁; 50例CHB患者中鉴定获得

HLA-A2型13例, 其中男9例, 女4例, 平均年龄

36(23-44)岁. HBV血清标志物、HBV病毒载量

及肝功能情况见表1. 
2.2 流式细胞术检测效果 自上述AHB患者中筛

得HLA-A2阳性17例, CHB患者为13例; 故本次

实验共检测PBMC标本30份, 测得HBcAg特异性

CTL范围为0.071%-31.610%; 而作为阴性对照的

健康人PBMC标本检测值仅为0.003%(图1). 
2.3 AHB与CHB急性发作患者外周血中HBcAg
特异性CTL的数量 17例AHB患者的HBcAg特
异性CTL(%)为9.601±10.425, 13例CHB患者为

0.259±0.193; 二者存在显著性差异(P  = 0.002). 

3  讨论

AHB同CHB首次急性发作在临床表现、生化

检查方面极为相似, 只有借助病史、流行病学

史、既往史以及HBV血清学标志物和血清病毒

载量的动态变化进行鉴别. 但两者的临床预后

大不相同, 且CHB的抗病毒治疗时机, 尤其是应

用干扰素α的治疗效果同急性发作关系密切, 因
此早期鉴别对于CHB意义重大. 

通常认为, 特异性CTL应答是机体清除肝

细胞内HBV的主要途径; 但是不充分的特异性

CTL应答不仅不能清除病毒, 反而却通过介导

非特异性T淋巴细胞应答引起肝脏损害[6-11]. 因
此, 检测CHB患者特异性CTL水平可能是鉴别

AHB与CHB急性发作的一种有效手段. 但是由

于HBV感染者外周血中特异性CTL水平极低, 
应用传统免疫学研究技术难以进行准确检测. 
1992年Garboczi等[12]建立了MHC-抗原肽四聚体

技术, 并将该技术同流式细胞术相结合, 使得准

确检测PBMC中极低细胞频率的特异性CTL成
为可能. 我们选用已经证实为MHCⅠ类分子关

键结合序列的HBcAg18-27肽段[13]与HLA-A2构
建四聚体, 用于PBMC中HBV特异性CTL细胞频

■研发前沿
HBV体内清除很
大程度上依赖于
活化表位肽特异
性CTL, CTL通过
T细胞受体特异性
识别病毒肽段并
通过MHC-Ⅰ类分
子提呈引起感染
细胞融解, 是宿主
清除HBV的关键.

■相关报道
王洪等应用HLA-
表位肽四聚体技
术直接检测慢性
HBV感染患者外
周血中抗原特异
性CTL, 发现: 在
CHB患者肝炎突
发时抗原特异性
CTL数量明显增
加 ;  陈 小 华 等 应
用PTD-HBcAg融
合蛋白免疫HBV
转基因小鼠, 检测
其在体内诱导特
异性CTL及抑制
HBV复制的能力, 
为慢性乙型肝炎
患者的免疫治疗
提供了新的思路.
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率的检测. 结果显示, 该方法可检测到细胞频率

低至0.071%的HBcAg特异性CTL, 而阴性对照

(未受HBV感染的健康人PBMC标本)结果仅为

0.003%, 表明四聚体技术联合流式细胞术检测

CHB患者特异性CTL的灵敏度和特异度均较高, 
适于低水平细胞频率的检测. 

以往研究揭示, 急性乙型肝炎的自限性经

过与强烈的特异性CTL反应密切相关[2], 而CHB
急性发作时多为非特异性CTL反应[14], 故而难以

清除HBV, 只会造成反复肝脏损伤[15]. 本研究对

17例AHB和13例CHB的PBMC进行Tetramer流
式细胞术的检测结果显示, AHB患者外周血中

的HBcAg特异性CTL数量远高于CHB患者, 与
既往研究结果一致, 表明该技术有望成为早期

鉴别AHB与CHB急性发作的一种实验方法. 
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表  1  AHB与CHB患者的人口学资料及临床情况

     
AHB(n  = 17) CHB(n  = 13)     P 值

性别(男/女)        12/5       9/4   0.936

年龄(岁)      32.0±12.2     36.0±9.6   0.339

ALT(U/L) 583.00±498.45 574.45±473.15   0.962

AST(U/L) 490.46±550.37 546.36±443.07   0.767

TBIL(μmol/L) 227.63±233.73 216.56±177.26   0.888

ALB(g/L)   44.22±6.87   46.96±5.23   0.242

eAg+/eAb+(n )     5/12     9/4   0.030

lgHBV DNA(lg10)     4.59±1.84     7.04±1.26 <0.001

图  1  各组HBcAg特异性CTL检测结果. A: 健康人PBMC(tetramer/CD8 = 0.003%); B: AHB患者(tetramer/CD8 = 10.91%); C: 

CHB患者(tetramer/CD8 = 0.937%).
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Abstract
AIM: To evaluate the efficacy and safety of 
modified Dachaihu Decoction in the treatment 
of severe acute pancreatitis (SAP).

METHODS: Forty-seven SAP patients were 
randomly divided into two groups: patients 
undergoing conventional therapy alone (n = 22) 
and those undergoing conventional therapy plus 
treatment with modified Dachaihu Decoction 
(n = 25). The rate of complications, duration of 
hospital stay, and hospitalization cost were com-
pared between the two groups. Therapeutic ef-
fect was assessed using the APACHE II system.

RESULTS: Of the patients undergoing treat-
ment with modified Dachaihu Decoction, 23 sur-

vived and 2 died. In contrast, 5 died among the 
patients undergoing conventional therapy alone. 
The APACHE II score of surviving patients was 
significantly lower in patients undergoing treat-
ment with modified Dachaihu Decoction than in 
those undergoing conventional therapy alone (all 
P < 0.05). There were significant differences in 
the rate of complications, recovery time of blood 
amylase and white blood cells, duration of hos-
pital stay, and hospitalization expense between 
the two groups (all P < 0.05).

CONCLUSION: Treatment with modified Da-
chaihu Decoction can reduce hospital stay, hos-
pitalization cost, and the rate of complications in 
patients with SAP.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Traditional 
Chinese medicine; Efficacy; Safety

Mei LQ, Zhou SJ, Tang XB, Yue H. Efficacy and safety of 
modified Dachaihu Decoction in the treatment of severe 
acute pancreatitis: an analysis of 25 cases. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi 2011; 19(4): 407-409

摘要
目的: 探讨大柴胡汤加减方对急性重症胰腺
炎(SAP)预后的影响及安全性. 

方法: SPA患者47例随机分为两组, 中药+常规
治疗组25例, 常规治疗组22例. 观察两组在并发
症、继发感染、死亡率、住院时间和住院费用
的差异; 临床疗效评估采用APACHEⅡ评分系统.

结果: 中药+常规治疗组25例患者中, 存活23
例, 死亡2例; 常规治疗组22例患者中, 存活17
例, 死亡5例; APACHEⅡ评分在中药+常规治
疗组中下降显著, 与常规治疗组在各时间点比
较均具有统计学意义(均P <0.05); 中药+常规
治疗组在继发感染并发症、血淀粉酶及白细
胞恢复正常时间、住院时间和费用上均少于
常规治疗组, 有显著性差异(均P <0.05).

结论: 大柴胡汤加减治疗SAP疗效确切, 可明
显减少并发症, 降低病死率, 缩短住院时间, 节
省医疗费用.
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■背景资料
急性重症胰腺炎
( S A P ) 是 外 科 常
见急腹症之一, 具
有起病急、病因
复杂, 可累及多脏
器, 病情凶险, 并
发 症 多 ,  病 死 率
高等特点.中医中
药辅助治疗SAP
已逐渐成为治疗
SAP的一个重要
的策略.

■同行评议者
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0  引言

急性重症胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是外科常见急腹症之一, 具有起病急、病因复

杂, 可累及多脏器, 病情凶险, 并发症多, 病死率

高等特点. 中医中药辅助治疗SAP已逐渐成为治

疗SAP的一个重要的策略. 本文就大柴胡汤加减

方治疗SAP在疗效及安全性方面进行探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 选自重庆市綦江县人民医院外科2007- 
01/2009-11收治并确诊的47例采取非手术治疗

的SAP患者. 按随机数字表法将47例患者分成两

组, 中药+常规治疗组25例, 其中男19例、女6例, 
年龄34-61(平均43.5±11.1)岁; 常规治疗组22
例, 其中男15例、女7例, 年龄29-63(平均41.8±
12.2)岁. 所有病例均符合2001年中华医学会外

科学会“SAP临床诊断标准”腹部CT提示有胰

腺坏死, APACHEⅡ评分≥8分[1].
1.2 方法 
1.2.1 中医中药治疗: 所有患者均进行持续胃肠

减压, 按照中药配方: 柴胡15 g, 黄芩10 g, 木香

10 g, 玄胡20 g, 白芍15 g, 生大黄(后下)15 g, 芒
硝(冲服)9 g, 进行配伍, 水煎成500 mL, 从胃管

中注入熬制好的中药4次/d, 80-100 mL/次, 然后

夹闭胃管30 min后开放. 
1.2.2 临床疗效评估: 采用APACHEⅡ评分判断患

者整体病情的变化. 治疗前、后每24 h动态进行

APACHEⅡ评分, 动态观察病情变化. 常规使用心

电监护仪持续监测血压、心率、血氧饱和度. 准
确记录每小时出入量, 定时监测电解质、血糖、

血气分析、血常规、淀粉酶等临床指标的变化. 
1.2.3 预后指标的观察: 观察给予中药治疗前后

患者出现的并发症、白细胞、淀粉酶恢复正常

的时间、平均住院时间及住院费用等. 
统计学处理 各组数据使用SPSS13.0统计软

件进行分析, 计量资料采用mean±SD表示, 采
用t -test分析进行组间比较, 计数资料采用Chi-
square test, 显著性水准为α = 0.05.

2  结果

2.1 临床疗效评估 中药+常规治疗组25例患者
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中, 存活23例, 死亡2例; 常规治疗组22例患者中, 
存活17例, 死亡5例. 中药+常规治疗组在行中医

中药前APACHEⅡ评分为11.37±4.57. 中药开始

治疗后24、48和72 h分别降至10.3±3.5、9.16
±3.16和8.0±3.1, 与治疗前比较差异有统计学

意义(P <0.05); 常规治疗组治疗前及治疗后24、
48及72 h APACHE Ⅱ评分分别为12.7±3.71、
11.8±3.23、11.1±3.70和10.5±4.05, 变化无统

计学意义(均P >0.05); 两组间在治疗后同一时间

点APACHEⅡ评分进行比较, 中药+常规治疗组

较常规治疗组APACHEⅡ评分明显下降, 差异具

有统计学意义(P <0.05, 表1).
2.2 中医中药治疗并发症 出现恶心者2例、腹

泻者3例、腹痛者1例、无腹胀者, 未见药物过

敏、肝损害等其他并发症.
2.3 其他指标检测 中药+常规治疗组在并发症、

血淀粉酶及白细胞恢复正常时间、住院时间和

费用上均少于常规治疗组(均P <0.05), 在统计学

上有显著性差异; 在死亡率方面, 两组比较无统

计学意义(P >0.05, 表2). 

3  讨论

SAP为一全身性的炎性反应、胰腺弥漫性出血

和组织坏死为特征的急性炎症. 本病起病急, 病
情进展快, 发病机制复杂, 治疗方法上虽在不断

改进, 但病死率仍高达40%左右[2,3]. 近年来, “个

体化治疗”已成共识. 大量的临床资料显示, 早
期非手术治疗SAP, 并发症的发生率及死亡率均

低于手术组[4-6]. 在降低SAP并发症及死亡率方

面, 大量的临床资料显示传统的中医中药治疗

SAP能很好改善患者的预后[7-9]. 
SAP病程早期往往具有中医阳明腑实证的

特点, 属里实热证, 临床常采用通里攻下法治

疗[10]. 有效的通里攻下可促进肠蠕动, 减少腹胀, 
改善心肺功能. 对肠源性内毒索有直接清除作

用. 对肠机械屏障、免疫屏障和生物屏障有保

护作用. 我们所采用的方剂出自《伤寒论》中

大柴胡汤加减的处方, 大柴胡汤是一张治疗急

腹症的有效经典方剂. 大柴胡汤配合西医治疗

胰腺炎的临床报道较多, 且疗效满意. 杨丹等[11]

用大柴胡汤加减加以禁食等常规对症支持治疗

急性胰腺炎64例, 其总有效率为90.6%, 与西药

对照组比较, 虽无差异性, 但在改善症状、体征

方面明显优于对照组. 林景松[12]报道用大柴胡

汤保留灌肠, 在不使用抗生素及抑制胃酸分泌

和胰液分泌的药物的情况下, 酌情配合禁食, 胃
肠减压及输液支持疗法治疗急性水肿型胰腺炎

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前对中医中药
治疗急性重症炎
的 具 体 作 用 机
制、剂型及药物
配伍等方面已成
为研究的热点.

■相关报道
杨丹等用大柴胡
汤加减加以禁食
等常规对症支持
治疗急性胰腺炎
64例, 其总有效率
为90.6%, 与西药
对照组比较, 虽无
差异性, 但在改善
症状、体征方面
明显优于对照组.
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23例, 其总有效率为95.6%, 优于单纯西医治疗. 
张继良等[13]用大柴胡汤随症状轻重加减药量, 再
配合控制饮食、营养支持等疗法治疗急性腺炎

52例, 其疗效与先前文献报道的相似. 
本方剂以大黄作为主药, 药理研究证明, 大

黄有增强肠蠕动、清除肠内毒物、改善微循

环、解除奥迪氏括约肌痉降低胆胰管压力作

用, 此外, 大黄对胰蛋白酶、胰淀粉及胰脂肪酶

活性具有全面抑制作用[14]. 辅以芒硝、黄芩, 加
强清热通便之力, 再佐以白芍、玄胡, 行气消胀

止痛. 不仅能较快地缓解临床症状, 而且能改善

胰腺血流循环, 促进坏死组织及炎症吸收; 能促

进肠蠕动, 减少肠道菌群移位, 防治肠源性感染, 
减少内毒素吸收. 维持肠道内环境的稳定. 从而

减少肠道功能衰竭及其继发的全身炎症反应和

多脏器功能衰竭. 文中所报告的辅以中药治疗

SAP在促进患者预后有明显的功效, 能缓解患者

的腹痛、腹胀、降低死亡率, 缩短住院时间, 节
省医疗费用等. 

在给予中药治疗时机及安全性方面, 在发

生SAP时, 胰腺对促胰液素和胆囊收缩素等促进

胰腺外分泌酶的反应常明显下降. 因此, 胰腺分

泌可能下降或受到抑制. 近年有人对2例曾行胰

管外引流的志愿者进行观察, 口服清胰汤既不

增加, 也不减少胰腺的分泌[15]. 故认为不必担心

中药口服或胃管注入会增加胰腺的外分泌, 临
床采用中西医结合的方法应该是安全的. 我们

所采用早期给予中药辅助治疗胰腺炎中可见, 
早期给予中药治疗并未加重胰腺炎的症状, 相
反在配伍的中药能明显抑制促胰腺酶的释放, 
对胰腺外分泌起着抑制作用. 

中药在SAP治疗中的应用, 使SAP的并发症

的发生率、死亡率等明显下降. 中药相对西药

而言具有价格便宜、多靶点作用、不良反应少

等诸多优势, 用于治疗AP有很好的前景, 值得进

一步推广. 
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表  1  两组患者APACHEⅡ评分比较 (分)

     
分组      治疗前       24 h        48 h      72 h

常规治疗组 12.70±3.71 11.8±3.23 11.10±3.70 10.5±4.05

中药+常规治疗组 11.37±4.57 10.3±3.50a  9.16 ±3.16a   8.0±3.10a 

aP<0.05 vs  常规治疗组.

表  2  两组患者各项指标比较

     
分组 并发症 死亡 血淀粉酶恢复正常(d) 白细胞恢复正常(d) 平均住院费用(万元) 平均住院时间(d)

常规治疗组    11    5         7.1±1.6         6.8±1.8        3.65±0.95        23±6

中药+常规治疗组      5a    2         4.1±1.1a         5.7±0.9a        2.23±0.77a        19±8a

aP<0.05 vs  常规治疗组.

■应用要点
本文通过传统的
中医中药联合西
医 非 手 术 治 疗
SAP, 对探讨SAP
的 发 病 机 制 ,  提
高临床救治水平, 
具有重要的理论
指导和临床应用
价值.

■同行评价
本文具有一定的
临床参考价值, 但
新颖性一般.
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Abstract
AIM: To explore the association between dietary 
factors and the risk of pancreatic cancer to pro-
vide a scientific basis for prevention of pancre-
atic cancer through diet and lifestyle changes.

METHODS: A case-control study involving 97 
patients with pancreatic cancer and 194 controls 
was conducted. Controls were matched to cases 
for age and sex. All of them were interviewed 
with uniform questionnaires. Conditional logis-
tic regression was used for univariate and multi-
variate analysis.

RESULTS: The development of pancreatic 
cancer was positively associated with intake of 
desserts (OR = 4.706), but negatively with intake 
of onion (OR = 0.068), yam (OR = 0.301), sweet 
potato (OR = 0.178), and fruit (OR = 0.299).

CONCLUSION: Dietary factors may play an 
important role in the development of pancreatic 
cancer.

Key Words: Pancreatic cancer; Dietary factors; 
Conditional logistic regression; Case-control study

Sun LH. Correlation between dietary factors and the risk 

of pancreatic cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(4): 410-415

摘要
目的: 探讨多种饮食因素与胰腺癌危险性的
关系, 为该病防治提供科学依据. 

方法: 2007-09/2009-10在上海部分门诊和医院
确诊的97例胰腺癌病例纳入病例组, 按年龄、

性别配比选择未患肿瘤的人群194例纳入对照
组, 用统一的调查表以相同的询问方式和态度
进行问卷调查. 对获取的资料用条件logistic回
归进行单因素和多因素分析. 

结果: 经多因素分析结果显示: 甜食(O R  = 
4.706)与胰腺癌呈正相关. 洋葱(OR  = 0.068)、
山药(OR  = 0.301)、红薯(OR  = 0.178)和水果
(OR  = 0.299)与胰腺癌呈负相关.

结论: 饮食因素在胰腺癌的发生过程中可能
起着重要作用.

关键词: 胰腺癌; 饮食因素; 条件logistic回归; 病例

-对照研究

孙丽红. 饮食因素与胰腺癌的相关性.  世界华人消化杂志  

2011; 19(4): 410-415
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0  引言

胰腺癌由于部位特殊而难于早期发现, 是目前

世界上病死率较高的一种恶性肿瘤. 目前已经

明确吸烟可增加胰腺癌的危险性, 蔬菜和水果

可以减少胰腺癌的危险性, 其他膳食因素与胰

腺癌的关系尚不确定. 为探讨饮食因素对胰腺

癌的影响, 我们开展了饮食营养因素与胰腺癌

发病关系的病例对照研究.

1  材料和方法

1.1 材料 研究对象分为1个病例组和1个对照组. 
病例组均来自2007-09/2009-10在上海民生中医

门诊部和上海曙光医院确诊的部分胰腺癌病例

®

■背景资料
胰腺癌是世界上
第13位最常见的
癌症 ,  一般来说 , 
在 经 济 发 达 社
会 ,  胰 腺 癌 的 发
病率和死亡率较
高 ,  胰 腺 癌 的 致
死 率 极 高 .  近 年
来随着我国人民
生活水平的提高, 
饮食结构的变化, 
胰腺癌发病率也
呈 上 升 趋 势 .  现
在认为食物和营
养因素与胰腺癌
有一定相关性.

■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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97例, 全部患者术前均经超声、CT和(或)MRI检
查, 诊断为胰腺癌, 术后均经病理确诊. 对照组

按1∶2配对选择与病例组相同地区、文化程度

等与患者相当的, 且按年龄、性别配比未患肿

瘤的人群194例. 病例组年龄为32-86(平均61±
9.86157)岁; 对照组年龄为33-84(平均61.9381±
9.03226)岁. 两组在年龄、性别方面均无显著性

差异.
1.2 方法 此次问卷在广泛地查阅有关文献, 征求

营养与卫生学专家意见的基础上编制而成, 并
由指导小组反复修改. 调查问卷的内容包括患

者基本信息和饮食史2个部分. 基本信息有性

别、出生年月、肿瘤确诊时间、治疗时间及联

系方式等内容. 饮食史部分的调查采用频数法, 
要求被调查者回忆发病前10年的饮食情况. 对
每一位调查对象均采用统一的方案和饮食频度

问卷进行询问, 调查人员由经过培训且已掌握

询问技巧的营养专业人员组成. 研究对象的确

定、现场实施、资料录入和分析等都进行了严

格的质量控制以减少随机误差和偏倚.
统计学处理 每份调查问卷均由调查人员

核对后, 对调查资料进行统一编号, 双份录入

Epidata3.0并建立数据库. 先进行单因素Logistic
回归分析, 筛选有统计学意义的变量后, 进一步

应用多因素条件Logistic回归模型分析. 估计各

因素比值比(OR )及95%可信区间(CI), 单因素分

析采用SPSS15.0软件, 多因素分析采用SAS8.2
软件完成.

2  结果

44个变量进行单因素1∶2配比条件Logistic回归

分析, 筛选出17个有统计意义的相关变量(表1). 
其中可能的危险性因素有2个, 包括甜食, 水产

品中的甲鱼; 可能的保护性因素有15个, 包括菌

菇藻类, 豆浆, 蔬菜中的花菜、卷心菜、大蒜、

洋葱、山药、西红柿、红薯、胡萝卜和萝卜, 
肉类中的鸭肉, 水产品中的海鱼、虾和黄鳝. 将
单因素分析有显著性统计学意义的变量引入多

因素条件Logistic回归模型, 进一步筛选出可能

的危险性因素1个, 是甜食; 可能的保护性因素

有4个, 包括洋葱、山药、红薯和水果(表2).

3  讨论

本文通过单因素和多因素回归分析均研究发现, 
甜食摄入多可能增加胰腺癌的危险性. 

精制的谷物制品可能含有相当多的盐, 也

可能作为脂肪和糖涂抹料的载体. 在对谷物进

行精加工生产的大米、面粉、面包、糖的过程

中会失去其中的膳食纤维和一些可能有防癌作

用的微量成分, 如各种维生素和矿物质等. 精制

糖本身只能提供能量, 因此膳食中谷类的精制

程度本身便可能是一种癌的重要危险因素. 
相关研究报道胰腺癌危险性增加与高碳

水化合物(如白面包和精制糖)摄入量相关. Ba-
ghurst等[1]通过4项病例-对照研究中有2项研究

表明胰腺癌与精制糖或单糖或蔗糖有关. Lyon
等[2]研究报道胰腺癌危险性增加与添加糖的摄

入量相关, 尤其是妇女. Armstrong等[3]进行的一

项国际生态学研究表明, 糖的摄入量是与女性

胰腺癌死亡率最高度相关的环境变量. 
精制糖摄入量对胰腺癌危险性作用的特殊

生物学机制尚未提出, 有人认为由于发生胰腺

癌引起的膳食改变可能导致膳食中碳水化合物

比例增高, 但这只是推测[4]. 
在流行病学研究中, 一般没有区分所研究

的含淀粉的食物的精制程度, 因此在淀粉的精

制程度对肿瘤危险性影响方面迄今还没有可靠

的流行病学数据. 本文对甜食与胰腺癌发病的

关系进行了问卷调查, 研究得出了甜食是胰腺

癌发病的可能危险性因素, 有一定的参考价值. 
当然, 精制糖对肿瘤的影响, 还需要结合大量的

流行病学调查和实验研究. 
本人认为在进一步深入研究谷类摄入与肿

瘤危险性关系时, 除了从食物角度来研究含淀

粉多的谷类、含简单糖较多的甜食类等与胰腺

癌的关系以外, 考虑到全谷类、粗加工谷类和

精制谷物在营养素种类和含量上的差别, 以及

膳食纤维在预防某些疾病中的重要作用. 建议

将谷类中的淀粉、简单糖和膳食纤维等作为独

立的营养成分和分析因素, 从更深更广的角度

分析其各自与肿瘤之间的关系. 并设法建立更

好的定量估算这些独立成分摄入量的方法, 并
进一步加强对其作用机制(无论是增加还是减少

危险性)的研究. 
虽然关于简单糖、淀粉与肿瘤发生关系的

研究报道有限, 证据不一. 但应该看到, 过量摄

入高糖类食物对肿瘤的危险性. 为了长期维持

人体健康, 中国营养学会根据中国人的膳食结

构和体质状况, 推荐来自碳水化合物的热量占

总热量的55%-65%为宜, 而其中精制糖所提供

的能量占总能量10%以下较合适. 
本研究单因素分析得出, 鸭肉是胰腺癌的

■研发前沿
对于饮食、生活
方式与胰腺癌的
关 系 ,  目 前 已 经
明确吸烟可增加
胰腺癌的危险性, 
蔬菜和水果可以
减少胰腺癌的危
险 性 ,  其 他 膳 食
因素与胰腺癌的
关 系 尚 不 确 定 . 
目前饮食与胰腺
癌关系的研究中, 
在食物的种类上, 
肉类、蔬菜、水
果、碳水化合物
等是研究的热点
和 重 点 ,  而 对 于
水产品类、菌菇
藻类等对胰腺癌
的影响及作用制
尚未明确.
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可能保护性因素. 近年来一些国家的胰腺癌发

病率呈上升的趋势, 可能与饮食结构的西化有

关. 发展中国家由于生活水平不断提高, 饮食结

构向高蛋白、高脂肪、高胆固醇、低纤维素方

向改变, 胰腺癌的发病率也在不断增高. 
动物脂肪和饱和脂肪完全与含肉类和膳食

胆固醇的食物及膳食模式相关. 许多流行病学

研究已证实, 胰腺癌危险性增加与肉的摄入量

高有关系. Ghadirian等[5]研究显示, 总脂肪(特别

是饱和脂肪酸)、胆固醇以及过多的从脂肪中

获得能量与胰腺癌发生呈正相关. 实验证实高

脂肪饮食可以引起鼠胰腺的生理学和形态学变

化[6]. Zheng等[7]作的膳食分析发现, 随着食肉量

增加, 胰腺癌的死亡率也增加, 但对水果、蔬菜

和谷类没有一致性的结果. 畜肉类脂肪以饱和

脂肪酸为主, 主要成分是三酰甘油, 少量卵磷脂

和胆固醇. 相对于畜肉来看, 禽肉类, 如鸭肉的

饱和脂肪酸含量较少, 不饱和脂肪酸含量多于

畜肉类. 波兰的一项研究发现胰腺癌危险性大

大降低与单不饱和脂肪摄入量高相关[8]. 
饮食脂肪调节致癌的确切机制尚未阐明, 有

人认为其可能的机制为饮食脂肪影响前列腺素

及白三烯的合成[9,10]. 也有研究者报道认为胰腺

癌的发生可能与经过烹饪后的肉、鱼中含有致

癌及具有诱变作用的杂环芳香胺有关, 他们是烹

饪过程中氨基酸和蛋白质高温分解的产物[11]. 
关于肉类与肿瘤关系的报道比较多, 大多数

结论认为肉类摄入量增加与肿瘤的发生关系密

切, 但也有部分研究认为脂肪酸的饱和程度与

肿瘤的发生不相关. 本人认为某些研究力图评

价膳食中总的脂肪含量, 或者对脂肪酸的种类

进行了分类研究, 而另一些研究则在问卷中只

调查少数有关的动物性食物, 因此这些研究方

法本身都存在着一些局限性. 在调查不同类型

的膳食脂肪时, 不同研究使用的研究方法不同, 
也使得对比分析比较困难, 可能结果也存在一

■相关报道
Zheng等的膳食分
析发现, 随着食肉
量增加, 胰腺癌的
死亡率也增加, 但
对水果、蔬菜和
谷类没有一致性
的结果.

表  1  胰腺癌发病前10年饮食情况的1∶2配比单因素Logistic回归分析

     
分析因素 变量名称      β    P 值   OR      95%CI

菌菇藻类      V6 -1.348 0.000 0.260 0.142-0.475

甜食      V8   0.968 0.000 2.632 1.804-3.841

花菜      V11 -0.644 0.000 0.525 0.365-0.755

卷心菜      V12 -0.602 0.002 0.548 0.375-0.799

大蒜      V13 -1.008 0.000 0.365 0.258-0.516

洋葱      V14 -2.120 0.000 0.120 0.071-0.203

山药      V15 -1.416 0.000 0.243 0.159-0.370

西红柿      V16 -0.633 0.000 0.531 0.378-0.746

红薯      V17 -1.405 0.000 0.245 0.163-0.369

胡萝卜      V18 -1.181 0.000 0.307 0.209-0.451

萝卜      V19 -0.432 0.016 0.649 0.457-0.921

鸭肉      V27 -0.428 0.012 0.652 0.467-0.910

海鱼      V31 -0.367 0.021 0.693 0.508-0.946

虾      V34 -0.865 0.000 0.421 0.303-0.585

黄鳝      V36 -1.051 0.000 0.350 0.209-0.585

甲鱼      V37   0.385 0.036 1.470 1.026-2.106

豆浆      V93 -0.381 0.013 0.683 0.505-0.924

表  2  胰腺癌发病前10年饮食情况1∶2配比的多因素条件Logistic回归分析

     
分析因素 变量         β   P值  OR      95%CI

水果  V7 -1.20619 0.0110 0.299 0.118-0.759

甜食  V8   1.54874 0.0001 4.706 2.130-10.397

洋葱  V14 -2.69399 0.0001 0.068 0.020-0.230

山药  V15 -1.20032 0.0074 0.301 0.125-0.725

红薯  V17 -1.72725 0.0004 0.178 0.068-0.464
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些差异. 因此, 有关高脂饮食和肿瘤的关系还有

待进一步的研究. 今后对脂肪与肿瘤关系的研

究应能区别不同脂肪酸组成的膳食与肿瘤的关

系, 以及区分使用不同加工方法生产的脂肪与

肿瘤的关系, 并能对从食物中摄入的饱和脂肪

酸、不饱和脂肪酸(如omega-3系列和omega-6系
列)等进行定量分析.  

尽管脂肪或者肉类与肿瘤关系的结果还不

完全一致, 但根据大多数的研究认为, 在膳食中, 
我们要减少动物脂肪在膳食总能量中的比例, 
使得总脂肪摄入量降低到总能量的30%以下. 减
少脂肪的摄入, 对于预防一些慢性非传染性疾

病, 如肿瘤、肥胖、高血脂和糖尿病等都有一

定的积极意义. 
本研究单因素分析发现黄鳝、河鱼、虾是

胰腺癌的可能保护性因素; 甲鱼是胰腺癌的可

能危险性因素. 有人提出活性氧自由基是细胞

癌变的原始引发机制. 近年来, 医学新成果发现

黄鳝补身、活络、祛毒作用对人体癌细胞有

较好的抑制功能. 肖湘等[12]研究发现黄鳝的黏

液、血液、粗多糖对氧自由基有清除作用, 提
示了黄鳝可能在抗肿瘤、防衰老、降血脂等方

面发挥作用. 
有关水产品与肿瘤关系的研究极少, 这可

能与水产品在人们饮食当中所占的比例相对较

少的缘故, 所以对此类食物的研究和关注不多. 
我们在本研究中做了一个尝试, 可能涉及的水

产品种类还不够丰富. 今后希望在水产品摄入

的种类和定量的研究上再进一步深入下去, 再
对水产品对肿瘤影响的机制有进一步的探讨. 

本研究单因素分析发现, 花菜、包心菜、

大蒜、洋葱、山药、西红柿、红薯、胡萝卜和

萝卜都是胰腺癌的可能保护性因素; 多因素分

析发现水果、洋葱、山药和红薯是胰腺癌的可

能保护性因素, 本研究结果显示蔬菜对胰腺癌

可能具有保护性, 与多数研究结果相一致. 
近年来自由基及脂质过氧化作用与疾病的

关系引起人们的重视. 自由基反应及其产物过

氧化脂质对生物膜、DNA等有损伤作用, 故有

致癌活性. 研究证明营养性抗氧化剂维生素E、
维生素C、微量元素硒及天然抗氧化酶类(如超

氧化物歧化酶)等参与捕获或消除自由基反应, 
超氧化物歧化酶能有效地阻断过氧化脂质的形

成, 在体内构成抗脂质过氧化的重要防线[9,13]. 抗
氧化剂之间还有协同作用, 共同保护机体正常

功能(包括免疫功能) 的完成. 蔬菜和水果含有丰

富的抗氧化剂维生素C及天然抗氧化酶类, 多数

研究认为增加新鲜蔬菜和水果摄入, 摄取营养

均衡的饮食, 保持正常体质量, 可降低胰腺癌危

险性[14]. 
世界癌症研究基金会和美国癌症研究所联

合出版的《食物、营养与癌症预防》一书中详

细总结了饮食与胰腺癌关系的研究结果. 认为

富含蔬菜和水果的饮食很可能减少胰腺癌的危

险性, 植物性食品中的膳食纤维和维生素C可能

有保护作用. 维生素类(类胡萝卜素、视黄醇、

维生素E、番茄红素等)和矿物质(硒、钙等)与
胰腺癌的关系研究不多且结果不一致[15,16], 但大

多数结果显示上述营养素对肿瘤具有保护性. 
一些酚类化合物也存在于新鲜蔬菜和水果

中. 已经证明酚类化合物能增强Ⅱ相结合酶的

活性, 还可能通过捕捉亚硝酸盐而抑制亚硝化

反应, 从而提供两种可能的抗癌机制.  类黄酮类

物质存在于蔬菜、水果、咖啡、茶等食物中, 
槲皮黄酮是广泛存在于多种蔬菜和水果中的黄

酮醇类, 西红柿、薯类、蚕豆以及洋葱等是槲

皮黄酮最丰富的来源. 其他一些类黄酮类物质, 
如柑橘黄酮存在于柑橘类水果中. 不同的类黄

酮类物质有不同的抗氧化特性, 抗氧化性可能

是类黄酮类物质的一种抗癌机制. Phang等[17]研

究发现某些类黄酮类物质可增强细胞通过生物

泵将某些致癌物质由细胞排出的作用. 
柑桔类水果、苹果含丰富的胡萝卜素、类

黄酮、维生素C等抗癌物质. 苹果中含有的类黄

酮是一种高效抗氧化剂, 他不但是最好的血管

清理剂, 而且有抗癌效果. 香豆素存在于蔬菜、

柑橘类水果中. 用蔬菜及柑橘类水果进行的人体

研究和用香豆素类物质进行的动物实验得到的

结果都提示, 此类生物活性物质具有防癌作用. 
本研究发现红薯和山药是胰腺癌的可能保

护性因素. 红薯不仅是健康食品, 还是祛病的

良药. 红薯中含有丰富的β-胡萝卜素、维生素

C和叶酸, β-胡萝卜素和维生素C的抗氧化作用

有助于抵抗氧化应激对遗传物质脱氧核糖核酸

的损伤, 有助于清除体内的自由基, 起一定的抗

癌作用. 常吃红薯有助于维持人体的正常叶酸

水平, 而体内叶酸含量过低会增加得癌症的风

险. 近年来的研究表明, 山药水浸液体外实验显

示, 山药具有促进干扰素生成和增加T淋巴细胞

数的作用, 抑制肿瘤细胞增殖, 有一定的抗癌功

效. 并可抑制唾液酸酶, 对突变细胞有产生抑制

的倾向. 洋葱除了具有降血压, 抗动脉硬化, 减

■创新盘点
目前对于饮食与
胰腺癌关系的研
究结论不多, 膳食
因素与胰腺癌的
关系尚不确定. 本
文通过饮食与胰
腺癌关系的流行
病 学 研 究 ,  对 甜
食类、肉类、水
产品类、菌菇藻
类、蔬菜和水果
类、豆类和奶类
及其制品等对胰
腺癌的影响做了
深入详尽的研究, 
并对这些饮食因
素对胰腺癌的影
响机制做了分析
和探讨.
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少血栓, 降低血脂等作用外, 又是良好的天然抗

癌食品. 经化验证实, 洋葱与大蒜相似, 都含有

“蒜素”及硫化硒, 能够抑制致癌物质亚硝胺

的合成, 还有促进吞噬细胞破坏癌细胞的功能. 
洋葱中还含有槲皮黄酮、谷胱甘肽和微量元素

硒, 对防癌抗癌也起重要作用. 
很多病例-对照调查显示肉类摄入量与蔬菜

水果消费量成反比, 而肿瘤患者蔬菜水果消费

量偏低, 这与大多数的研究结果相一致. 本人认

为对进一步研究蔬菜、水果与肿瘤关系时, 应
特别注意估计摄入量的问题, 即估计总的和列

出个别品种的摄入量. 鉴于测定某种特定维生

素和植物化学物的摄入量有困难, 以及在植物

性食物中有许多其他微量成分混杂, 因而应优

先考虑研究开发更完备的膳食成分数据库及更

好的测定生物样品的方法. 
菌菇藻类与肿瘤发生关系的报道很少, 本课

题研究分析发现菌菇藻类是胰腺癌的可能保护

性因素. 
菌菇类含有丰富的蛋白质、碳水化合物, 食

用菌的营养价值高还在于含有多种维生素, 尤
其是水溶性维生素的B族维生素和维生素C, 脂
溶性维生素的维生素D含量也较高. 近年来的药

理研究表明, 香菇等各种食用菌菇有增强人体

免疫功能、抗癌、降血脂等功效. 蘑菇不仅能

控制癌细胞的发展, 并能使已形成的癌细胞萎

缩. 金针菇含有蛋白质、脂肪、多种维生素、

胡萝卜素、粗纤维和多种氨基酸等有益成分, 
含锌量也较高, 可抑制癌细胞的生长, 可用于各

种早、中期癌症的治疗. 猴头菇含有17种氨基

酸、丰富的多糖体和多肽类物质, 对胃癌、食

管癌等消化系统癌症有特殊疗效. 
海带、海藻、紫菜统属海藻类食物. 海带

有化痰软坚散结功用, 作为传统的治肿瘤药, 常
与海藻同用, 以发挥协同作用, 用治甲状腺、食

管、胃、淋巴系统等多种良性、恶性肿瘤. 海
带、紫菜等还含有一种褐藻胶和硒元素, 可降

低乳腺癌、冠心病、心脏病的发生率.  
可能是由于菌菇藻类在人们膳食中的比例

很小、对其定量研究有一定困难的原因, 对菌

菇藻类与肿瘤关系的报道非常少. 本文只是一

个初步尝试, 希望借此抛砖引玉, 引起更多的学

者来关注此类食物对健康的影响, 并对其影响

成分做深入的研究. 
本课题单因素研究分析发现豆浆是胰腺癌

的可能保护性因素. 大豆中含有丰富的硒元素, 

有一定的防癌作用. 根据流行病学对20多个国家

和地区调查发现, 癌症发病率、死亡率高的国家

和地区与其地域和食品中含硒较低有关[18,19]. 
硒抗癌机制的研究有了很大的发展和深入, 

但抗癌机制还未彻底澄清, 现在认为可能是多

因素作用于肿瘤的结果. 总的来说, 其抑制肿瘤

发生和发展的可能机制是: (1)选择性抑制癌细

胞; (2)对机体遗传物质的保护作用; (3)对机体代

谢酶的影响; (4)增强机体免疫功能等[20]. 
主要来自实验研究的其他证据显示, 豆类的

某些组分能够预防实验性诱导的动物肿瘤, 以
及这些组分可能具有预防癌症的生物学特性. 
例如豆类中含有多种蛋白酶抑制剂、不饱和脂

肪酸、异黄酮、皂甙类和酚类化合物等, 对致

癌过程和亚硝胺形成有抑制作用[16]. 大豆异黄

酮和以黄酮类为配基的糖甙(主要包括黄豆甙

和染料木甙)和大豆皂甙的保健功能, 是近年人

们关注的热点. 体外和动物实验发现异黄酮有

多种抗癌作用, 包括抑制肿瘤形成和肿瘤细胞

增殖[22]. 皂甙类存在于各种植物性食物中, 大豆

中含量特别高, 约占干质量的5%. 一些动物实验

和体外研究的结果显示, 皂甙类物质可抑制多

种癌细胞的生长并降低其DNA合成速度. 植酸

也主要存在于谷物和豆类中, 虽然实验证实植

酸有抗癌性, 但其机制还不很清楚, 有可能是控

制癌细胞的增长[21]. 大豆膳食纤维是天然抗癌剂

和抗诱变剂, 可以通过诱导人体免疫系统的活

力, 从而杀灭致癌性病毒而达到抗癌的目的.  
豆类的资料大部分来自对人的流行病学研

究, 这类研究多半在西方人群中进行, 他们的豆

类摄入量少而且比较均匀. 如果在所研究的人

群中只有一小部分人的摄入量较高时, 在统计

学上能检出相关性的力度是有限的. 本研究显

示豆浆对肿瘤可能具有保护性, 鉴于豆制品与

肿瘤关系研究的有限性, 豆制品的抗癌作用还

有待于进一步的研究证实[22]. 根据豆类的营养性

内涵, 以及其作为优质蛋白质和可能预防肿瘤

的生物学活性微量组分的丰富来源, 并且在我

国这样的一个以植物性食物为主的、豆类资源

丰富的国家中, 建议优先对其进行流行病学和

实验研究, 以仔细确定豆类的品种(如豆腐、其

他豆制品)、摄入量及其与疾病的关系. 并特别

注意对与现有研究人群不同的、豆类摄入量较

高而花样较多的人群的研究. 
根据医学实验证实, 酸奶含有多量乳酸菌, 

乳酸菌在肠道内繁殖, 其代谢产物能通过诱导

■应用要点
饮食因素、营养
成分与胰腺癌的
关系十分密切. 本
研究通过饮食因
素与胰腺癌发生
关系的流行病学
探讨, 为研究食物
的防癌、抗癌作
用提供了方向性
的 引 导 ,  并 对 从
饮食的角度对防
治肿瘤做更好的
干预.
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产生干扰素和促细胞分裂剂, 促使免疫球蛋白

抗体的产生, 从而活化巨噬细胞, 提高了人体的

免疫力, 增强对癌症的抵抗能力. 本文研究结果

认为牛奶的摄入与肿瘤的关系不大. 可能是由

于生活饮食习惯的差异, 发达国家, 包括美国因

为牛奶摄入量较大, 而中国人牛奶摄入量较少

的缘故, 所以国内外研究难以得到一致的结论. 
有关奶类及奶制品与肿瘤相关性的研究, 还有

待进一步深入探讨. 
毋庸置疑, 饮食因素、营养成分与胰腺癌

的关系十分密切. 本研究通过饮食因素与胰腺

癌发生关系的流行病学探讨, 为研究食物的防

癌、抗癌作用提供了方向性的引导. 由于本调

查主要采用回忆法, 因此不能排除回忆偏倚而

使调查结果的准确度受到影响. 我们期望今后

能从更广更深的角度对饮食因素与胰腺癌的关

系进行探讨, 从饮食的角度对防治肿瘤做更好

的干预. 
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Abstract
AIM: To evaluate the clinical significance of 
5-aminosalicylic acid (5-ASA) as a maintenance 
therapy for patients with ulcerative colitis (UC).

METHODS: The clinical data for 114 UC patients 
(including 64 males and 50 females, aged from 
16 to 76 years old) treated from January 2004 to 
August 2010 were analyzed retrospectively.

RESULTS: Seventy-five patients (65.8%) under-
went 5-ASA therapy for induction of remission. 
There was no correlation between sex and the 
relapse rate of UC. The relapse rate in patients 
who had a history of more than 5 years was 
higher than those with a shorter history (62.1% 
vs 35.7%, P > 0.05). The relapse rate was sig-
nificantly lower in mild patients undergoing 
maintenance treatment with 5-ASA more than 
2 g daily than in those given 5-ASA less than 
2 g daily (10% vs 33.3%, P < 0.05), in patients 
with mild disease than in those with moderate 
or severe disease (24.6% vs 83.3%, 80.6%, both P 

< 0.05), in patients with proctitis than in those 
without proctitis (P < 0.05), and in patients who 
achieved mucosal healing than in those who did 
not (4.8% vs 89.6%, P < 0.05). The relapse rate of 
UC gradually increased from the second year 
after remission.

CONCLUSION: Mucosal healing and disease 
activity of UC are the most important factors 
associated with the recurrence of the disease. 
5-ASA is the first choice for patients with mild 
and moderate disease. UC patients undergoing 
maintenance treatment with 5-ASA more than 2 
g daily for 2 years can reduce the recurrence of 
the disease.

Key Words: Ulcerative colitis; 5-aminosalicylic acid; 
Maintenance remission

Shen J, Li JX, Wang HH, Li YX, Tian Y, Liu XG. 5-amino-
salicylic acid as a maintenance therapy for ulcerative coli-
tis: an analysis of 114 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2011; 19(4): 416-420

摘要
目的: 评估5-氨基水杨酸(5-ASA)对溃疡性结
肠炎(UC)缓解期患者维持治疗及影响UC复发
的相关因素. 

方法: 回顾性分析2004-01/2010-08在北京大
学第一医院消化内科就诊的114例缓解期UC
患者的临床资料, 纳入分析病例114例. 其中,
男64例, 女50例, 年龄16-76岁. 

结果: 选择应用5-ASA诱导缓解治疗病例75
例(65.8%). 结果显示: (1)UC复发与性别无
关; (2)病程>5年的UC患者复发率显著高于病
程≤5年的UC患者(62.1% vs  35.7%, P >0.05); 
(3)轻度UC患者5-ASA维持治疗剂量>2 g/d
者复发率显著低于≤2 g/d者(10% vs  33.3%, 
P <0.05); (4)轻度UC患者复发率显著低于中度
和重度患者(24.6% vs  83.3%, 80.6%, P <0.05); 
(5)直肠型UC患者复发率(19.2%)较低; (6)诱
导缓解治疗达到黏膜愈合患者的复发率显著
低于未达到黏膜愈合的患者(4.8% vs  89.6%, 
P <0.05); (7)UC患者诱导缓解后第2年始复发

®

■背景资料
溃疡性结肠炎近
年来发病呈上升
趋势, 目前我国在
治疗中多重视诱
导缓解, 但往往忽
视了维持缓解治
疗的重要意义, 对
选择5-ASA维持
缓解治疗的疗程
及剂量尚无一致
意见. 
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率随时间逐年上升.

结论: 黏膜愈合及疾病活动程度是影响UC复
发率的重要因素, 5-ASA是轻-中度UC维持缓
解治疗的首选药物, 5-ASA维持治疗剂量>2 
g/d、疗程至少2年以上, 可有效降低UC的复
发率.

关键词: 溃疡性结肠炎; 5-氨基水杨酸; 维持缓解
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种慢

性非特异性炎症性肠病, 我国UC的发病率明显

低于西方国家, 近些年有逐渐上升的趋势. 氨基

水杨酸制剂用于UC的治疗已有50余年的历史, 
迄今已成为轻-中度UC诱导缓解与维持缓解治

疗的一线药物[1]. 临床上常用的氨基水杨酸制

剂主要包括水杨酸偶氮磺胺吡啶(sulfasalazine, 
SASP)、5-氨基水杨酸(5-aminosalicylic acid, 
5-ASA)及5-ASA前药奥柳氮与巴柳氮等. 然而, 
目前对选择5-ASA维持缓解治疗的疗程及剂量

尚无一致意见[2], 国内有关文献报道也较少. 本
研究通过对UC缓解期病例维持治疗的临床资料

进行回顾性分析, 探讨UC维持缓解治疗的必要

性及5-ASA在UC维持缓解治疗中的价值及影响

UC复发的相关因素.

1  材料和方法

1.1 材料 以2004-01/2010-08在北京大学第一医

院消化内科住院及门诊就诊的经诱导缓解治疗

后获得病情缓解UC患者为研究对象.
1.2 方法 
1.2.1 UC的诊断: 依据2007年我国炎症性肠病诊

断治疗规范的共识意见[3], 根据结肠镜下病变

分布表现分为直肠型、直乙结肠型、左半结肠

型、区域性结肠型和全结肠型, 根据Mayo疾病

活动指数[3]将诱导缓解治疗前UC患者的基本严

重程度分为轻度、中度和重度. 纳入分析患者

标准: (1)在诱导缓解治疗前已行结肠镜检查, 具
有UC诊断的病理学依据; (2)诱导缓解治疗后获

得病情缓解, 应用5-ASA类药物维持治疗, 剔除

自行改用中药或其他药物(包括氨基水杨酸前

药)的患者; (3)定期随访(至少3-6 mo 1次), 随访

时间≥12 mo, 并有完整的临床资料和随访记录. 
临床缓解的判定标准: 患者排便次数＜5次/d, 无
便血[4]. UC复发标准: 诱导缓解后黏液血便重新

出现. 临床症状缓解后复查内镜, 根据Mayo内镜

下评分, 0-1分为黏膜愈合, 2-3分为未愈合[5]. 
1.2.2 药物及给药途径: 患者应用5-ASA类药物

包括口服制剂艾迪莎、颇得斯安、惠迪, 栓剂

包括颇得斯安栓. 
1.2.3 随访: 入选病例进行电话或门诊随访, 随访

时间为1-7年. 随访内容包括服药情况、结肠镜

检查、有无复发和并发症及其处理情况等. 
统计学处理 采用SPSS14.0软件进行分析, 

应用Kaplan-Meier法绘制生存曲线, 复发率比较

采用Log rank检验, P <0.05有统计学意义. 将对

复发率有影响的因素进行COX回归分析.

2  结果

2.1 一般情况 纳入分析病例114例, 男64例, 女
50例, 年龄16-76(平均44.5±14.8)岁. 其中轻度

UC患者65例(57.0%)、中度18例(15.8%)、重度

31例(27.2%). 病变分布直肠型26例(22.8%)、
直乙结肠型26例(22.8%)、左半结肠型14例
(12.3%)、区域性结肠型5例(4.4%)、全结肠型

43例(37.7%). 病程6-444(平均86.7±81.6) mo.
2 .2  诱导缓解治疗  经5-A S A诱导缓解75例
(65.8%), 激素诱导缓解8例(7.0%), 激素联合

5-ASA诱导缓解28例(24.6%), 环孢素A诱导缓解

3例(2.6%). 2例5-ASA联合激素诱导缓解治疗的

患者, 由于出现激素依赖, 经生物学制剂诱导缓

解后口服5-ASA维持治疗.
2.3 维持缓解治疗 单独口服5-ASA制剂治疗76
例(66.7%), 单独应用栓剂治疗10例(8.8%), 口服

与直肠联合用药25例(21.9%). 3例环孢素A诱导

缓解的患者, 口服5-ASA维持治疗. 
2.4 影响UC复发的相关因素 分析性别、病程长

短、病情分度、分型、既往是否服用过激素、

是否达到内镜下黏膜愈合、5-ASA维持剂量对

复发率的影响(表1).
2.4.1 性别: 复发与性别无关(P >0.05). 
2.4.2 病程: 病程>5年的UC患者复发率(62.1%)
明显高于病程≤5年的UC患者(35.7%), 但无统

计学意义(P >0.05). 
2.4.3 疾病活动程度: 轻症患者复发率(24.6%)显
著低于中等程度(83.3%)和重症患者(80.6%). 
2.4.4 病变分布: 直肠型UC患者缓解期复发率

(19.2%)低于直乙结肠型(50.0%)、左半结肠

■研发前沿
黏膜愈合对UC预
后的预测作用已
成为目前国际上
广泛关注的热点
问题, 内镜下黏膜
愈合作为UC的治
疗目标得到越来
越多的关注, 对临
床治疗的指导作
用是目前的研究
热点.
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型(42.9%)、区域性结肠型(40.0%)和全结肠型

(69.8%). 
2.4.5 黏膜愈合: 临床症状缓解后复查结肠镜的

69例缓解期患者中, 21例达到内镜下黏膜愈合, 
48例未达到黏膜愈合, 未达到黏膜愈合的患者

随访期间仅5例始终维持缓解, 其余43例随访过

程中出现复发. 经诱导缓解治疗达到黏膜愈合

患者的复发率, 显著低于未达到黏膜愈合的患

者(4.8% vs  89.6%, P <0.05). 
2.4.6 应用激素诱导缓解: 在114例患者中, 诱
导缓解期78例未曾应用激素, 其缓解期复发率

显著低于应用激素的UC患者(39.7% vs 69.4%, 
P <0.05). 
2.4.7 5-ASA维持治疗剂量: 病情分度为轻度的

患者, 剔除单独应用栓剂的患者9例, 选择口服

5-ASA维持治疗剂量≥2g/d者复发率显著低于

<2 g/d者(10.0% vs 33.3%, P <0.05).
性别之间、病程>5年与≤5年、中度UC患

者与重度之间复发率的差别, 没有统计学意义

(均P >0.05). 病变分布、病情分度、疾病活动程

度、既往是否服用过激素、5-ASA维持治疗剂

量、是否达到黏膜愈合等因素, 对UC复发率的

影响有统计学意义(均P <0.05). 经COX回归模型

多因素分析, 采用向前逐步回归法, 筛查变量结

果显示, 黏膜愈合及疾病活动程度与UC复发高

度相关, 是影响复发率的重要因素(表2). 
2.5 复发时间 随访114例获得诱导缓解的UC患

者, 自第2年始复发率随时间逐年上升, 1-6年分

别为13.2%、25.4%、34.2%、36.0%、37.7%和

39.5%. 
2.6 不良反应及其他 随访期间未见严重不良反

应发生, 仅少数患者(2例)出现血白细胞降低, 1
例患者尿常规检查出现尿晶体阳性, 查尿渗透

压正常, 均未停药. 此外所有患者均无癌变. 

3  讨论

目前, UC的病因和发病机制仍不十分明确, 尚缺

乏特异性的治疗药物. UC的治疗药物主要包括

氨基水杨酸制剂、肾上腺糖皮质激素、免疫抑

制剂、生物学制剂及肠道微生态制剂等, 我国

的治疗共识意见与国外治疗方案基本一致. UC
是一种反复发作性的慢性疾病, 尽管经过诱导

缓解治疗后临床症状与病理学可以获得最大程

度的缓解, 但仍可出现反复. 近年来, 为了获得

更为理想的治疗结果, 开始从分子水平探讨靶

向治疗和黏膜结构的修复. 新的治疗目标更加

关注UC的复发, 而降低复发率的关键是迅速诱

导缓解, 长期维持缓解, 最终达到内镜下完全黏

膜愈合. 
目前, 在UC的治疗中多重视诱导缓解治疗, 

往往忽视了维持缓解治疗的重要性. 由于UC为
终生性疾病, 具有慢性反复发作的特点, 因此诱

导缓解后的维持治疗十分重要. 美国、英国、

亚太地区及我国炎症性肠病诊断治疗规范的共

识意见均推荐UC患者长期维持缓解治疗, 时间

需3-5年, 甚至终生. UC的复发与是否进行维持

治疗有关, 有研究表明缓解期UC患者, 服用安慰

剂者6 mo的复发率为29%-43%, 12 mo的复发率

为38%-76%[6]. 然而, 由于医生和患者对维持治

疗认识不足, 导致UC的复发率增加. 本研究资料

显示, 在随访114例诱导缓解的UC患者中, 自第

2年始复发率随时间逐年上升, 提示维持缓解治

疗应持续至少2年以上, 甚至终生. 
UC复发与性别无关, 复发率与疾病活动程

度、病程、病变的分布等有关. 有文献报道表

明, UC病程2-3年的患者复发率随病程的延长而

■相关报道
Frøslie等在一项
超过5年的队列研
究中发现, 黏膜愈
合对疾病的预后
有预测作用.

表  1  UC患者复发的可能影响因素

     
临床资料     n 复发n (%) 维持缓解n (%)    P值

性别

    男   64 32(50.0)     32(50.0) 0.7144

    女   50 24(48.0)     26(52.0)

病程(年)

    ＞5   58 36(62.1)     22(37.9) 0.6211

    ≤5   56 20(35.7)     36(64.3)

病情分度

    重度   31 25(80.6)       6(19.4)

    中度   18 15(83.3)       3(16.7)

    轻度   65 16(24.6)     49(75.4)

黏膜愈合

    否   48 43(89.6)       5(10.4) 0.0000

    是   21   1(4.8)     20(95.2)

是否曾用激素  

    是   36 25(69.4)     11(30.6) 0.0083

    否   78 31(39.7)     47(60.3)

分型

    直肠型   26   5(19.2)     21(80.8)

    直乙结肠型   26 13(50.0)     13(50.0)

    左半结肠型   14   6(42.9)       8(57.1)

    区域性结肠型     5   2(40.0)       3(60.0)

    全结肠型   43 30(69.8)     13(30.2)

轻度患者口服药

物剂量情况(g/d)
    ≤2   36 12(33.3)     24(66.7) 0.038

    ＞2   20   2(10.0)     18(90.0)
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增加, 全结肠炎复发的时间最早、其次分别是

左半结肠炎、远端结肠炎[7]. 本研究资料显示, 
疾病活动度中-重度的UC患者复发率显著高于

轻度UC患者, 直乙结肠型、左半结肠型、区域

性结肠型和全结肠型UC患者缓解期复发率高

于直肠型UC. 在诱导缓解治疗中曾应用激素治

疗的UC患者缓解期复发率, 显著高于未应用激

素者, 提示疾病活动程度、病变分布、黏膜愈

合、5-ASA剂量等是UC复发的影响因素, 其中

黏膜愈合及疾病活动程度与UC复发高度相关, 
是影响复发率的重要因素. 

5-ASA是轻-中度UC治疗的首选药物, 也是

维持缓解治疗的主要药物[8]. 5-ASA通过干扰花

生四烯酸代谢、抑制白三烯与前列腺素的合成, 
发挥其抗炎作用. 多数UC诊治共识意见与指南

推荐维持缓解治疗剂量为5-ASA: 2-4 g/d[3,9]. 有
临床研究显示, 5-ASA栓剂每晚500 mg或1 000 
m g, 对病变仅局限于直肠的患者维持缓解有

效; 对于病变局限于直乙结肠或左半结肠、经

5-ASA灌肠剂诱导缓解的患者, 继续灌肠剂治疗

对维持缓解有效[10]. 5-ASA口服2.4 g-4.8 g联合

局部治疗对于直乙型UC的维持缓解更为有效. 
高剂量美沙拉嗪可延长维持缓解的时间[11]. 由于

大剂量的5-ASA并没有增加不良反应的发生率, 
因此有学者建议应用高剂量的5-ASA进行维持

缓解. 5-ASA维持治疗的时间, 目前一般推荐终

身维持治疗, 特别是左半结肠和全结肠病变的

患者以及复发次数大于每年1次的患者. 目前有

证据表明, 长期维持治疗可减少结直肠癌的发

生风险[12]. 
本研究资料中缓解期选择5-ASA维持治疗, 

UC的复发率较国外文献报道服用安慰剂的复发

率低, 病程长、曾服用过激素的患者, 复发的风

险更高, 轻度患者服用5-ASA剂量>2g/d的复发

率低于剂量≤2 g/d的患者. 
黏膜愈合是UC诱导缓解治疗的新目标. 内

镜下黏膜愈合作为UC的治疗目标得到越来越多

的关注, 所谓黏膜愈合是指内镜下对黏膜病变

愈合状况和疾病活动性的评估, 表现为黏膜无

质脆、出血、糜烂及溃疡等[13], 但目前对黏膜

愈合尚缺少公认的标准[14]. Frøslie等对挪威一组

UC患者长达5年的研究认为, 经过1年治疗达到

黏膜愈合对于以后减少疾病活动有预测作用, 能
减少以后需要积极治疗的可能性, 他们认为黏膜

愈合可作为IBD的临床指标及治疗的目标[15]. 然
而, Dahlia Awais等认为该研究并不能得出黏膜

愈合能预测疾病病程的结论[5]. 尽管对黏膜愈合

的重要性还存在争议, 其对UC预后的预测还缺

乏有力的证据, 但目前仍普遍认为获得完全黏

膜愈合, 将有助于提高UC的长期缓解率, 降低

手术率和患者住院率, 使患者获得更好的生活

质量. 本研究资料显示, 经诱导缓解治疗获得黏

膜愈合者较未获得黏膜愈合者复发率显著降低, 
提示诱导缓解治疗未达到黏膜愈合可能是UC复
发的高危因素. 

目前, 我国医生对UC的长期性、顽固性、

严重性认知尚有不足, 常对药物选择不当, 尤其

对UC的维持治疗缺乏重视, 较少对患者进行宣

传教育, 导致患者依从性差. 因此, 我们有必要

提高对UC维持缓解治疗必要性的认识. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of Mina53 (myc-
induced nuclear antigen with a molecular mass 
of 53 000 Da) and to analyze its clinical signifi-
cance in colon cancer.

METHODS: The expression of Mina53 and Ki67 
mRNAs was detected by real-time PCR in 51 co-
lon cancer samples, 19 colon adenoma samples, 
and 20 normal colon tissue samples.

RESULTS: The expression level of Mina53 in 
colon cancer was significantly higher than those 
in colon adenoma and normal colon tissue (1.369 
± 0.874 vs 0.453 ± 0.233, 0.347 ± 0.128, both P < 
0.05). Mina53 expression was significantly asso-
ciated with tumor differentiation, Dukes stage, 
distant metastasis, and lymph node metastasis 

in colon cancer (all P < 0.05). Mina53 expression 
was positively associated with Ki67 expression 
in colon cancer (r = 0.727, P<0.01).

CONCLUSION: Mina53 was overexpressed in co-
lon cancer, which may be associated with tumor 
proliferation. Mina53 may play an important role 
in the carcinogenesis of colon carcinoma.

Key Words: Colon cancer; Mina53; Ki67; Real-time 
PCR

Tan XP, He CH, Zhu YN, Zhang Q, Xiao AH, Zuo XY, 
Zhou Y, Dong WG. Significance of expression of Mina53 
in colon cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(4): 
421-424

摘要
目的: 研究Mina53在结肠癌中的表达及与各
临床病理特征和肿瘤增殖活性的关系. 

方法:  运用实时定量P C R分别检测51例结
肠癌、19例结肠腺瘤和20例正常结肠组织
Mina53 mRNA的表达, 及结肠癌组织中Ki67 
mRNA的表达. 

结果: 结肠癌、结肠腺瘤和正常结肠组织
中Mina53 mRNA的表达水平分别为1.369±
0.874、0.453±0.233、0.347±0.128, 结肠癌
组织Mina53 mRNA的表达明显高于结肠腺
瘤及正常结肠组织; 而与肿瘤的组织分化程
度、临床分期、远处转移和淋巴结转移均相
关(均P <0.05); 结肠癌中Ki67 mRNA表达水平
为1.117±0.805, 通过相关分析Mina53 mRNA
的表达与Ki67 mRNA呈正相关(r = 0.727, 
P <0.01).

结论: Mina53在结肠癌中高表达, 其表达与
肿瘤的增殖活性相关, 在结肠癌发生发展中
Mina53可能起着重要作用.

关键词: 结肠癌; Mina53; Ki67; 实时定量PCR
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■背景资料
结肠癌的生长、
分化及转移等生
物学特性具有非
常复杂的分子基
础, 原癌基因的激
活及抑癌基因失
活 ,  细 胞 周 期 改
变和细胞生长分
化调控紊乱均与
结肠癌发生有关. 
Myc是一种重要
的原癌基因, 他具
有促进细胞增殖
和肿瘤血管生成
的作用, 可降低基
因组稳定性, 并且
与细胞分化、凋
亡及周期调控密
切相关. 

■同行评议者
黄培林, 教授, 东
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0  引言

结肠癌的生长、分化及转移等生物学特性具有

非常复杂的分子基础, 原癌基因的激活及抑癌

基因失活, 细胞周期改变和细胞生长分化调控

紊乱均与结肠癌发生有关. Myc是一种重要的

原癌基因, 他具有促进细胞增殖和肿瘤血管生

成的作用, 可降低基因组稳定性, 并且与细胞

分化、凋亡及周期调控密切相关[1,2]. Mina53为
Myc诱导核抗原, 相对分子质量为53 000 Da, 是
Myc的靶基因, 参与细胞增殖[3]. 本研究采用定

量PCR的方法检测Mina53和Ki67在结肠中的表

达, 并分析Mina53与各临床病理特征和肿瘤增

殖活性的相关性, 探讨Mina53在人类结肠癌发

生发展中的作用以及对临床的指导意义.

1  材料和方法

1.1 材料 51例结肠癌组织均来自长江大学附属

第一医院2009-06/2010-06手术切除标本, 19例结

肠腺瘤和20例正常结肠组织来自于结肠镜下活

检, 均经病理学检查证实, 其中结肠癌中男28例, 
女23例; 年龄34-67(52.9±10.6)岁; 高分化12例, 
中分化16例, 低分化23例; Dukes A 15例, Dukes 
B 12例, Dukes C 14例, Dukes D 10例. 所有标本

均先冻于液氮中1 h, 快速取出后置于-80 ℃保存

待测. 实时定量PCR试剂盒(Toyobo), 单链cDNA
合成试剂盒(Invitrogen), RNA提取(TRIzol, Gib-
co BRL)DNA纯化试剂盒(北京博大), 实时定量

PCR仪(Rocher). 引物由上海申工生物有限公司

合成, Mina53: 5'-TGACCATCAGCACCTACC-3',  
3'-TCCTCCTCATTTCCCATC-5', 产物长度为

192 bp; Ki67: 5'-GCTGTTGATGATGGGTTA-3', 
3'-AATGGGTGGGTATTTGTT-5', 产物长度

为165 bp; β-actin: 5'-GCTGTCACCTTCACC-
GTTCC-3', 3'-CTCCATCCTGGCCTCGCTGT-5',  
产物长度为156 bp.
1.2 方法 
1.2.1 总RNA 抽提及cDNA 合成: TRIzol提取组

织总RNA. 总RNA提取之后, 测得各管内所提总

RNA的浓度和纯度. 各管均取2 µg总RNA, 逆转

录总反应体系25 µL, 用M-MLV逆转录酶42 ℃
逆转录1 h, 合成cDNA. 
1.2.2 检测Mina53、Ki67和β-actin cDNA的扩

增和纯化: 提取总RNA, 扩增Mina53、Ki67和
β-actin的PCR产物, PCR反应体系和试剂除探针
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外同定量实时PCR反应, 在9600 PCR扩增仪上

完成. 反应条件: 95 ℃变性后, 进行40个循环. 循
环条件: 95 ℃变性30 s, 60 ℃退火30 s, 72 ℃延

伸1 min. 1.5%的琼脂糖电泳, 切胶, 用DNA纯化

试剂盒纯化DNA , 紫外分光光度计定量, 作为标

准品. 
1.2.3 实时定量PCR反应: 实时定量PCR反应体

系20 µL: SYRB Green I MIX(Toyobo公司)10 µL, 
引物1 0.4 µL, 引物2 0.4 µL, cDNA 2 µL, DEPC
水 7.2 µL. 扩增过程: 95 ℃ 5 s, 58 ℃ 5 s, 72 ℃ 
20 s循环40次, 使用Roche lightcycler PCR扩增仪

扩增. 每组样本重复测量3次. 为了精确定量, 我
们将Mina53、Ki67和β-actin纯化的PCR产物定

量后进行系列稀释, 再用实时PCR仪扩增, 建立

了各种基因mRNA表达实时PCR检测的标准曲

线. 根据标准曲线, 实时PCR仪计算机程序直接计

算出检测基因表达量, 按检测基因表达量/β-actin
基因表达量计算, 得出检测基因的相对表达量. 

统计学处理 数据应用SPSS11.0软件进行统

计学处理, 所有数据采取mean±SD表示, 根据实

验资料要求, 选用t检验及直线相关分析进行数

据分析, 以P <0.05为差异具有显著性.

2  结果

2.1 Mina53在结肠癌、结肠腺瘤和正常结肠组

织中的表达 结肠癌、结肠腺瘤和正常结肠组

织中Mina53 mRNA的表达水平分别为1.369±
0.874、0.453±0.233、0.347±0.128, 由此结肠

癌组织Mina53 mRNA的表达高于结肠腺瘤(t  = 
2.968, P  = 0.014)及正常结肠组织(t  = 3.062, P  = 
0.009), 具有统计学差异(表1).
2.2 Mina53在结肠癌组织中的表达与各临床特

征的关系 Mina53表达与胃癌的临床病理特征的

关系(表2): Mina53在胃癌中的表达与性别、年

龄无关(均P >0.05), 而与肿瘤的组织分化程度、

临床分期、远处转移和淋巴结转移均相关(均
P <0.05).
2.3 Mina53在结肠癌中的表达与核增殖的关系 
结肠癌中Ki67 mRNA表达水平为1.117±0.805, 
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■应用要点
Mina53在结肠癌
中 高 表 达 ,  其 表
达与肿瘤的增殖
活 性 相 关 ,  在 结
肠癌发生发展中
Mina53可能起着
重要作用.

表  1  Mina53在结肠癌、结肠腺瘤和正常结肠组织中
的mRNA表达水平

     
组织类型   n    mRNA表达   P 值

正常结肠组织 20 0.347±0.128 0.009

结肠腺瘤 19 0.453±0.233 0.014

结肠癌 51 1.369±0.874
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Mina53 mRNA的表达水平为1.369±0.874, 通过

相关分析Mina53 mRNA的表达与Ki67 mRNA呈

正相关(r = 0.727, P <0.01). 

3  讨论

细胞中由多种基因共同形成了一个增殖调控网

络, 肿瘤的发生、发展与这个调控网络的失控

密切相关, 因此研究肿瘤相关基因在肿瘤细胞

中的作用以及相互关系, 对于揭示细胞癌变的

机制, 寻找肿瘤治疗的有效途径, 成为广受关注

的研究领域.
Mina53是由Tsuneoka等[3]发现的新基因, 为

Myc诱导核抗原, 位于核内, 部分蛋白聚集在核

仁. c-myc则是一种重要的原癌基因, 他具有促进

细胞增殖和肿瘤血管生成的作用, 可降低基因

组稳定性, 并且与细胞分化、凋亡及周期调控

密切相关[1,2,4,5]. Mina53的表达直接由c-myc诱导, 
在肿瘤组织和肿瘤细胞系中c-myc表达上调, 同
时Mina53表达也上调, 通过RNA干扰技术特异

性抑制Mina53从而抑制细胞增殖, 这些结论表

明Mina53是myc一个直接靶基因, Mina53对细

胞增殖有着重要作用. 在人胃癌和食管鳞状细

胞癌组织和许多肿瘤细胞系中Mina53均高表

达[3,6-16]. 因此Mina53对细胞增殖有着重要作用, 
在肿瘤的发生发展中起着重要作用.

我们从基因水平对Mina53在正常、结肠腺

瘤和结肠癌组织进行分析. 在结肠癌中Mina53
表达 ,  明显高于正常和结肠腺瘤组织 ;  并且

Mina53的表达在各临床分期中有着显著性差异, 
随临床分期的进展, 表达增高, 还与组织分化程

度、淋巴结转移和远处转移相关, 而与性别和

年龄无关. 由此反映了Mina53在结肠癌中高表

达, 说明Mina53在结肠癌发生发展上可能起着

重要的作用, 在诊断上可作为一个新的肿瘤标

志物.
在肿瘤诊断中, 肿瘤增殖活性是一个评价肿

瘤进展的重要参数. Ki67是一种细胞增殖核抗

原, 存在于G0期以外的所有细胞周期中, 在有丝

分裂后迅速降解或失去抗原决定簇, 因此, 被认

为是反映细胞增殖状态的理想标记物, 并且还

与肿瘤预后密切相关[17,18]. 在我们的实验中, 结
肠癌Mina53的表达与Ki67呈正相关(r  = 0.727, 
P <0.01). Mina53的表达通过c-myc诱导, 而c-myc
表达于细胞分裂周期的各个期, 在肿瘤组织中

Mina53要比Ki67更多的表达[7,8,19,20], 故Mina53
更能反映肿瘤增殖活性. 临床分期和组织分级

系统最重要的功能是评价预后和指导治疗, 而
在我们的实验中Mina53的表达与结肠癌临床

分期相关. 此外有关食管鳞状细胞癌的表达与

预后的研究发现[7,8]: Mina53的表达与预后相关, 
Mina53高表达的生存率短. 因此Mina53不仅可

反映结肠癌的增殖活性, 而且可能对预后判定

有着重要意义. 
根据Mina53在许多肿瘤中高表达, 与肿瘤

细胞增殖和致癌性转化密切相关, 目前已经建

立了针对Mina53 mRNA的小干扰RNA, 他们能

特异性抑制Mina53的表达, 能有效抑制肿瘤细

胞的增殖[3,6-8]. 说明了Mina53可以作为肿瘤治

疗的一个靶点, 在临床治疗中有着重要的指导

作用.
总之, 我们的研究表明Mina53在结肠癌中

表达明显高于正常和非典型增生组织, 其表达

与临床分期、浸润深度、淋巴转移和肿瘤增殖

活性密切相关, 在结肠癌的发生发展中可能起

着重要作用, 在结肠癌诊断中可作为一种新的

肿瘤标志物, 在临床治疗和预后判定中有一定

的指导意义. 
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Abstract
AIM: To improve the understanding, early diag-
nosis and treatment of intestinal stromal tumors 
initially manifesting as gastrointestinal bleeding.

METHODS: The clinical data for 17 patients with 
intestinal stromal tumors initially manifesting as 
gastrointestinal hemorrhage were analyzed ret-
rospectively, including clinical manifestations, 
hemoglobin concentration, intestinal computed 
tomography (CT) imaging data, pathological 
data, immunohistochemistry data, and follow-
up data.

RESULTS: Intestinal stromal tumors initially 
manifesting as gastrointestinal bleeding oc-
curred more frequently in elderly patients whose 
average age was 58 years. Males were slightly 
more likely to suffer from the disease than fe-

males. Hematochezia and varying degrees of 
anemia were the major clinical manifestations. 
CT scan of the intestine was helpful for finding 
the tumors showing exophytic growth without 
lymphatic metastasis. Intestinal tumors, which 
presented as low-density, sharply marginated, 
lobulated or unlobulated soft masses, were 
found in 16 patients on CT scan. These tumors 
had an average computed tomographic value of 
32 Hounsfield units. Enhanced CT scan showed 
that the majority of tumors exhibited inhomoge-
neous enhancement. All patients were positive 
for CD117. Histopathology and immunohisto-
chemistry can help establish a confirmative di-
agnosis and conduct risk classification. Surgery 
was the first choice of treatment for the disease.

CONCLUSION: CT scan is helpful in finding 
intestinal stromal tumors initially manifesting 
as gastrointestinal bleeding. The prognosis of 
intestinal stromal tumors could be improved by 
surgery and biological targeted therapy.

Key Words: Gastrointestinal hemorrhage; Intestinal 
stromal tumors; Computed tomography

Tang TD, Zhu L. Diagnosis and treatment of intestinal 
stromal tumors initially manifesting as gastrointestinal 
hemorrhage: an analysis of 17 cases. Shijie Huaren Xiao-
hua Zazhi  2011; 19(4): 425-428

摘要
目的: 提高对以胃肠道出血首发的小肠间质
瘤的了解和早期诊治. 

方法: 回顾性分析17例以胃肠道出血首发的
小肠间质瘤患者的临床表现、血红蛋白水
平、小肠CT表现、手术病理、免疫组织化学
以及随访结果等临床资料. 

结果: 以胃肠道出血首发的小肠间质瘤多好
发于中老年人, 平均年龄58岁, 男性略多于女
性, 临床表现为便血和不同程度的贫血. 小肠
CT检查有助于发现病灶, 16例患者小肠CT发
现小肠占位病变, 表现为无分叶或有分叶的
低密度、边界清晰软组织肿块, 平均CT值32 
HU, 强化大多不均匀, 多数无淋巴结转移. 肿
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■背景资料
小肠间质瘤是胃
肠道间质瘤的一
种, 是引起小肠出
血的常见疾病. 小
肠间质瘤起病隐
匿, 常表现为腹部
包块、腹部不适
以及胃肠道出血
等, 早期诊治以胃
肠道出血首发的
小肠间质瘤对于
挽救生命、改善
预后等方面有着
很大的临床意义. 

■同行评议者
陈贻胜, 教授, 福
建省立医院消化
内科



瘤多为外生性生长, 17例患者CD117免疫组织
化学检测均阳性. 组织病理学以及CD117、
CD34免疫组织化学有助于肿瘤的确诊和危险
分类, 治疗方法主要为手术切除.

结论: 重视急诊胃镜、肠镜检查阴性的以胃
肠道出血的小肠间质瘤患者, 小肠CT检查有
助于发现病变, 并经手术切除病灶、生物靶向
治疗、加强随访以改善患者预后.
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0  引言

胃肠道出血是临床常见严重的症候, 由于急诊

胃镜、肠镜的开展使大部分胃肠道出血的患者

得到及时的诊断和治疗, 但是对于急诊内镜未

发现出血病灶的患者亦应引起临床医生的注意, 
这种不明原因的胃肠道出血往往由于小肠疾病

所致, 而小肠肿瘤占据了很大的比例. 小肠间质

瘤是胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumor, 
GIST)的一种, 其引起的胃肠道出血由于检查手

段的限制往往造成漏诊、误诊. 本文分析了一

组以胃肠道出血首发的小肠间质瘤的临床资料, 
希望能为及早地诊断由小肠间质瘤导致的不明

原因胃肠道出血提供帮助.

1  材料和方法

1.1 材料 2002-2010年大连市中心医院收治的以

胃肠道出血首发的小肠间质瘤患者17例, 所有

患者均接受胃镜、肠镜检查(除外上消化道以及

结肠病变导致的出血), 所有病例均经病理及免

疫组织化学检查证实.
1.2 方法 分析以胃肠道出血的小肠间质瘤患者

的一般资料. 血细胞计数仪测定就诊时患者血

红蛋白水平. 小肠CT检查病灶表现, 包括病灶

大小、形态、平扫CT值、增强后强化情况、

有无淋巴结转移、生长方式等. 观察手术切除

标本的大体病理, 并经HE染色. 根据Fletcher分
类法[1]进行小肠间质瘤危险分组: 手术时已有周

围侵犯或肝脏、腹腔转移, 直径>5 cm, 核分裂

相>5/50 HPF为高危险组; 肿瘤直径<5 cm, 核分

裂相6-10/50 HPF或肿瘤直径5-10 cm, 核分裂相

<5/50 HPF为中危险组; 肿瘤直径2-5 cm, 核分裂

相<5/50 HPF为低危险组. SP法免疫组织化学观
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察CD117、CD34、ACTIN、SMA、S-100等抗

原的表达.

2  结果

17例患者中, 男11例, 女6例, 男女比例1.8∶1. 年
龄38-82(平均年龄58)岁. 患者均为便血, 其中黑

便8例, 柏油样便7例, 暗红色血便2例. 就诊时血

红蛋白水平为36.2-118.0(平均81.4) g/L. 从发病

到确诊时间最短者于就诊后第3天即确诊, 然而

多数患者表现为间断、反复出血, 最长的5年才

得以确诊. 1例患者小肠CT检查无阳性结果, 余
16例均观察到不同的占位病变, 最大的占位15 
cm×15 cm, 最小的占位2.1 cm×3.0 cm. 平扫占

位病灶CT值23-39(平均32) HU. 16例占位形态的

表现: 无分叶13例, 有分叶3例; 低密度软组织14
例, 低密度软组织内部钙化灶1例, 低密度软组

织内点状气体1例; 无淋巴结转移15例, 有淋巴

结转移1例; 强化不均匀15例, 均匀1例; 肿块边

界清晰15例, 不清晰1例. 
以胃肠道出血首发的17例患者小肠间质瘤

均为外生性生长, 肿块最大15 cm×13 cm×15 
cm, 最小3 cm×3 cm×3 cm. 10例位于空肠, 7例
位于回肠. 免疫组织化学检测CD117、CD34、
SMA、S-100抗原表达阳性分别为17、6、1、
3例. 病变危险高风险组6例, 中风险组9例, 低风

险组2例. 
17例均获得随访, 无失访, 随访时间3-72(平

均42.6) mo. 其中1例于空肠间质瘤手术后60 mo
发现回肠间质瘤再次手术治疗, 2例分别在手术

后22 mo、48 mo因肿瘤广泛腹腔转移死亡.

3  讨论

小肠间质瘤是原发于小肠的GIST. GIST是起源

于胃肠道原始间叶组织、非定向分化的肿瘤, 部
分可伴有平滑肌或神经鞘细胞的不完全分化[2]. 

小肠间质瘤占GIST的20%-30%[3], 好发于

40-60岁人群, 无明显性别差异. 本组病例平均发

病年龄为58岁, 以中老年人为多, 男性多于女性

患者. 小肠间质瘤起病隐匿, 临床多表现为腹部

隐痛、腹部包块、胃肠道出血、贫血、肠梗阻

等. 因间质瘤血供丰富, 黏膜面易形成溃疡而并

发出血[4]. 小肠间质瘤所致胃肠道出血可反复发

作, 出血量不等, 临床表现为黑便、柏油样便、

暗红色便, 本组病例未见有呕血的表现, 与病

例都来自空回肠有关. 贫血轻重不一, 最低36.2 
g/L, 最高118 g/L, 这与出血量的多少以及能否
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■应用要点
对常规胃镜、肠
镜检查未明确病
因的胃肠道出血
患者, 应该重视小
肠疾病尤其是小
肠间质瘤所导致
的出血, 临床上可
以通过小肠CT、
血管造影, 甚至小
肠CT重建、小肠
镜等技术及早发
现病变, 为进一步
手术治疗、生物
靶向治疗等创造
时机并改善预后.
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早期诊断有关. 因为小肠间质瘤起病隐匿、临

床认识较少、检查手段受限等原因, 导致很多

病例反复发作胃肠道出血而不能早期诊断, 本
组2个病例在长达5年后才得到诊断. 因此, 提高

小肠间质瘤的早期诊断非常重要. 对于急性胃

肠道出血患者, 如果急诊胃镜、肠镜未见到出

血病灶, 且无法行小肠镜、胶囊内镜检查时, 可
以采用无创的小肠CT检查. 本组以胃肠道出血

首发的小肠间质瘤患者行小肠CT检查, 仅1例没

有发现病变, 而16例发现小肠占位, 结果显示与

肠壁密切相关的软组织肿块, 平扫CT值32 HU
左右, 多呈圆形、类圆形生长, 少见分叶状生长, 
肿瘤内可见气体影, 瘤体可有钙化, 肿瘤边界大

多清晰, 强化后密度大多不均匀, 极少有淋巴结

转移. CT扫描可以了解肿瘤与周围血管关系有

助于手术前评估和手术方式的选择[5]. 另外可以

借助多平面重建、三维重建、仿真内镜技术等

提高小肠CT对于间质瘤的定位[6], 但是本组病

例为急诊检查并未行重建技术, 因此小肠CT的
定位诊断与手术中观察病灶的位置有出入. 对
于肿瘤小、CT没有发现病灶的可以采用DSA
检查, 本组1例小肠CT未发现出血原因的病例经

DSA检查发现空肠肿瘤染色、造影剂外溢而明

确诊断及时治疗. 但是临床上对于内科保守治

疗差、急诊胃肠镜未发现病灶且有继续出血的

患者, 不能因为检查而耽误剖腹探查外科手段

解决的最佳时机. 
小肠间质瘤的好发部位分别为空肠、回

肠、十二指肠. 因为小肠间质瘤起源于小肠壁

层组织, 所以大多向腔外生长或以向腔外生长

为主[7]. 本组病例10例位于空肠、7例位于回肠, 
未见十二指肠间质瘤病例, 且17例小肠间质瘤

均呈外生性生长, 最大者直径约15 cm. 小肠间质

瘤的确诊依赖于病理学检查, 显微镜下可见梭

形细胞或上皮样细胞肿瘤, 免疫组织化学表型

CD117是决定性特征. CD117是癌基因c-kit的蛋

白产物, 在GIST中呈特异的高表达[8]. CD34是一

种骨髓造血前体细胞标记物, 在GIST中表达率在

60%左右[9]. 检测SMA、S-100可以了解间质瘤是

否伴有平滑肌、神经细胞分化的倾向[10]. 本组17
例均表达CD117, CD34的阳性表达率为54.5%, 
提示联合检测CD117、CD34, 尤其是CD117阳
性对于确诊小肠间质瘤十分重要. 

小肠间质瘤的放化疗效果均不显著, 手术

切除是最有效、彻底的治疗手段. 对于术中难

以判断肿瘤性质的, 应实施根治性小肠肿瘤切

除术, 即切除的肠管两端应距离肿瘤边缘10 cm
以上, 若术中发现局部淋巴结肿大, 应进一步清

扫区域淋巴结和血管根部淋巴结. 对难以根治

性切除的小肠间质瘤采取减瘤荷术[11]. 对术后有

复发和转移倾向、放化疗等辅助治疗不敏感、

不能手术切除或切除不全的小肠间质瘤患者可

以采用分子靶向治疗, 酪氨酸激酶受体抑制剂

伊马替尼能选择性作用于GIST细胞c-kit酪氨酸

激酶受体, 从而阻止肿瘤的发生发展[12]. 小肠间

质瘤的生物学行为难以预测, 低风险组的间质

瘤也常发生转移, 应该加强小肠间质瘤患者的

随访, 本组病例可见空肠间质瘤术后于回肠再

发, 并且2例患者分别在术后不到2年、5年死亡, 
提示我们术后随访时应该考虑加用伊马替尼等

治疗以提高生存率. 
小肠间质瘤因为发病率较低、临床认识不

够、检查确诊手段难度大等原因常常导致延误

诊断和误诊. 临床医生对胃镜、肠镜检查阴性

又未行小肠镜、胶囊内镜等检查的胃肠道出血

患者, 不要轻易考虑急性胃黏膜病变、血管畸

形等原因, 应该重视小肠疾病尤其是小肠间质

瘤所导致的出血, 可以结合小肠CT检查及早发

现病变, 必要时行小肠CT重建技术或结合DSA
甚至小肠镜、胶囊内镜等明确诊断, 尽早手术

治疗, 加强随访, 联合生物靶向治疗, 从而提高

小肠间质瘤的早期诊断率, 改善患者的预后. 
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Abstract
Cronkhite-Canada syndrome (CCS) is a rare clinic 
entity of unknown etiology and has poor prog-
nosis, characterized by gastrointestinal polyposis 
with ectodermal changes. Main clinical manifes-
tations include chronic diarrhea, abdominal pain, 
alopecia, skin pigmentation, and nail changes. 
Here, we report a case of CCS in a 50-year-old 
male and review the relevant literature.

Key Words: Cronkhite-Canada syndrome; Gastro-
intestinal polyposis; Ectodermal changes; Skin pig-
mentation

Zhang P, Zhang D, Li YK. Cronkhite-Canada syndrome: 
a report of one case. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(4): 429-433

摘要
Cronkhite-Canada综合征(Cronkhite-Canada 

syndrome, CCS)是以胃肠道多发息肉和外胚
层三联征两大症候群为主, 临床表现为慢性腹
泻、腹痛、脱发、皮肤色素沉着、指(趾)甲
萎缩脱落等. 发病罕见, 病因不明, 预后较差. 
本文报道CCS 1例, 通过病史及内镜检查并结
合文献进行分析讨论, 提高对CCS的认识. 

关键词: 胃肠道息肉-皮肤色素沉着-指(趾)甲萎缩

综合征; 胃肠道息肉; 外胚层改变; 色素沉着

张萍, 张东, 李贻奎. 胃肠道息肉-皮肤色素沉着-指(趾)甲萎缩

综合征1例.  世界华人消化杂志  2011; 19(4): 429-433

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/429.asp

0  引言

Cronkhite-Canada综合征(Cronkhite-Canada syn-
drome, CCS)又称为胃肠道息肉-皮肤色素沉着-
指(趾)甲萎缩综合征, 该病的病因和发病机制尚

不清楚, 发病罕见. 2008年于北京中医药大学国

医堂门诊部接诊1例.

1  病例报告

男, 50岁, 主因食欲不振、面部及手掌皮肤色

素沉着8 mo于2008-03就诊于北医三院. 患者从

2007-07开始出现面部及手掌发黑, 食欲不振, 食
之无味, 间断出现腹泻, 稀便, 无黏液及脓血, 脱
发. 于2007-09-18就诊于黑龙江中医药大学附

属医院查: 血常规、尿常规、肾功能、血脂、

血糖、白蛋白、超敏C反应蛋白、感染病筛查

均正常, 肝功能ALT: 41 U/L, AST: 48 U/L稍增

高, 腹部B超: 肝胆胰脾肾未见异常. 给予中药治

疗. 患者于2007-09-24至哈尔滨医科大学附属医

院行肠镜检查示: 结肠多发息肉. 病理: 升结肠: 
黏膜慢性炎, 息肉样增生. 因息肉多、小, 未予

特殊处理, 继续观察. 间断服用中药治疗, 具体

不详. 2008年初患者发现眉毛、腋毛及全身汗

毛开始脱落, 指甲、趾甲变粗糙, 凹凸不平, 全
身皮肤发黑色素沉着, 胸腹部及四肢严重, 背部

较轻, 食欲差, 且舌头发麻, 味觉稍减退, 时有腹

泻, 体质量无明显减轻. 于2008-02-16就诊于郑

www.wjgnet.com

®

■背景资料
胃肠道息肉-皮肤
色素沉着-指(趾)
甲 萎 缩 综 合 征
(CCS)是一种以胃
肠道息肉、色素
沉着与外胚层病
变为主要特征, 发
病率极低, 是非家
族性的综合征. 

■同行评议者
何松, 教授, 重庆
医科大学附属第
二医院消化内科; 
万军 ,  主任医师 , 
中国人民解放军
总医院南楼老年
消化科



州大学第一附属医院, 查24 h尿游离皮质醇、

促肾上腺皮质激素、去氢皮质酮、微量元素、

肝肾功、血脂、血糖等均正常. 未予治疗. 患者

2008-03-10至哈尔滨医科大学附属医院做胃镜

示: 胃内多发息肉. 未予治疗. 患者于 2008-03-18
就诊于北京大学第三附属医院消化科, 患者食

欲不振, 纳差, 食后腹胀, 无明显腹痛, 大便稀, 
每日3-4次, 偶有黏液, 无便血, 乏力, 舌麻, 味觉

稍减退, 口干渴, 睡眠稍差. 既往体健. 家族中无

类似疾病史. 
查体: 全身皮肤发黑, 面部及手掌色素沉着

明显, 趾甲、指甲变厚粗糙, 部分脱落, 头发稀

疏, 眉毛、腋毛及全身汗毛细软、稀疏, 浅表淋

巴结不大, 心肺正常, 腹软, 无压痛, 肝脾未触及, 
双下肢不肿, 神经系统未见异常. 

结合症状及体征, 怀疑CCS. 为明确诊断, 于
2008-03-21行胃镜检查示: 食管S-CJ 40 cm, 黏膜

光滑, 血管网清晰, 齿状线不规整, 贲门口松弛. 
胃底正常, 黏液池清, 胃体花斑, 角切迹花斑稍

不平, 胃窦花斑并多发息肉样病变, 呈圆形, 条
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状, 大小不一, 0.6-3.0 cm, 呈山田Ⅱ-Ⅲ型息肉充

血, 表面小区扩大, 活检软. 幽门正常. 十二指肠

球黏膜变薄, 降部黏膜结节不平, 部分充血, 绒
毛变平. 结合患者指甲改变以及脱发考虑CCS. 
诊断: CCS. 病理结果: (1)十二指肠降部及球降

交界: 中度慢性炎症. WS- ; (2)“窦大弯息肉”

浅层黏膜轻度慢性炎伴小凹略弯曲变长; WS-; 
(3)“窦小弯息肉”轻度慢性炎伴轻度充血、

水肿, 小凹上皮增生, 小凹弯曲变长; WS-; (4)角
切迹: 浅层黏膜未见明显异常. WS-; (5)“窦大

弯”体黏膜轻度慢性炎伴灶性淋巴细胞浸润. 
WS-. 具体见图1所示. 结合临床, 病变符合CCS
的息肉改变. 

最终确诊为CCS. 患者拒绝激素等西医治

疗, 后至北京中医药大学孔光一教授处进行中

医治疗. 中医辨证为脾胃不足、瘀血阻络, 治法: 
活血化瘀、和络调中. 方用丹参30 g、赤芍15 
g、当归6 g、郁金10 g、半夏10 g、黄芩10 g、
麦冬20 g、桂枝6 g、甘草5 g、砂仁后下6 g、白

术10 g、炒山栀10 g、槐米10 g、蟅虫打10 g、

www.wjgnet.com

A B

C D
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图  1  2008-03-21
胃镜及病理检查结
果. A: 胃体部: 多发

息肉样改变, 呈圆

形、条状, 呈山田

Ⅱ-Ⅲ型息肉充血; 

B: 胃窦部; C: 十二

指肠降部: 黏膜变

薄, 呈结节不平, 部

分充血, 绒毛扁平; 

D: 十二指肠球降交

界病理: 浅层黏膜

水肿, 局部有淋巴

细胞浸润; E: 窦大

弯息肉病理; F: 窦

小弯息肉病理.

■相关报道
曹晓沧等分析了
35例中国人CCS
临 床 特 点 ,  发 现
患者以胃肠道多
发息肉伴外胚层
三联征为主要表
现 ,  慢 性 腹 泻、
腹痛、体质量下
降、贫血、水肿
等症状最为常见, 
2例患者合并癌变.
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红花6 g、太子参10 g、生苡仁20 g、柴胡10 g、
青陈皮各6 g. 应用此法加减变化调整半年余. 以
后根据病情变化以补气养血, 养阴清热, 平调阴

阳为法, 方用生黄芪15 g、当归10 g、赤白芍各

10 g、怀牛膝10 g、蛇舌草15 g、杜仲10 g、麦

冬30 g、石斛10 g、黄芩10 g、柴胡10 g、半夏

10 g、枸杞10 g、丹参40 g、砂仁后下8 g、甘草5 
g、白术15 g、青陈皮各6 g、太子参15 g、枳壳

10 g、生苡仁30 g、桂枝8 g、制首乌15 g、干姜

3 g、菊花10 g. 此后以此方为主, 并根据病情调

整方药. 
患者坚持中医治疗2年, 患者于2010-05-26

在北医三院复查胃镜: 食管S-CJ 40 cm, 黏膜光

滑, 血管网清晰, 齿状线不规整, 贲门口不松弛. 
胃底花斑, 黏液池清, 胃体花斑, 血管透见, 角切

迹光整、花斑, 胃窦花斑, 血管透见, 可见陈旧出

血点. 幽门正常. 十二指肠球及降部未见异常. 诊
断: 慢性萎缩性胃炎. 病理结果: (1)窦小弯: 浅层

黏膜轻度慢性炎(轻度活动). WS-; (2)体小弯: (挤
压)轻度慢浅炎(活动性). WS-(图2).

目前患者无明显不适症状, 四肢躯干部色

素沉着消失, 仅面部及手掌部少许色素沉着, 指
(趾)甲已经脱落长出完整正常新甲, 毛发亦重新

长出. 目前该病例仍在随访中.

2  讨论

CCS由美国两位医师Leonard Wolsey Cronkhite Jr
和Wilma Jeanne Canada于1955年首先报告[1]. 1966

年Jarnum和Jensen将本征命名为Cronkhite-Canada
综合征. 本病罕见, 目前国外文献报道超过400多
例, 胃肠道息肉恶变发生率在10%左右[2]. 小儿很

少报道, 有75%为日裔人种[3]. 国内至2010-03共
报道44例. 病因迄今未明. 多数研究认为是一种

获得性、非遗传性疾病, 可能与感染、缺乏生

长因子、砷中毒、免疫紊乱有关[4,5]. 大部分患

者发病有诱因, 如精神刺激、过度劳累、长期

服药或手术等. Senesse报道砷中毒可致外胚层

与黏膜损害, 并从血、指甲中测得砷的存在. 提
示砷中毒可能是其诱因. 亦有研究表明CCS患者

存在高滴度抗核抗体和IgG4水平升高, 并同甲

状腺机能减退和自身免疫性疾病相关[6,7], 因此

CCS病因可能与自身免疫异常有关. 本病例患者

无砷中毒病史, 既往体健, 无长期服药病史及手

术史, 辅助检查排除感染因素, 患者自诉长期在

外奔波劳累, 精神压力较大, 情绪不稳定, 精神

紧张, 故考虑患者的病因可能跟劳累和情绪精

神等有关. 
CCS以胃肠道多发息肉伴外胚层变化如脱

发、指(趾)甲萎缩脱落、皮肤色素沉着等为特

征. 偶有伴发味觉减退、周围神经病变、白内

障、舌乳头萎缩、脑萎缩、多发性骨髓瘤等疾

病[8,9], 但Goto[10]发现在日本大约41%的患者以

味觉减退, 为首发表现, CCS胃肠道息肉分布可

遍及整个消化道, 以胃、结肠最常见, 其次是直

肠、小肠, 尚无发生于食管的报道. 息肉呈弥漫

分布, 大小不等, 多为无蒂或广基息肉, 常数十

■创新盘点
激素治疗本病的
有效性虽未被大
规模循证医学证
实, 但已成为首选
的经验用药. 而该
例患者未曾用过
激素等西医方法
治疗, 完全经中医
治疗, 随访2年半, 
患者目前患者症
状和胃镜检查均
明显好转, 该病例
仍在随访中. 

图  2  2010-05-26胃镜及病理结果. A: 

贲门部: 黏膜光滑, 血管透见; B: 胃窦部: 

黏膜花瓣, 血管透见; C: 十二指肠降部: 

未见异常; D: 体小弯病理: 黏膜水肿, 淋

巴细胞浸润.

A

C

B

D
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或为数以百计, 呈结节状或不规则状, 息肉黏膜

充血水肿明显, 黏膜皱襞增厚, 巨大的黏膜皱襞

在胃大弯最显著. 组织病理学上多表现为胃、肠

慢性炎性改变, 腺体减少, 腺腔囊状扩张, 囊内大

量黏液, 间质明显水肿, 伴炎性细胞浸润; 也可为

炎性增生性、腺瘤性或幼年性息肉(错构瘤). 
临床上消化道症状表现为慢性腹泻、腹

痛、便血等. 其中腹泻是最突出的临床表现, 多
为水样便、糊状便, 极少出现便血或脓血便. 曹
晓沧等[12]分析了35例中国人CCS临床特点, 发现

患者以胃肠道多发息肉伴外胚层三联征为主要

表现, 慢性腹泻、腹痛、体质量下降、贫血、

水肿等症状最为常见, 2例患者合并癌变. 慢性

腹泻多数学者认为腹泻可能与胃肠道息肉过度

分泌、脂肪和碳水化合物吸收不良、肠道中获

得性双糖酶缺乏、免疫力低下及肠道菌群失调

有关. 
CCS皮肤表现为弥漫性色素沉着, 好发于面

部和手掌、足跖、手背、足背等处; 也可表现

为斑点状, 多见于口唇及其周围、口腔黏膜、

会阴等处. 90%患者有毛发脱落, 常为泛发性, 如
头发、眉毛、胡须、腋毛、阴毛、四肢毛发等

皆可脱落. 常并发明显的甲改变, 表现为甲营养

不良、甲分离、甲脱落等. 以前认为CCS外胚层

的变化是继发于胃肠道吸收不良, 但后来发现

很多患者外胚层改变要早于胃肠道症状数周甚

至数月, 二者的关系目前尚不清楚. 
消化内镜是诊断本病最为直观的检查方法, 

其中胃镜和结肠镜是确诊CCS的主要手段, 胶囊

内镜和双气囊电子小肠镜正逐步开展. 
CCS诊断主要依据如下: (1)成年发病, 男性

多见; (2)无家族史; (3)全胃肠道多发息肉, 表现

为腹泻、腹痛伴食欲不振、纳差、体质量下降

等症状; (4)有外胚层病变如皮肤色素沉着、脱

发、指(趾)甲萎缩等; (5)病理活检示息肉有上皮

细胞覆盖, 腺体增生呈囊性扩张, 细胞间质水肿

并可见炎性细胞浸润[13,14]. 
本例患者发病及临床表现较为典型, 男性, 

成年发病, 无家族病史, 症状先出现手掌部、面

部色素沉着, 后出现食欲不振, 腹泻, 稀便, 脱发, 
再后来出现眉毛、腋毛及全身汗毛开始脱落, 指
甲、趾甲变粗糙, 凹凸不平, 部分脱落, 同时出现

味觉减退. 行胃肠镜见多发息肉, 结节状或不规

则状, 呈山田Ⅱ-Ⅲ型息肉充血表现. 病理见: 胃
肠道慢性炎症改变, 间质水肿, 伴有淋巴细胞浸

润. 符合CCS诊断的5条, 故可以明确诊断.

CCS的治疗方法包括内科保守治疗和外科

手术治疗. 内科保守治疗包括营养支持治疗、

糖皮质激素、抗生素、抗凝剂、组胺受体拮抗

剂等药物治疗及内镜下息肉摘除. 少数患者仅

接受营养支持治疗可获部分缓解[15]. 内镜下息

肉摘除适用于局限、单发息肉, 可改善症状, 但
术后有复发报道. 目前激素治疗本病的有效性

虽未被大规模循证医学证实, 但已成为首选的

经验用药, 小剂量激素治疗患者可长期缓解, 同
时胃肠切除术后及内镜下息肉摘除复发者应用

激素治疗仍可获得满意疗效[16,17], 激素治疗的机

制可能与减轻胃肠道炎症及抑制自身免疫反应

等有关. 
外科手术治疗适用于息肉癌变、消化道梗

阻及蛋白丢失性肠病者, 且激素治疗效果不理

想或禁忌时也可手术治疗[18-21]. 
CCS病情常进行性发展, 预后较差. 若有

足够的支持治疗可有效改善患者的生活质

量, 降低病死率, 40%-50%的患者长期存活, 而
50%-60%的患者无论采取何种治疗方法在确诊

后2年内死亡, 女性的预后似乎更差[12]. 患者常

死于CCS的并发症, 如胃肠道出血、继发感染、

全身衰竭、恶病质、充血性心力衰竭等. 
本病例未采用激素、手术等内外科治疗, 

应用中医中药治疗 ,  目前患者无明显不适症

状, 四肢躯干部色素沉着消失, 仅面部及手掌部

少许色素沉着, 指(趾)甲已经脱落长出完整正

常新甲, 毛发亦重新长出. 2010-05胃镜检查与

2008-03比较: 息肉基本消失, 呈现慢性胃炎表

现. 至今随访3年, 患者目前生活、精神状态良

好. 该病例仍在随访中. 
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.625   

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果11月26日由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布. 《中国

科技期刊引证报告(核心板)》统计显示, 2009年《世界华人消化杂志》总被引频次3 009次, 影响因子0.625, 综

合评价总分49.4分, 分别位居内科学类48种期刊的第6位、第9位、第6位, 分别位居1 946种中国科技论文统计

源期刊(中国科技核心期刊)的第87位、第378位、第351位; 其他指标: 即年指标0.112, 他引率0.79, 引用刊数

473种, 扩散因子15.72, 权威因子1 170.03, 被引半衰期4.0, 来源文献量752, 文献选出率0.93, 地区分布数30, 机

构分布数30, 基金论文比0.39, 海外论文比0.01. 

经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐, 《世界华人消化杂志》再度被收录为“中国科技论文

统计源期刊”(中国科技核心期刊). (编辑部主任: 李军亮 2010-11-28)
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