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Abstract
Leptin protein is closely related to hepatic 
f i b r o s i s .  C o m b i n i n g p r e v i o u s a n i m a l 
experiments and our study of leptin in liver 
tissues in situ, we hypothesized that leptin 
appearance in liver tissues in situ should be one 
of the important step in hepatic fibrosis process. 
Research methodology of leptin within hepatic 
fibrosis was also analyzed.

Key Words: Hepatic fibrosis; Leptin

Liu YG, Lu JH. Relationship between leptin and hepatic 
fibrosis and its research methodology. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 2077-2079

摘要
瘦素与肝纤维化关系密切. 本文结合既往的动物
实验以及作者对肝组织原位瘦素的研究, 推测肝
脏原位瘦素的出现可能意味着肝纤维化进程启
动的一个重要步骤, 并对瘦素研究方法进行分析.  

关键词: 肝纤维化; 瘦素

刘勇钢, 卢建华. 瘦素与肝纤维化关系及研究方法. 世界华人消

化杂志  2008; 16(19): 2077-2079
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0  引言

越来越多的证据表明, 瘦素与肝纤维化关系密

切, 而肝纤维化是继发于各种形式慢性肝损伤

之后组织修复过程中的代偿反应, 他也是慢性

肝病发展为肝硬化必经的病理过程. 据世界卫

生组织报道, HBV感染呈世界性流行, 全球约3.5
亿人为慢性HBV感染者[1]; 而全球HCV的平均感

染率约为3%, 约1.7-2.0亿人感染HCV[2]. 大量慢

性HBV及HCV感染者经肝纤维化逐渐加重最终

进展为肝硬化并导致死亡[3]. 故深入研究瘦素与

肝纤维化并确立合适的研究方法意义重大. 

1  瘦素概述

瘦素是由ob基因编码的蛋白质类激素, 由167个
氨基酸残基组成, 分子质量为16 kDa[4]. 通常认为

瘦素主要由脂肪细胞表达, 后有研究发现胎盘和

胃组织内可产生瘦素[5-6], 近年卢建华 et al发现慢

性乙型肝炎患者肝组织可有瘦素表达, 且与肝组

织脂肪变性未见相关性[7]. 而肝内非脂肪细胞产

生的瘦素与肝纤维化的关系密不可分.

2  瘦素与肝纤维化相关的动物实验证据

Potter et al [8]对大鼠肝星状细胞(hepatic stellate 
cell, HSC)体外培养达14 d以上时, 应用RT-PCR
及激光共聚焦技术分析, 发现有瘦素mRNA和蛋

白表达, 而HSC对于肝脏细胞外基质合成及肝纤

维化发生起着重要作用. 在对正常大鼠、ob/ob
小鼠(由于编码瘦素基因第105位氨基酸-精氨酸

的密码子变成终止密码子, 故出现瘦素合成障

碍)和Zucker大鼠(瘦素受体ob-R缺乏)的动物实

验研究表明瘦素与肝纤维化过程密切相关. Otte 
et al [9]以苯巴比妥和递增CCl4剂量来诱导大鼠肝

纤维化、肝硬化模型. 用半定量RT-PCR检测瘦

素及其受体的mRNA, 其蛋白的表达以Western 
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blo t蛋白印迹分析测定, 瘦素及其受体的定位

用免疫组化检测. 结果表明正常的肝组织不表

达瘦素, 但有其受体的mRNA表达; 在纤维化、

硬化的肝脏中, 随肝纤维化程度的增加, 瘦素

mRNA及瘦素蛋白水平不断升高, 而瘦素受体

mRNA及蛋白的表达未显著改变. Honda et al [10]

针对ob/ob小鼠给予硫代乙酰胺(TAA), 结果8 wk
后几乎没有发生肝纤维化, 肝组织中的α1(Ⅰ)
前胶原mRNA以及TGFβ1 mRNA的表达亦明显

受到抑制. Potter et al [11]发现瘦素缺乏的ob/ob鼠
注射CCl4时肝纤维化程度轻微, 其后外源性给

予瘦素时则发生纤维化. 但对C57BL/6小鼠实 
验[12]表明, 单独给予瘦素时肝组织无明显病理

改变, 而同时注射瘦素比较单独注射CCl4时, 明
显增强了前者肝星状细胞活化和细胞外基质的

合成. Ikejima et al [13]以ob-R缺乏Zucker大鼠建立

TAA肝纤维化模型, 正常大鼠为对照组, 发现正

常肝脏不产生瘦素, 但在TAA诱导的肝纤维化期

间活化的HSC产生瘦素; 在Zucker大鼠, TAA诱

导的肝纤维化几乎完全被阻止; Ⅰ型前胶原、

TGF-β1 mRNA水平较低, α-平滑肌肌动蛋白

(α-SMA)表达显著减少. Sakaida et al [14]应用猪血

清诱导Zucker大鼠肝纤维化, 结果发现对照组在

注射猪血清8 wk后出现肝纤维化, Zucker大鼠纤

维化程度极其轻微; 与正常对照组比较, Zucker
大鼠α1(Ⅰ)胶原mRNA和α-SMA表达显著减少.

3  肝病临床的瘦素血清学研究

在这方面成功的血清学肝纤维化研究是很有限

的. Lin et al [15]观察了26例男性肝硬化患者和25
例健康对照者, 肝硬化组体脂量和血清白蛋白均

低于对照组, 但肝硬化组血清瘦素(酶免法)显著

升高于对照组(均值6.0对3.4 g/L, P<0.01). García-
Suárez et al [16]用RIA法检测30例原发性胆汁性肝

硬化(PBC)患者及29名年龄、体质量配对的健康

人的血清瘦素水平, 发现随PBC组织学分期的加

重, 瘦素水平显著增加.

4  大多数血清瘦素方面的研究困惑

Testa et al [17]分析了40例慢性病毒性肝炎与52例
肝硬化患者血清瘦素水平, 发现虽然肝硬化组血

清瘦素水平明显高于慢性肝炎组(P <0.05), 但令

人困惑的是, 上述两组瘦素水平却均低于对照组

(P <0.01), 仅女性肝硬化患者血清瘦素高于对照

组(P<0.05). Piche et al [18]观察了77例慢性丙型肝炎

(CHC)患者与22例健康对照者血清瘦素水平, 发
现无论是CHC组还是对照组, 女性血清瘦素水平
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均较高. 
由于影响血清瘦素的因素更多是非肝脏来

源的, 故肝纤维化瘦素血清学研究存在很大的

障碍和局限性. Giannini et al [19]对16例腹水为漏

出液的失代偿性肝硬化患者测定腹水、血清瘦

素水平, 发现腹水及血清瘦素均与患者体质量

指数(BMI)及体脂肪(BF)有相关性, 而与肿瘤坏

死因子α(TNF-α)无相关性, 提示肝硬化患者血

清瘦素与腹水瘦素水平是由机体的代谢状况所

决定的. 而Comlekci et al [20]认为血清瘦素水平无

论男女, 均仅与身体脂肪百分比(BFP)及身体脂

肪量(BFM)有显著相关.

5 病毒性肝炎患者肝组织原位瘦素及血清学

卢建华 et al [7,21]通过肝脏原位瘦素检测, 发现慢

性乙型肝炎患者肝组织多数有瘦素表达(42/72), 
而非活动性HBsAg携带者肝组织很少有瘦素

表达(2/34), 两组间瘦素表达差异有统计学意义

(P <0.01), 且肝脏瘦素表达与肝脏脂肪变性未见

相关性; 在慢性乙型肝炎患者肝组织中, 可见活

化的肝星状细胞表达瘦素(经免疫组化双重染色

证实). 在对54例进行了人体测量学指标收集的慢

性乙型肝炎患者(其中男性患者中, 低体质指数组

2例, 正常体质指数组28例, 高体质指数组14例, 超
高体质指数组2例; 女性患者中, 正常体质指数组

8例), 同时进行了血清瘦素(ELISA法)和肝组织原

位瘦素检测, 发现健康体质量组女性血清瘦素显

著高于男性低体质指数组、正常体质指数组或

高体质指数组的血清瘦素水平(P <0.05); 而在男

性低体质指数组、正常体质指数组(BMI<25)、
高体质指数组、超高体质指数组, 血清瘦素水平

逐渐升高, 且这三组间两两比较差异均有统计学

意义(P <0.05). 同时为避免性别与体脂量对血清

瘦素检测值的影响, 对上述54例慢性乙型肝炎患

者中的30例BMI<25男性患者血清与肝组织瘦素

检测结果进行比较, 发现肝组织瘦素阳性17例血

清瘦素水平为7.38±6.46 pg/L, 阴性13例血清瘦

素水平为5.14±4.77 pg/L(P>0.05).

6  瘦素研究方法中可能出现的误区

很多证据已表明, 血清瘦素主要受性别和体脂

量影响, 而且性别可能是同等体质指数下决定

体脂量的重要因素, 故没有人体测量学记录的

血清瘦素研究中, 统计数据分类将处于混乱状

态. 从目前的经验来看, 单纯的血清瘦素研究是

评判患者体脂量多少及变化情况的较好指标, 
但若研究肝纤维化时, 建议结合肝组织原位瘦
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素研究以便达到研究目的. 在卢建华 et al的研究

中, 未见到慢性乙型肝炎患者肝脏瘦素表达与

肝脏脂肪变性之间的相关性, 而肝组织瘦素原

位表达部位可见活化的肝星状细胞表达瘦素(经
免疫组化双重染色证实), 在卢等的研究经验中

认为, 简单地把肝组织脂肪变性与肝组织原位

瘦素联系起来, 尤其是在研究的初始阶段, 会把

研究者带入思路陷阱.

7  结论

肝组织原位瘦素与肝纤维化关系密切, 推测肝

组织原位瘦素可能是肝纤维化形成中的一个重

要环节. 在肝纤维化研究方面, 瘦素是一个非常

重要的研究指标之一, 且研究方法应侧重于肝

组织原位瘦素研究, 也可辅以血清对照研究; 单
纯的血清瘦素研究不适于肝纤维化研究; 而没

有人体测量学的血清瘦素研究是不可取的. 在
结合既往的动物实验以及现有的肝组织原位瘦

素研究, 卢建华 et al推测肝脏原位瘦素的出现

可能意味着肝纤维化进程启动的一个重要步

骤, 慢性乙型肝炎患者肝纤维化的发生可能存

在“n+瘦素”的机制. 即当仅有外源性瘦素而

无“n”条件时, 不能启动肝纤维化(如非活动性

HBsAg携带者); 当具备“n”条件时, 肝组织会

有原位瘦素产生并在局部发挥作用可推进肝纤

维化进程(如慢性乙型肝炎患者), 此时外源性瘦

素可以恢复(如ob/ob鼠)或增强(如C57BL/6小鼠)
纤维化进程.
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Abstract
AIM: To establish gene-transfected cell strain 
HepG2/HBx and study the effect of HBx on cell 
cycle, proliferation and apoptosis of HepG2 cells 
as well as the potential regulative role of p21.

METHODS: HBx was transfected into HepG2 
cells and G418 selection was used to obtain the 
positive clones of HepG2/HBx cells. Then HBx 
mRNA expression and protein expression were 
detected using RT-PCR and western blot analy-
sis respectively. MTT assay and flow cytometry 
were adopted to measure the proliferation, cell 
cycle and apoptosis of HepG2/HBx, HepG2 and 
HepG2/pcDNA3.1 (HepG2 cells transfected 
with pcDNA3.1) cells. Semi-quantified RT-PCR 

was used to evaluate the expression of p21 and 
p53 in three groups.

RESULTS: The expression of mRNA and pro-
tein of HBx in HepG2/HBx cells was confirmed 
by RT-PCR and western blot respectively. The 
proliferation of HepG2/HBx cells was acceler-
ated. The proportion of HepG2/HBx cells de-
creased significantly in G0/G1 phase (43.34% ± 
3.11% vs 57.69 ± 4.28%, P < 0.01), but increased 
remarkably in S phase (28.69% ± 1.17% vs 
22.41% ± 1.99%, P < 0.05) and the apoptosis rate 
of HepG2/HBx cells was at a significantly lower 
level (1.19% ± 0.06% vs 5.43% ± 0.42%, P < 0.001). 
Compared with HepG2 and HepG2/pcDNA3.1 
cells, the expression of p21 mRNA in HepG2/
HBx was down-regulated (0.16 ± 0.05 vs 0.78 ± 
0.15, P < 0.001), while there was no significant 
difference in the expression of p53 gene.

CONCLUSION: The HBx gene down-regulates 
the expression of p21 mRNA, which may play an 
important role in accelerating cell cycle, improving 
growth and inhibiting apoptosis of HepG2 cells.

Key Words: HBx gene; p21 ; p53 ; HepG2 cells; 
MTT assay; Flow cytometry; Western blot; Reverse 
transcription-polymerase chain reaction

Guo XR, Cheng B, Zheng YC, Lin ST, Li PY. Effects of 
down-regulation of p21 by HBx gene on HepG2 cell 
proliferation and apoptosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(19): 2080-2085

摘要
目的: 构建转基因细胞模型HepG2/HBx, 观察
HBx基因对HepG2细胞增殖、周期和凋亡的
影响, 探讨细胞周期蛋白P21在其中的作用和
意义. 

方法: 应用脂质体转染和G418筛选构建稳定
表达HBx的转基因细胞HepG2/HBx, RT-PCR
和Western blot鉴定HBx mRNA与蛋白的表
达. 分别以四唑蓝(MTT)比色法、流式细胞
术检测HepG2/HBx细胞及对照组HepG2与
HepG2/pcDNA3.1细胞(转染空载体pcDNA3.1
的HepG2细胞)的增殖、周期和凋亡. 另半定

®

■背景资料
乙肝病毒x可通过
反式活化作用等
调控宿主细胞基
因表达, 影响细胞
信号转导、细胞
增殖与分化等参
与乙肝相关性肝
癌的发生发展, 但
其确切机制尚未
完全阐明, 从分子
水平探讨其发生
机制有利于指导
其临床防治.
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量RT-PCR检测各组细胞中细胞周期蛋白P21
与抑癌基因p53  mRNA的表达. 

结果: HepG2/HBx细胞中有HBx mRNA和
蛋白的表达. H e p G2/H B x细胞生长速度加
快. HepG2/HBx中G0/G1期细胞比例较对照组
显著减少(43.34%±3.11% vs  57.69±4.28%, 
P <0.01), S期细胞比例明显增加(28.69%±

1.17% vs  22.41%±1.99%, P <0.05), 同时还发
现与对照组相比其凋亡率也显著降低(1.19%
±0.06% vs  5.43%±0.42%, P <0.001). 细胞周
期蛋白p21  mRNA在HepG2/HBx细胞中的表
达较对照组细胞显著降低(0.16±0.05 vs  0.78
±0.15, P <0.001), 而p53表达则无显著变化.

结论:  H B x基因可下调细胞周期蛋白P21 
mRNA的表达, 可能参与HBx基因加速HepG2
细胞周期进程、促进细胞增殖以及抑制细胞
凋亡的作用.

关键词: HBx基因; p21; p53; HepG2细胞; 四唑蓝比色

法; 流式细胞术; 免疫印迹; 逆转录-聚合酶链反应
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)慢性感染

与原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的
发生密切相关[1-2]. 乙肝病毒x(hepatitis B virus x 
protein, HBx)蛋白具有多种生物学功能, 可与宿

主细胞的多种蛋白相互作用, 调控宿主细胞基

因表达, 进而影响宿主细胞的信号转导、细胞

增殖与分化等, 其对肝细胞周期与凋亡的影响

是HBV致HCC发生的重要机制之一[3-4]. p21是一

种通用的细胞周期依赖性激酶抑制剂, 可控制

细胞周期G1/S调控点, 抑制细胞增殖; p53是一 
种重要的抑癌基因, 可参与细胞周期蛋白的调

控[5-9]. 因此, 研究HBx基因对细胞周期及凋亡的

影响及可能的调控机制有助于阐明乙肝相关性

肝癌的发生机制. 我们通过脂质体转染构建稳

定表达HBx的转基因细胞模型HepG2/HBx, 观察

HBx基因对HepG2细胞周期及凋亡的影响, 探讨

细胞周期相关基因p21与p53在HBx致乙肝相关

性肝癌发生机制中的作用和意义.

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系HepG2为本实验室保存细

胞株, 重组质粒pcDNA3.1(+)/v5-hisB-HBx由
上海中国人民解放军第二军医大学遗传研究

所何晓文教授惠赠; DH5α由西班牙Navarra大
学癌症基因研究所钱程教授提供; Effectene转
染试剂盒(invitrogen); 聚合酶等(TaKaRa); 鼠
mAb(ABCam). Annexin V-FITC凋亡检测试剂

盒为宝灵曼公司产品. HBx、p21、p53及内参

β-actin引物均由上海Sangon生物工程有限公司

合成. 
1.2 方法 
1.2.1 HepG2细胞的转染与筛选: 重组质粒pc 
DNA3.1(+)/v5-hisB-HBx经酶切、PCR及测序鉴

定后按Effectene说明书进行转染操作, 48 h后用

含500 mg/L G418的选择培养基筛选阳性克隆, 
挑取克隆扩大培养并将G418浓度减至250 mg/L
维持筛选, 以获取稳定表达HBx的转基因细胞

株HepG2/HBx, 实验设空白对照组为HepG2细
胞与空载体对照组HepG2/pcDNA3.1细胞(转染

pcDNA3.1的HepG2细胞).
1.2.2 转基因细胞株HepG2/HBx的鉴定: RT-PCR
检测HBx mRNA的表达: 提取各组细胞总RNA
逆转录生成cDNA, 取2 mL cDNA作模板扩增

HBx基因片段, HBx基因上游引物为: 5'-CGGA
ATTCCGATGGCTGCTAGGCTGTG-3', 下游引

物为: 5'-CCCTCGAGGGGTTGCATGGTGCTG
GT-3', 反应条件如下: 94℃预变性10 min, 94℃
变性45 s, 52℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 扩增

30个循环, 20 g/L琼脂糖凝胶电泳后成像观察. 
Western blot检测HBx蛋白的表达: 以细胞裂解液

充分裂解各组细胞, 100℃加热5 min,  4℃ 12 000 
r/min离心2 min, 吸上清上样后行SDS-PAGE电
泳, 半干转印于NC膜上, 室温封闭1 h, 加入鼠单

克隆第一抗体, 4℃孵育过夜, 加入羊抗鼠的第

二抗体, 室温孵育1 h, 采用Odyssey双色红外激

光成像系统检测.
1.2.3 MTT法检测细胞的增殖活性: 各组细胞消

化后制成单细胞悬液, 以1×104细胞/孔接种于

96孔板, 共4板, 各设6复孔, 另设一空白对照孔. 
培养24 h后, 取出1板每孔加MTT溶液(5 g/L)20 
mL, 置培养箱继续培养4 h, 吸弃孔内上清液, 每
孔加入150 mL的DMSO, 振摇15 min后在490 nm
波长下分别测定各孔吸光度(A值), 取其均数作

为本次A值的计数值. 培养48、72、96 h后再重

复上述步骤, 以时间为横轴, A值为纵轴绘制各

组细胞生长曲线图.
1.2.4 PI染色法检测细胞周期分布: 收集3组对数

■研发前沿
p21 是一种细胞周
期依赖性激酶抑
制 因 子 ,  可 控 制
细胞周期G 1/S调
控 点 ,  抑 制 细 胞
增殖. HBx基因对
肝细胞周期与增
殖的影响是乙肝
相关性肝癌发生
的重要机制之一, 
p21 在HBx致肝细
胞癌发生机制中
的作用尚不清楚.
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生长期的细胞, 每个样本细胞总数为2×106, 加
入-20℃ 750 mL/L乙醇固定过夜, 取出离心后

PBS重悬, 300目尼龙网过滤, 加入10 g/L Rnase 
37℃孵育15 min, 再加入碘化丙锭(PI)避光染色

30 min, 采用美国BD公司FACSort型流式细胞仪

检测细胞周期分布情况.
1.2.5 Annexin V/PI标记法检测细胞凋亡: 分别

收集上述三组细胞制成单细胞悬液, 每个样本

细胞总数为1×105, 离心弃去培养液, 按Annexin 
V-FITC凋亡检测试剂盒说明进行操作, 美国BD
公司FACSort型流式细胞仪检测细胞凋亡率.
1.2.6 RT-PCR半定量检测p21与p53  mRNA表达: 
TRIzol法提取HepG2/HBx、HepG2/pcDNA3.1以
及HepG2细胞总RNA, 各取5 mg逆转录为cDNA. 
以2 mL cDNA为模板, 行PCR扩增p21与p53基因

片段与内参β-actin, 各基因片段引物设计以及扩

增条件见表1. 15 g/L琼脂糖凝胶电泳后成像观

察并进行灰度分析, 所有测量重复3次, 取其平

均值, 以p21、p53与β-actin的灰度比值作为p21
与p53的相对表达量.

统计学处理 数据采用mean±SD表示. 运用

SPSS13.0软件来进行统计学处理, 组间采用方差

分析, 以P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 HBx基因表达的鉴定 RT-PCR显示, HepG2/
HBx细胞与重组质粒pcDNA3.1/HBx可见长465 
bp的HBx条带, 而空白对照组HepG2细胞与空载

体对照组HepG2/pcDNA3.1细胞均未见HBx条带

(图1); Western blot显示实验组可见HBx蛋白表

达条带, 而空白及空载体对照组则显示HBx蛋白

表达条带(图2). 表明稳定表达HBx的转基因细

胞株HepG2/HBx构建成功.
2.2 细胞增殖 MTT法检测各组细胞A值发现, 
HepG2/pcDNA3.1与HepG2细胞生长速度基本一

致, 而HepG2/HBx细胞在48、72、96 h各时间点

的A值均明显高于对照组HepG2/pcDNA3.1细胞

和HepG2细胞(P <0.001), 提示转染HBx基因后的

HepG2细胞生长速度明显加快(图3), 表明HBx可
能对HepG2细胞具有促增殖作用.
2.3 细胞周期分布 经PI染色法流式细胞术检测

发现, 与对照组HepG2/pcDNA3.1和HepG2细胞

相比, 转染HBx基因后的HepG2/HBx细胞G0/G1

■创新盘点
本 研 究 采 用 RT-
PCR技术在HBx
转基因细胞HepG 
2/HBx中证实HBx
基因可能通过下
调细胞周期蛋白
P21表达参与加速
HepG2细胞周期
进程、促进细胞
增殖、抑制细胞
凋亡, 有助于从分
子水平了解乙肝
相关性肝细胞癌
的发生机制.

表 1 p21 、p53 与β-actin的引物序列

     
基因                      引物序列        PCR扩增片段(bp)                             反应条件                                ID

β-actin 5'-GGA CTT CGA GCA AGA GAT GG-3' 404 94℃变性5 min; 94℃ 30 s, 60℃ 1 min,    60

 5'-ACA TCT GCT GGA AGG TGG AC-3'   72℃ 1 min, 循环30次; 72℃延伸10 min

p21  5'-TTG ATT AGC AGC GGA ACA-3'  270 94℃变性5 min; 94℃ 60 s, 55℃ 1 min, 1026

 5'-TAC AGT CTA GGT GGA GAA ACG-3'  72℃ 1 min, 循环28次; 72℃延伸5 min

p53  5'-GCG CAC AGA GGA AGA GAA TC-3' 501 94℃变性5 min; 94℃ 60 s, 58℃ 1 min, 7157

 5'-GGC CAA CTT GTT CAG TGG AG-3'   72℃ 1 min, 循环30次; 72℃延伸7 min

1         2          3        4          5

2000

1000
750

500

250

bp

图 1  RT-PCR鉴定HepG2/HBx中HBx  mRNA的表达. 
1: Marker DL2000; 2: HepG2; 3: HepG2/pcDNA3.1; 4: 

LHepG2/HBx; 5: pcDNA3.1/HBx.

1             2            3

β-actin

HBx

图 2 Western blot鉴定HepG2/HBx中HBx蛋白的表达. 1: 

HepG2/HBx; 2: HepG2/pcDNA3.1; 3: HepG2.
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图 3 HepG2/HBx、HepG2/pcDNA3.1与HepG2细胞生长曲线.
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期细胞比例明显减少(P  = 0.004), S期和G2/M期

细胞比例显著增多(S期: P  = 0.032; G2/M期: P  = 
0.015), 而HepG2/pcDNA3.1与HepG2细胞的细

胞周期分布情况则无明显差异(P >0.05, 表2), 表
明HBx基因可促进G0/G1期细胞向S期和G2/M转

化, 具有加速细胞周期进程的作用.
2.4 细胞凋亡 经Annexin V/PI标记法流式细胞术

检测发现, 转染HBx基因后的HepG2/HBx细胞凋

亡率为1.19%±0.06%, 与两对照组HepG2/pcD-
NA3.1细胞(4.91%±0.18%)和HepG2细胞(5.43%
±0.42%)相比显著降低(P <0.001), 差异有统计学

意义, 而后两者间无显著差异(P >0.05), 显示HBx
具有抑制细胞凋亡的作用(图4).
2.5 细胞周期相关基因p21、p53  mRNA表达的

变化 p21基因与β-actin基因RT-PCR共扩增, 结果

显示, 转染HBx的HepG2/HBx细胞p21  mRNA的

表达(0.16±0.05)较对照组HepG2(0.78±0.15)与
HepG2/pcDNA3.1(0.69±0.21)细胞明显降低(图
5A), 差异有统计学意义(P<0.001), 提示HBx可下

调p21基因mRNA的表达. p53基因与β-actin基因

RT-PCR共扩增的结果发现, HepG2/HBx细胞p53
基因的表达(0.76±0.13)与对照组HepG2(0.73±
0.21)和HepG2/pcDNA3.1(0.81±0.09)细胞相比差

异无统计学意义(P >0.05)(图5B), 表明HBx对p53  
mRNA的表达无明显影响.

3  讨论

HBx基因是HBV基因组中最小的开放读码框, 
其所编码的H B x蛋白可作为反式激活因子激

活多种信号转导通路, 如Ras、MAPK、PI3K-
Akt、Src、JAK/STAT、Notch/Jagged、NF-
κB[10-20], 影响细胞增殖、周期和凋亡, 参与肝细

胞的恶性转化与癌变[21-28]. Benn et al的研究发现, 
HBx基因可下调Chang氏肝细胞的G1/S和G2/M
检测点状态, 促进细胞增殖, 并增强肝癌细胞的

抗凋亡能力, 这可能是肝癌细胞呈现较强恶性

表型的机制之一[29]. 新近研究发现转染HBx基因

的HepG2细胞对紫外线损伤更加敏感, 凋亡率

增加, 细胞周期阻滞于G2/M期[30]. 为进一步探讨

HBx蛋白在HCC发生中的作用机制, 本课题特构

表 2 HBx基因对HepG2细胞周期的影响 (mean±SD, %)

     
分组             G0/G1       S            G2/M

HepG2/HBx   43.34±3.11a     28.69±1.17a    27.96±4.06a 

HepG2/      54.99±1.88      23.04±3.36     18.61±1.40 

pcDNA3.1

HepG2      57.69±4.28      22.41±1.99     19.91±2.60

aP<0.05 vs  对照组.

■应用要点
本研究发现HBx
通过下调p21 表达
促进HepG2细胞
增殖、抑制细胞
凋亡, 为深入探讨
HBx致肝细胞恶
性转化和癌变机
制提供了理论基
础.

图 4 HBx基因对HepG2细胞凋亡的影响. A: HepG2/HBx; B: HepG2/pcDNA3.1; C: HepG2.
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图 5 HBx基因对HepG2细胞p21  mRNA和p53  mRNA表达
的作用. A: p21  mRNA; B: p53  mRNA. 1: DNA marker; 2: 

HepG2; 3: HepG2/pcDNA3.1; 4: HepG2/HBx. 
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建稳定表达HBx的转基因细胞株HepG2/HBx, 首
先观察HBx基因对HepG2细胞增殖、周期和凋

亡的影响, 结果发现转染HBx基因的HepG2/HBx
细胞生长速度明显高于对照组HepG2与HepG2/
pcDNA3.1细胞, 表明HBx可促进HepG2细胞的

增殖. 流式细胞术检测结果显示HepG2/HBx细
胞G0/G1期细胞比例显著减少, S期和G2/M期细胞

比例明显增多, 提示HBx可促进G0/G1期细胞向S
期和G2/M转化, 加速细胞周期进程. 同时我们还

通过Annexin V/PI标记法流式细胞术观察细胞

凋亡, 发现HepG2/HBx细胞凋亡率较两对照组

细胞显著降低, 提示HBx可抑制HepG2细胞的凋

亡. 因此, 我们在HepG2细胞进行的HBx转基因

研究再次证实了HBx可加速细胞周期进程、抑

制细胞凋亡, 促进细胞增殖, 这与国内外文献报

道基本一致[29-30]. 
p21是一种通用的细胞周期依赖性激酶抑

制剂 ,  可与所有的细胞周期蛋白依赖性激酶

(C D K2、4、6)复合物相结合, 控制细胞周期

G1/S调控点, 抑制细胞增殖, 在肿瘤的发生发展

过程中起着重要作用. 新近研究发现, P21蛋白

的表达存在P53依赖性和非P53依赖性两条调节

途径. 国内彭绍华 et al应用免疫组织化学法检

测HCC组织中HBx蛋白和P21蛋白的表达发现, 
HBx蛋白表达的增高伴随着P21蛋白表达的下

降, 表明HBx蛋白可下调P21蛋白的表达[31]. 晚近

也有研究表明, HBx还可通过不依赖P53的途径

调节P21蛋白的表达. Ahn et al [32]报道表明, P53
反应元件位于人p21启动子的转录起始位点上

方-2285和-1394位置, 而HBx抑制p21启动子位

点位于转录起始位点上方-63和-21位置. P53蛋
白是目前认为与肿瘤发生密切相关的抑癌基因

之一, 主要在细胞核内发挥作用, Diao et al发现, 
在人类原代培养的肝细胞中, HBx蛋白可抑制

Fas介导的细胞凋亡, 在缺乏P53蛋白的红白血病

细胞中, HBx蛋白也可抑制Fas介导的细胞凋亡, 
这种抑制作用与依赖SEK1的SAPK/JNK信号传

导通路有关, 而与P53蛋白无关[33]. Lee et al发现

HBx蛋白可激活PI3K, 通过PI3K-Akt-Bad信号传

导通路, 抑制Caspase3的活性, 最终抑制细胞的

凋亡, 这种抑制作用也与P53蛋白无关[34]. 
我们在H B x转基因细胞证实H B x可加速

细胞周期进程、抑制细胞凋亡的基础上, 进一

步通过RT-PCR检测了HepG2/HBx与HepG2/
pcDNA3.1和HepG2细胞中细胞周期蛋白相关

基因p21  mRNA的表达, 结果发现转染HBx基因

的HepG2细胞(HepG2/HBx)p21表达显著下降, 
提示HBx可下调肿瘤抑制基因p21的表达, 表明

HBx可能通过对p21基因的转录抑制作用, 减少

P21蛋白表达, 有利于细胞从G0/G1期向S期和

G2/M期的转化, 从而加速细胞周期进程, 促进细

胞增殖, 这与Park et al的报道一致[35]. 同时, 我们

采用RT-PCR技术还检测了这三组细胞p53基因

mRNA的表达, 发现三组细胞间p53基因的表达

水平无显著差异. 推测HBx可能通过非P53依赖

性途径下调P21蛋白的表达, 削弱细胞周期G1/S
控制点的调控作用, 促进G0/G1期细胞向S期细胞

的转化, 从而加速HepG2细胞的增殖与生长; 另
外, 其抑制HepG2细胞凋亡的作用也可能与P53
蛋白无关, 这与Diao和Lee et al的研究结果相一

致[33-34]. 因此, 我们的研究初步证实了HBx基因

可能通过非P53依赖途径下调细胞周期蛋白P21
的表达而加速细胞周期进程、促进细胞增殖、

抑制细胞凋亡, 从而参与乙肝相关性肝癌的发

生机制. 关于HBx基因通过何种或哪些途径调控

细胞周期蛋白P21的表达还有待于今后进一步

研究. 
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Abstract
AIM: To explore the dynamic states of and 
relationship between tankyrase and telomerase 
reverse transcriptase (TERT) in hepatocellular 
carcinoma (HCC) development in rats.  

METHODS: SD rats were assigned randomly 
to control group (n = 42) and model group (n = 
42). HCC model was induced by diethyl nitro-
soamine (DENA). Twelve rats from both groups 
were randomly executed at 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 
wk for further test. The expression of tankyrase 
and TERT was detected using Western blot and 
immunofluorescence analysis, whereas telom-
erase activity and the expression of Ki-67 were 
assayed using TRAP and immunohistochemical 
methods, respectively. 

RESULTS: Compared with the low expression 
level of telomerase and TERT in normal tissue 

and precancerous lesions, the expression level of 
tankyrase was significantly increased in inflam-
matory stage, as well as in hepatocirrhotic stage, 
especially in HCC stage, in which stage peak 
values of all these factors were obtained . The ex-
pression of tankyrase was positively correlated 
with telomerase and TERT (r = 0.898, P = 0.038; 
r = 0.943, P = 0.016), but no relationship was 
found between tankyrase and Ki-67. However, 
Ki-67 was positively correlated with telomerase 
and TERT (r = 0.986, P = 0.002; r = 0.93, P = 0.022). 

CONCLUSION: Over-expression of tankyrase 
might be one of the factors that regulates telom-
erase function as telomere elongation. Tan-
kyrase, TERT, telomerase and Ki-67 are closely 
related to HCC progression. 

Key Words: Tankyrase; Telomerase; Telomerase 
reverse transcriptase; Ki-67; Hepatocellular carci-
noma

Chen Y, Kong QZ. Expression alteration of tankyrase and 
telomerase in HCC development in rats. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 2086-2091

摘要
目的: 探讨tankyrase与端粒酶在肝细胞肝癌发
生、发展过程中的动态变化及其相关性.  

方法: SD大鼠随机分为对照组(n  = 42)和造
模组(n  = 42), 二乙基亚硝胺诱导大鼠肝细胞
肝癌模型. 给药后3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 wk随
机处死对照组及造模组中的6只大鼠. 采用
Western blot法检测tankyrase和端粒酶逆转录
酶(telomerase reverse transcriptase, TERT)的表
达; 免疫荧光方法原位检测细胞内TERT的表
达; TRAP法检测端粒酶活性; 免疫组化方法
检测细胞增殖活性(Ki-67).  

结果: 在肝细胞癌变过程中, 相对于端粒酶、

TERT及Ki-67在正常组织和癌前病变中的低
水平表达, tankyrase在肝炎期表达就显著增加. 
但至肝硬化, 特别是肝癌期几种检测指标的表
达均至高峰. Tankyrase与端粒酶活性和TERT
的表达呈正相关(r  = 0.898, P  = 0.038; r  = 0.943, 
P  = 0.016), 但与细胞的增殖活性无相关性; 而

®

■背景资料
癌症的发生是一
个多因素相互作
用的极其复杂的
过 程 .  虽 然 迄 今
为止在癌症领域
的研究已取得了
令人可喜的成绩, 
但对其发病机制
的了解仍相当有
限. 鉴于目前未有
关于tankyrase及
其与端粒酶在肝
癌发生中的相关
报 道 ,  本 文 探 讨
tankyrase和端粒
酶在肝癌发生不
同时期的动态变
化及相关性, 以期
为今后更深入地
研究肿瘤发生机
制及诊治积累资
料. 

■同行评议者
王鲁, 副教授, 复
旦大学附属中山
医院肝外科, 复旦
大学肝癌研究所
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细胞增殖活性与端粒酶和TERT呈正相关(r  = 
0.986, P  = 0.002; r  = 0.93, P  = 0.022).  

结论: Tankyrase可能是调控端粒酶行使功
能的因素之一. Tankyrase、端粒酶、TERT
和Ki-67均与肝细胞肝癌的发生、发展密切 
相关.

关键词: Tankyrase; 端粒酶; 端粒酶催化亚基; 

Ki-67; 肝癌
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0  引言

端粒长度在维持染色体末端结构的完整性、染

色体复制及调控细胞衰老和癌症发生等诸多

细胞生物学过程中都发挥着重要作用. 其受到

端粒酶和端粒特异结合蛋白的双重调控[1]. 端
粒酶是由端粒酶逆转录酶(telomerase reverse 
transcriptase, TERT)和端粒酶RNA(telomerase 
RNA, TR)组成的核糖核蛋白复合体, 其通过在

染色体末端添加TTAGGG六聚体重复序列以维

持端粒长度的稳定, 借此防止染色体末端融合. 
而TRF1、TRF2、Tin2及tankyrase等一些端粒结

合蛋白则可通过与端粒DNA的结合, 维持并调

控端粒末端结构. 这些蛋白的表达和/或功能异

常均可引起端粒结构的改变, 从而导致端粒功

能的丧失, 最终为那些通过端粒酶的表达来恢

复端粒功能的细胞提供了选择优势. 
Tankyrase是poly(ADP-ribose)polymerase 

(PARP)家族成员之一, 其通过调控端粒酶与端

粒的结合, 间接参与端粒长度的调控[2]. 在肿瘤

发生过程中tankyrase与端粒酶的相关性尚存争

议. 鉴于目前未有关于tankyrase及其与端粒酶在

肝癌发生中的相关报道, 我们探讨tankyrase和端

粒酶在肝癌发生不同时期的动态变化及相关性, 
以期为今后更深入地研究肿瘤发生机制及诊治

积累资料. 

1  材料和方法

1.1 材料 Sprague-Dawley(SD)大鼠购于河南郑

州大学实验动物中心 ;  二乙基亚硝胺、P I购
于Sigma; Ki-67抗体购于NeoMarkers; TERT, 
tankyrase, actin抗体、化学发光试剂盒购于Santa 
Cruz; 碱磷酶标记IgM, PVTM, DAB检测试剂

盒购于北京中杉金桥; NBT/BCIP试剂盒购于华

美生物工程公司; Telo TAGGG Telomerase PCR 
ELISA试剂盒购于Roche. 3 mo平均体质量为120
±5 g的♂SD大鼠在22±3℃, 湿度40%-70%, 间
隔12 h光照的条件下饲养. 适应环境1 wk后, 随
机分为对照组(n  = 42)和造模组(n  = 42). 根据

Solt-Farber方法, 以2 g/L的二乙基亚硝胺(diethyl 
nitrosoamine, DENA)制备肝癌模型, 15 wk后停

药. 根据大鼠肝癌的诊断标准由两位病理医生

进行病理分型[3]. 造模组的病变可大致分为3阶
段: 炎症期(12 wk之前)、肝硬化期(15 wk)和肝

癌期(18-21 wk). 分别在给药后3、6、9、12、
15、18、21 wk随机处死对照组及造模组中的6
只大鼠. 取少量新鲜肝组织置于40 mL/L的多聚

甲醛, 4℃固定过夜后行石蜡包埋和HE染色. 其
余组织迅速放入液氮中冷冻, 随后置-80℃保存. 
1.2 方法 
1.2.1 Ki-67表达的检测: 组织切片经柠檬酸抗原

修复液修复, 100 mL/L山羊血清封闭. Ki-67抗
体(RM-9106)(1∶80)37℃孵育2 h后以PVTM检

测试剂盒(PV-6001)标记二抗, DAB(ZLI-9032)显
色. 以PBS代替一抗作阴性对照. 每组实验重复

3次, 每张切片至少观察5个视野. IDA-2000高清

晰度数码图像分析系统(中科院北京空海科技有

限公司)进行光密度分析. 
1.2.2 TERT蛋白表达的检测: 组织切片置柠檬

酸抗原修复液修复, 200 mL/L山羊血清封闭后, 
加抗TERT抗体(sc-7212)(1∶600)4℃孵育过夜. 
FITC标记的二抗(ZF-0311)(1∶400)25℃孵育40 
min, 20 mL/L PI室温标记细胞核后封片, 激光共

聚焦显微镜检测. PBS代替一抗作为阴性对照. 
每张切片至少采集10个视野, 记数1000个细胞. 
根据Dinser et al的免疫荧光半定量方法对TERT
蛋白的表达强度进行相对荧光强度分析[4-5]. 相
对荧光强度 = 荧光强度×面积/细胞总数. 每组

实验重复3次. 
1.2.3 TERT和tankyrase蛋白表达的检测: 细胞

总蛋白75 µg在60 mL/L SDS-PAGE中恒压电

泳后转移至硝酸纤维素膜上并用50 mL/L的脱

脂奶粉封闭. 分别加入TERT(sc-7212)(1∶300), 
tankyrase(sc-8337)(1∶500)和act in(sc-1616) 
(1∶1000)一抗4℃孵育过夜. 碱磷酶标记的二

抗(ZB-2308)(1∶1000)以NBT/BCIP试剂盒检测

TERT的表达. 辣根过氧化物酶标记的二抗以化

学发光法(sc-2048)检测tankyrase的表达. actin作
为内对照, Labworks 4.0软件(UVP, Inc. USA)定
量分析二者的表达强度. 每组实验重复3次. 

■研发前沿
探寻肝癌发生机
制是肝癌研究领
域 的 一 大 热 点 ,  
因而寻找与此相
关的分子和新的
干预治疗靶点具
有重要意义. 
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1.2.4 端粒酶活性的检测 :  用Te l o TA G G G 
Telomerase PCR ELISA试剂盒以telomeric repeat 
amplification protocol(TRAP)方法检测端粒酶活

性. 操作步骤按说明书. 端粒酶相对活性 = (样本

A 450nm-A 690nm/阳性对照A 450nm-A 690nm)×100. 每组

实验重复3次. 
统计学处理 实验数据均用mean±SD表示, 

SPSS11.0软件对实验数据进行方差分析(ANOVA)
和Spearman相关分析, P<0.05有显著性差异. 

2  结果

2.1 肝癌发生过程中细胞增殖活性变化 诱癌过

程中细胞增殖活性逐渐增强(图1). 对照组未见

Ki-67阳性表达的细胞, 造模组从诱癌的3 wk起
即可见零星分布的阳性细胞. 肝硬变至肝癌期

阳性细胞主要分布在增生结节中. 定量分析表

明炎症后期Ki-67的表达量分别是诱癌3 wk的
1.13-1.89倍. 其在肝硬变期的表达量急增至炎症

期的2.7倍. 这种高水平表达一直持续到诱癌结

束并有极显著差异(P <0.001), 提示细胞增生极

度活跃(表1). 而癌旁组织中Ki-67的表达无统计

学意义. 

2.2 端粒酶活性的变化 对照组及造模组的炎症

期和癌旁组织中端粒酶活性较低并维持在相对

稳定的水平, 端粒酶相对活性介于23.3%-41%之

间. 随着病变的演进, 端粒酶活性在肝硬化期急

增至62.8%(P  = 0.02)并在其后的癌症发生过程

中持续保持这一高水平(P <0.01)而癌旁组织无

显著性差异(表1). 
2.3 TERT蛋白表达的变化 炎症期TERT蛋白

表达强度较对照组中升高但尚未达到显著性

差异水平 .  而至肝硬化和肝癌期其表达量为

13.22-17.38, 是对照组的2.95-3.88倍, 有显著性

差异(P  = 0.044和P <0.001)(图2). 为证实免疫荧

光结果, 我们又用Western blot方法进一步验证

TERT的表达(图3). 结果发现, TERT蛋白表达变

化与免疫荧光方法所得结果基本一致(表1). 
2.4 Tankyrase蛋白表达的变化 Tankyrase蛋白在

整个诱癌过程中呈先上升后下降再上升的表

达变化趋势(图4). 对照组中tankyrase蛋白少量

表达, 炎症早期(诱癌3 wk)其表达量显著增加

(P <0.001), 至后期(12 wk)又下降至正常水平(P  = 
0.834). 但在肝硬化及肝癌阶段其表达量又激增, 

A B C

D E

图 1 大鼠肝癌发生不同时期Ki-67的表达(非生物素二步法×400). A: 正常; B: 炎症期; C: 肝硬化期; D: 肝癌期; E: 癌旁组织. 

■相关报道
多 个 研 究 小 组
的 研 究 提 示
tankyrase与端粒
酶在肿瘤发生中
具有相关性. 

表 1 Tankyrase, TERT, Ki-67和端粒酶在诱癌不同时期的表达

     
                            tankyrase     端粒酶                      TERT1              TERT2        Ki-67

正常

肝炎期

肝硬化期

肝癌期

癌旁

1Western blot; 2免疫荧光. bP<0.01 vs  正常.

  2.4±0.1

  4.2±1.3b 

14.0±0.8b

  8.4±1.3b

  3.4±0.2 

23.3±2.3

36.1±4.6

62.8±7.5b

62.9±6.6b

35.0±7.3

  1.5±0.2

  2.0±1.0

11.9±0.1b

10.3±2.7b

  2.4±1.1

  4.5±0.9

  6.4±1.7

13.2±2.3b

17.4±6.0b

  7.8±0.5

        0

  6.8±0.6b

17.9±3.2b

18.8±1.6b

  8.6±1.3b
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此时的表达量是正常组织的3.1-5.8倍(P <0.001). 
而癌旁组织tankyrase的表达无统计学意义(表1). 
2.5 Tankyrase, TERT, 端粒酶及Ki-67之间的相

关性 Tankyrase蛋白的表达与TERT(P  = 0.016, r  
= 0.943)和端粒酶(P  = 0.038, r  = 0.898)的表达变

化呈正相关关系, 而与Ki-67之间却无相关性(P  
= 0.069, r  = 0.849). 统计学分析显示TERT与端

粒酶二者呈正相关(P  = 0.006, r  = 0.97). 与TERT
蛋白的表达和Ki-67的显著性相关(P  = 0.022, r  = 
0.93)相比, 端粒酶活性与Ki-67之间的相关性达

到了极显著性水平(P  = 0.002, r  = 0.986).

3  讨论

端粒酶可通过维持端粒长度使细胞越过H a y-
flick极限, 促使细胞永生化及癌变. 正常体细胞

中端粒酶活性受到严格的调控, 而80%以上的肿

瘤细胞中端粒酶活性却显著升高[6]. 端粒酶活性

的调控主要涉及TR和TERT. 由于TR在多种组织

中都高表达, 而TERT在正常细胞中的表达通常

受到抑制, 仅在永生和肿瘤细胞中表达上调, 因

此通常将TERT的表达作为调控端粒酶活性的限

速步骤. 鉴于目前未有关于TERT蛋白在肿瘤发

生过程中动态变化的报道, 我们首先对端粒酶

与TERT蛋白在肝癌发生中的变化进行了初步

研究. 结果表明, 端粒酶活性伴随肝癌的发生、

发展逐步升高. 正常肝组织、炎症期和癌旁组

织中端粒酶活性较低, 至肝硬化和肝癌期端粒

酶活性急剧升高. 对TERT蛋白表达的定量分析

结果显示其表达变化与端粒酶活性升高的趋势

基本一致, 且二者呈正相关关系[7-8]. 提示TERT
可能调节端粒酶活性. 对细胞增殖活性的研究

发现, 细胞增殖活性与端粒酶活性和TERT表达

同步升高, 呈正相关. 因抗增殖活性因子可抑

制TERT和端粒酶活性, 进而促进肿瘤细胞的分 
化[9-10], 所以我们推测诱癌早期端粒酶活性可能

促进了细胞增生. 而后期端粒酶活性的激增可

能导致端粒功能的恢复和基因组稳定性的增加, 
促使细胞生存能力进一步增强, 使细胞向永生

化直至癌变方向发展. 同时我们还观察到同一

增生结节和癌巢中单细胞内TERT及Ki-67的异

图 3 大鼠肝癌诱癌过程中TERT的表达(Western blot). A: 正

常; B: 炎症期; C: 肝硬化期; D: 癌旁组织; E: 肝癌期. actin: 

内对照. 

A           B            C           D           E

TERT

actin

A           B            C           D           E

tankyrase

actin

图 4 大鼠肝癌发生过程中tankyrase的表达(Western blot). 
A: 正常; B: 炎症期; C: 肝硬化期; D: 肝癌期; E: 癌旁组织.   

actin: 内对照.

■创新盘点
本 研 究 首 次 对
tankyrase在肝癌
发生过程中的动
态变化进行了研
究. 

A B C

D E

图 2 大鼠肝癌诱癌过程中TERT的表达(免疫荧光). A: 正常; B: 炎症期; C: 肝硬化期; D: 肝癌期; E: 癌旁组织. FITC标记

TERT(绿色), PI标记细胞核(红色), 二者叠加呈黄色. 

50 µm 50 µm

50 µm50 µm

50 µm
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质性表达现象, 提示在癌变过程中癌细胞发展

的不同步性. 推测很可能只有那些增殖活性和

端粒酶活性都相对较高的细胞促进并维持肿瘤

生长. 
在由端粒酶介导的端粒延伸的癌细胞中, 

t ankyrase等端粒相关蛋白也可通过调控端粒

酶与端粒的结合, 而诱导端粒延伸[2,11-16]. 我们

采用Western blot方法分析了tankyrase在癌症

发生过程中的动态变化, 结果显示tankyrase在
诱癌过程中出现两次表达高峰, 与正常组织中

tankyrase的表达相比均有显著差异. 这两次表达

高峰之间, 即在由炎症期向肝硬化和肝癌期转

换时tankyrase表达量却降至正常肝组织表达水

平, 且癌旁组织中tankyrase的表达与正常组织相

比并无显著性差异. 提示很可能有不同类型的

tankyrase参与癌的发生. 目前研究发现, tankyrase
有1和2种. Tankyrase1表达的高低与端粒长度的

维持密切相关. 其表达过低, 肿瘤细胞可不依赖

端粒长度和端粒酶活性而被阻滞在有丝分裂后

期. 相反, 其长期过表达则有可能诱导端粒长度

以一种依赖tankyrase的PARP催化活性和端粒酶

活性的方式延伸[12,17]. 与tankyrase1相反, 体内实

验表明, tankyrase2的高表达与端粒长度的维持

无关, 但可通过耗竭NAD+, 而诱导以细胞坏死

为特征的细胞死亡[18-19]. 此外tankyrase-2在肿瘤

细胞中未有差异性表达而仅具有自身抗原的特

性[20-21]. 鉴于炎症期观察到大量的细胞坏死, 因
此此时tankyrase的高表达极有可能与tankyrase2
的高表达相关, 而肝硬变和肝癌时tankyrase的高

表达很可能由tankyrase1介导[22-23]. 由于目前未

有分别针对tankyrase1和2的特异性商业抗体, 这
一推测有待今后进一步的研究证实. 与多个小

组的研究结果相一致, 我们还发现, tankyrase不
仅在癌细胞中表达升高, 而且还与端粒酶活性

和TERT蛋白的表达呈正相关[24-25]. 提示tankyrase
可能通过ADP-核糖基化端粒长度的负调控子

TRF1(telomeric repeat binding factor 1), 从而抑制

TRF1与端粒的结合, 促进端粒酶与端粒的结合, 
间接调控端粒酶全酶的完整性和活性, 这一过程

可能更依赖于TERT蛋白的高表达[26]. 引人深思

的是, tankyrase蛋白的表达升高却与细胞的增殖

活性无关. 
肿瘤细胞中端粒的缩短可导致肿瘤细胞的

衰老和死亡, 目前已将端粒酶作为肿瘤治疗的

靶点[27-29]. 但研究发现端粒酶抑制剂不能完全

抑制端粒酶活性, 所残留的端粒酶活性和部分

缩短的端粒又可引起靶细胞对端粒酶抑制剂的

耐受性. 抑制tankyrase活性的升高不仅可以使

端粒末端得到保护, 还可阻断端粒酶与端粒的

结合, 进而诱导癌细胞的衰老, 并增加端粒酶抑

制剂的药理学效应[17,30-31]. 因此更为详尽的阐明

tankyrase在肿瘤发生中的作用, 特别是不同类型

的tankyrase在肿瘤发生中的作用将对肿瘤发生

机制的认识及肿瘤的诊治有着积极、重要意义.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of resveratrol on 
gene expression of cyclooxygenase (COX)-2 
in mice with die t - induced nonalcohol ic 
steatoheptatitis (NASH).

METHODS: Thirty male C57BL/6J mice were 
assigned randomly to three groups: normal 
control group, high fat group (HF group) 
and high fat resveratrol treatment group (HR 
group). The mice in normal control group (n = 
10) were fed with standard diet. The mice in HF 
group (n = 10) and in HR group (n = 10) were 
fed with high fat diet. After 8–week high fat 
diet, the mice in HR group were fed with res-
veratrol 400 mg/(kg•day) for 16 wk. Hepatic 

COX-2 expression was determined using RT-
PCR and Western blot. 

RESULTS: Steatoheptatitis was discernable in 
HF group and was markedly alleviated in HR 
group. COX-2 were not expressed in normal 
mouse liver. The mRNA expression and protein 
expression of COX-2 were significantly lower in 
HR group than those in HF group(0.76% ± 0.18% 
vs 1.48% ± 0.23%, 11.2% ± 3.5% vs 27.9% ± 4.6%, 
both P < 0.01), but not returned to normal level.  

CONCLUSION: COX-2 may play an important 
role in NASH pathogenesis. Resveratrol im-
proves NASH at least partly by downregulating 
expression of COX-2 in the liver.

Key Words: Fatty liver; Nonalcoholic fatty liver dis-
ease; Cyclooxygenase 2; Resveratrol

Xiao H, Zhang JY, Zheng J. Resveratrol down-regulates 
hepatic cyclooxygenase-2 expression in mice with 
nonalcoholic steatohepatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 研究白藜芦醇对饮食诱导的非乙醇性
脂肪性肝炎(NASH)小鼠肝脏COX-2表达的 
影响. 

方法: ♂小鼠30只随机分为正常对照组(NC
组, n  = 10)、高脂喂养组(HF组, n  = 10)和高
脂喂养白藜芦醇治疗组(HR组, n  = 10). NC组
给予标准基础饲料, HF组和HR组给予高脂饲
料喂养. HR组小鼠高脂喂养8 wk后, 每日给予
400 mg/kg白藜芦醇灌胃治疗. HR组和HF组均
继续高脂饲料喂养16 wk. 实验结束后处死小
鼠并取肝脏组织, 分别用RT-PCR法及免疫印
迹法检测肝脏COX-2 mRNA和蛋白的表达. 

结果: HF组小鼠出现明显的脂肪性肝炎, HR
组小鼠的脂肪性肝炎明显减轻. NC组小鼠肝
组织无COX-2 mRNA和蛋白的表达, HF组小
鼠肝组织有高水平的COX-2 mRNA和蛋白的
表达, 分别为1.48%±0.23%和27.9%±4.6%, 
HR组COX-2 mRNA和蛋白的表达水平较HF

®

■背景资料
随着非乙醇性脂
肪肝(NAFLD)呈
流行趋势, NASH
患 病 率 也 增 加 . 
其发病机制并不
十 分 清 楚 ,  但 炎
症过程与其发生
发展有密切的关
系, NASH时肝脏
COX-2表达增加. 
白藜芦醇是一种
多酚类植物抗毒
素, 具有抗氧化、

抗炎等多种作用, 
可能对N A S H具
有有益的作用.

■同行评议者
陈耀凯 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第三军医大学西
南医院全军感染
病研究所
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组明显降低, 分别为0.76%±0.18%和11.2%±

3.5%, 两组间差异有统计学意义(P <0.01), 但
未降至正常. 

结论: COX-2在NASH中发挥着重要作用, 白
藜芦醇至少部分是通过下调肝脏COX-2的表
达达到改善NASH的作用.

关键词: 脂肪肝; 非乙醇性脂肪性肝病; 环氧合酶2; 
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0  引言

非乙醇性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是一种无过量饮酒史肝实质

细胞脂肪变性和脂肪沉积为特征的临床病理

综合征, 疾病谱随病程的进展表现为单纯脂肪

肝、脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, 
NASH)、脂肪性肝纤维化和肝硬化[1-3]. 流行病

学研究发现[4], 在美国和其他西方发达国家中

20%-30%的成年人具有NAFLD, 这其中又有

10%的人达到NASH的诊断标准, 成为严重的

公共卫生问题. 在我国随着生活水平的改善和

提高, NAFLD和NASH的发病人数也在增加[5]. 
NAFLD的发病机制并不十分清楚, 但是炎症过

程与NAFLD的发生发展有密切关系, NASH时

肝脏COX-2表达增加[6-8]. 白藜芦醇是一种多酚

类植物抗毒素[9], 具有抗氧化、抗炎等多种作用. 
我们观察白藜芦醇是否可以改善饮食诱导的

NASH, 并初步探讨其机制, 尤其是对NASH肝组

织COX-2表达的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂4 wk龄SPF级C57BL/6J小鼠30只, 体
质量11-13 g, 购于北京维通利华实验动物技术

有限公司. 小鼠正常基础饲料购自湖北省实验

动物中心, 其脂肪、蛋白质、碳水化合物热卡

含量分别为0.10、0.21、0.69. 高脂饮食脂肪(主
要是熟猪油)、蛋白质、碳水化合物热卡含量分

别为0.59、0.20、0.21. 小鼠随机分为2组, 高脂

喂养组20只和正常对照组(NC)10只. NC组给予

标准基础饲料, HF组给予高脂饲料喂养. 动物饲

养于华中科技大学同济医学院实验动物中心清

洁级环境, 明暗周期为12 h, 室温22-26℃, 相对

湿度50%-80%, 自由摄食、饮水. 两组小鼠喂养8 

wk后, 高脂喂养组分为单纯高脂组(HF, 10只)和
白藜芦醇干预组(HR, 10只), 每日给予400 mg/kg
白藜芦醇灌胃治疗, NC组和HF组(10只)均给予

相同体积生理盐水灌胃. HR组和HF组均继续高

脂饲料喂养16 wk.
1.2 方法 实验结束时小鼠禁食12 h, 眼眶取血法

采血, 分离血清, 采用日本日立7600-020全自动

生化分析仪, 测定血清总胆固醇(TC)、三酰甘油

(TG); 酶法测定FBG; ELISA法测定胰岛素(Fins). 
次日称体质量, 戊巴比妥钠i p麻醉, 迅速取出

肝脏称质量后, 一部分用生理盐水清洗后置于

-80℃冰箱冻存; 一部分置于40 g/L甲醛液固定, 
留待行病理检查. 另取少量剪成小块, 置110℃
烘至恒定质量, 精确称取干燥后的肝脏, 磨成细

粉, 加氯仿∶甲醇(2∶1, V /V ), 再按上述测定血

清脂质的方法测脂质含量.
1.2.1 肝组织COX-2 mRNA表达的测定: 按RNA
抽提纯化操作方法提取肝组织总RNA. 提取的

RNA通过紫外光分光光度计测定260和280 nm
吸光度值, 计算RNA纯度和浓度. 将RNA逆转

录成cDNA, 再进行PCR扩增引物为Primer5.0软
件自行设计. 使用GAPDH作为内参照. 引物序

列: COX-2正义链5'-CTTAGCACAACAGA-3, 
反义链5'-CGGAAGTGAGA-3; GAPDH正义链

5'-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3, 反义链5'-
AGATCCACAACGGATACATT-3. 目的片段长

度COX-2为253 bp; GAPDH为308 bp. 反应条件: 
94℃预变性5 min; 94℃变性30 s, 退火30 s, 72℃
延伸60 s, 循环28-38次; 最后72℃延伸10 min. 各
基因退火温度和循环次数分别为: COX-2 55℃, 
36个循环; GAPDH 55℃, 28个循环. 扩增产物进

行琼脂糖凝胶电泳, 紫外灯下拍照, 使用GAS凝
胶图像处理系统分析吸光度值, 以GAPDH为内

参照, 计算待测基因mRNA相对表达量.
1.2.2 肝脏COX-2蛋白表达的测定: 取-80℃保

存的各组动物肝组织100 mg, 提取细胞膜蛋白, 
经S D S-聚丙酰胺凝胶电泳, 采用兔抗小鼠的

COX-2多克隆抗体(购自美国CST生物工程公

司), 测定小鼠肝脏的COX-2蛋白水平, 一抗稀释

度为1∶1000, β-actin表达水平作为内对照, 利用

图像分析系统扫描确定X光片上杂交条带的相

对光密度值.
统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计分

析, 数据采用mean±SD表示. 组间比较采用单因

素方差分析, 多组间两两比较采用q检验, P <0.05
为有统计学意义.

■相关报道
Yu et al发现, 正常
饮食的小鼠肝脏
没有COX-2的表
达, 而高脂饮食诱
导的小鼠 N A S H
肝组织COX-2的
表达增加, 国内许
树长 et al 和刘晓
珺 et al 也有相同
的发现.
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2  结果

2.1 血清TC, TG, FBG和Fins水平 与NC组相比, 
HF组FBG、TG、TC明显升高, 同时Fins升高, 
白藜芦醇治疗后, FBG、TG降至正常, TC略有

下降, 但未降至正常(表1).
2.2 肝组织学变化 大体形态观察, 正常组大鼠肝

脏外观呈红褐色, 表面光滑; HF组大鼠肝脏体积

明显增大, 呈黄褐色, 被膜紧张, 边缘饱满, 质地

稍韧, 切面有油腻感, 严重者表面有细颗粒状隆

起; HR组小鼠肝脏轻度肿大, 呈较浅淡的红褐

色, 被膜较光滑, 边缘较锐利, 切面较光洁, 质地

较正常组略差. HE染色光镜下观察, 正常组肝小

叶结构完整, 肝细胞呈多边形, 围绕中央静脉呈

放射状, 肝窦清晰可见, 肝索排列整齐, 未见异

常; HF组小鼠肝组织弥漫性脂肪变, 小叶结构不

清, 界限消失, 肝索排列紊乱, 小叶内和汇管区

不同程度的炎症细胞浸润和坏死; HR组小鼠仍

可见索条状排列的肝细胞, 脂变程度较模型组

明显减轻, 且仅有轻微的炎性细胞浸润, 未见坏

死灶(图1).
2.3 体质量、肝质量和肝组织TG含量变化 与NC
组相比, HF组体质量明显增加(P <0.01), 白藜芦

醇治疗后体质量降至正常. HF组小鼠肝组织内

TG较正常对造组明显升高, HR组肝组织TG明

显下降但未降至正常水平(表2).
2.4 肝组织COX-2表达 正常对照组未见COX-2 
mRNA和蛋白表达, HF组和HR组COX-2 mRNA

表达分别为1.48%±0.23%和0.76%±0.18%, 蛋
白表达分别为27.9%±4.6%和11.2%±3.5%, 后
两组与NC组比较差异有统计学意义(P<0.01), HF
和HR组之间差异亦有统计学意义(P<0.01, 图2).

3  讨论

在脂肪肝的动物模型中, 主要有先天性、转基

因动物和化学物质诱导以及高脂饲料诱导这4
种实验性动物模型[10]. 用高脂饲料诱导的脂肪

肝动物模型, 因其病理特征与人类相似, 且价格

低廉、方法简单而广泛使用, 是诱导非乙醇性

脂肪肝的常用方法[2]. ♂C57BL/6J小鼠对NASH
营养性肝损伤模型有显著易感性, 发生的病变

最接近类似于人的组织学特征[11-12]. 本实验中

C57BL/6J小鼠经过高脂喂养总共24 wk, 出现了

明显的高血糖, 高脂血症, 肝脏内TG沉积增加, 
肝脏大体观可见肝脏肿大, 颜色呈黄褐色, 严重

者表面呈细颗粒状, 显微镜下观察肝组织弥漫

性脂肪变, 小叶结构不清, 界限消失, 肝索排列

紊乱, 小叶内和汇管区不同程度的炎症细胞浸

润和坏死, 提示NASH诱导成功. 
NASH是肝硬化和肝细胞癌的原因之一, 肝

细胞TG的沉积产生脂肪浸润, 导致氧化应激和

炎症等[13-14]. COX是一种双功能酶, 具有环氧合

■创新盘点
本 文 首 次 报 道
了 白 藜 芦 醇 对
N A S H 具有改善
作用, 部分与下调
肝脏COX-2的表
达有关.

表 1 小鼠NAFLD血清TC, TG, FBG和Fins水平 (n  = 10, 
mean±SD)

     
分组

         FBG      Fins            TG               TC

             (mmol/L)   (mU/L)      (mmol/L)       (mmol/L)

NC    5.21±1.37     8.52±2.36   0.59±0.11    1.86±0.36

HF    8.69±1.85b  18.75±3.69b  0.97±0.07b  4.23±0.27b

HR    5.73±1.66d  11.27±4.37d  0.61±0.08d   3.98±0.34b

bP<0.01 vs  NC; dP<0.01 vs  HF. 

表 2 小鼠体质量, 肝质量和肝脏TG水平 (n = 10, mean±SD)

     
分组        体质量(g)          肝质量(g)         肝脏TG(mmol/g)

NC         33.2±1.3       1.21±0.11         0.083±0.027

HF         42.1±1.7b       1.45±0.24b 0.216±0.086b

HR         34.3±1.4d       1.25±0.23d 0.122±0.058d

bP<0.01 vs  NC; dP<0.01 vs  HF. 

图 1 小鼠肝脏组织学改变(HE×200). A: NC组; B: HF组; C: HR组.

A B C

图 2 小鼠肝脏内COX-2蛋白表达.

COX-2

β-actin

NC                 HF                  HR
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酶和过氧化氢酶活性, 是花生四烯酸分解为前

列腺素的(prostaglandins, PGs)限速酶, 在人体内

COX包括结构型COX-1和诱导型COX-2, 以及

近几年新近发现的COX-3[15]. 在COX的3种同工

酶中, COX-2是经剌激迅速产生的诱导型酶, 正
常情况下, COX-l呈原生性表达, 几乎分布于体

内所有正常组织, COX-2在多数组织不表达或

低表达, 而在炎症、肿瘤等病理状态其表达上

调, 是有力的炎症介导因子[16-17], 和炎症的程度

以及纤维化的进展有高度相关[18-19]. 高表达的

COX-2使炎症介质PGE和TXB2等生成增加, 促
进炎症细胞浸润, 同时还可通过调节NF-κB释放

多种炎症介质, 如TNF-α, IL-8, ICAM-l, E选择

素(E-selectin)等[20-21], 这些炎症介质又可进一步

激活COX-2的表达, 形成一种正反馈环路, 扩大

炎症反应, 延长炎症过程. Yu et al [7]发现, 正常饮

食的小鼠肝脏没有COX-2的表达, 而高脂饮食诱

导的小鼠NASH肝组织COX-2的表达增加, 国内

许树长 et al [6]和刘晓珺 et al [8]也有相同的发现. 
本实验中正常对照组大鼠肝组织结构正常, RT-
PCR检测无COX-2 mRNA表达, 经过24 wk高脂

喂养的大鼠肝组织有明显COX-2 mRNA和蛋白

的强表达, 表明COX-2在高脂饮食诱导的NASH
中活动增强, 在脂肪性肝炎发生机制中具有重

要作用.
目前认为, NASH小鼠肝组织COX-2的高

表达是由于长期过量摄入高脂食物, 使脂肪大

量贮积在肝细胞, 诱发脂质过氧化损伤, 导致库

普弗细胞激活并释放炎性细胞因子和COX-2. 
Enomoto et al [22]和Mohammed et al [23]研究发现库

普弗细胞等炎症浸润细胞是COX-2 mRNA的主

要来源, 在炎症细胞浸润的肝组织中, COX-2表
达明显升高, 而正常对照组库普弗细胞只表达

COX-1. COX-2的产物前列腺素E2(PGE2)与肝

细胞膜上的EP2/EP4受体结合后, 激活腺苷酸环

化酶, 使肝细胞内的cAMP增多, 进一步引起TG
在肝细胞内堆积, 进而导致脂肪肝及脂肪性肝

炎的形成. 因此针对COX-2靶点的治疗措施将有

助于NASH的改善.
白藜芦醇是一种多酚、非黄酮类植物抗

毒素, 富含白藜芦醇的植物主要有葡萄、花生

及中药虎杖等, 尤其在新鲜的葡萄皮中含量最

高. 研究表明他具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、

抗心血管疾病、诱导细胞凋亡、延长寿命等活 
性[9,24-27]. 白藜芦醇的抗炎作用包括抑制炎症因

子的合成和释放, 抑制某些活化的免疫细胞和

抑制COX-1和COX-2等[24]. 既往的实验证明, 在
急慢性结肠炎和β淀粉素处理的神经胶质瘤细

胞中, 白藜芦醇均可以抑制COX-2蛋白的表达水

平, 具有明显的抗炎作用[28-29]. 还有实验证明白

藜芦醇可以使佛波醇诱导的小鼠皮肤COX-2的
表达减少[30], 并且是通过抑制IKK的活性起作用. 
Das et al [24]的实验表明, 白藜芦醇主要是通过抑

制转录因子NF-κB和AP1的活性来下调COX-2
表达. 我们的研究表明, 白藜芦醇可以明显改善

NASH小鼠肝脏组织的炎症反应和脂肪变性, 降
低血清TG和FBG, 同时肝脏COX-2的表达水平

明显下降, 因此肝脏脂肪变性和炎症的改善至

少部分与白藜芦醇下调肝脏局部的COX-2的表

达有关. 由于NAFLD发病率在全球迅速增加, 而
白藜芦醇在NASH的治疗中具有明显的作用, 值
得进一步研究.
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Abstract
AIM: To label bone mesenchymal stem cells 
with Feridex and to evaluate the imaging of in 
vivo magnetic resonance imaging (MRI) of the 
labeled cells in swine liver.

METHODS: Mesenchymal stem cells (MSCs) 
were isolated from swine, cultured and ex-
panded, then labeled with Feridex. Prussian 
blue staining was performed. Labeled MSCs 
group (n = 6) and unlabeled MSCs group (n = 
4) were transplanted into swine liver via portal 
veins. MRI including T1WI, T2WI and T2*WI 
sequences was performed before and at 6 h, 3 d, 
7 d after transplantation. MR imaging findings 
were analyzed histologically.

RESULTS: Prussian blue staining of Feridex-
labeled MSCs showed approximately 100% la-
beling efficiency. Feridex labeling caused signal 

intensity loss in liver on T2*WI sequences until 
day 7 after transplantation. Prussian blue stain-
ing of histological analysis showed homing of 
labeled MSCs in liver after 7 days, primarily 
distributed in hepatic sinusoids and liver paren-
chyma.

CONCLUSION: Feridex can be used to label 
MSCs in vitro successfully. MRI can monitor 
Feridex-labeled MSCs transplanted into liver.

Key Words: Mesenchymal stem cells; Feridex; Cell 
transplantation; Magnetic resonance imaging

Fang L, Shi XL, Ding YT. In vivo MRI of autologous swine 
Feridex-labeled mesenchymal stem cells transplantated 
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摘要
目的: 探索标记细胞肝内移植后磁共振成像技术. 

方法: 获取猪自体骨髓间充质干细胞, 分离、

培养. 应用菲立磁(Feridex)标记细胞, 普鲁士蓝
染色鉴定, 标记细胞组(n  = 6)和未标记细胞组(n  
= 4)行经门静脉行肝内移植, 分别于移植前, 移
植后6 h、3 d、7 d行磁共振T1WI, T2WI, T2*WI
序列成像, 同时行组织切片普鲁士蓝染色. 

结果: 普鲁士蓝染色表明MSCs的标记率达接
近100%, 磁标记MSCs肝内移植后行磁共振
T2*WI序列呈明显低信号改变, 并持续至细胞
移植后7 d, 组织切片普鲁士蓝染色显示7 d后
肝内仍有移植的磁标记细胞存在于肝实质及
肝血窦中.

结论: 利用Feridex可以在体外成功标记猪骨
髓间充质干细胞, 肝脏移植后行磁共振可以对
标记细胞进行活体成像. 

关键词: 骨髓间充质干细胞; 菲立磁; 干细胞移植; 

磁共振成像
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0  引言

骨髓间充质干细胞(mesenchymal s tem cells, 
MSCs)已被证实在体内、外均能分化为具有正

常功能的肝样细胞, 因此干细胞移植在治疗急

慢性肝衰竭及遗传代谢性肝脏疾病方面具有很

好的前景, 但移植细胞在活体内转归、迁移却

一直是研究难题. 1999年Weissleder et al提出分

子影像学(molecular imaging, MI)的概念[1], 现
已成为影像医学和相关临床医学的研究热点, 
使得活体细胞示踪成为可能. 我们采用菲立磁 
(Feridex)标记自体骨髓间充质干细胞, 通过门静

脉肝内移植后进行活体MR成像研究, 探讨其在

正常肝脏内的成像特点, 为进一步动物肝衰模

型进行细胞移植活体示踪研究奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康家猪10头, 雌雄不限, 20 kg左
右, 由南京大学附属鼓楼医院实验动物中心提

供. Feridex购自美国Advanced Magnetics公司, 
L-DMEM培养液、特级胎牛血清、胰蛋白酶购

自Gibco公司, 淋巴细胞分离液购自TBD公司, 台
盼蓝, 多聚赖氨酸(PLL, p1524)购自Sigma公司, 
普鲁士蓝染色试剂盒购自上海元象生物公司.
1.2 方法 
1.2.1 MSCs的分离和培养: 实验家猪用氯胺酮

(10 mg/kg)肌肉麻醉后, 于髂后上棘穿刺, 抽取

骨髓液15 mL. 将获取骨髓液按1∶1比例缓慢加

入到密度为1.077的淋巴细胞分离液中, 以2200 
r/min离心25 min, 收集中间云雾状的界面层, 
L-DMEM重悬2次后, 接种于25 mL的培养瓶中, 
培养液为90% L-DMEM, 及100 mL/L胎牛血清, 
置于37℃, 50 mL/L CO2环境中培养, 24 h后首次

换液弃去未贴壁悬浮细胞, 以后根据细胞生长

情况每3天换液, 第7-10天细胞生长占瓶底面积

超过90%形成融合时, 用2.5 g/L的胰酶消化, 按
1∶2进行传代, 重复操作, 传至第5代, 培养过程

中倒置相差显微镜下对培养中的细胞进行观察.
1.2.2  F e r i d e x体外标记M S C s及普鲁士蓝染

色鉴定: 将含铁浓度为11.2 mg/L的Feridex用
L-DMEM稀释至50 mg/L, PLL用L-DMEM稀释

至1.5 mg/L, 两者混合振荡60 min形成耦联复合

物[2], 即终浓度分别为含铁25 mg/L和含多聚赖氨

酸 0.75 mg/L的L-DMEM培养液. P5代MSCs加入

此培养液接种于培养瓶及置有盖玻片的六孔培

养板中, 在37℃, 50 mL/L CO2培养箱中孵育12 h
进行细胞标记. 普鲁士蓝染色: 上述接种于六孔
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培养板的P5代细胞, 取出盖玻片, 用磷酸盐缓冲

夜(PBS)洗涤3次, 40 g/L多聚甲醛4℃下固定30 
min, 蒸馏水冲洗2次, 20 g/L酸性亚铁氰化钾(含
6%盐酸)孵育染色20 min, 蒸馏水冲洗2次, 核固

红复染, 光学显微镜下观察.
1.2.3 Feridex标记MSCs后肝内移植: 所有动物均

同室同条件下饲养, 随机分为2组: 对照组, n  = 4, 
经门静脉移植未标记的自体MSCs; 实验组, n  = 
6, 经门静脉移植Feridex标记的自体MSCs. 

标记细胞及未标记细胞均用2.5 g/L胰酶消

化, PBS洗涤3次, 分别制成2 mL细胞悬液, 含细

胞数量约1×107. 移植方法: 动物麻醉后, 消毒腹

部皮肤, 分层进入腹腔, 暴露肝脏, 解剖肝门部, 
寻找门静脉, 用头皮针斜行穿刺入门静脉, 注射

器在向门静脉内缓慢推注2 mL细胞悬液. 拔针

后局部按压止血, 见无明显渗血后, 生理盐水冲

洗腹腔, 逐层关腹.
1.2.4 MRI检查: 实验组与对照组分别于移植

前、移植后6、3、7 d行MRI检查. 动物麻醉后, 
采用Philips 1.5T超导磁共振扫描仪进行扫描, 膝
关节线圈检查. 动物取仰卧位, 四肢固定于塑料

平板上. 扫描序列: SE序列: T1WI, TR 120 s, TE 
14 ms; 快速自旋回波序列(FSE): T2WI, TR 3000 
ms, TE 96 ms; 梯度回波序列(GRE): T2*WI, TR 
485 ms, TE 14 ms, 反转角18度.
1.2.5 组织学检查: MRI检查1 wk后处死动物, 取
出肝脏, 随机取肝血管及周围组织, 甲醛固定后

制成石蜡切片, 行普鲁士蓝染色. 

2  结果

2.1 MSCs形态学特点: 接种后24 h后首次换液, 
可见少量类圆形细胞贴壁生长. 原代培养3 d后, 
镜下可见单个或少量成集落生长贴壁细胞, 形
态大多呈短梭形, 7-10 d后, 细胞集落不断扩大

并形成融合单层, 细胞形态大多呈长梭形或多

角形, 传至第5代, MSCs逐渐纯化, 类似成纤维细

胞, 呈均匀分布生长(图1), Feridex标记的MSCs
与未标记的MSCs镜下观察形态上无明显区别.
2.2 普鲁士蓝染色: Feridex标记MSCs后普鲁士

蓝染色可见几乎每个标记细胞内均有数量不等

的蓝染颗粒(图2A), 镜下随机计数标记细胞, 标
记率接近100%, 高倍视野下可见蓝染颗粒分布

于胞质内, 而未标记细胞内无蓝染颗粒(图2B). 
2.3 磁共振成像: 实验组磁标记MSCs经门静脉

移植前磁共振图像(图3A), 6 h后行磁共振在

T2*WI序列可见门静脉主干及分支内有明显的

www.wjgnet.com
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何定位、迁移及
转归.
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低信号改变(图3B箭头所示), 随时间延长, 该处

低信号强度逐渐减弱, 7 d后无明显低信号改变

(图3C); 而T1WI和T2WI序列各时间点未见明显

低信号变化(图3D-E). 对照组门静脉移植未标记

的干细胞, 行磁共振各序列扫描均未见低信号

变化.
2.4 组织学检查: 实验组可见点状蓝染细胞散在

分布于肝血管及周围实质中(图4). 对照组普鲁

士蓝染色未见蓝染阳性细胞.

3  讨论

近年来已发现MSCs在体内与体外均能诱导分

化为具有正常功能的肝样细胞. 1999年, Petersen  
et al [3]通过对不同性别、不同品系的大鼠骨髓移

植后的肝细胞的研究发现, 接受骨髓移植的鼠肝

内存在骨髓来源的肝细胞. Theise et al [4]和Alison 
et al [5]证实这种现象不仅出现在大鼠体内, 而且

也同样存在于人体内. Theise et al [6]进一步发现在

接受骨髓移植和肝移植患者的体内, 约4%-43%
的肝细胞和4%-38%的胆管细胞来源于骨髓干细

胞的横向分化, 而这种细胞的转化量有随肝脏损

伤的程度和时间的增加而增加的倾向. 国内有报

道[7]在体外诱导小鼠骨髓干细胞分化为肝样细

胞, 并表达HNF-3β、ALB、CK-18、TTR、G-6-
Pase和TAT等肝细胞特异性标志物. 以上体内及

体外实验结果均表明骨髓干细胞是肝细胞的重

要肝外来源, 在特定的条件下可分化为肝细胞, 
参与肝脏的再生. 但是, 干细胞移植入肝内后, 是
怎样的一个转归过程, 其定位、迁移、分裂及分

化的过程是怎样的? 目前, 国内外的方法基本是

通过离体状态下组织切片的分析, 无法进行动态

的监测, 而建立无创伤的活体示踪技术不仅可以

解决这些问题, 也可作为干细胞肝内移植的客

观、安全的评估标准. 
分子影像学提出后, 细胞活体示踪成为可

能, 众多影像学技术中MRI有效成像时间长, 可
观察细胞的动态迁徙过程, 且空间、时间分辨

率高, 对比度好等特点, 适合用于研究活体细胞

示踪. 应用MRI进行活体示踪需要先体外标记

示踪剂, 超顺磁性氧化铁(superparamagnetic iron 
oxide, SPIO)是目前研究最多, 最有前景的一类

对比示踪剂, 其特点是粒径小, 一般直径在nm
数量级, 穿透力及驰豫率强, 对外加磁场具有高

敏感性, 在较弱的磁场中, 即可产生较大的磁性, 
而撤除外加磁场后磁性也迅速消失. 

S P I O类最初被用来标记淋巴细胞、白细

胞等进行免疫研究[8], 近年来由于干细胞移植

的开展, 开始应用于标记干细胞后移植到动物

心脏、肾脏等进行活体示踪[9-11]. Feridex是美国

FDA认可的一种临床上使用的SPIO对比剂, 基
本结构是以葡聚糖包裹氧化铁颗粒, 进入人体

后主要分布在肝脏的枯否细胞内, 被细胞代谢

后进入正常血浆铁池, 参与体内铁的再利用[12]. 
由于细胞膜和Feridex表面都带有负电荷, 两者

相互排斥, 所以未经修饰的Feridex不能有效标

记细胞, 国内外多利用特异性抗体或转染剂介

导进行细胞标记[13-16], 我们采用PLL作为转染剂

介导进行磁标记, 主要是通过静电相互作用, 带
负电荷的Feridex与带正电荷的PLL形成耦联复

合物, 刺激细胞膜内吞作用, 将铁颗粒转运至细

■创新盘点
本文首次研究猪
骨髓间充质干细
胞移植后在活体
肝脏内细胞动态
变化及其转归过
程.

图 1 P5代猪骨髓间充质干细胞(×100).

图 2 菲立磁标记MSCs后普鲁士蓝染色(×100). A: 标记细

胞染色, 细胞内可见蓝染颗粒, 标记率99%以上; B: 未标记细

胞染色, 细胞内未见蓝染颗粒.

A

B
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胞内, 实验表明其标记有效率高达99%以上[9]. 
Feridex作为临床常用的MR对比剂, 已证实对机

体是安全的, 而作为细胞标记物, 研究也表明在

一定浓度范围内, 对细胞增殖无明显影响[2,17], 至
于对细胞功能及分化有无影响, 则还需进一步

研究证实. 
由于SPIO类的特殊形态结构, 在磁共振成

像时主要是磁标记细胞起周围组织的质子弛豫

时间改变, 即加速质子去相位的T2弛豫, 使组织

信号降低, 故信号改变主要发生梯度回波T2*WI
序列, 而在T1WI及T2WI无明显信号改变. 在我

们的实验中, 磁标记细胞移植后6 h行磁共振显

示门静脉主干及分支有明显低信号改变, 以后

随着时间的延长, 低信号改变逐渐减弱, 1 wk后

图 3 猪肝脏MR图像. A: 实验组移植前T2*WI序列; B: 移植后6 h时序列, 箭头所示处有明显低信号改变; C: 7 d后T2*WI序

列, 原箭头所示无明显低信号变化;  D: 实验组移植后6 h T1WI序列; E: 实验组移植后6 h T2WI序列.

A B

C D

E

图 4 肝脏组织切片行普鲁士蓝染色(×100). A: 蓝染阳性细胞位于肝实质内; B: 蓝染阳性细胞位于肝血窦中.

A B

■名词解释
菲 立 磁 :  是 美 国
FDA认可的一种
临床上使用的磁
共振对比剂, 基本
结构是以葡聚糖
包裹氧化铁颗粒, 
属于超顺磁性氧
化铁, 可用于标记
细胞进行磁共振
活体示踪.
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基本不显影, 但此时处死动物行组织普鲁士蓝

染色仍可发现少量蓝染的含铁颗粒细胞, 提示

Feridex标记的干细胞移植后1 wk仍然在肝脏内

有残留, 只是因为数量不足, 此时已不能在磁共

振上引起低信号改变. 有报道磁标记细胞被移

植于心肌或脑等致密性组织器官[18-19], 移植细胞

多局限分布, 很少发生迁移, 活体MR成像表现

为移植局部低信号影, 其余器官无信号改变, 本
实验是经门静脉肝脏细胞移植, 故移植细胞有

随血管迁移至肝外的可能, 从而信号改变逐渐

降低; 同时考虑到正常肝脏内并无适合干细胞

定植及生长增殖的微环境, 因此这种信号的减

低亦有可能是因为移植的干细胞不断死亡, 铁
颗粒弥散出细胞参与体内代谢而被清除导致的. 
这些都表明细胞数量变化与信号强度改变之间

存在一定的关系, 因此是否可以根据信号的改

变来监测移植细胞在肝内的增殖和分布还需要

进一步实验研究. 
本次实验的结果表明Feridex联合PLL可以

有效地标记猪骨髓间充质干细胞, 细胞移植肝

脏后在梯度回波T2*WI序列的低信号变化最明

显, 在此基础上, 我们下一步将在动物急性肝衰

竭模型中进行自体骨髓干细胞磁标记移植后的

MRI动态示踪, 进一步研究干细胞在肝内的分

布、迁移及转归.
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衰模型进行细胞
活体示踪研究奠
定基础, 具有一定
的临床应用价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of berberine on 
PI-3K p85 protein expression in insulin-resistant 
cell model in 3T3-L1 adipocytes and its possible 
molecular mechanism.

METHODS: 3T3-L1 adipocytes were treated 
with 0.5 mmol/L palmic acid or with 25 mmol/
L glucose in combination with 0.6 nmol/L insu-

lin to induce insulin resistance. Berberine was 
used for treatment and aspirin was used for 
positive control. 2-deoxy-[3H]-D-glucose method 
was used for determination of glucose uptake. 
Western blot was performed to estimate protein 
expression of PI-3K p85.

RESULTS: After the intervention of palmic acid 
for 24 h or 25 mmol/L glucose with 0.6 nmol/L 
insulin for 18 h, the insulin-stimulated glucose 
transport in 3T3-L1 adipocytes was inhibited by 
67% and 60% respectively. Meanwhile, the ex-
pression of PI-3K p85 protein was significantly 
reduced compared with normal control group 
(P < 0.01). However, berberine reversed above 
phenomenon and significantly enhanced PI-3K 
p85 protein expression (P < 0.01). The expression 
rate of PI-3K p85 protein was time- and dose-
dependent on berberine. 

CONCLUSION: Insulin resistance induced by 
FFAs or high glucose in 3T3-L1 adipocytes can 
be improved by berberine and its molecular 
mechanism might be associated with the expres-
sion of PI-3K p85. 

Key Words: Berberine; Insulin resistance; PI-3K 
p85; Free fatty acids; High glucose

Yi P, Lu FE, Chen G, Xu LJ, Dong H, Wang KF. Effects 
of berberine on PI-3K p85 protein expression in insulin-
resistant cell model in 3T3-L1 adipocytes. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 2102-2106

摘要
目的: 研究小檗碱对3T3-L1胰岛素抵抗细胞
模型PI-3K p85蛋白表达的影响, 探讨小檗碱
改善胰岛素抵抗的分子机制. 

方法: 分别以0.5 mmol/L软脂酸与25 mmol/L
葡萄糖加0.6 nmmol/L胰岛素诱导3T3-L1脂
肪细胞产生胰岛素抵抗, 予以小檗碱进行干
预, 同时以阿司匹林作为阳性对照, 以2-脱氧
-[3H]-D-葡萄糖摄入法观察葡萄糖的转运率, 
用Western blot 检测PI-3K p85蛋白的表达.  

®

■背景资料
小檗碱是从黄连
等植物中提取的
一种异喹啉类生
物碱, 最初作为清
热解毒药和抗炎
药应用于临床. 最
新报道指出小檗
碱还具有改善胰
岛素抵抗, 降低血
糖, 纠正脂质紊乱
的作用. IR是指胰
岛素信号转导能
力 的 减 低 ,  磷 脂
酰肌醇-3激酶(PI-
3K)是胰岛素信号
转导中的关键分
子. 那么小檗碱是
否通过促进PI-3K 
p85蛋白的表达而
改善胰岛素抵抗, 
有待深入研究.

■同行评议者
唐文富 ,  副教授 , 
四川大学华西医
院中西医结合科
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结果: 0.5 mmol/L软脂酸作用24 h或25 mmol/L
葡萄糖加0.6 nmmol/L胰岛素作用18 h分别使
3T3-L1脂肪细胞胰岛素刺激的葡萄糖转运抑
制67%和60%, Western blot显示PI-3K p85蛋白
表达减少, 与正常对照组比较有统计学意义
(P <0.01); 同时加入小檗碱则可逆转上述效应
使PI-3K p85蛋白表达增加, 与模型组比较有
明显差异(P <0.01), 并且PI-3K p85蛋白的表达
与小檗碱的剂量和作用时间呈依赖关系. 

结论: 小檗碱可以明显改善游离脂肪酸和高
糖诱导的胰岛素抵抗, 其分子机制可能与小檗
碱提高PI-3K p85蛋白的表达有关. 

关键词: 小檗碱; 胰岛素抵抗; PI-3K p85; 游离脂肪

酸; 高糖
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0  引言

小檗碱(berberine, Ber)是从黄连等植物中提取的

一种异喹啉类生物碱. 新近研究表明小檗碱具

有改善胰岛素抵抗(insulin resistance, IR), 降低

血糖, 纠正脂质紊乱的作用[1-4]. 在细胞水平, IR
是指胰岛素信号转导能力的减低, 这种信号转

导从胰岛素受体向下到达胰岛素作用的终未底

物, 涉及到细胞功能的多种代谢和促有丝分裂

方面. 胰岛素通过胰岛素信号转导路径发挥其

促进合成代谢、稳定血糖的生理作用,其中磷脂

酰肌醇-3激酶(PI-3K)是胰岛素信号转导中的关

键分子. 那么小檗碱是否通过促进PI-3K p85蛋
白的表达而改善IR呢? 本研究分别以游离脂肪

酸和高糖诱导3T3-L1脂肪细胞产生胰岛素抵抗, 
观察小檗碱对3T3-L1胰岛素抵抗细胞模型PI-3K 
p85蛋白表达的影响, 探讨小檗碱改善胰岛素抵

抗的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 盐酸小檗碱、3-异丁基-1-甲基黄嘌呤

(IBMX)、地塞米松、胰岛素、软脂酸(PA)、
乙酰水杨酸钠(阿司匹林)、不含游离脂肪酸

的BSA(FAF BSA)、DMSO和细胞松弛素B均

购自Sigma公司; DMEM和胎牛血清(FBS)购
自Gibco BRL公司; 2-脱氧-[3H]-D-葡萄糖(北
京原子高科股份有限公司), 3T3-L1前脂肪细

胞(3T3-L1 preadipocyte)(中国医学科学院基础

医学研究所细胞中心), 兔PI-3K p85抗体(Santa 
Cruz公司), 兔β-actin抗体(Lab Vision公司), 蛋白

Marker(Fermentas公司), 辣根酶标记山羊抗兔

IgG、BCA蛋白检测试剂盒和增强化学发光法

(ECL)试剂盒(Pierce公司), 其他化学试剂均为分

析纯. SH87261616型CO2培养箱(美国Sheldon公
司); 倒置相差显微镜(日本Olympus CHK公司); 
YJ-1450型医用净化工作台(苏州净化设备公司); 
Micro Beta 1540型液闪仪(美国PE公司). 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及诱导分化: 在37℃、50 mL/L的
CO2的条件下, 3T3-L1前脂肪细胞在含100 mL/L 
FBS的高糖DMEM中培养, 待细胞融合2 d后, 加入

含0.5 mmol/L 3-异丁基-1-甲基黄嘌呤(IBMX)、1 
μmol/L地塞米松、10 mg/L胰岛素和100 mL/L FBS
的高糖DMEM培养48 h, 然后换上含10 mg/L胰岛

素和100 mL/L FBS的高糖DMEM再培养48 h, 随后

以100 mL/L FBS的高糖DMEM继续培养, 2 d换培

液1次, 诱导分化8-12 d的3T3-L1细胞90%-95%呈

脂肪细胞表型, 可用于实验[5].  
1.2.2 高游离脂肪酸诱导的胰岛素抵抗细胞模型

的建立与分组: 将诱导分化成熟的3T3-L1脂肪

细胞换上含2 g/L BSA的DMEM无血清培养液培

养12 h后, 分别换上含0.5 mmol/L软脂酸(PA)10 
g/L FAF BSA的DMEM培养24 h(模型组, Mod); 
含0.5 mmol/L PA, 10 μmol/L Ber, 10 g/L FAF 
BSA的DMEM培养24, 48 h(小檗碱高剂量组, 
BH24, BH48); 含0.5 mmol/L PA, 1 μmol/L Ber, 
10 g/L FAF BSA的DMEM培养24, 48 h(小檗碱低

剂量组, BL24, BL48); 含0.5 mmol/L PA, 5 mmol/
L阿司匹林(Aspirine), 10 g/L FAF BSA的DMEM
培养24, 48 h(阿司匹林组, As24, As48); 含10 g/L 
BSA的DMEM培养24 h(正常组, Nor).  
1.2.3 高糖诱导的胰岛素抵抗细胞模型的建立与

分组处理: 将诱导分化成熟的3T3-L1脂肪细胞

换上含2 g/L BSA的DMEM无血清培养液培养12 
h 后, 分别换上含25 mmol/L葡萄糖, 0.6 nmmol/L
胰岛素, 10 g/L BSA的DMEM培养18 h(模型组, 
Mod); 含25 mmol/L葡萄糖, 0.6 nmmol/L胰岛素, 
10 μmol/L Ber, 10 g/L BSA的DMEM培养24, 48 
h(小檗碱高剂量组, BH24, BH48); 含25 mmol/L
葡萄糖, 0.6 nmmol/L胰岛素, 1 μmol/L Ber, 10 
g/L BSA的DMEM培养24, 48 h(小檗碱低剂量组, 
BL24, BL48); 含25 mmol/L葡萄糖, 0.6 nmmol/L胰
岛素, 5 mmol/L阿司匹林(Aspirine), 10 g/L BSA的

DMEM培养24 h, 48 h(阿司匹林组, As24, As48); 

■研发前沿
小檗碱改善胰岛
素抵抗 ( IR)的分
子机制一直是人
们研究的热点. 近
年来, IR的发病机
制, 尤其是其分子
靶点及其信号转
导机制受到极大
关注. 
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含10 g/L BSA的DMEM培养24 h(正常组, Nor). 
1.2.4 葡萄糖转运实验: 将24孔板中诱导分化成

熟的3T3-L1脂肪细胞以含2 g/L BSA的DMEM 
培养液培养12 h, 换以含2 g/L BSA的含药培养

液孵育一定时间后, 移去培养液, 以KRP缓冲

液(131.2 mmol/L NaCl, 4.71 mmol/L KCl, 2.47 
mmol/L CaCl2, 1.24 mmol/L MgSO4, 2.48 mmol/L 
Na3PO4, 10 mmol/L HEPES, pH7.4)洗3次,再以含

或不含100 nmol/L 胰岛素的KRP 缓冲液37℃孵

育30 min, 加入1 mL含0.5 mCi/L 2-脱氧-[3H]-D-
葡萄糖的KRP缓冲液37℃孵育10 min, 以预冷含

10 mmol/L葡萄糖的PBS快速洗3次中止反应, 加1 
mL 0.1 mol/L NaOH作用2 h, 取细胞裂解液, 用液

闪仪计数其每分钟衰变数. 另设一组加10 μmol/L
细胞松弛素B作为2-脱氧-[3H]-D-葡萄糖的非特

异摄取率, 所有数据减去此值, 作为各组细胞的

葡萄糖摄取率[6]. 每次实验设三复孔, 共重复3次
实验. 另用CCK-8法监测细胞的数目和活力[7].  
1.2.5 Western blot: 分化成熟、软脂酸(0.5 mmol/
L)、高糖(25 mmol/L)加胰岛素(0.6 nmmol/L)、
小檗碱(10 μmol/L, 1 μmol/L)、阿司匹林(5 
mmol/L)分别处理24、48 h的3T3-L1脂肪细胞

用细胞裂解液裂解后提取总蛋白, 用BCA试剂

盒测定蛋白浓度. 取等量的蛋白样品50 μg用样品

缓冲液处理,蛋白变性、SDS-PAGE胶电泳分离蛋

白、电转移法使蛋白转移至PDVF膜上, 用含5%
脱脂奶粉的TBST(Tris-HCl 50 mmol/L, NaCl 150 
mmol/L, pH7.4, 0.1% Tween-20)室温下封闭2 h以
减少非特异性结合, 封膜后加入兔PI-3K p85抗体

为特异性第一抗体, 4℃过夜, TBST洗膜后以辣根

过氧化化物酶(HRP)标记的山羊抗兔IgG作为二

抗(1∶3000)孵育, 室温下轻摇2 h, TBST洗膜后用

ECL化学发光法曝光显影, 洗片后用Bio-Rad图像

分析系统对Western blot目的条带进行扫描, 然后

用Quantity One软件进行分析. 
统计学处理 所有数据采用SPSS13.0软件包

进行分析, 实验数据用mean±SD表示, 组间数据

的比较采用两样本均值的t检验, P <0.05为有统

计学意义. 

2  结果

2.1 小檗碱对高游离脂肪酸诱导的3T3-L1胰岛素

抵抗细胞模型葡萄糖转运的影响 葡萄糖转运实

验发现, 诱导分化成熟的3T3-L1脂肪细胞, 胰岛

素刺激的葡萄糖转运较基础状态下明显增加,是
基础状态下的5.6倍, 0.5 mmol/L软脂酸作用24 h
使3T3-L1脂肪细胞胰岛素刺激的葡萄糖转运抑

制67%; 加入1 μmol/L, 10 μmol/L小檗碱作用24 h
后3T3-L1脂肪细胞胰岛素刺激的葡萄糖转运分

别增加82%、93%, 作用48 h后分别增加93%、

101%, 呈剂量时间依赖效应; 加入5 mmol/L阿司

匹林作用24 h后3T3-L1脂肪细胞胰岛素刺激的葡

萄糖转运增加109%, 作用48 h后增加97%, 这与

阿司匹林作用48 h后对细胞产生一定的毒性作用

使细胞活力和细胞数降低有关(图1A). CCK-8结
果显示: 0.5 mmol/L软脂酸作用24 h或同时加入1 
μmol/L、10 μmol/L小檗碱作用24、48h或同时加

入5 mmol/L阿司匹林作用24 h对3T3-L1脂肪细胞

的CCK-8值均无影响, 与正常组比较, P>0.05; 加
入5 mmol/L阿司匹林作用48 h脂肪细胞的CCK-8
值有轻度下降, 但无统计学意义(表1). 
2.2 小檗碱对高糖诱导的3T3-L1胰岛素抵抗细

胞模型葡萄糖转运的影响 5 mmol/L葡萄糖加0.6 
nmmol/L胰岛素作用18 h使3T3-L1脂肪细胞胰

岛素刺激的葡萄糖转运抑制60%; 加入1 μmol/L, 
10 μmol/L小檗碱作用24 h后3T3-L1脂肪细胞胰

岛素刺激的葡萄糖转运分别增加46%、56%, 作
用48 h后分别增加52%、61%, 呈时间剂量依赖

效应, 加入5 mmol/L阿司匹林作用24 h后3T3-L1 
脂肪细胞胰岛素刺激的葡萄糖转运增加58%, 作
用48 h后增加65%(图1B). CCK-8结果显示: 25 
mmol/L葡萄糖加0.6 nmmol/L胰岛素培养18 h
或同时加入1 μmol/L、10 μmol/L小檗碱作用24 
h、48 h或同时加入5 mmol/L阿司匹林作用24 h, 
48 h对3T3-L1脂肪细胞的CCK-8值均无影响, 与
正常组比较, P >0.05(表1). 
2.3 小檗碱对高游离脂肪酸诱导的3T3-L1胰岛

素抵抗细胞模型PI-3K p85蛋白表达的影响 采
用Western blot检测3T3-L1脂肪细胞PI-3K p85蛋
白的表达, 0.5 mmol/L软脂酸作用24 h可以明显

表 1 高游离脂肪酸与高糖模型各组3T3-L1脂肪细胞对
CCK-8的影响 (mean±SD, n  = 9)

     
分组     高游离脂肪酸模型CCK-8值    高糖模型CCK-8值

Nor       1.869±0.050              1.869±0.050

Mod       1.848±0.057              1.855±0.019

BH48       1.830±0.066              1.849±0.020

BL48       1.846±0.019              1.854±0.019

As48       1.819±0.141              1.837±0.023

BH24       1.836±0.047              1.856±0.025

BL24       1.852±0.050              1.854±0.021

As24       1.803±0.088              1.845±0.030

■相关报道
有研究显示, 2型
糖尿病鼠 (ob /ob
小鼠和fa/fa鼠)肝
细胞中PI-3K中的
P85亚基较正常组
降低一半左右, 而
肌肉和脂肪中无
明 显 改 变 ;  高 脂
喂养的SD大鼠肌
肉和脂肪中的PI-
3K活性明显低于
正常对照; 2型糖
尿患者的骨骼肌
和脂肪细胞中PI-
3K基因表达调控
有缺陷. 以上证据
说明IR时, 胰岛素
靶细胞中的PI-3K
的含量和活性均
降低, 并存在对胰
岛素刺激的敏感
性缺陷. 此外, 多
种致 I R 物质 ,  如
FFA、TNF-α等
也可影响PI-3K活
性, 说明PI-3K是
这些物质导致IR
的中介分子之一. 
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抑制PI-3K p85蛋白的表达, 与正常对照组比较

P <0.01; 同时加入小檗碱或阿司匹林则可以逆转

PA的作用, 使PI-3K p85蛋白的表达增加, 与模型

组比较P <0.01,并且PI-3K p85蛋白的表达与小檗

碱的剂量和作用时间呈依赖关系(图2A).
2.4 小檗碱对高糖诱导的3T3-L1胰岛素抵抗细

胞模型PI-3K p85蛋白表达的影响 采用Western 
blot检测3T3-L1脂肪细胞PI-3K p85蛋白的表达, 
结果显示: 25 mmol/L葡萄糖加0.6 nmmol/L胰岛

素作用18 h可以明显抑制PI-3K p85蛋白的表达, 
与正常对照组比较P <0.01; 同时加入小檗碱或阿

司匹林则可以逆转其作用, 使PI-3K P85蛋白的

表达增加, 与模型组比较P <0.05; 且其表达与小

檗碱的作用时间和剂量呈依赖关系(图2B). 

3  讨论

小檗碱是从黄连等植物中提取的一种异喹啉类

生物碱, 最初作为清热解毒药和抗炎药应用于

临床. 最近在《Diabetes》上报道小檗碱通过激

活AMPK途径而增加胰岛素敏感性表明小檗碱

具有改善IR, 降低血糖, 纠正脂质紊乱的作用[1-4]. 

这与我们提出的“糖尿病从毒论治”的假说不

谋而合, 那么小檗碱改善胰岛素抵抗作用的分

子机制是什么呢?
本次实验分别以0.5 m m o l/L软脂酸和25 

mmol/L葡萄糖加0.6 nmmol/L胰岛素诱导3T3-L1
脂肪细胞产生IR, 予以小檗碱进行干预, 同时以

IKKß抑制剂阿司匹林作为阳性对照, 观察到0.5 
mmol/L软脂酸作用24 h或25 mmol/L葡萄糖加0.6 
nmmol/L胰岛素作用18 h分别使3T3-L1脂肪细胞

胰岛素刺激的葡萄糖转运抑制67%和60%, 若预

先加入小檗碱或阿司匹林则可以逆转上述效应, 
使葡萄糖转运增加46%-101%. 胰岛素刺激的葡萄

糖转运是衡量胰岛素敏感性、判断胰岛素抵抗

的重要指标, 这说明0.5 mmol/L软脂酸作用24 h或
25 mmol/L葡萄糖加0.6 nmmol/L胰岛素作用18 h后
3T3-L1脂肪细胞产生IR, 而小檗碱具有改善IR的
作用. 此结果与国外报导高游离脂肪酸和高糖可

诱导IR, 而小檗碱具有改善IR的结果一致[1,5,8].
为了进一步研究小檗碱改善胰岛素抵抗

的作用机制, 我们应用Western blot检测胰岛素

信号转导蛋白PI-3K p85的表达, 结果发现: 0.5 
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图 1 高游离脂肪酸和高糖模型各组3T3-L1脂肪细胞对2-脱氧-[3H]-D-葡萄糖的摄取. A: 高游离脂肪酸模型; B: 高糖模型; 

Basal: 基础状态. bP<0.01 vs  Mod; dP<0.01 vs  Basal.
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图 2 高游离脂肪酸和高糖模型各组3T3-L1脂肪细胞PI-3K p85蛋白的表达. A: 高游离脂肪酸模型; B: 高糖模型. bP<0.01 vs  Mod.
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■应用要点
本实验通过研究
小檗碱对3T3-L1 
胰岛素抵抗细胞
模型PI-3K p85蛋
白表达的影响, 探
讨了小檗碱改善
胰岛素抵抗的分
子机制, 为“糖尿
病从毒论治”的
假说和清热解毒
法防治２型糖尿
病的临床运用提
供了实验依据. 
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mmol/L软脂酸作用24 h或25 mmol/L葡萄糖加0.6 
nmmol/L胰岛素作用18 h可以明显抑制PI-3K p85
蛋白的表达, 同时加入小檗碱或阿司匹林则可以

逆转其作用, 使PI-3K p85蛋白的表达增加, 并且

PI-3K p85蛋白的表达与小檗碱的剂量和作用时

间呈依赖关系. 胰岛素信号转导途径是复杂多样

的, 胰岛素转导通路中任一位点的异常都可能最

终阻碍靶组织转运葡萄糖, 从而引起IR. 目前认

为胰岛素受体底物(IRS)-磷脂酰肌醇-3-激酶(PI-
3K)-Akt途径是介导胰岛素刺激细胞摄取利用葡

萄糖的主要途径[9]. 胰岛素结合于其受体后, 受
体β亚基特定部位酪氨酸自身磷酸化, 进一步使

受体底物1(IRS-1)上的酪氨酸残基磷酸化, 磷酸

化的IRS-1与PI-3K的p85调节亚单位结合, 催化

p110而激活PI-3K激酶, PI-3K激酶是GLUT4转位

的关键酶, 作用于PI-3K的下游分子Akt, 其第308
位苏氨酸和473位丝氨酸被磷酸化后激活, 能使

细胞膜的脂质双分子层磷酸化, 从而促进GLUT4
转位, 使葡萄糖转运进入细胞内. 由此可见PI-
3K是胰岛素刺激葡萄糖摄取和GLUT4转位的

重要介导分子[9]. 进一步研究显示, 2型糖尿病鼠

(ob/ob小鼠和fa/fa鼠)肝细胞中PI-3K中的P85亚基

较正常组降低一半左右, 而肌肉和脂肪中无明显

改变[10-11]; 高脂喂养的SD大鼠肌肉和脂肪中的PI-
3K活性明显低于正常对照[10]; 2型糖尿患者的骨

骼肌和脂肪细胞中PI-3K基因表达调控有缺陷[12]. 
以上证据说明IR时, 胰岛素靶细胞中的PI-3K的

含量和活性均降低, 并存在对胰岛素刺激的敏感

性缺陷. 此外, 多种致IR物质, 如FFA、TNF-α等
也可影响PI-3K活性, 说明PI-3K是这些物质导致

IR的中介分子之一[9]. 前期动物实验我们采用小

剂量链脲佐菌素尾静脉注射加高脂高糖饲料喂

养方法建立Wistar大鼠胰岛素抵抗模型, 予以小

檗碱干预治疗10 wk后, 动物的空腹血糖和胰岛

素水平明显降低, OGTT明显改善, 同时脂肪、肌

肉组织的PI-3K p85亚基的mRNA表达水平明显

增高. 说明小檗碱可能通过上调PI-3K p85亚基的

mRNA改善IR, 防治2型糖尿病[13]. 本实验从细胞

水平进一步证实, 小檗碱可能通过提高PI-3K p85
蛋白的表达而改善IR. 

总之, 我们的研究结果表明: 小檗碱可以明

显改善高游离脂肪酸和高糖诱导的IR, 而PI-3K
作为胰岛素信号转导通路中的一个关键靶点可

能在小檗碱改善IR的分子机制中起着一定的作

用. 同时这也为“糖尿病从毒论治”的假说和

清热解毒法防治2型糖尿病的临床运用提供了

实验依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of siRNA (small 
interfering RNA) on cell proliferation, apoptosis 
in human pancreatic cancer cell line SW1990 
through knockout of 5-lipoxygenase (5-LOX).

METHODS: The siRNA expression vectors targeted 
at 5-LOX gene were designed and DNA template 
was synthesized, then siRNA was obtained by in 
vitro transcription. After siRNA was transfected 
into cell line SW1990 with Lipofectamine-2000, the 
expression level of 5-LOX mRNA was detected us-
ing RT-PCR, SW1990 cell proliferation inhibition 

was evaluated by MTT assay and apoptosis rate 
was measured by flow cytometry.

RESULTS: The sequence-specific siRNA ef-
fectively suppressed 5-LOX mRNA expression 
in cell line SW1990. The expression inhibition 
rates (19.6% ± 1.9%, 55.4% ± 2.6% and 55.2% ± 
2.7%) of 5-LOX mRNA in group 1-3 were all 
higher than those in negative control groups 
(2.9%). At 24 h and 48 h after cell seeding, the 
proliferation inhibition rates (5.37% ± 1.19%, 
11.63% ± 1.25% and 13.67% ± 1.04%; 16.13% ± 
1.5%, 26.63% ± 1.22% and 25.47% ± 1.67%) of 
cell line SW1990 in group 1-3 were significantly 
higher than those in blank control group and 
negative control group, respectively (P < 0.05). 
Apoptosis inhibition rates (5.56% ± 1.05%, 
11.45% ± 1.44% and 12.13% ± 1.36%; 7.37% ± 
1.23%, 18.75% ± 1.5% and 22.02% ± 1.45%) of 
cell line SW1990 in group 1-3 were also higher 
than those in blank control group and negative 
control group (P < 0.05).

CONCLUSION: siRNA plasmid expression vec-
tors targeted at 5-LOX in vitro effectively block 
5-LOX gene expression, significantly inhibit cell 
proliferation, and induce cell apoptosis to some 
extent of cell line SW1990.

Key Words: RNA interference; 5-lipoxygenase; Pan-
creatic cancer; Cell apoptosis

Zhang HF, Zhou GX, Ding XL, Shen Q, Yang JY. Small 
interfering RNA targeted on 5-lipoxygenase induces 
apoptosis of pancreatic cancer cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 2107-2111

摘要
目的: 采用RNA干扰技术(siRNA)阻断5-LOX
基因的表达, 观察其抑制人胰腺癌细胞增殖及
诱导细胞凋亡的作用.  

方法: 构建靶向5-LOX的s iRNA质粒表达载
体, 采用Lipofectamine-2000转染人胰腺癌细
胞株SW1990, 采用RT-PCR检测RNA干扰后
5-LOX mRNA表达, MTT法检测细胞的增殖
抑制率, 流式细胞仪检测细胞凋亡率.  

www.wjgnet.com
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结 果 :  靶 向 5 - L O X 序 列 特 异 性 的 三 条
s i R N A(组1、组2、组3 )可以有效地抑制
SW1990细胞5-LOX基因表达, 其表达抑制率
分别为19.6%±1.9%、55.4%±2.6%和55.2%
±2.7%. 转染靶向5-LOX siRNA的三个质粒表
达载体可以显著抑制SW1990细胞的增殖, 细
胞接种24 h后, 三组增殖抑制率分别为5.37%
±1.19%、11.63%±1.25%和13.67%±1.04%; 
48 h后其增殖抑制率分别为16.13%±1.5%、

26.63%±1.22%和25.47%±1.67%, 各siRNA
组增殖抑制率高于空白组和阴性对照组(均
P <0.05), 转染后24 h和48 h三组细胞凋亡率
分别为5.56%±1.05%、11.45%±1.44%、

12.13%±1.36%和7.37%±1.23%、18.75%±

1.5%和22.02%±1.45%, 均高于空白对照组和
阴性对照组(P <0.05).

结论: 所构建的靶向5-LOX的siRNA质粒表达
载体可以有效阻断SW1990细胞5-LOX基因表
达, 显著地抑制SW1990细胞增殖, 并在一定程
度上诱导其凋亡.

关键词: RNA干扰; 5-脂氧合酶; 胰腺癌; 细胞凋亡
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0  引言

胰腺癌是一种恶性程度极高、预后极差的肿

瘤, 发病率在国内外呈上升趋势. 胰腺癌的治疗

是临床一大难题, 其主要原因是缺乏早期诊断

的方法, 手术机会少, 而现有各项非手术疗法的

效果又极为不佳, 因此, 迫切需要进行胰腺癌相

关基因的基础研究, 为临床诊治提供指导. 目前

对脂质代谢紊乱与肿瘤相关性的研究显示, 5-
脂氧合酶(5-lipoxygenase, 5-LOX)代谢途径异

常是促进多种肿瘤发生发展的重要原因之一. 
RNA干扰(RNA interference, RNAi)是双链RNA
介导的转录后基因沉默, 具有高度的特异性和

有效性, 正在成为基因功能研究的有力工具. 因
此我们构建了靶向5-LOX的小干扰RNA(small 
interference RNA, siRNA)质粒表达载体, 并转染

人胰腺癌细胞株SW1990, 观察其抑制SW1990
细胞增殖及诱导细胞凋亡的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株SW1990为贴壁细胞, 
由上海交通大学附属第一人民医院消化内科王
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兴鹏教授惠赠. RT试剂盒购自美国Fermentas公
司、PCR试剂盒购自上海生物工程有限公司、

PCR扩增仪购自美国ABI公司、流式细胞仪购

自美国BD公司、CO2细胞培养箱Series5400购
自美国NAPCO公司.
1.2 方法 
1.2.1 胰腺癌细胞株和培养: 采用含100 mL/L小
牛血清、1×105 U/L青霉素、0.1 g/L链霉素的

DMEM培养基(Gibco)在37℃、50 mL/L CO2饱

和湿度的条件下传代培养.
1.2.2 靶向5-LOX的s iRNA质粒表达载体的构

建 :  由上海吉玛公司构建针对5-L O X基因的

发夹状RNA的真核表达质粒pshRNA(含绿色

荧光蛋白基因)3条, 以及阴性对照1条. 阴性对

照序列: 载体名称pGPU6/GFP/Neo-shNC, 正
义链: 5-TTCTCCGAACGTGTCACGT-3; 反义

链: 5-ACGTGACACGTTCGGAGAA-3. 目的

基因5-LOX siRNA的载体1: pGPU6/GFP/Neo-
ALOX5-149, 正义链: 5-GCACTGACGACTACA 
TCACCT-3; 反义链: 5-AGGTAGATGTAGTCG 
T C A G T G C-3.  载体2:  p G P U6/G F P /N e o-
ALOX5-315, 正义链: 5-GCGCAAGTACTGGCT 
GAATGAT-3; 反义链: 5-ATCATTCAGCCAGTA 
C T T G C G C-3.  载体3 :  p G P U6/G F P /N e o-
ALOX5-1021, 正义链: 5-GCTCCCATCTGCTTG 
CTGTATT-3; 反义链: 5-AATACAGCAAGCAGA
TGGGAGC-3.
1.2.3 SW1990细胞的转染: 常规消化收集细胞后, 
将细胞接种于24孔培养板, 分为5组: (1)空白对照

组; (2)阴性对照组; (3)靶基因5-LOX siRNA组1; 
(4)5-LOX siRNA组2; (5)5-LOX siRNA组3; 每组2个
培养孔. 空白对照组转染时仅加入LipofectamineTM 
2000, 阴性对照组转染时使用L ipofec tam ine 
2000+阴性对照质粒, 阳性实验组转染时使用

Lipofectamine 2000+相应质粒. 转染前1 d换用不含

抗生素、含有血清(100 mL/L)的培养基. 待细胞生

长至密度为70%-80%时, 进行转染. 用Opti-MEM
将质粒1 μg、Lipofectamine 2000 3 μg分别稀释至

50 μL, 混匀后室温放置5 min, 然后将二者混合均

匀, 室温放置20 min后加入培养孔中. 多孔转染, 按
上述比例批量制作转染混合物后进行转染. 转染

后6 h, 换用完全培养基, 24 h后于倒置荧光显微镜

下观察细胞增强绿色荧光蛋白的表达情况.
1.2.4 RT-PCR检测5-LOX基因mRNA表达的

变化: 转染后24 h消化收集1×l06个细胞, 按
TRIzol试剂说明书提取总RNA. 紫外分光光度

www.wjgnet.com
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计测定其浓度和纯度. RT-PCR反应采用两步法. 
(1)cDNA的合成: 采用RevertAidTM第一链cDNA
合成试剂盒, 按操作说明书合成cDNA; (2)PCR
反应: 采用一管便捷式PCR反应试剂盒. 内参照

GAPDH的引物序列采用国际标准序列: 5'-CGA 
AGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3'(上游引物); 
5'-AGCCTTCTCGGTGGTGAAGAC-3'(下游引

物), 扩增产物大小为306 bp. 5-LOX的引物序列

为: 5'-TCATCGTGGACTTTGAGCTG-3'(上游引

物): 5'-AGAAGGTGGGTGATGGTCTG-3'(下游

引物), 扩增产物大小为262 bp. 用凝胶成像分析

仪进行摄像, 观察mRNA的表达.
1.2.5 MTT法检测对胰腺癌细胞增殖的抑制作

用: 将细胞接种于6孔培养板中并进行转染, 分
组及转染同上. 12 h后消化、收集细胞, 调整细

胞浓度为1×l06个/L, 分别将各组细胞接种于96
孔培养板. 每组6孔, 每孔200 μL. 另设对照孔调

零, 每个检测时间点接种1板, 共3板. 于细胞接

种后0、24、48 h分别采用MTT法检测SW1990
细胞增殖抑制率. 增殖的抑制率(PI) = (1-观察组

A 490值/对照组A 490值)×l00%.
1.2.6 流式细胞术检测细胞凋亡: 采用PI单染法

检测SW1990细胞凋亡. 细胞接种于6孔培养板

中并进行转染, 分组及转染同前. 分别于转染

24、48 h后消化、收集细胞, 每次每组各取3孔
细胞. PBS清洗2次, 用预冷的750 mL/L乙醇固定

过夜, 1000 r/min, 5 min离心, 倾去上清液, PBS清
洗2次, 加入0.05 g/L的RNA酶, 室温避光30 min,
去除细胞内的RNA, 加入0.06 g/L的PI, 室温避光

30 min后上机检测. 实验重复至少3次.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 组间差

异采用Stata软件进行方差分析或t检验, P <0.05 
有统计学意义.

2  结果

2.1 SW1990细胞转染的结果 SW1990细胞转染

含有绿色荧光蛋白基因的pshRNA 12 h后, 于倒

置荧光显微镜下观测可见到增强绿色荧光蛋白

的表达, 24 h左右表达最强(图1), 荧光显微镜直

接观察转染效率约70%.
2.2 RT-PCR检测5-LOX基因mRNA表达的变化 
本研究中5-LOX基因mRNA在阴性对照组表达

抑制率为2.9%±1.3%, 组1-组3表达抑制率分别

为19.6%±1.9%、55.4%±2.6%和55.2%±2.7%. 
siRNA处理各组5-LOX mRNA水平有不同程度

下调, 以2、3组最明显, 而在空白对照组和阴性

对照组内5-LOX mRNA表达无明显改变, 表明

5-LOX siRNA对SW1990细胞5-LOX基因mRNA
的表达有明显的抑制效果(图2).
2 .3  M T T法检测对胰腺癌细胞增殖的抑制作

用 24 h增殖抑制率: 空白对照组1.80%±0.76%, 
阴性对照组为2.30%±1.05%, 组1-组3分别为

5.37%±1.19%、11.63%±1.25%和13.67%±

1.04%; 48 h增殖抑制率: 空白对照组为2.40%±

0.96%, 阴性对照组为2.70%±1.03%, 组1-组3分
别为16.13%±1.5%、26.63%±1.22%和25.47%
±1.67%(图3). 空白组与阴性对照对照组之间两

无显著差异(P >0.05), 各siRNA组增殖抑制率高

于空白组、阴性对照组(P <0.05), 其中组2、组3
增殖抑制率明显高于组1(P <0.05).
2.4 流式细胞术检测细胞凋亡 空白对照组和阴

性对照组24 h凋亡率分别是1.14%±0.63%和

■相关报道
近年来研究发现, 
5-LOX对肿瘤细
胞的促增殖和抗
凋亡作用是肿瘤
发生发展的重要
环节, 抑制5-LOX
能使多种恶性肿
瘤细胞增殖降低
并诱导细胞凋亡, 
且5-LOX抑制剂
抑制肿瘤生长的
作用比COX强.

图 1 SW1990细胞转染后24 h绿色荧光表达.
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图 2 5-LOX基因mRNA 表达的变化. M: mark; 1: 空白组; 2: 

对照组; 3: siRNA1组; 4: siRNA2组; 5: siRNA3组.

图 3 各组细胞增殖抑制率.
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1.98%±0.86%, 组1-组3的24 h凋亡率分别是

5.56%±1.05%、11.45%±1.44%和12.13%±

1.36%. 空白对照组和阴性对照组48 h凋亡率为

1.71%±0.95%、2.87%±1.03%, 组1-组3的48 h
凋亡率分别为7.37%±1.23%、18.75%±1.5%和

22.02%±1.45%(图4). 空白对照组与阴性对照组

之间两无显著性差异(P >0.05), 各siRNA组凋亡

率高于空白对照组和阴性对照组(P <0.05), 其中

组2、组3凋亡率明显高于组1(P <0.05).

3  讨论

近年来研究发现, 5-LOX对肿瘤细胞的促增殖

和抗凋亡作用是肿瘤发生发展的重要环节[1]; 抑
制5-LOX能使多种恶性肿瘤细胞增殖降低并诱

导细胞凋亡, 且5-LOX抑制剂抑制肿瘤生长的

作用比COX强[15-17]. 多聚不饱和脂肪酸代谢与

肿瘤形成之间关系的分子学研究为肿瘤的发生

和发展提供了新的理论, 也为肿瘤的预防和治

疗提供了新的靶作用分子. RNA干扰是由双链

RNA(double-stranded RNA, dsRNA)诱导的在转

录后mRNA水平关闭相应基因表达的过程, 导
致序列特异性的基因沉默, 作为一种引起基因

沉默的新技术, 能够快速、高效、特异地抑制

靶基因表达, RNAi相关技术在肿瘤研究中涉及

肿瘤发生发展、侵袭与转移、信号转导、周期

调控、凋亡和治疗方面, 是研究肿瘤发生发展

机制强有力的工具. 目前有许多研究通过siRNA
技术抑制胰腺癌的基因K-ras、Survivin、bcl-2
等的表达, 使肿瘤细胞生长抑制并出现凋亡[2-8]. 
我们以5-LOX作为靶点, 设计合成了高特异性

的siRNA序列, 研究发现通过siRNA转染可显著

下调5-LOX mRNA表达, 其表达抑制率分别为

19.6%±1.9%、55.4%±2.6%和55.2%±2.7%. 

细胞转染24和48 h后其增殖抑制率分别为5.37%
±1.19%、11.63%±1.25%、13.67%±1.04%
和16.13%±1.50%、26.63%±1.22%和25.47%
±1.67%; 细胞凋亡率分别为5.56%±1.05%、

11.45%±1.44%、12.13%±1.36%和7.37%±

1.23%、18.75%±1.50%和22.02%±1.45%, 说明

转染靶向5-LOX的siRNA质粒表达载体可以显

著抑制SW1990细胞的增殖, 并诱导肿瘤细胞凋

亡. 这与我们先前报道的应用雷公藤内酯醇、

齐留通等抑制5-LOX表达能抑制细胞生长, 诱
导细胞凋亡是相符的, 提示采用基因技术封闭

5-LOX蛋白表达, 可以达到治疗目的[9-14]. RNA
干扰的方法可以较好抑制SW1990细胞的5-LOX 
mRNA表达, 并能导致细胞的增殖抑制和凋亡, 
为胰腺癌的临床诊治提供了新的思路. 本实验

中第二、三组抑制效果较一组更为明显, 提示

RNA干扰技术抑制基因表达的效果与靶位点的

选择密切相关. 
本研究中我们采用靶向5-LOX的siRNA质

粒表达载体抑制了细胞中5-LOX mRNA的表

达, 而对GAPDH的表达却无抑制作用, 设计的

阴性对照质粒转染细胞后未对胰腺癌细胞的生

物活性产生影响, 说明RNA干扰具有高度特异

性、安全性. 在5-LOX表达抑制后, 细胞的生长

增殖被明显抑制, 细胞凋亡显著增加. 因此有理

由相信可以通过抑制5-LOX表达来预防和治疗

5-LOX高表达肿瘤. 
总之, 通过构建靶向5-LOX的siRNA真核表

达载体导入细胞可以有效特异地抑制人胰腺癌

细胞中5-LOX的表达. 应用RNA干扰的方法抑

制5-LOX的表达来预防和治疗5-LOX高表达肿

瘤的方法具有高效、特异、安全的特点, 值得

深入研究.

■应用要点
构 建 的 靶 向 5 - 
LOX的s iRNA质
粒表达载体可以
有效阻断SW1990
细胞5-LOX基因
表达, 显著地抑制
S W 1 9 9 0 细 胞 增
殖, 并在一定程度
上诱导其凋亡.

图 4 流式细胞术检测细胞凋亡图. A: 空白组24 h; B: 对照组24 h; C: siRNA1组24 h; D: siRNA2组24 h; E: siRNA3组24 h; F: 

空白组48 h; G: 对照组48 h; H: siRNA1组48 h; I: siRNA2组48 h; J: siRNA3组48 h.
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Abstract
AIM: To investigate the distribution and 
expression of corticotropin releasing factor 
in spinal cord and brain of rats with visceral 
hypersensitivity, and to explore the mechnism 
of Changyanning Tangjiang treating irritable 
bowel syndrome.  

METHODS: Forty female SD rats were divided 
randomly into 3 groups: blank control group (n 
= 8), model 1 group (n = 16, sensitized with intra-
peritoneal injection of chicken ovalbumin) and 
model 2 group (n = 16, sensitized in turn with 
conditional stimulation and non-conditional 
stimulation). After the intestinal hypersensitivity 
was evaluated, the rats in the two model groups 
were divided into 2 subgroups: model control 
group (n = 8) and Changyanning group (n = 8). 

The rats in the blank control group and model 
group were treated with normal saline, and those 
in Changyanning group were intragastrically 
treated with Changyanning Tangjiang for 4 wk. 
Then spinal cord and brain were collected for im-
munohistochemical staining, and the distribution 
and expression of CRF were observed. 

RESULTS: The visceral sensitivity of rats in the 
Changyanning groups was lower than that in 
the model groups (P < 0.01). Immunohistochem-
istry showed that CRF was obviously expressed 
in the lumbar intumescentia of spinal cord, hy-
pothalamus and diaphragmatic surface of the 
third ventricle of cerebrum. The positive indexes 
in the model control groups were higher than 
those in the blank control group (hypothalamus: 
0.037 ± 0.009, 0.037 ± 0.024 vs 0.005 ± 0.001; dia-
phragmatic surface: 0.038 ± 0.009, 0.040 ± 0.022 
vs 0.005 ± 0.001; spinal cord: 0.028 ± 0.008, 0.024 
± 0.004 vs 0.002 ± 0.001; all P < 0.01). The positive 
indexes in the Changyanning groups (hypothal-
amus: 0.012 ± 0.005, 0.009 ± 0.005; diaphragmatic 
surface: 0.012 ± 0.005, 0.011 ± 0.006; spinal cord: 
0.010 ± 0.003, 0.012 ± 0.005) were lower than that 
in the model groups. The positive index of CRF 
was also higher in the Changyanning groups 
than that in the blank control group (P < 0.05). 

CONCLUSION: CRF plays an important role 
in the introduction of stimulation signal, while 
Changyanning Tangjiang can down-regulating 
the expression of CRF, which may be one of the 
mechnisms of Changyanning decreasing the vis-
ceral hypersensitivity in rats. 

Key Words: Corticotropin releasing factor; Visceral 
hypersensitivity; Hypothalamus; The Third ventricle 
of cerebrum; Spinal cord

Chao GQ, Lv B, Meng LN, Zhang S, Zhang L, Guo Y. 
Effect of Changyanning Tangjiang on the expression of 
corticotropin releasing factor in spinal cord and brain of 
rats with visceral hypersensitivity. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2008; 16(19): 2112-2118

摘要
目的: 研究内脏高敏感大鼠的脊髓、脑部

®

■背景资料
肠易激综合征是
以大便习惯改变
为主要特征的一
种常见胃肠功能
紊乱性疾患, 其病
因复杂, 发病机制
亦不十分明确, 目
前认为可能与脑
肠轴作用、免疫
异常、胃肠激素
与神经肽作用、

肠 道 动 力 学 异
常、性激素水平
变化有关. 越来越
多的证据表明IBS
患者存在内脏高
敏感状态. 内脏高
敏感性被认为是
IBS的一个生物学
指标.

■同行评议者
徐列明, 教授, 上
海中医药大学附
属 曙 光 医 院 ( 东
部)肝二科
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CRF的分布和表达, 探讨CRF在肠易激综合征
(IBS)内脏高敏感信号传导通路中的机制, 以
及肠炎宁糖浆对IBS起效的可能作用机制. 

方法: 清洁级成年♀SD大鼠40只, 随机分3组, 
空白组(n  = 8), 模型一组(腹腔注射鸡卵清蛋
白致敏, n  = 16), 模型二组(条件刺激和非条件
刺激轮替致敏, n  = 16), 评估肠道敏感性后, 模
型一组和模型二组均随机分成2组, 即对照组
和肠炎宁组, 每组8只. 空白组和对照组给予生
理盐水, 肠炎宁组给予肠炎宁, ig 4 wk, 取脑、

脊髓进行免疫组化, 观察CRF的分布和表达 
情况. 

结果: 肠炎宁组内脏敏感性较模型组明显降
低(P <0.01). 免疫组化显示大鼠下丘脑、第三
脑室下侧、脊髓腰膨大部可见CRF的明显表
达, CRF阳性指数模型一对照组和模型二对
照组均高于空白对照组, 差异有统计学意义
(下丘脑: 0.037±0.009, 0.037±0.024 vs  0.005
±0.001; 第三脑室下侧: 0.038±0.009, 0.040
±0.022 vs  0.005±0.001; 脊髓: 0.028+0.008, 
0.024±0.004 vs  0.002±0.001; 均P <0.01). 模
型一肠炎宁组(0.012±0.005, 0.012±0.005, 
0.010±0.003)较模型一对照组高, 模型二肠
炎宁组(0.009±0.005, 0.011±0.006, 0.012±
0.005)较模型二对照组高, 模型一肠炎宁组和
模型二肠炎宁组较空白对照组高, 差异均有统
计学意义(P <0.05). 

结论: CRF在内脏刺激信号的传入过程中起
重要作用, 肠炎宁可以降低其表达程度, 这可
能是降低大鼠内脏高敏感的机制之一.

关键词: 促肾上腺皮质激素释放因子; 内脏高敏感; 

下丘脑; 第三脑室; 脊髓

晁冠群, 吕宾, 孟立娜, 张烁, 张璐, 郭赟. 肠炎宁糖浆对内脏高

敏感大鼠脑、脊髓CRF表达的影响. 世界华人消化杂志  2008; 

16(19): 2112-2118

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2112.asp

0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
以大便习惯改变为主要特征的一种常见胃肠功

能紊乱性疾患. 其病因复杂, 据文献报道, 欧美

等发达国家患病率达9%-22%[1], 我国城市居民

患病率为10.50%, 乡村为6.14%. 该病进入成年

后发病率上升, 在30-40岁达到高峰, 女性发病

率明显高于男性, 比率为2∶1[2]. 发病机制亦不

十分明确, 目前认为可能与脑肠轴作用、免疫

异常、胃肠激素与神经肽作用、肠道动力学异

常、性激素水平变化[3]有关. 越来越多的证据表

明IBS患者存在内脏高敏感状态[4-9]. 内脏高敏感

性可以被认为是IBS的一个生物学指标[10]. 国内

外较一致的观点认为, IBS是在特殊的基质基础

上, 以精神、免疫、内分泌系统为中介, 以社会

心理因素刺激为扳机而触发的心身疾病, 被公

认为了解地最差的疾病之一. 我们建立直肠刺

激联合心理应激、免疫引起的IBS内脏高敏感

大鼠模型, 应用免疫组化染色技术观察不同刺

激诱导的内脏高敏感大鼠的脊髓、脑部CRF的
分布和表达, 寻找IBS内脏感觉传导异常的客观

依据, 从而初步探讨IBS内脏高敏感的机制. 并
应用肠炎宁糖浆干预, 探讨其对内脏高敏感大

鼠的作用及机制.

1  材料和方法

1.1 材料 成年♀SD大鼠40只, 体质量约200 g, 清
洁级(由浙江中医药大学实验动物中心提供), 
随机分3组, 空白对照组(A组)8只, 模型一组16
只, 模型二组16只, 放置于室温22-24℃、湿度

<60%、噪音<50 db的环境中, 分笼饲养, 正常饮

水摄食.
1.2 方法 将鸡卵清蛋白(购自Sigma公司)30 mg
加入浓度为10 g/L氢氧化铝凝胶1 mL中, 充分混

匀, 注入模型组大鼠腹腔, 制备内脏高敏感大鼠

模型. 空白对照组给予1 mL生理盐水ip对照. 正
常进食饮水2 wk后, 观察大鼠情况, 进行直肠注

水扩张试验评估肠道敏感性. 采用樟脑丸特殊

气味作条件刺激, 结直肠扩张压力>60 mmHg(1 
mmHg = 0.133 kPa)的刺激结合经典的肢体束

缚作为非条件刺激, 建立动物模型. 大鼠装入放

有樟脑丸的应激笼, 用胶布固定四肢和躯干45 
min, 限制自由运动, 但可作少许前后活动和回

头. 其间将不漏气的气囊扩张导管经肛门插入

直肠, 气囊远端距肛门口1 cm, 并固定于鼠尾根

部, 每次充气量1.6 mL(气囊内压力>60 mmHg), 
持续60 s, 间断放空气囊3 min后重复充气10次, 
完成1次应激程序. 条件应激组第1天完成1次应

激程序后放回原饲养环境, 第2天同一时间给予

同样的应激; 第4天只给予条件刺激45 min; 第5
天重复第1天的应激程序, 第6天重复第4天应激

程序, 第8天给予条件应激45 min. 完成后进行直

肠注水扩张试验评估肠道敏感性. ig给药: 验证

模型后2 d进行ig给药, 将两种模型组分别随机

分为2组, 分别为模型一对照组(B组)、模型一治

■研发前沿
自1973年Ritchie
报导IBS患者结肠
气囊扩张疼痛阈
值下降以来, 内脏
高敏感机制备受
关注.
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疗组(C组)和模型二对照组(D组)、模型二治疗

组(E组), 每组各8只. 肠炎宁糖浆(康恩贝集团生

产)成人一日量为40 mL, 大鼠(200 g)与人(70 kg)
比较, 折算系数是0.018, 按照体质量给药, 肠炎

宁糖浆剂量为3.6 mL/(kg·d), 空白对照组及模型

对照组给予生理盐水3.6 mL/(kg·d). 
1.2.1 模型验证: 内脏敏感性评估采用国际通用

的AWR(腹壁撤离反射)评分标准, 即大鼠的腹部

收缩反射. 大鼠腹部收缩反射(AWR)评分标准: 
0分: 大鼠对结肠扩张无行为学反应; 1分: 结肠

扩张时身体静止不动, 头部运动减少; 2分: 结肠

扩张时腹肌收缩, 但腹部未抬离桌面; 3分: 结肠

扩张时腹肌收缩并抬离桌面; 4分: 结肠扩张时

骨盆抬起, 身体呈弓形. 内脏敏感性评估具体操

作: 将石蜡油润滑后的8F导尿管经肛门插入, 将
球囊末端放在距离肛门1.0 cm左右, 用棉线把导

尿管和大鼠尾巴根部固定. 将其放在平台上, 待
大鼠适应环境后, 逐渐注水使球囊扩张, 观察大

鼠腹部抬起并且背部拱起时(AWR评分3分)所需

的注水量. 每次直肠扩张持续30 s, 重复进行3次, 
数据取均值. 
1.2.2 标本的获取: 在戊巴比妥钠50 mg/kg ip麻
醉下, 开胸, 暴露心脏, 从左心室插管至升主动

脉, 经升主动脉用500 mL生理盐水灌流冲洗血

液, 并剪开右心耳, 至肝脏完全变白, 从右心耳

流出无色的冲洗液后, 再用新鲜配置的固定液

(含40 g/L多聚甲醛的0.1 mol/L磷酸缓冲液)500 
mL灌流, 至四肢、脊柱变硬(时间约40 min), 立
即取脑、脊髓背段, 放入福尔马林中固定. 脱水, 
包埋, 制腊块保存, 切片制片. 
1.2.3 免疫组化: (1)常规脱腊水化: 将石蜡切片浸

于二甲苯中5 min, 3次. 取出切片置于1000 mL/L
乙醇中3 min 2次; 依次置入900 mL/L-700 mL/L
各级酒精各3 min, 取出置于蒸馏水中. (2)二步

法: 取出蒸馏水中的切片, 甩掉并擦干切片上组

织周围的液体, 平放于湿盒中, 滴加30 mL/L过
氧化氢于组织上避光孵育15 min. 蒸馏水冲洗, 
再将切片置入PBS缓冲液中, 浸泡5 min, 3次. 取
出切片, 甩掉并擦干组织周围的液体(组织切勿

干燥), 平放于湿盒中. 抗原修复, 将切片放入盛

有枸橼酸盐缓冲液(工作液)的切片盒, 置微波炉

内80%火力加热, 使切片盒内液体温度保持在

92-98℃之间并持续10-15 min. 完成后置室温冷

却. 滴加50-100 mL一抗工作液于组织上, 室温

孵育30 min. 用TBS或PBS冲洗切片. 将切片置

入PBS缓冲液中, 浸泡5 min, 3次, 取出切片, 甩

掉并擦干组织周围的液体, 平放于湿盒中. 滴加

适当比例稀释的生物素标记二抗(10 g/L BSA-
PBS稀释), 室温孵育30 min. 用PBS冲洗切片. 将
切片置入PBS缓冲液中, 浸泡5 min, 3次, 取出切

片, 甩掉并擦干组织周围的液体, 平放于湿盒中. 
滴加预备好的显色剂DAB工作液50-100 μL, 室
温孵育5-20 min, 显色完全后, 用蒸馏水冲洗终

止显色. 苏木精复染. 850、900、950、1000、
1000和1000 m L/L酒精上行逐级脱水, 每级3 
min. 取出切片置入二甲苯5 min, 3次. 用封片胶

封片. 阴性对照用PBS代替一抗, 进行空白对照, 
同步进行上述免疫组化染色, 结果为阴性. (3)结
果分析方法: 每张切片所要分析的部位显微镜

下拍摄3-5张照片, 进行图象分析. 本研究运用计

算机图像分软件(carl zeiss imaging systems, Carl 
Zeiss公司)分析免疫组化图像, 系统在40倍物镜

下采集图像, 每张切片中选取有代表性的区域, 
连续摄10个高倍(×400倍)视野, 分别对免疫组

化切片中染色胞质中的阳性表达进行定量分析, 
计算每视野阳性染色的吸光度以及总吸光度. 

统计学处理 各组数据结果以mean±SD表

示. 统计用SPSS软件包, 两样本均数比较用t检
验, 显著性水准为P <0.05.

2  结果

2.1 造模后动物大体变化 内脏高敏感模型完成

后仔细观察大鼠的各方面情况, 日常行为无很

大变化, 进食饮水如常, 当受惊吓或给予ig时, 造
模组表现过度反应, 情绪激动甚至反抗和攻击, 
其中以直肠刺激模型组更为明显. 从大便性状

来看, 各组之间没有明显的差异. 
2.2 模型验证结果 首次评估各组大鼠肠道敏感性, 
大鼠腹部撤离反射为3分时所需的注水量, 模型组

明显低于对照组, 差异有统计学意义(P<0.01), 提
示模型组大鼠内脏敏感性较对照组明显增高. 而
ip白蛋白模型组与直肠刺激条件刺激模型组差

异无统计学意义, 提示两种造模方法均能引起

内脏高敏感, 但两者无敏感性高低差异(表1). 经

表 1 AWR＝3分时直肠注水量 (mL)

     
分组                                       n                          mean±SD

对照组

模型一组

模型二组

bP<0.01 vs  对照组.

8

16

16

1.35±0.08

0.87±0.14b

0.79±0.12b

■相关报道
据 文 献 报 道 ,  欧
美等发达国家患
病率达9%-22% . 
美国的调查显示
每 年 约 有 3 0 0 万
次 的 I B S 患 者 就
诊 ,  相 应 的 处 方
达220万张, 每年
约有96 000名1BS
患 者 住 院 治 疗 ; 
中国的总体资料
不 详 ,  而 香 港、

北京、广东地区
的发病率分别为
6.6%(RomaⅡ)、
7.26%(Manning)
和 11 . 5 % ( M a n -
ning).
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用药4  w k后 ,  再次评估各组大鼠的肠道敏感

性, 对照组仍明显高于模型组, 差异有统计学

意义(P <0.01); ig 4 wk后AWR = 3分时直肠注

水量A、B、C、D和E组分别为1.35±0.08、
0.88±0.18、1.28±0.12、0.79±0.12和1.30
±0.08 mL. 经过肠炎宁糖浆ig治疗后, 其注水

量较模型对照组有明显增加 ,  差异有统计学

意义(P <0.01). 而其余各组间比较均无统计学 
差异.
2.3 染色结果 用DAB显色的免疫组化切片阳性

区域呈棕黄色. 分别取脑, 脊髓免疫组化切片, 
镜下阳性区域表达明显部位分别为下丘脑、第

三脑室下侧以及脊髓腰膨大部, 其余部位表达

微弱. 典型的CRF阳性神经元表现为胞质染色呈

棕黄色, 胞核不着色, 不同部位的CRF阳性神经

元其形态表现多样, 如梭形、椭圆形、多角形

等. 镜下下丘脑及第三脑室下侧CRF阳性神经

元分布较为密集, 分布均匀, 胞质染色呈棕黄色

颗粒样, 胞核不着色, 部分呈空泡状, 形状多为

圆形、梭形、椭圆形等; 脊髓腰膨大段切片染

色可见CRF阳性神经元分布较脑稀疏, 分布不均

匀, 胞质染色呈棕黄色颗粒样, 胞核不着色, 镜
下以梭形较为多见, 也可见多角形, 未见圆形及

椭圆形, 阳性神经元在相同倍数光镜下体积较

脑片神经元大(图1). 
2.4 结果比较 实验结果主要通过阳性区域面

积, 总吸光度以及阳性指数进行比较. 阳性区

域面积为图像分析所得的面积, 通过仪器可以

测出图像分析的平均吸光度, 反映表达部位的

阳性强度. 一张照片的IA (总吸光度)表示照片

内所有阳性表达部位的Area(阳性表达部位)×
Density(该部位的平均吸光度)的和. 阳性指数表

示总吸光度均分到该照片的值, 即所拍摄照片

的黄度, 值越大, 照片越黄, 以此评价照片所对

应的组织的阳性程度. 在下丘脑空白对照组阳

性区域不明显, CRF阳性神经元稀少, 而造模组

阳性区域染色较深, 神经元密集, 药物治疗组阳

性神经元数目减少, 但是阳性区域染色深度没

有改变. 经过统计分析, 下丘脑、第三脑室下侧

和脊髓, B组及D组阳性面积、总吸光度及阳性

指数均高于A组, 差异有统计学意义(P <0.01). C
组阳性面积、总吸光度及阳性指数较B组高, 差

表 2 内脏高敏感大鼠下丘脑CRF免疫阳性神经元比较 (mean±SD, n  = 8)

     
分组                      阳性面积(μm2)           总吸光度                   阳性指数

A组

B组

C组

D组

E组

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

   2622.41±655.38

12 480.47±2290.70a

   4195.98±1853.76db

11 422.00±6740.52a

   3443.96±1912.41dc

   6472.61±1549.48

45 931.12±10787.41a

14 770.68±6524.39db

45 923.09±29212.90a

11 509.99±6306.63dc

0.005±0.001

0.037±0.009a

0.012±0.005db

0.037±0.024a

0.009±0.005dc

A1 A2 A3 A4 A5

B5

C5

B4

C4

B3

C3

B2

C2

B1

C1

图 1 内脏高敏感模型不同组别镜下观(免疫组化×400). A: 脊髓; B: 下丘脑; C: 第三脑室下侧; 1-5: 蛋白组对照组、蛋白组

肠炎宁组、空白组、直刺组肠炎宁组和直刺组对照组.

■创新盘点
本文主要研究内
脏高敏感大鼠大
脑和脊髓CRF的
表 达 的 改 变 ,  验
证了无论是外界
应激还是通过免
疫引起的内脏高
敏感都需要通过
CRF这一条途径
来实现, 并且证实
了肠炎宁糖浆在
治疗IBS中的作用
和机制. 
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异有统计学意义(P <0.01). E组阳性面积、总吸

光度及阳性指数较D组高, 差异有统计学意义

(P <0.01). C组及E组阳性程度较A组高, 差异有

统计学意义(P <0.05). B组与D组无统计学差异

(表2-4).

3  讨论

IBS是多种因素引起的疾病, 据文献报道, 欧美

等发达国家患病率达9%-22%[1]. 美国的调查显

示每年约有300万次的IBS患者就诊, 相应的处

方达220万张, 每年约有96 000名1BS患者住院

治疗; IBS患者分别占初级医疗和消化专科门诊

就诊人数的12%和28%, 每年耗去的医疗资源

约80亿美元[11]. 中国的总体资料不详, 而香港、

北京、广东地区的发病率分别为6.6%(R o m a
Ⅱ)[12]、7.26%(Manning)和11.5%(Manning)[13]. 
现有对其发病原因及发病机制的不同观点, 包
括肠道动力和肠道平滑肌功能障碍、内脏感

觉异常、脑-肠轴学说、精神心理因素、消化

道激素及全肠道感染等. 近年来, 许多研究表

明IBS与内脏的高敏感性异常现象有关[14]. 自
1973年Ritchie报导IBS患者结肠气囊扩张疼痛

阈值下降以来, 内脏高敏感机制备受关注. 内
脏高敏感的可能机制包括以下几个方面: (1)
肠道感觉的异常, 如IBS患者对机械刺激有高

敏感. (2)内脏感觉神经传导通路异常, 如IBS
患者内脏感觉的超敏反应已被感觉刺激的评

估所证实 ,  他能反映感觉神经通路和认识过

程的异常 [15].  (3)免疫炎症和肠神经系统的联

系, Barbara et al [16]发现IBS患者结肠黏膜内T
淋巴细胞增多 ,  认为这些免疫细胞和肠神经

系统的轴突纤维在解剖学上有着密切的联系. 
(4)高级中枢参与内脏高敏感的形成, Accarino  
et al [17]报道, 在直肠扩张前或当时给予心理压力

(听力分散)会增加直肠对扩张的敏感性. 
促肾上腺皮质激素释放因子(corticotropin 

releasing factor, CRF)的主要作用为促进腺垂

体合成与释放促肾上腺皮质激素(ad r enocor-
tieotropic hormone, ACTH). CRF是一种重要的

神经内分泌肽[18-19], 主要分布在中枢神经系统中

与应激相关的重要区域, 作为应激反应中的关

键调节因子, 通过其受体产生一系列生物学效

应, 调动机体各系统以应答应激刺激, 调节内分

泌、自主神经、免疫和行为反应[20]. CRF及CRF
相关肽都能引起与应激状态下相似的胃肠蠕动

改变[21]. 有实验表明, 向应激大鼠脑室内或外周

静脉注射CRF均可对结肠产生刺激作用, 使结肠

的传输运动加速并促进粪便的排出[22]. 所以, 中
枢注射CRF已经成功地模拟了应激情况下的动

物胃肠道动力的改变, 这都说明CRF在介导应激

引起的胃肠道动力改变的重要作用, 他能引起

急性应激引起的相似的结肠改变. 应激通过CRF
和肥大细胞影响脑-肠轴环路功能而导致胃肠功

能紊乱[23], Williams et al [24]据此建立了应激诱导

表 3 内脏高敏感大鼠第三脑室下侧CRF免疫阳性神经元比较 (mean±SD, n  = 8)

     
分组                         阳性面积(μm2)                     总吸光度                   阳性指数

A组

B组

C组

D组

E组

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

   2764.40±435.14

   9816.24±2393.63a

   4906.71±2568.88db

11 792.77±4782.24a

   3983.59±2166.83dc

   6605.40±1155.27

46 399.50±10 461.24a

14 770.68±6524.39db

49 083.76±26768.68a

13 808.96±7363.04dc

0.005±0.001

0.038±0.009a

0.012±0.005db

0.040±0.022a

0.011±0.006dc

表 4 内脏高敏感大鼠脊髓CRF免疫阳性神经元比较 (mean±SD, n  = 8)

     
分组                         阳性面积(μm2)                      总吸光度                   阳性指数

A组

B组 

C组

D组

E组

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

 1154.93±409.45

 7824.93±1169.19a

 3128.50±1232.01db

 6702.10±1288.28a

 3321.73±1015.25dc

   2671.58±1222.93

33 814.07±9645.65a

11 861.96±4084.87db

29 664.75±29212.90a

14 685.04±6450.88dc

0.002±0.001

0.028±0.008a

0.010±0.003db

0.024±0.004a

0.012±0.005dc

■应用要点
目 前 ,  在 国 内 对
内脏高敏感大鼠
CRF的报道较少, 
本研究有助于IBS
新型药物的开发. 
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■同行评价
本文总体质量较
好, 研究设计较科
学 合 理 ,  写 作 流
畅, 具有较好的学
术价值.

的IBS模型. 国外文献也有报道, 正常人群静脉

给予选择性CRF1受体激动剂可模拟应激引起的

内脏反应[25]. 选择性CRF1受体激动剂降低了结

肠刺激引起的痛阈, 增强了结肠运动[26-27]. 有研

究显示, 外周注射CRF提高人对结肠气囊扩张的

敏感性, 类似于IBS的内脏高敏感. 最近有学者

报道应用非选择性CRF受体拮抗剂可改善IBS
患者对直肠电刺激引起的结肠动力改变和疼痛

反应[28]. 另外, CRFR1信号途径与应激相关的结

肠功能改变和内脏高敏性相关. 近年研究表明, 
IBS患者57%其结肠呈高敏感性, 本实验通过条

件刺激与非条件刺激结合以及ip白蛋白建立内

脏高敏感动物模型, 探讨CRF在内脏高敏感大鼠

传导通路中的表达. 
我们发现CRF在空白对照组大鼠脑、脊髓

中表达微弱, 而在内脏高敏感大鼠模型中有较

高的表达, 其阳性指数明显高于空白对照组. 脑
片中我们发现, CRF阳性表达区域以下丘脑最为

广泛, 第三脑室下侧也有较高程度的表达, 而脊

髓片中, 阳性神经元也有显著表达, 但其CRF阳
性神经元分布较脑片稀疏, 阳性表达面积与脑

片相比有所减少. 由此可以证明, 内脏高敏感传

导通路中CRF也可能存在关键的作用, IBS患者

的脑-肠轴可能对CRF反应过度, 下丘脑是CRF
促进结肠运动的作用点, 而不同部位的CRF对结

肠的作用力存在差异. 因此可以推测下丘脑CRF
的释放可以影响结肠的运动, 高敏感的结肠感

觉感受器兴奋异常可引起下丘脑以及其相关区

域的CRF神经兴奋, 从而引起结肠的高运动以及

腺体的分泌, 由此可以解释IBS与CRF的相关性. 
我们可以设想, 通过对下丘脑以及相关区域的

CRF释放的调节, 可以改善IBS患者症状. 
肠炎宁糖浆是根据民间验方, 精选数味良

药(黄毛耳草、地锦草、香薷、樟树根和枫树

叶)研制而成的纯中药糖浆制剂, 具有清热、利

湿和行气的作用. 药理上对小肠平滑肌有很好

的松弛作用, 减弱小肠推进运动, 另外具有解

毒、杀菌和镇痛作用. 对IBS及急慢性胃肠炎引

起的腹泻、腹痛及细菌性痢疾、小儿消化不良

等症疗效显著. 我们前期实验也表明肠炎宁糖

浆可以用于治疗IBS, 可以降低高级神经中枢信

息上行传导通路上CGRP、c-fos的过度表达, 进
而降低内脏敏感性, 其作用机制可能是改变了

脊髓背角神经元上送的刺激信号, 抑制信息的

上行传导, 提高对疼痛等刺激的感觉阈值, 从而

降低内脏敏感性. 

我们发现经过肠炎宁糖浆治疗4 wk后, 内脏

高敏感模型组CRF阳性指数明显低于模型对照

组, 但仍高于空白对照组, 镜下发现肠炎宁治疗

组CRF阳性表达面积较治疗前有明显减少, 但对

于单个神经元, 其表达强度与治疗前无明显差

异. 由此可见, 肠炎宁可以有效减少CRF的释放, 
但不能在短期内达到与正常组相同的CRF释放

水平, 因此, 在短期治疗后, 仍可存在部分临床

症状. 我们的实验表明, 肠炎宁糖浆可以降低高

级神经中枢信息上行传导通路上CRF的过度表

达, 从而降低内脏敏感性, 其可能机制为肠炎宁

糖浆改变了结肠感觉感受器的兴奋性, 从而减

少了下丘脑以及相关区域的CRF神经元的兴奋, 
CRF释放减少, 影响了结肠的运动以及腺体的分

泌, 从而降低内脏敏感性, 改善患者的症状. 
通过实验我们认为, CRF可以作为研究内脏

高敏感传导系统的一个关键因子. 两种模型成

功建立内脏高敏感状态, 且可以相似水平的激

发CRF的表达增高, 而治疗后CRF明显降低, 因
此, 在今后的治疗中, CRF可以作为治疗IBS一个

新的研究靶点, 同时也可用于评价治疗效果.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of S100A2 
mRNA and its protein in esophageal squamous 
cel l cancer(ESCC) and their relationship 
with clinicopathologic features, and explore 
their roles in carcinogenesis and progression 
of esophageal cancer and to evaluate their 
clinicopathologic significance.

METHODS: Immunohistochemical staining 
(S-P method) was performed to detect S100A2 
protein expression in 40 ESCC samples and 40 
samples from normal esophageal mucosa. In situ 
hybridization (ISH) was performed to detect the 
expression of S100A2 mRNA.

RESULTS: The positive rates of S100A2 mRNA 
and S100A2 protein in ESCC samples were both 
markedly lower than that in normal mucosa 
(77.5% vs 100%, 72.5% vs 100%, both P < 0.01). 
The differences were both significant among the 
well differentiated, the moderately differentiated 
and the lowly differentiated groups (all P < 0.05). 
The expression levels of S100A2 mRNA and 

S100A2 protein were significantly higher in well 
and moderately differentiated groups than that 
in lowly differentiated group (93.3% vs 85.7%, 
86.7% vs 85.7%, both P < 0.05). There was signifi-
cant difference between the lymph node-positive 
group and the lymph node-negative group (92% 
vs 53.3%, 92% vs 40%, both P < 0.01). A positive 
correlation was found between the expression of 
S100A2 mRNA and S100A2 protein (r = 0.607, P 
< 0.001).

CONCLUSION: S100A2 plays an important role 
in ESCC carcinogenesis. S100A2 might be an im-
portant reference biomarker for ESCC biological 
behavior.

Key Words: Esophageal neoplasm; S100A2; In situ  
hybridization; Immunohistochemistry
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摘要
目的: 观察S100A2 mRNA及其蛋白在食管鳞
状细胞癌组织中的表达及其与食管癌临床病
理特征之间的关系, 并探讨其在食管癌发生、

发展中的作用及临床应用价值. 

方法: 收集40例手术切除的食管鳞状细胞癌
标本, 同时取40例手术切缘食管正常黏膜组
织. 应用免疫组织化学S-P法检测其中S100A2
蛋白的表达, 原位分子杂交技术检测S100A2 
mRNA的表达. 

结果: S100A2 mRNA及S100A2蛋白在食管
鳞状细胞癌组织中阳性表达率均明显低于正
常食管黏膜(77.5% vs  100%, 72.5% vs  100%, 
均P <0.01); 其中高、中、低分化三组间差异
均有显著性(均P <0.05), 并且高、中分化组
S100A2 mRNA的阳性表达率均明显高于低分
化组(分别为93.3% vs  85.7%, 86.7% vs  85.7%, 
均P <0.05); 无淋巴结转移组S100A2 mRNA阳
性表达率均明显高于有淋巴结转移组(分别为
92% vs  53.3%, 92% vs  40%, 均P <0.01). 食管
鳞状细胞癌组织中S100A2 mRNA和S100A2
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■背景资料
目前尚未找到食
管癌的特异性肿
瘤标志, 尚无任何
一种分子生物学
指标可作为食管
癌筛查、早期诊
断和预后的指标. 
作为候选抑癌基
因 ,  S100A2与肿
瘤发生发展之间
的关系已逐渐引
起人们的关注, 而
S100A2在食管癌
发生发展中所起
到的作用, 及与生
物学行为之间的
关系, 人们尚知之
甚少. 

■同行评议者
施瑞华, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院消化科; 
刘占举, 教授, 郑
州大学第二附属
医院 消化内科



蛋白的表达呈明显正相关(r  = 0.607, P <0.001).

结论: S100A2在食管癌的发生发展中具有重
要作用, 并可能作为判断食管癌生物学行为的
重要参考指标.

关键词: 食管肿瘤; S100A2; 原位分子杂交; 免疫组

织化学
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0  引言

S100A2基因是一个肿瘤相关基因, 定位于人

染色体1q21[1], 其编码的蛋白质为97个氨基酸

所组成的一个钙结合蛋白[2]. 研究结果提示在

S100A2存在时, 因其能够结合钙离子而使钙离

子浓度降低, 致使细胞增生活性得到控制, 从而

抑制肿瘤的生成[1]. 作为S100家族成员之一, 与
其他成员相比, S100A2具有其独特性. 首先, 相
对于其他S100蛋白定位于胞质, S100A2蛋白主

要定位于胞核. 另外, 相对于其他大多数S100家
族成员对肿瘤的发生发展起促进作用, S100A2
对肿瘤所起的主要是抑制作用, 他在许多恶性

肿瘤中表达明显降低或缺失, 因此被看作是候

选抑癌基因[3]. 关于S100A2在食管癌组织中的

表达及其与临床病理学因素之间的关系, 目前

国内外研究较少. 本研究应用免疫组织化学S-P
法检测40例食管癌组织和40例正常食管黏膜组

织中S100A2蛋白的表达情况; 运用原位分子杂

交技术检测食管癌组织和正常食管黏膜组织中

S100A2 mRNA的表达, 观察他们之间及其与食

管癌临床病理因素之间的关系, 并探讨他们在

食管癌发生和发展中的作用, 以期为食管癌早

期诊断、早期治疗和判断其生物学行为提供新

的参考指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集安徽医科大学第一附属医院病理

科2005-2006年住院食管癌手术切除标本40例, 
患者术前均未作放疗、化疗及免疫治疗, 术后病

理诊断为食管鳞状细胞癌. 其中, 男31例, 女9例. 
年龄49-76(中位年龄62)岁. 上段食管癌5例, 中段

食管癌18例, 下段食管癌17例; 溃疡型29例, 髓质

型5例, 蕈伞型5例, 缩窄型1例; 有淋巴结转移者

15例, 无淋巴结转移者25例. 按组织学分级: 高
分化15例, 中分化14例, 低分化11例. 按国际抗癌
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联合会(UICC)1997年标准临床病理分期: Ⅰ期1
例, Ⅱ期30例, Ⅲ期8例, Ⅳ期1例. 所有标本组织

经40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 4 μm厚连续切

片, 分别进行HE染色、免疫组化染色和原位杂

交染色. 染色结果均由两位病理医生阅读诊断核

实. 同时取40例距癌灶边缘5 cm以上切缘的正常

黏膜组织作为对照组, 并分别作上述各种染色. 
兔抗人S100A2多克隆抗体购自Neomarker公司 
(1∶100稀释), SP免疫组化试剂盒购自福州迈新

生物技术有限公司, DAB显色试剂盒购自北京中

杉生物技术有限公司. S100A2原位杂交检测试

剂盒购自武汉博士德生物技术有限公司(产品编

号: MK2639-h). DEPC由美国Sigma公司生产; DAB
显色试剂盒购自北京中杉生物技术有限公司.
1.2 方法 采用预实验反复多次证实均呈阳性的

正常食管黏膜组织切片为阳性对照, 用PBS代替

一抗或杂交液作为阴性对照. 具体实验步骤参

照试剂盒说明进行. S100A2蛋白免疫组织化学

和S100A2 mRNA原位分子杂交阳性信号均为黄

色或棕黄色颗粒, 定位于细胞核或细胞核和细

胞质[4-5]. 每张切片选择10个高倍视野(×40), 根
据阳性细胞数占视野中总细胞数的百分比判定: 
阳性细胞比例<10%为阴性(-), 阳性细胞比例≥

10%为阳性(+)[6].
统计学处理 应用SPSS13.0软件包进行统计

分析. 计量资料采用c2检验, 对行列表资料含有

理论频数小于5者采用蒙特卡罗模拟方法(Monte 
Carlo)计算确切概率值. 等级资料的相关性分析

采用非参数Spearman等级相关分析法检验.

2  结果

2.1 S100A2 mRNA和S100A2蛋白在食管癌组织

和正常食管黏膜组织中的表达 S100A2 mRNA
和S100A2蛋白阳性信号均为黄色或棕黄色颗

粒, 定位于细胞核或细胞核和细胞质. 在正常食

管黏膜中S100A2 mRNA和S100A2蛋白的表达

水平高(图1A, 图2A); 而在食管鳞状细胞癌中

表达明显降低(图1B-D, 图2B-D). 40例正常食

管黏膜中S100A2 mRNA和蛋白的阳性率均为

100%(40/40); 40例鳞状细胞癌组织中S100A2 
mRNA阳性率为77.5%(31/40), S100A2蛋白阳性

率为72.5%(29/40). S100A2 mRNA和蛋白在食管

鳞状细胞癌组织中的表达与正常食管黏膜相比, 
差异有显著性(P <0.01, 表1).
2.2 食管鳞状细胞癌中S100A2 mRNA和S100A2
蛋白表达与临床病理因素间的关系  S100A2 
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■研发前沿
S100A2在许多恶
性肿瘤中的表达
情况已引起人们
的 关 注 ,  已 有 文
献显示其在乳腺
癌、黑色素瘤、

前 列 腺 癌 、 肺
癌、胃癌等组织
中均表达明显降
低或缺失, 因此被
看作是候选抑癌
基因. 但具体机制
目前尚不清楚, 亟
待更深入的研究. 
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mRNA在高、中、低分化鳞状细胞癌中的阳性

表达率分别是93.3%(14/15)、85.7%(12/14)、
45.5%(5/11), 三组间差异有显著性(P <0.05), 并
且高、中分化组S100A2 mRNA的阳性表达率

均高于低分化组(P <0.05); 无淋巴结转移组其

阳性表达率为92.0%(23/25), 而有淋巴结转移组

S100A2 mRNA阳性表达率为53.3%(8/15), 两者

之间差异有显著性(P <0.01). S100A2蛋白在高、

中、低分化鳞状细胞癌中的阳性表达率分别是

86.7%(13/15)、85.7%(12/14)、36.4%(4/11), 三
组间比较, 差异有显著性(P <0.01), 并且高、中

分化组S100A2蛋白的阳性表达率均高于低分

■创新盘点
本文首次利用原
位杂交技术在食
管鳞癌和相应正
常食管黏膜中检
测S100A2基因的
表达情况, 同时利
用免疫组化方法
检测S100A2蛋白
的表达情况. 从而
在基因和蛋白水
平上探讨S100A2
与食管癌的发生
发展及各项临床
病理参数之间的
关系 ,  为S100A2
作为判断食管癌
生物学行为的重
要参考指标提供
理论依据. 

图 1 S100A2 mRNA的表达. A: 正常黏膜(+)(ISH×100); B: 高分化鳞状细胞癌(+)(ISH×200); C: 中分化鳞状细胞癌(+)(ISH

×200); D: 低分化鳞状细胞癌(-)(ISH×100).

A B

C D

图 2 S100A2蛋白表达. A: 正常黏膜(+)(S-P×200); B: 高分化鳞状细胞癌(+)(S-P×200); C: 中分化鳞状细胞癌(+)(S-P×

200); D: 低分化鳞状细胞癌(-)(S-P×100).

A B

C D
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化组(P <0.05); 无淋巴结转移组其阳性表达率为

92.0%(23/25), 而有淋巴结转移组S100A2蛋白阳

性表达率为40.0%(6/15), 两者之间差异有显著

性(P <0.01). S100A2 mRNA和S100A2蛋白的表

达与患者性别、年龄、临床分期、肿瘤部位、

肿瘤大小及浸润深度均无关(P >0.05, 表2).
2.3 S100A2 mRNA与S100A2蛋白在食管癌组织

中表达之间的关系 在40例食管鳞状细胞癌中, 
S100A2 mRNA和S100A2蛋白表达均阳性的27
例, 均阴性的7例, 前者阳性而后者阴性的4例, 

前者阴性而后者阳性的2例. 经统计学处理, 两
者表达呈正相关(r  = 0.607, P  = 0.000, 表3).

3  讨论

S100A2基因全长为8670 bp, 定位于人染色体

1q21的250-300 kb之间. 1991年由Lee et al [7]利用

抑制性消减杂交技术, 将正常细胞NMECS(76
株, 从乳腺成形术中分离出的二倍体细胞)和肿

瘤细胞TMECS(21MT-2, 从胸膜渗出液中分离出

的非整倍体细胞)的mDNA和cRNA经二轮杂交

■应用要点
本文同时在基因
和蛋白水平上探
讨S100A2与食管
癌的发生发展及
各项临床病理参
数之间的关系, 为
S100A2作为判断
食管癌生物学行
为的重要参考指
标提供理论依据. 
以期为食管癌早
期诊断、早期治
疗和判断预后提
供新的参考指标. 

表 1 S100A2 mRNA和S100A2蛋白在正常食管黏膜和食管癌组织中的表达 (n  = 40)

     
分组              

        S100A2 mRNA的表达         阳性率               S100A2蛋白的表达            阳性率

               -                    +                   (%)             -                    +                   (%)

正常食管黏膜             0  40 100             0  40  100

食管鳞状细胞癌             9  31   77.5b           11  29    72.5b

bP<0.01 vs  正常食管黏膜组.

表 2 食管癌组织中S100A2 mRNA和S100A2蛋白的表达与临床病理因素间的关系

     
分组                                   n

                  S100A2 mRNA的表达       阳性率          S100A2蛋白的表达           阳性率

                                 -                     +   (%)           -                    +   (%)

性别       

    男      31              7  24 77.4          8  23 74.2

    女        9              2    7 77.8          3    6 66.7

年龄(岁)      

    <62      21              4  17 81          4  17 81

    ≥62      19              5  14 73.7          7  12 63.2

临床分期         

    Ⅰ＋Ⅱ期     31              5  26 83.9          6  25 80.7

    Ⅲ＋Ⅳ期       9              4    5 55.6          5    4 44.4

肿瘤部位       

    上＋中段     23              3  20 87          5  18 78.3

    下段      17              6  11 64.7          6  11 64.7

肿瘤大小(cm)      

    ＜3.5      16              3  13 81.3          4  12 75

    ≥3.5      24              6  18 75          7  17 70.8

浸润深度         

    未及浆膜     20              4  16 80          4  16 80

    侵及浆膜     20              5  15 75          7  13 75

分化程度       

    高      15              1  14 93.3          2  13 86.7

    中      14              2  12 85.7c          2  12 85.7c

    低      11              6    5 45.5a          7    4 36.4b

淋巴结转移      

    无      25              2  23 92          2  23 92

    有      15              7    8 53.3d          9    6 40d

aP<0.05, bP<0.01 vs  高、中分化组; cP<0.05 vs  高分化组; dP<0.01 vs 无淋巴结.
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后, 筛选并鉴定了S100A2基因全长cDNA(当时

命名为Clone19). 
S100A2基因是S100基因家族成员之一 , 

S100基因家族共有S100A1-S100A11、S100B、
S100C、S100P等21个成员, 其编码的蛋白均为

钙结合蛋白. 此蛋白由两个与钙离子有高亲和

力的EF-手型结构组成. 现已发现, 某些肿瘤的

发生、发展与钙离子密切相关[8], 还发现钙离子

拮抗剂能够抑制肿瘤细胞的生长和转移. 钙离

子依赖与钙结合蛋白结合, 从而发挥其信使作

用. S100蛋白通过对钙离子的调节及与靶蛋白

的相互作用, 在体内发挥多种生物学功能. 另有

研究发现, S100家族中有15个成员其基因均定

位于稳定性差的1号染色体长臂2区1带(1q21)[8], 
该区易发生各种染色体质量排 ,  如杂合性缺

失、易位、重叠等; 同时发现, 定位于1q21的15
个S100家族成员、SPRR及其他一些基因共同

构成了表皮分化复合体(EDC), 该复合体与上皮

的分化及上皮源性肿瘤的发生发展关系密切; 
且有多种S100蛋白在多种肿瘤中表达异常, 并
与肿瘤的浸润、转移有关, 因此S100家族与肿

瘤的发生发展关系密切. 目前已知的对肿瘤可

能起促进作用的S100家族成员主要是S100A4、
S100A6、S100A8、S100A9、S100B、S100P等, 
可能起抑制作用的主要是S100A2等. 

作为候选抑癌基因, 已有研究表明S100A2
在许多恶性肿瘤中表达明显降低, 如乳腺癌[9]、

黑色素瘤[10]、前列腺癌[11]、肺癌[12]和胃癌[4]等, 
并可能与肿瘤的发生发展及预后[13]密切相关. 

Ji et al [14]用半定量RT-PCR法检测62例食管

鳞癌和正常食管黏膜组织中S100A2及其他15
种S100家族成员的表达, 结果显示54.8%(34/62)
的肿瘤组织S100A2表达比正常组织显著下调. 
并显示S100A2的表达失调分别与S100A8、
S100A14、S100P的失调显著相关. 

我们首次采用原位分子杂交方法对食管癌

和正常食管黏膜中S100A2 mRNA的表达进行了

检测, 实验结果显示, S100A2 mRNA在食管癌组

织中的阳性表达率(77.5%)显著低于正常食管黏

膜(100%). 表明食管癌组织具有S100A2的低表

达特性, 这与Ji et al的研究结果一致. 但本实验

中S100A2 mRNA在食管癌组织中的阳性表达率

(77.5%)高于Ji et al的研究结果(54.8%), 分析原

因可能为: (1)肿瘤组织病例数不一致(40例和62
例). (2)检测S100A2 mRNA的方法不同(原位杂

交技术和半定量RT-PCR技术). 
本实验进一步探讨了S100A2 mRNA的表

达与食管癌临床病理因素之间的关系 ,  发现

S100A2 mRNA在食管癌中的表达与患者性别、

年龄、临床分期、肿瘤部位、肿瘤大小及浸

润深度无关, 但与肿瘤分化程度及淋巴结转移

显著相关, 发现在低分化组、有淋巴结转移组

S100A2 mRNA表达较低. 提示S100A2基因在肿

瘤细胞分化过程中可能起着重要的作用, 并可

能作为判断食管癌生物学行为的重要参考指标. 
我们由此推测S100A2可能是通过抑制肿瘤的转

移从而发挥抑癌作用, 为S100A2对肿瘤抑制机

制的研究提供线索. 
Kyriazanos et al [15]利用免疫组化技术检测

116例食管鳞癌标本中S100A2表达的临床意义. 
结果显示S100A2阳性表达率为42.2%(49/116), 
并且体积大、分化好的肿瘤阳性表达率显著高

于其他肿瘤. T期相同时, 淋巴结阳性的肿瘤相

对于阴性的肿瘤, S100A2蛋白低表达, 但只有

在T1b期差别有显著性. 淋巴结阴性的病例中, 
S100A2成为独立的预后指标. 淋巴结阴性且不

表达S100A2的食管鳞癌患者, 可能是低生存率

的高风险群体, 有必要进一步采用适当的辅助

治疗. 
我们用免疫组化S-P法检测了40例食管癌和

40例正常食管黏膜中S100A2蛋白的表达. 结果

发现, 食管癌组S100A2蛋白表达阳性率(72.5%)
明显低于正常食管黏膜组(100%), 表明在食管

癌中存在S100A2蛋白表达的减少, 提示食管癌

的发生可能与S100A2基因表达产物减少有关. 
另外S100A2蛋白在不同分化程度食管癌中表达

不同, 高、中分化癌组S100A2蛋白表达阳性率

显著高于低分化癌组. 这表明S100A2蛋白表达

的减少与食管癌分化程度有关, 这与Kyriazanos 
et al的实验结果一致. 本实验还发现有淋巴结转

移组S100A2蛋白表达阳性率显著低于无淋巴结

转移组, 说明S100A2蛋白表达与食管癌淋巴结

转移有关. S100A2蛋白的表达与患者性别、年

■名词解释
S100A2: 基因全
长为8670 bp, 定
位 于 人 染 色 体
1q21的250-300 kb
之间 .  1991年由
Lee et  al 利用抑
制性消减杂交技
术筛选并鉴定了
S100A2基因全长
cDNA. 其编码的
蛋白质为97个氨
基酸所组成的一
个钙结合蛋白. 在
许多恶性肿瘤中
均表达明显降低
或缺失, 被看作候
选抑癌基因.

表 3 食管癌组织中S100A2蛋白与mRNA表达间的关系

     
S100A2蛋白

     S100A2 mRNA                  
合计

  +           -

＋                27          2   29

－                  4          7   11

合计                31          9   40

r＝0.607, P＝0.000.
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龄、临床分期、肿瘤部位、肿瘤大小及浸润深

度均无关. 以上结果说明S100A2蛋白的低表达

在食管癌的发生、发展及侵袭转移中具有重要

作用. 本实验结果可能为食管癌的基因诊断和

基因治疗提供一个新的理论依据. 
本研究显示S100A2 m R N A与S100A2蛋

白在食管癌中的表达均降低 ,  呈正相关 ,  提
示S100A2蛋白表达的调控主要在转录水平 , 
S100A2通过降低转录活性, 促进蛋白质表达

水平的下调. 我们另外发现, S100A2 mRNA与

S100A2蛋白在食管癌中的表达同临床病理特征

之间的关系比较: S100A2 mRNA和蛋白表达与

患者性别、年龄、临床分期、肿瘤部位、肿瘤

大小及浸润深度均无关, 均与肿瘤分化程度及

淋巴结转移显著相关, 两者观察结果一致. 
本实验结果显示食管癌组织中S100A2 

mRNA、S100A2蛋白的表达下调, 并与肿瘤分

化程度及淋巴结转移有关, 提示他们在食管癌

的发生发展中具有重要作用, 并可能作为判断

食管癌生物学行为的重要参考指标. 食管癌组

织中S100A2 mRNA、S100A2蛋白的表达呈正

相关, 提示S100A2蛋白表达的调控主要在转录

水平, S100A2蛋白表达水平的降低主要是相应

转录水平下调的结果. 
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Abstract
AIM: To investigate expression alteration of 
human mut-s homologue 2 (hMSH2) and 
PTEN in sporadic colorectal carcinoma (SCC) 
and thereby to elucidate their relationship and 
clinical significance. 

METHODS: Expression levels of hMSH2 and 
PTEN were detected using immunohistochem-
istry in 42 cases of SCC, its corresponding adja-
cent tissues (3 cm away from cancerous tissues), 
distal tissues (from cancer > 10 cm) and 15 cases 
of normal colorectal tissues. The expression lev-
els of hMSH2 and PTEN protein were analyzed 
using Western blot in 42 cases of SCC and its 
corresponding distal controls. 

RESULTS: Both negative expression of hMSH2 
and PTEN were higher in SCC than in adjacent 
tissues, distal tissues or normal colorectal tissues 
(χ2

hMSH2 = 7.967, χ2
PTEN = 11.667, both P < 0.05). 

PTEN protein expression was positively cor-
related with tumor differentiation (rs = 0.727 P < 
0.05) and negatively correlated with Dukes stage, 
invasive depth, lymph node metastasis and liver 
metastasis(rs = -0.727, -0.718, -0.718, -0.535, all P 
< 0.05). No significant correlation was observed 
between hMSH2 protein expression and SCC 
pathological features. There was a positive corre-
lation between of the hMSH2 and PTEN protein 
in SCC (rs = 0.679, P < 0.05). Compared with the 
corresponding distal tissues, there were 25 cases 
of (59.52% 25/42) lower expression of hMSH2 
protein and 19 cases (45.24% 19/42)of lower ex-
pression of PTEN protein in SCC.  

CONCLUSION: PTEN protein expression is 
correlated with clinic and pathological features. 
The expression deletion of mismatch repair 
protein hMSH2 accompanied by down-regu-
lated PTEN protein expression occur in SCC 
development. 

Key Words: Sporadic colorectal carcinoma; hMSH2; 
PTEN; Immunohistochemistry; Western blotting

Song WQ, Fan ZB, Wang Y, Yuan HF, Yang YL, Wang 
LW, Han CL. Expression of hMSH2 and PTEN protein 
in sporadic colorectal carcinoma and their clinical 
significances. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 
2125-2130

摘要
目的: 研究错配修复蛋白hMSH2与PTEN在散
发性结直肠癌的表达变化及两者之间的关系, 
以进一步探讨其临床意义. 

方法: 采用SP免疫组织化学两步法对42例散
发性结直肠癌、相应近端癌旁组织(距癌组
织3 cm)和远端癌旁组织(距癌组织>10 cm)及
15例正常结直肠组织进行hMSH2与PTEN蛋
白表达检测. 同时Western blot法检测42例散
发性结直肠癌、相应远端对照组织hMSH2与
PTEN蛋白表达. 分析散发性结直肠癌发病机
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■背景资料
结直肠癌发病率
呈 上 升 趋 势 ,  在
西方发达国家结
直肠癌仅次于肺
癌位于恶性肿瘤
发病的第2位, 在
我国居第3位. 在
发病率上升的同
时, 其发病年龄趋
于 年 轻 化 ,  发 病
部位趋于低位直
肠. 本研究进一步
探讨散发性结直
肠癌发病机制及
hMSH2与PTEN
蛋白表达表达与
临床病理之间的
关系.

■同行评议者
张锦生, 教授, 复
旦大学上海医学
院病理学系



制及hMSH2与PTEN蛋白表达与临床病理之
间的关系. 

结果: 结直肠癌组织中, hMSH2与PTEN蛋
白失表达率 (阴性率 )均低于正常结直肠组
织及近端癌旁组织、远端癌旁组织 (χ2

hMSH2 
= 7.967, χ2

PTEN = 11.67, 均P <0.05). PTEN蛋
白表达与肿瘤分化程度呈正相关(r s = 0.727, 
P <0.05), 与D u k e s分期、侵润深度、淋巴
结转移、肝转移均呈负相关 (r s =  -0 .727, 
-0.718, -0.718, -0.535, 均P <0.05). hMSH2蛋
白表达与上述临床病理特征未见明显相关. 
h M S H2与P T E N蛋白表达在散发性结直肠
癌中呈正相关(r s = 0.679, P <0.05). 与远端对
照组织相比42例胃癌组织中hMSH2蛋白低
表达率为59.52%(25/42), PTEN低表达率为
45.24%(19/42).  

结论: PTEN表达与其临床病理特征相关; 在
散发性结直肠癌发生、发展过程中错配修
复蛋白hMSH2表达缺失伴有PTEN蛋白表达 
下调.

关键词: 散发性结直肠癌; hMSH2; PTEN; 免疫组

织化学; 免疫印迹法
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0  引言

结直肠癌发病率呈上升趋势, 在西方发达国家结

直肠癌仅次于肺癌位于恶性肿瘤发病的第2位, 
在我国居第3位. 在发病率上升的同时, 其发病

年龄趋于年轻化, 发病部位趋于低位直肠. 有关

错配修复蛋白hMSH2、hMLH1及微卫星不稳定

(microsatellite instability, MSI)、PTEN多有报道, 
但hMSH2和PTEN之间的关联报道鲜见. 错配修

复(mismatch repair, MMR)基因是广泛存在于原

核及真核生物细胞内高度保守的看家基因. 错配

修复基因功能缺陷与多种肿瘤尤其是结直肠癌

的发生关系密切. 目前人类的MMR系统含有9个
基因: hMLH1, hMLH3, hPMS1, hPMS2, hMSH2, 
hMSH3, hMSH4, hMSH5, hMSH6. 其中hMLH1
和hMSH2是人类MMR系统中功能最重要的两

个基因[1]. PTEN为一新发现的抑癌基因, 位于

10q23.3, 转录产物为515 kb mRNA, 他在细胞凋

亡、迁移和肿瘤演进中具有重要作用[2]. 本研究

采用SP免疫组织化学两步法对42例散发性结直
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肠癌、相应近端癌旁组织(距癌组织3 cm)和远

端癌旁组织(距癌组织>10 cm)及15例正常结直

肠组织进行hMSH2与PTEN蛋白表达的检测. 采
用Western blot检测42例散发性结直肠癌、相应

远端对照组织(距癌组织>10 cm)进行hMSH2与
PTEN蛋白表达的检测. 进一步探讨散发性结直

肠癌发病机制及hMSH2与PTEN蛋白表达表达

与临床病理之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 研究对象为2006-01/2007-12在河北医

科大学第二医院外科接受治疗的原发性结直

肠癌的患者42例, 取患者癌组织、相应近端癌

旁组织(距癌组织3 cm)和远端癌旁组织(距癌组

织>10 cm)及15例正常结直肠组织(为外伤、息

肉、溃疡病需手术切除的正常结直肠组织)所取

标本备2份. 1份迅速放入-80℃冰箱中以保持标

本的新鲜备用, 另1份经40 g/L甲醛溶液固定、

石蜡包埋、4 μ m连续切片备用. 癌组织均经

病理医师确诊. 其中男性23例, 女性19例. 年龄

38-75(平均年龄58.31±1.28)岁. 结肠癌23例, 直
肠癌19例. 高度分化癌和中度分化癌27例, 低分

化癌和未分化癌15例. hMSH2兔抗人多克隆抗

体购自Biolegend公司, 工作浓度1∶100, PTEN
兔抗人多克隆抗体购自Biolegend公司, 工作浓

度1∶50, SP免疫组化试剂盒、DAB试剂盒均

购于北京中山生物技术公司. Tris-Hcl工作浓度

50 mmol/L; NP40购自华美生物工程公司, 工作

浓度1%; 脱氧胆酸钠工作浓度0.5%; SDS工作

浓度0.1%; PMSF购自Promega公司, 工作浓度1 
mmol/L; Aprotinin购自Amrcsco公司工作浓度10 
mg/L; 预染蛋白标准购自美国Fermentas公司; 考
马斯亮蓝蛋白定量试剂盒购自南京建成生物试

剂公司; 蛋白酶K购自拜昂生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学检测方法: 将收集的标本

经100 g/L中性甲醛固定, 常规石蜡包埋后制成

3-4 μm 连续切片, 按试剂盒说明书进行免疫组

织化学染色, DAB显色, 苏木素复染后, 中性树

胶封片. 取已知阳性组织作阳性对照, 以PBS代
替一抗作为阴性对照. hMSH2、PTEN蛋白均

定位在胞质, 胞质中出现棕黄色颗粒为阳性表

达. 阳性细胞计数方法: 高倍镜下(400倍)每张组

织切片记数5个视野, 每个视野计数100个细胞, 
取阳性细胞数百分比的平均值. 阳性细胞数占

11%-50%时为低表达, 阳性细胞数占51%-100%
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近10余年来, 结直
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发病机制的阐明
和APC-β-catenin-
Tcf通路改变在结
直肠癌发生中作
用的确定是结直
肠癌研究具有影
响的三大进展.
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■相关报道
赵勇 et al 研究结
直肠癌survivin , 
PTEN表达及其与
细胞增殖、凋亡
的关联性结果显
示PTEN阳性率与
分化程度正相关.

为高表达, 阳性细胞数≤10%时则视为失表达

(阴性). 
1.2.2 Western blot检测方法: (1)提取组织总蛋

白: 剪碎组织, PBS漂洗2遍. 加裂解缓冲液作用

10 min, 制成匀浆. 离心取上清夜, 用考马斯亮蓝

蛋白定量试剂盒定量分析, 每次检测前用β-actin
抗体标准化监测. (2)配置SDS-PAGE, 标本上样. 
(3)10 mA稳流条件电泳3 h. (4)转膜, 5%脱脂奶

粉封闭过夜. (5)加一抗, 4℃过夜; TTBS漂洗3
次: 加二抗, 37℃ 1 h, TTBS漂洗3次. (6)DAB显
色, 采用凝胶分析系统进行照相、分析. 凝胶成

像系统(UVP, 美国)LabWorks4.5软件对蛋白表达

行半定量分析, 以积分吸光度(IA )值表示. 以相

对IA值比较蛋白表达高低. 相对IA值＝hMSH2
和PTEN蛋白的IA值/相应β-actin蛋白的IA值. 判
定标准: 以正常组织相对IA值作为参照标准, 计
算95%参考值范围, 对癌组织相对IA值进行判

断, 低于下限则判为低表达, 高于上限则判为高 
表达. 

统计学处理 采用SPSS11.5统计软件进行统

计学数据处理, 计数资料用χ2检验, P <0.05为差

异有显著性意义, P <0.01为差异有非常显著性意

义. 应用非参数统计中Spearman等级相关对二

者在结直肠癌中表达及相互间关系进行分析. 

2  结果

2.1 免疫组织化学检测h M S H2与P T E N蛋白

表达特征 hMSH2失表达率(阴性率)在癌组织

为30.95%(13/42)(图1A), 在近端癌旁组织为

19.05%(8/42), 在远端癌旁组织为16.67%(7/42), 
在正常结直肠组织为6.67%(1/15)(图2A). hMSH2
在癌组织中失表达率高于近端癌旁组织、远端

癌旁组织及正常结直肠组织(χ2 = 7.967, P <0.05), 
而近端癌旁组织、远端癌旁组织和正常组织

失表达率无显著差异. PTEN失表达率在癌组

织为42.86%(18/42)(图1B), 在近端癌旁组织为

23.81%(10/42), 在远端癌旁组织为16.67%(7/42), 
在正常结直肠组织为6.67%(1/15)(图2B). PTEN
在癌组织中失表达率高于近端癌旁组织、远端

癌旁组织及正常结直肠组织(χ2 = 11.67, P <0.05), 
而近端癌旁组织、远端癌旁组织和正常组织失

表达率无显著差异(表1). 
hMSH2及PTEN低表达及失表达与患者年

龄、性别、肿瘤发生的部位、组织学类型、大

体类型均未见明显关系, PTEN低表达及失表达

与肿瘤分化程度、浸润深度、Dukes分期、淋

巴结转移及肝转移有统计学意义(P <0.05, 表2), 
hMSH2低表达及失表达与肿瘤分化程度、浸润

深度、Dukes分期、淋巴结转移及肝转移未见

图 1 免疫组织化学检测hMSH2与PTEN在散发性结直肠癌中低表达(×100). A: hMSH2; B: PTEN. 

A B

A B

图 2 免疫组织化学检测hMSH2与PTEN在正常结直肠组织表达(×100). A: hMSH2; B: PTEN. 
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■应用要点
在散发性结直肠
癌发生、发展过
程中错配修复蛋
白hMSH2表达缺
失伴有PTEN蛋白
表达下调. 二者联
合与散发性结直
肠癌发生、发展
关系密切. 联合检
测二者的表达可
能会有助于结直
肠癌预防及诊断.

明显相关(P >0.05, 表2). 
P T E N表达与肿瘤分化程度正相关(r s = 

0.727, P <0.05), 与浸润深度、Dukes分期、淋巴

结转移、肝转移均负相关(分别为: r s = -0.727, r s 

= -0.718, r s = -0.718, r s = -0.535, P <0.05, 表3). 
hMSH2与PTEN蛋白表达在散发性结直肠

癌中呈正相关(r s = 0.679, P <0.05), 错配修复蛋白

hMSH2表达缺失伴有PTEN蛋白表达下调(表4). 
2.2 Western blot检测结果 β-actin、hMSH2、
PTEN蛋白分子量分别为42 kDa、110 kDa、
55 kDa, Western杂交后在42 kDa、110 kDa、55 
kDa位置出现相应阳性条带. 采用凝胶成像分析

系统对杂交条带进行半定量分析, 蛋白含量以

IA表示, 以相对积分吸光度比较蛋白表达高低, 
每次检测蛋白时均检测β-act in蛋白, 以其为标

准对所检测hMSH2、PTEN蛋白进行定量. 与对

照组织相比, 42例结直肠癌组织中25例hMSH2
蛋白低表达, 其低表达率为59.52%(25/42), 19例
PTEN蛋白低表达, 其低表达率为45.24%(19/42), 
两种蛋白表达水平均明显低于对照组织

(P <0.05); 16例两种蛋白均低表达. hMSH2与
PTEN蛋白表达在散发性结直肠癌中呈正相关(r s 
= 0.816, P  <0.05)(图3).

3  讨论

近1 0余年来 ,  结直肠癌发生分子模型的提

出、遗传性非息肉病性结直肠癌(h e r e d i t a r y 
nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC)发病机制

的阐明和APC-β-catenin-Tcf通路改变在结直肠

癌发生中作用的确定是结直肠癌研究具有影响

的三大进展. 自1993年Thibodeau et al在HNPCC
中证实有微卫星不稳定(microsatellite instable 
MSI)存在以来, 在HNPCC发生中非常明确, 由
于错配修复基因的突变引起MSI而发生结直肠

癌. hMSH2基因在其中起重要作用. MMR功能

缺陷的表现型是高度的微卫星不稳定(high level 
microsatellite instability, MSI-H), 又称之为复制

错误(replication error, RER)阳性[3]. 复制错误阳

性的散发性结直肠癌与复制错误阴性者相比, 
较少发生淋巴结转移, 生物学行为较好[4]. 研究

发现, hMSH2蛋白的表达变化结果可很好的识

别MSI-H肿瘤和预示MMR功能缺陷的存在[5]. 

表 1 hMSH2、PTEN蛋白在各组组织中的表达

     
分组           n

                 hMSH2                        PTEN

                          阴性  低表达  高表达  阴性  低表达  高表达

正常组 15      1     5 9          1       6   8

远端癌旁 42      7   16        19          7     13 22

近端癌旁 42      8   14        20        10     20 12

结直肠癌 42    13   18        11        18       9 15

表 2 hMSH2和 PTEN蛋白表达与临床病理特征之间的关系

     
对比项目

     
n

     hMSH2            PTEN

                             阴性  低表达  高表达  阴性  低表达  高表达

年龄(岁) 

    ≤55   22        6       10   6        10        4   8

    >55   20        7         8   5          8        5   7

性别 

    男   23        9         8   6        12        3   8

    女   19        4       10   5          6        6   7

部位 

    直肠   19        5       10   4          7        6   6

    结肠   23        8         8   7        11        3   9

分化程度 

    高中   27      11         8   8          8        5 14

    低未   15        2       10   3        10        4   1

浆膜浸润 

    有   15        4         6   5        14        1   0

    无   27        9       12   6          4        8 15

Dukes分期 

    A+B   22        5       10   7          1        8 13

    C+D   20        8         8   4        17        1   2

淋巴转移 

    无   22        5       10   7          1        8 13

    有   20        8         8   4        17        1   2

肝转移 

    无   35      11        16   8        11        9 15

    有     7        2         2   3          7        0   0

组织类型 

    腺癌   31        8       14   9        14        5 12

    黏液     8        3         3   2          3        3   2

    腺癌

    印戒     3        2         1   0          1        1   1

    细胞癌

大体类型 

    隆起型   10        4          4   2          3        4   3

    溃疡型   28        8       12   8        13        4 11

    缩窄型     4        1         2   1          2        1   1

图 3 蛋白印迹检测hMSH2与PTEN在散发性结直肠癌和远
端对照组织中的表达. 

hMSH2

PTEN

β-actin

110 kDa

55 kDa

42 kDa

T            N             T           N
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本研究结果显示: 在42例散发性结直肠癌

病例中, 有13例hMSH2失表达, 占28.3%(13/42)
此结果与Gafa et al [4]研究结果相一致. hMSH2蛋
白失表达率高于正常组织, 与肿瘤分化程度、

Dukes分期、浸润深度、淋巴结转移位未见明

显相关, 这与史恩溢 et al [6]研究结果一致. 说明

在结直肠癌发生、发展过程中, 错配修复基因

hMSH2是遗传易感基因, 此基因的突变或缺失

与散发性结直肠癌密切相关. 目前认为, 单独

hMSH2基因缺陷不足以引起肿瘤, 错配修复基

因缺陷可能主要通过三条途径促进肿瘤的发生

与发展: (1)增加癌基因和/或抑癌基因的突变率. 
(2)使一些重要的功能基因发生遗传不稳定. (3)
通过化学物质使细胞损伤导致肿瘤发生. 

PTEN/MMAC1/TEP1基因是1997年由3个
研究组分别发现和命名的一种抑癌基因. PTEN
的抑癌作用可通过以下途径来完成: (1)FA K途

径[7]. (2)三磷酸脂酸肌醇(PI3)激酶途径[8]. (3)丝
裂原激活的蛋白激酶(mitogen activated protein 
kinase, MAPK)途径[9]. 关于PTEN与肿瘤之间的

关系已有较多报道. Cowden(CD)征合征是一种

常染色体隐性遗传性肿瘤综合征, 对其家系进行

的研究发现存在着PTEN基因的生殖细胞突变. 
这充分说明, PTEN是一个典型的抑癌基因[10]. 其
他恶性肿瘤如恶性胶质瘤、前列腺癌、子宫内

膜癌及卵巢癌中, 也发现了较高频率的PTEN等

位基因杂合性缺失和突变, 其中子宫内膜癌的

突变率可高达50%[11]. 
本研究结果显示: PTEN蛋白表达阴性率高

于正常组织; 此结果与刘振华 et al [12]研究结果相

一致. PTEN蛋白表达水平与mRNA水平结果一

致, PTEN抑制肿瘤作用主要通过脱去多种促瘤

生长因子介导的细胞内信号转导途径中的关键

激酶的磷酸根, 降低其磷酸化水平, 阻断信号传

导通路, 以抑制细胞生长、转化、黏附、铺展

及迁移, 促进调亡, 对肿瘤生长、侵袭和转移起

负性调控作用. 当PTEN基因失活, 促瘤生长因

子磷酸化, 导致肿瘤形成. PTEN蛋白表达与肿瘤

分化程度呈正相关, 与Dukes分期、浸润深度、

淋巴结转移均呈负相关与孟冬月 et al研究结果

一致[13]. 孟冬月探讨结直肠癌中PTEN、E-cad、
MMP-2表达情况显示: 淋巴结转移组PTEN、

E-cad低表达, PTEN蛋白在高分化、中分化、低

分化表达逐步降低, 与本实验结果符合. PTEN
表达缺失通过intergrin介导的MAPK信号转导途

径, 促进瘤细胞的迁移和扩散. 赵勇 et al [14]研究

结直肠癌survivin, PTEN表达及其与细胞增殖、

凋亡的关联性结果显示PTEN阳性率与分化程

度正相关. PTEN表达缺失可以增强肿瘤细胞整

合素与配体结合强度, 将信号传递进入细胞核

内, 调节细胞内信号通道、控制细胞骨架变形

和能量代谢, 从而改变细胞的形态、移行从而

使细胞的恶性度增加[15]. 
在Western blot结果显示: 42例结直肠癌与

对照组织相比, hMSH2蛋白低表达率为59.52%; 
PTEN蛋白低表达率为45.24%; 两种蛋白表达水

平均明显低于对照组织. hMSH2蛋白低表达说

明hMSH2蛋白与结直肠癌发生关系密切, 错配

修复缺陷可通过增加癌基因和/或抑癌基因的突

变率[16]导致结直肠癌发生或通过微卫星不稳定

使某些决定性基因如TGF-β型受体基因突变[17], 
促使肿瘤形成. 同样在结直肠癌组织中PTEN蛋

白低表达也说明PTEN蛋白与结直肠癌发生关

系密切, PTEN基因失活, 导致PTEN蛋白生成减

少, 通过FAK途径[7]或MAPK途径[9]进而导致结

表 3 PTEN蛋白表达与肿瘤分化程度、浸润深度、
Dukes分期、淋巴结转移及肝转移相关性分析

     
对比项目         n

                          PTEN

                                   阴性       低表达        高表达       r s值

分化程度 

    高中       27   8             5    14       
0.727

    低未       15 10             4      1 

浆膜侵犯 

    有       15 14              1      0     
-0.727

    无       27   4              8    15 

Dukes分期 

    A+B       22   1              8    13     
-0.718

    C+D       20 17              1      2 

淋巴转移 

    无       22   1              8    13     
-0.718

    有       20 17              1      2 

肝转移 

    无       35 11              9    15     
-0.535

    有         7   7              0      0

表 4 hMSH2与PTEN蛋白表达相关性分析

     
                             hMSH2

                            阴性     低表达     高表达     
 r s值         P

             阴性        6          7         5  

PTEN    L             4          3         2       0.679    <0.05

             H             3          8         4

■同行评价
错 配 修 复 蛋 白
hMSH2、hMLH1
和PTEN表达变化
与大肠癌发病的
关系, 已写进教科
书, 但两者之间相
关性的研究较少, 
国内曾在胃癌、

子宫内膜癌和肺
癌中对hMSH2和
PTEN表达变化的
相关性作过研究, 
尚未见大肠癌中
hMSH2和PTEN
表达变化的相关
性研究, 故该文有
一定的参考价值. 
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直肠癌发生. 
本研究结果显示:  hMSH2与PTEN在散发性

结直肠癌的表达呈正相关. 提示二者在细胞增

殖调控可能存在正反馈调节机制, PTEN抑癌基

因失活容易出现微卫星不稳定, 基因的多点突

变和DNA复制错误, 使hMSH2基因表达代偿性

上调, 但增多的基因产物仍不足以修复已发生

损伤的基因, 使细胞向恶性转化. 错配修复蛋白

hMSH2与PTEN在散发性结直肠癌中呈失表达

及低表达, 在正常结直肠组织呈显著表达. 一定

比例的散发性结直肠癌中存在PTEN表达与其

临床病理特征相关. 在散发性结直肠癌发生、

发展过程中错配修复蛋白hMSH2表达缺失伴有

PTEN蛋白表达下调. 二者联合与散发性结直肠

癌发生、发展关系密切. 联合检测二者的表达

可能会有助于结直肠癌预防及诊断. 
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Abstract
Interleukin-21 (IL-21) is a recently discovered 
cytokine. Once combined with its receptor, 
IL-21 can regulate B cell proliferation, promote 
proliferation and differentiation of T cells and 
NK cells and enhance killing activity of NK cells. 
Inflammatory bowel disease (IBD) is a kind of 
autoimmune disease. Its pathogenesis is not 
clear yet and many factors may participate in it. 
Immunological derangement plays a significant 
role in IBD development which involves 
alteration of several cytokines. IL-21 is just one 
of them. This article reviewed IL-21 and its 
relationship with IBD.

Key Words: Interleukin-21; B-cell; T-cell; NK-cell; 
Inflammatory bowel disease
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摘要
白介素21(interleukin-21, IL-21)是一种新近发
现的细胞因子, 与其受体结合后可以调节B
细胞的增殖, 促进T细胞、NK细胞的增殖、

分化并能提高NK细胞杀伤活性. 炎症性肠病
(inflammatory bowel disease, IBD)是一种自身
免疫性疾病, 其发病机制尚不明确, 可能有多
种因素共同参与, 免疫紊乱在IBD发生发展中
起着重要作用, 多种细胞因子的变化与IBD有
关. IL-21就是其中的一种. 本文就IL-21及其
与IBD关系的研究进展作一综述.

关键词: 白介素21; B细胞; T细胞; NK细胞; 炎症性

肠病
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0  引言

2000年美国华盛顿大学的Parrish-Novak et al [1]

通过构建一个具有预测信号肽和两性分子螺旋

的表达序列时发现一段编码Ⅰ类细胞因子受体

的cDNA序列, 将其编码的蛋白质正式命名为白

介素21受体(interleukine 21 receptor, IL-21R), 随
后从活化的人CD3+ T细胞中成功克隆出白介素

21(interleukine 21, IL-21)的基因[1-5].

1  IL-21结构

人IL-21基因定位于4q26-q27, 与IL-2、IL-15在同

一染色体上, 距IL-2基因大约180 kb, 距IL-15则
较远[2]. Asao et al [6]报道人IL-21cDNA(GenBank
号: AF254069)共642个核苷酸, 其中自42位至

535位核苷酸为编码区. 美国国立医学图书馆

的注解组(NCBI annotation project)报道的IL-21 
cDNA(GenBank号: XM-011082)为617位核苷酸, 
去除了最后25个核苷酸. 其中第280位核苷酸为

C, 而Mehta et al [2]报道的为T, 但两者编码的蛋

白质并无区别, 皆为Cys. 鼠IL-21(GenBank号: 
AF254070)定位于3号染色体上, 共有3071个碱
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基对, 其中第54至494为编码区. 人IL-21开放阅

读码框编码162个氨基酸的多肽前体. 在31位Gly
处被酶切后表达131个氨基酸成熟的IL-21蛋白

质. IL-21有4个螺旋和IL-2、IL-4、IL-15高度同

源. 其中和IL-15有两对相同的Cys位点残基: 一
对是IL-21和IL-15独有的, 另一对也表达在IL-2, 
IL-4, GM-CSF上. 鼠IL-21由一段引导肽和122个
氨基酸的成熟多肽组成, 与人的IL-21有57%的

同源性. 鼠和人的IL-21在表达α螺旋A和D区域

时特别保守. 其他γc家族细胞因子的这些区域在

配受体识别过程中都发挥着重要作用. 鼠和人的

IL-21成熟多肽上都有一些配-受体相互识别的

关键氨基酸: 如IL-21第13位点的Asp酸性氨基酸

与IL-4上9号位点的Glu残基相似; 第114位点的

Gln与IL-2的第141位点的Gln残基相同. Parrish-
Novak et al , Mehta et al用Northern法在正常组织

中并未检测到IL-21的表达, 但在乙酰肉豆寇佛

波酯(PMA)加上伊屋诺霉素活化的外周T细胞中

可测得IL-21 mRNA的表达[1-2]. 在一系列对CD4+ 
T细胞的刺激实验中, 以16 h的抗-CD3单抗加抗

-CD28单抗刺激表达效果最佳, 其次为3.5 h的抗

-CD3单抗刺激, PMA加上伊屋诺霉素的刺激表

达水平一般, CD8+ T细胞表达量较少, CD19+ B细
胞和CD14+单核细胞基本无表达[7].

2  IL-21R结构

已证实人IL-21R是一个由独有的IL-21R亚单

位和γc(γ-chain)组成的复合体. 其中IL-21R亚单

位为配体识别结合部位, γc为信号传导单位[9].  
Alves et al [10]利用GenScan和BLAST通过套式

RT-PCR鉴定出了一种新的细胞因子受体(novel 
interleukin receptor), 后来命名为IL-21R. 人IL-
21R亚单位(GenBank号: AF254067)位于16p12, 
距IL-4Rα基因仅39 kb. 而Julla et al [1]报道的人

IL-21R亚单位位于16p11. 人IL-21R亚单位基因

共2887个核苷酸, 有9个外显子, 可编码538个氨

基酸. 鼠IL-21R(GenBank号: AF254068)共1735
个核苷酸, 可编码529个氨基酸. 人与鼠IL-21R
在DNA水平上一致性为72%. IL-21R亚单位分

子属于典型的γc家族细胞因子受体. 共有538位
氨基酸, 前14位为引导序列. 胞外区有细胞因子

信号识别模块, 有两对保守的Cys残基和一个

WSXWS基序, 5个N-糖基化位点和若干个O-糖
基化位点. 胞内区有典型的Box1, Box2信号传

导区. C端有STAT3的结合位点. 人IL-21R亚单

位与IL-2Rβ有27%的同源性[6], 和IL-4Rα、IL-

2132                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年7月8日      第16卷     第19期

9R[11]有高度同源性. 鼠IL-21R亚单位共有529位
氨基酸, 与人IL-21R亚单位有62%同源性, 并含

有所有的结构和功能基序. IL-21R亚单位主要表

达在正常的淋巴组织包括脾、胸腺、淋巴结、

外周血淋巴细胞等和纤维化肺组织中. 细胞类

型主要有外周静息CD23+ B细胞、CD56+ NK
细胞(NK-92)、Raji(人Burkitt淋巴瘤细胞系)、
Jurka t(人T细胞白血病细胞系)、IM-9(人B细

胞系细胞系)、HS Sultan(人B细胞系细胞系)、
A20(鼠B细胞淋巴瘤细胞系). 不表达于CD3+ T
细胞、C D14+单核细胞、E L4(鼠胸腺瘤细胞

系)、K562(人T细胞白血病细胞系)[12].

3  IL-21的信号转导

IL-21被认为是IL-2细胞因子超家族成员. IL-2家
族包括IL-2、IL-4、IL-7、IL-9、IL-15和IL-21
共6个细胞因子, 他们共用受体亚单位γ链, 在促

进和维持T淋巴细胞群中起主要作用. 由这些细

胞因子介导的详细的分子信号传递途径尚未完

全澄清. 然而JAK/STAT, MAPK和P13这三个主

要的途径已经清楚[13-14]. IL-21R以同源二聚体

形式存在, 其胞内区可能有STAT5锚定位点, 且
γ链是IL-21R复合物的必需亚单位, 参与IL-21R
的信号转导, 可激活STAT蛋白(参与蛋白质包括

JAK1, JAK2, JAK3, STAT3和STAT5), 引发细胞

增殖. 当γ链与相应的配体如IL-21结合后, 引起

JAK3的活化, 并将信号传导给下游效应分子发

挥作用[15]. 共同γ链和JAK3在胞质区作用, 并通

过JAK3的磷酸化作用转导信号至细胞内. 另外, 
猪IL-21诱导的NK细胞的增殖和IFN-γ的产生均可

被JAK-3特异的抑制剂所抑制, 表明猪IL-21刺激

JAK3信号途径引发NK细胞增殖和IFN-γ产生[15].

4  IL-21的生物学功能

IL-21R的广泛表达引导学者在多种免疫细胞包

括B淋巴细胞、T淋巴细胞和NK细胞中研究, 探
讨IL-21的生物学功能. 

在人类原始的B细胞, IL-21可增强抗CD40
介导的增殖而抑制抗免疫球蛋白M(IgM)和IL-4
诱导的增殖[1]. 在检测IL-21对鼠的原始B细胞

作用时, 发现抗免疫球蛋白M(IgM)和IL-4诱导

的增殖也被抑制, 但是IL-21不能增强或抑制抗

CD40介导的增殖[16-18]. 已确定IL-21通过下调抗

凋亡因子如Bcl-xL和Bcl-2诱导休眠和活化的B
细胞凋亡. IL-21诱导凋亡的能力使其成为γc细
胞因子家族中独特的一员[19-21], 更详细的研究显
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示IL-21诱导抗CD40活化的B细胞凋亡的同时, 
也促使其增殖反应. 这种双重作用可能解释了

IL-21为什么不能影响所有抗CD40活化的小鼠

B细胞增殖的原因. 所有这些反应都是IL-21的
直接作用, 而在IL-21R基因敲除鼠没有显示对

IL-21介导的凋亡或抗增殖信号的敏感性[22].
IL-21是作用于B细胞的一类免疫抑制因子, 

可以抑制B细胞淋巴瘤细胞亚群的增殖, IL-21也
可能在调节B细胞肿瘤发生方面具有作用[23-25].
但是, 在许多急性B细胞白血病没有发现IL-21R, 
也可能IL-21在免疫应答时通过旁路发挥抗增

殖作用[7]. 相反, IL-21也显示是骨髓瘤细胞生长

和生存的因子. IL-21在鼠的原始B细胞可诱导

Stat1和Stat3的磷酸化. Stat3在变异细胞的增殖

和存活中起关键作用, 而Stat1则是一种肿瘤抑

制因素. Stat1缺失鼠对致癌物所致肿瘤有高度

的易感性[26], 因此, IL-21可能依赖Stat蛋白的不

同比例发挥促增殖和抗增殖的作用. 有资料显

示: IL-21是B细胞产生IgG1的另一重要调节因

子, IL-21反应性的丧失可导致内在性B细胞的缺

陷, 进而广泛影响免疫球蛋白的合成. 在IL-21上
调IgG1时, 抑制IgE的合成. 在免疫的IL-21R缺失

小鼠可见到IgE产物的显著上调, 而在IL-4、IL-
21R缺失小鼠这种上调完全消失, 证实IgE的合

成完全依赖于IL-4信号[11]. IL-21对IgG1的诱导

和对IgE抑制的这种双重作用的一种可能解释是

IL-21抑制了IgG1向IgE连续的转换. IL-21对B细
胞呈现变化的、有时相反的作用, 在体内IL-21
对B细胞刺激的生理作用可能高度依赖于细胞

共同刺激的环境[1,15]. 
NK细胞作为先天性免疫系统的一部分在

获得性免疫反应形成时, 成为对抗病原体和肿

瘤的第一道屏障. NK细胞不需要预刺激或抗原

特异性, 可以破坏异常的细胞, 产生细胞因子如

干扰素(IFN-γ)、淋巴细胞毒素β、肿瘤坏死因

子(TNF)和GM-CSF, 既介导细胞毒性作用又为

获得性免疫系统的激活做准备. NK细胞的发育

和激活本质上依赖于Ⅰ类细胞因子受体的活性. 
NK细胞在γc, IL-2Rβ或Jak3基因缺失的小鼠中不

发育, 因为这些都是IL-15和IL-2信号的成分[27]. 
已证实IL-15和IL-2可促进来自BM的NK前体细

胞的生长和发育, 认为二者对NK细胞的发育是

必需的[28].
IL-21R在幼稚和激活的NK细胞都有表达, 

IL-21有调节NK细胞的增殖和功能的作用[15,29-31]. 
在体外, IL-21抑制IL-15或IL-2介导的NK细胞的

增殖, 当将IL-21与鼠休眠的NK细胞单独培养时, 
既没有产生NK细胞的生长也没有出现NK细胞

的激活. IL-21对细胞生长发育的拮抗作用通过

Bcl-2的异位表达可得到恢复. IL-21处理也可致

鼠休眠NK细胞大小和颗粒增加, 上调NK细胞表

面与活化有关的标记. 这些资料显示IL-21与其

相近的IL-15和IL-2不同, 在促进休眠细胞的生

存或活化时不是必需的, 仅参与了终末分化或

成熟程序的诱导[32-33]. IL-21对鼠活化的NK细胞

有显著的作用, 用IL-21再次刺激已活化的NK细

胞可增强NK细胞对YAC-1靶细胞和IFN-γ产物

的细胞毒性. 在IL-21提高活化的NK细胞效应子

功能的同时, 他也同时降低了这些细胞在IL-15
存在或缺乏时的发育能力[29].

T淋巴细胞IL-21来源于激活的CD4+细胞尤

其是Th2效应细胞[1,29]. 在CD4+和CD8+ T细胞亚

群, 都可检测到IL-21R的表达[13,29]. 基于IL-21R
在T细胞亚群的表达以及大量T细胞来源的细胞

因子对T细胞功能的影响, IL-21对T淋巴细胞功

能的作用也倍受关注.
关于IL-21在TCR介导增殖方面的作用, 最

初认为他是T细胞辅助刺激因子. IL-21可增强

各类由抗CD3诱导的T细胞增殖, 包括鼠胸腺细

胞和浓缩的外周T细胞, 人类幼稚T细胞[32,38-39]. 
IL-21可增强特异病毒效应细胞的生长, 说明他

在特异抗原时具有辅助刺激的特性. 另外, IL-21
能促进人TCRγ/δT细胞在应答非肽微生物抗原

时的生长[32]. 但是, 由于缺失IL-21R的淋巴细胞

可通过TCR刺激引起增殖, 因此TCR驱动的增殖

不需要内源性IL-21[27,32]. 另外, 与其他γc细胞因

子如IL-2, IL-7和IL-15不同, IL-21不能克服辅助

刺激阻断剂[33-34].
已知在体内和体外IL-21优先由Th2效应细

胞产生, Th细胞来源的细胞因子可直接影响Th
细胞的发育这一概念已被广泛接受. 检测IL-21
在体外对Th细胞发育的作用, 发现IL-21不能直

接促进Th2细胞的分化, 但是在高纯化的幼稚Th
前体细胞中, 可使Th1细胞的标志因子IFN-γ的产

生减少. 内源性IL-21在体内对Th1应答的限制作

用已被证实. 在IL-21R缺陷鼠, 大量的Ⅰ型迟发

型超敏反应显著增强, 并与IFN-γ产物的增加有

关, 尤其是来自免疫鼠淋巴结的纯化CD4+细胞

IFN-γ增加[34,40-41]. 但是, IL-21R缺陷鼠感染病原

微生物产生强烈的Th1应答后, IFN-γ的血清水平

并没有增加[27]. 这些结果强调了在各种免疫背景

下检查IL-21反应的重要性, 因为IL-21在免疫应答

■相关报道
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用Northern法在
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中的依赖性可能根据免疫环境的变化而不同.
与在T h细胞观察到的结果不同, I L-21在

CD8+细胞毒性T淋巴细(CTLs)中成为IFN-γ产物

和效应细胞功能的诱导物[28,34-37]. 在体外, CTLs
在I L-21的参与下 ,  同种脾细胞的2次刺激后 ,  
IFN-γ产物增加. 同时, IL-21与IL-15协同作用增

强了这些细胞的溶解活性[34,42].
在体内IL-21能增强CD8+ CTLs的应答能力,

已在多个分泌IL-21的肿瘤细胞模型中得到证

实[36,44-46]. 将分泌IL-21的黑色素瘤细胞株注入小

鼠, 显著诱导了NK细胞和CD8+ T细胞的产生, 
对肿瘤完全排斥. 伴随IL-21的表达, 肿瘤特异性

T细胞四聚体染色显示肿瘤特异性CD8+细胞的

生长和产生IFN-γ细胞数目的增加. 注射了表达

IL-21细胞的小鼠, 其脾细胞显示CTLs的活性增

强[38,43]. 这一结果支持以前的观察, IL-21对活化

前的NK细胞和CTL功能是较有效的诱导剂. 肿
瘤特异性CTL的激活和IFN-γ产物, 在产生IL-21
的鼠乳腺癌和结肠癌细胞也有类似的增加[36]. 这
些结果显示了IL-21在CTLs应答中的重要作用,
而且为肿瘤的免疫治疗提供了新的可能.

TCRγ/δ T细胞通过识别非肽复合物, 在对许

多病原微生物的免疫应答中, 发挥着重要的作

用. 这些细胞的激活不但依赖于抗原的识别, 而
且高度依赖于细胞因子的环境. IL-21显示可抑

制Th1细胞和TCRγ/δ T细胞产生IFN-γ, 而增加

CD8+ T细胞对IFN-γ的产生. 已知Th1细胞产生的

IFN-γ是一重要的自身免疫调节因子, 令人产生

兴趣的是IL-21在自身免疫中有怎样的调节作用

以及是如何发挥作用的. 例如, IL-21在自身免疫

反应中可抑制依赖CD4+细胞产生IFN-γ, 最终抑

制自身免疫性疾病. 但是在自身免疫应答启动

后如自身免疫性糖尿病, IL-21由于诱导了CTLs
的活性, 促进了组织的破坏, 使病情恶化[47-49].

5  IL-21与CD

I B D是近年来在我国及欧美诸多国家极为普

遍的一种自身免疫性疾病. IBD包括溃疡性结

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

特征. 免疫紊乱在IBD发生发展中起着重要作 
用 [50-55],  多种细胞因子的变化与I B D的有关 , 
IL-21是新近发现的一种细胞因子, 是与众多细

胞因子紧密相关的一个核心因子.
T细胞介导的免疫反应在IBD组织破坏的发

病机制中发挥着中心的作用[56-57]. T细胞在IBD

中如何介导组织破坏至今尚不清楚, 但有证据

显示T细胞衍生的细胞因子IL-21刺激人类的成

纤维细胞合成分泌间质金属蛋白酶(MMP)-1, 
MMP-2, MMP-3和MMP-9, 这种酶能直接降解黏

膜. 在IBD中IL-21的表达水平也是增高的, 他可

能促进消化道组织的破坏[56]. 此外, 在从自身免

疫和炎症性CD患者孤立的整个黏膜和固有层单

核细胞中IL-21蛋白产量的研究显示与健康的对

照组相比较在发病部位IL-21高表达, 表明IL-21
在CD中促进慢性进行性黏膜炎症[56].

已证明黏膜免疫细胞与非免疫细胞相互作

用的活跃共同促进组织破坏, 而细胞因子是必

须调节者. IL-21是其中的一员, 在CD组织中是

过度表达的, 支持帮助Th1细胞反应进行性炎症. 
这表明, 在消化道IL-21能调节除增强Th1细胞免

疫反应外的其他的炎症路径[57-60]. 用IL-21刺激肠

内上皮细胞引起了ERK1/2和p38磷酸化的增强, 
增加了MIP-3α(T细胞的化学诱导物)的合成[61-62]. 

总之, IL-21刺激成纤维细胞分泌细胞外基

质降解酶, 刺激上皮细胞分泌T细胞化学诱导

物MIP-3α, 且是一种致炎因子. 这些共同表明

IL-21在UC和CD的慢性炎症中起调节作用, 并
提示我们IL-21可能成为IBD的治疗方法.

6  结论

IBD在国外极为常见, 患病率达40-100/10万. 国
内该病近年有明显增多的趋势[55]. 专家预测, 随
着人们生活方式的改变, 21世纪IBD的患病率必

将进一步增加. IBD的病因和发病机制尚不清楚, 
IL-21可能在IBD中发挥重要作用, IL-21有望有

效控制发作、维持缓解, 提高IBD患者的生存质

量. IBD的临床表现多样, 发病过程复杂, 可能牵

涉许多因素, IL-21与IBD之间的相互作用尚有待

进一步研究.
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Abstract
Intestinal fibrosis is a serious complication 
of many inflammatory bowel diseases and is 
mainly caused by excessive proliferation of 
intestinal mesenchymal cells and abnormal 
deposition of extracellular matrix (ECM). 
Transforming growth factor beta (TGF-β) plays 
a key role in the development of intestinal 
fibrosis. Connective tissue growth factor(CTGF) 
is the specific downstream mediator in many of 
the important fibroproliferative effects of TGF-β. 
TGF-β-induced CTGF expression is mediated 
through several signaling pathways. This 
paper reviewed the current knowledge about 
the formation mechanism of intestinal fibrosis 
and discussed roles of TGF-β/CTGF in this 
progression.

Key Words: Intestinal fibrosis; Transforming growth 

factor-β; Connective tissue growth factor; Signal 
transduction
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摘要
肠纤维化是多种炎性肠病比较棘手的并发
症, 主要因肠间质细胞的过度增殖及细胞外
基质(extracellular matrix, ECM)的异常沉积所
致, 转化生长因子(transforming growth factor-
beta, TGF-β)在此过程中起了关键作用. 结缔
组织生长因子(connective tissue growth factor, 
CTGF)作为TGF-β致纤维化作用的特异性下
游介质, TGF-β的促肠纤维化作用可通过多种
信号途径诱导CTGF的表达来完成, 本文根据
国内外研究资料, 就肠纤维化的形成机制及
TGF-β/CTGF在此进程中的作用和调控机制
作一简要综述.  

关键词: 肠纤维化; 转化生长因子-β; 结缔组织生

长因子; 信号转导
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0  引言

肠纤维化是克罗恩病(crohn's disease, CD)、辐

射性肠炎等多种慢性肠病较严重的并发症, 主
要因慢性炎症与肠间质细胞、细胞因子及炎性

细胞间复杂的相互作用, 使肠间质细胞过度增

殖及细胞外基质(extracellular matrix, ECM)异常

沉积所致. 在肠纤维化的形成过程中有多种细

胞因子参与, 如TGF-β、CTGF、IGF-1、IL、
TNF-α、Ang II、bFGF、PDGF和VEGF等. 这些

细胞因子通过旁分泌介导细胞-细胞间的作用, 
或通过自分泌的形式作用于自身, 形成复杂的

细胞因子网络, 对成纤维细胞(fibroblasts, FB)等
间质细胞的过度增殖和ECM的异常沉积都有显

著影响, 在肠纤维化的发生、发展过程中起着
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比较棘手的并发
症, TGF-β/CTGF
在此形成过程中
起重要作用, 本文
探讨TGF-β/CTGF
及其通路在肠纤
维化形成机制中
的作用. 
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非常重要的作用. 其中TGF-β是参与肠纤维化形

成过程中的一种关键性细胞因子, 近年新发现

TGF-β的下游效应分子CTGF能够介导TGF-β的
许多生物学效应, 包括促纤维化效应, 并且其作

用可通过多种信号途径诱导CTGF的表达来完

成, 本文根据国内外研究资料, 就TGF-β、CTGF
及TGF-β-CTGF信号通路在肠纤维化形成中的

作用和调控机制作一综述. 

1  肠纤维化机制

肠纤维化被认为是对于慢性炎症和损伤活动过

度的, 不可逆的伤口愈合反应[1]. 伤口愈合反应

对于受损肠道黏膜的组织修复及结构重塑来说

是必不可少的, 但大量慢性炎性细胞的反复浸润

会导致ECM聚集, 细胞增殖而形成肠纤维化. 纤
维化是CD、辐射性肠炎等多种肠病较严重的并

发症, 其中约1/3的CD患者并发肠狭窄[2], 其病理

表现为肠道肌层过度生长, 胶原组织过度沉积, 
间质细胞异常增殖[1], 从而使肠壁变厚、肠腔变

窄、弹性降低, 形成纤维化及狭窄, 进一步发展

可导致肠梗阻[3]. 针对肠纤维化及狭窄, 目前国

际较为公认的为外科手术干预, 但因其易复发, 
频繁的肠切除术易造成短肠综合征(short bowel 
syndrome, SBS)[4]. 因而, 研究肠纤维化的发生机

制及探索有效而副作用少的防治措施成为该领

域关注的焦点. 
1.1 间质细胞与肠纤维化 长期以来, 间质细胞被

认为是“纤维原性细胞”, 广泛的分布于整个肠

壁, 自上皮下、固有层、黏膜层、黏膜下层直到

肌层[5], 其在肠纤维化发生机制中的作用是近年

的研究重点. 主要有FB V+/A-/D-, (V: vimentin, 波
形蛋白; A: actin, 肌动蛋白; D: desmin, 结蛋白)、
上皮下肌成纤维细胞(subepithelial myofibroblasts, 
SEMF)V+/A+D+、平滑肌细胞(smooth muscle 
cells, SMC)V-/A+/D+)构成. 在正常肠道内, FB
和SEMF见于黏膜下层, 浆膜层和肌间结缔组

织, 是胶原mRNA和蛋白表达的主要场所, SMC
则位于黏膜层及肌层[6]. 此外, 还有肠星形细胞

(interstitial cells of cajal, ICCs)、肥大细胞(mast 
cell)、肠上皮细胞(intestinal epithelial cells, IEC)
等在肠纤维化形成中也起作用. 肠间质细胞在

肠壁上分泌产生大量胶原[7], 是合成和分泌ECM
的主要来源, 研究表明纤维化肠段间质细胞倍

增时间增快, 并且产生和收缩胶原的能力增强[8]. 
其中FB是疏松结缔组织的主要细胞成分, 且在

CD等肠纤维化患者狭窄肠段中的含量最多, 因
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此, FB被认为是肠壁各层纤维化和狭窄形成的

主要细胞类型[9]. 在炎症初期, 大量间质细胞被

激活时, 其表型和功能发生很大的改变, 转化为

表达α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)的肌成纤维细

胞(myofibroblasts, MFB), MFB是活化的FB, 兼有

SMC和FB的特性, 既具有收缩功能, 又能产生、

分泌ECM, 并且其合成ECM的能力显著增强[10], 
因而, 肠间质细胞表型和数量的变化与肠纤维化

及狭窄的形成密切相关. 
1.2 ECM与肠纤维化 ECM的积聚过度和降解不

足可促进肠纤维化形成, 且ECM异常收缩可导致

瘢痕形成、组织畸形, 进一步导致肠梗阻发生. 
胶原蛋白是ECM中含量最丰富的结构蛋白, 与纤

维粘连蛋白(fibronectin, FN)等构成ECM主要组

成成分. 目前认为, 肠壁组织中胶原成分主要由

Ⅰ、Ⅲ型胶原及少量Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ型胶原组成[11], 
其中, 正常肠壁组织含有丰富的Ⅰ型胶原, 约占

胶原总成分的70%, Ⅲ型胶原和Ⅴ型胶原分别约

占20%和12%[12]. Ⅰ型、Ⅲ型胶原常相伴分布, 有
利于保持肠壁组织的弹性及灵活性. 在正常的发

育过程中, 胶原有助于组织和器官的形成, 而在

病理情况下参与创伤修复及器官纤维化. 因而, 
在组织生理和病理状态, Ⅰ、Ⅲ型胶原的绝对和

相对比例变化极大, Ⅲ型∶Ⅰ型胶原比率增加率

与炎症浸润程度相一致[11]. 纤维化肠组织中, 过
度表达的纤维原性胶原可能沉积在固有层、黏

膜层、黏膜下层、肌层及浆膜层[6,13], 并发现自

CD狭窄肠段分离、培养的FB合成Ⅲ型胶原的

能力显著增加[14], 1995年, Graham证实肠纤维化

狭窄肠段中含有丰富的Ⅲ型胶原[15]. 进一步研究

显示, 胶原主要由FB等间质细胞合成, 间质细胞

可通过改变胶原的新陈代谢而诱导黏膜层、黏

膜下层Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ型胶原在肠壁组织异常

沉积而形成肠纤维化[7]. 肠纤维化患者的黏膜层, 
黏膜基层或固有层Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ胶原蛋白和

mRNAs表达均升高[3,16]. 可见, Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ

型胶原与肠纤维化病理改变直接相关, 促进Ⅰ、

Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ型胶原的降解或抑制、阻断其过度

沉积, 可有效防治肠纤维化发生、发展.

2  TGF-β与肠纤维化

TGF-β是一种多效细胞因子, 有很强的抗炎作

用也促进纤维化形成. 在肠纤维化的发生中具

有双重作用, 正常表达时能抑制炎症反应和细

胞增殖、调节细胞的生长、分化和免疫功能而

起正面作用[17]; 而过度表达则起推进肠纤维化

进程的负作用[12]. TGF-β被认为是启动间质细
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■研发前沿
肠纤维化及狭窄
的发病率呈上升
趋势 ,  而TGF-β /
CTGF是参与肠纤
维化形成的重要
细胞因子, 肠壁组
织中TGF-β/CTGF
表达的失调是导
致肠间质细胞过
度增殖、ECM沉
积 的 重 要 原 因 ,
合理调节TGF-β/
CTGF分子表达水
平有望成为干预
肠纤维化的有效
途径.
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胞增殖和ECM产生并抑制其降解的关键因子. 
TGF-β及其受体在CD患者肠壁组织及狭窄肠段

处分离、培养的间质细胞中均过度表达, TGF-β
刺激狭窄处FB等间质细胞过度增殖, 增强间质

细胞收缩能力并增强其合成及识别胶原的能

力, 诱导其表型变异, 刺激其生长活性而转化为

MFB[8,18]. 体内外试验均证实纤维化肠壁组织中

TGF-β表达较正常肠壁组织显著增高, 其持续过

度表达导致肠道中ECM的积聚、重塑. 肠壁黏

膜中的TGF-β不仅可以直接刺激黏膜层、黏膜

下层、固有层间质细胞对FN、Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、

Ⅴ、Ⅵ等多型胶原的mRNA表达增高[7-8,19], 而且

刺激肠间质细胞过度表达黏附分子及VEGF、
CTGF等促纤维化因子[20-21]; 还可通过抑制胶原

酶和蛋白酶如MMPs的产生, 以及促进组织抑制

因子如TIMPs的生成使ECM降解减少, 从而导致

大量的ECM沉积于肠壁, 最终形成纤维化, 甚至

狭窄[11,22-23]. 同时, TGF-β与IGF-1等细胞因子具

有协同效应, 能够共同趋使肠道MFB移至上皮

层导致肠纤维化[11,24]. 此外, 有研究显示活化的

TGF-β1腺病毒基因及TGF-β1基因转移至小鼠

结肠组织均可促使TGF-β1过度表达而形成广泛

肠纤维化[25]. 不难看出, TGF-β与ECM的变化、

肠纤维化及狭窄的发生、防治密切相关. 
TGF-β是一个大家族, 多功能、多向调节

的细胞因子, 一向有“双刃剑”之称, 抑制他的

表达虽可能对抑制肠纤维化有益, 但也有导致

免疫性疾病甚至肿瘤的可能. 因此, 单纯干扰

TGF-β的正面效应限制了抗TGF-β抗体的应用, 
可能引起许多难以预料的副作用, 故不能成为

临床上抗肠纤维化的有效措施. 寻找TGF-β下游

的效应分子作为治疗的靶点将更具有实用价值. 
CTGF正是我们寻找的TGF-β下游的效应分子, 
他受TGF-β诱导表达, 在生理条件下表达水平很

低, 生物学效应较单一, 可能仅介导TGF-β的促

纤维化效应.

3  CTGF与肠纤维化

CTGF为近年来发现的新的致纤维化因子, 是一

种富含半胱氨酸的多肽, 属即刻早期基因CCN 
(CTGF、Cyr61、nov)家族成员之一, 其组织

来源丰富, 存在于成年哺乳动物心、脑、肺、

肾、肝、胎盘等组织器官内. CTGF能被数种因

子转录激活, 其中以TGF-β最引人注目[26], 仅
作用1 h至少可诱导24 h的CTGF表达[27], 另外

PDGF、EGF、FGF也被证实可以引起CTGF的

表达, 但是其作用微弱和短暂[28]. CTGF的主要

作用是: 促进细胞增殖、合成胶原; 介导细胞黏

附和趋化作用; 诱导细胞凋亡; 促进血管和肉芽

组织形成等, 此外, 在正常生理过程中, 如胚胎

发生、移植与机体组织的创伤修复等的ECM代

谢中, 也起了重要作用. 
随着对CTGF结构生物学功能研究的加深, 

其在组织、器官纤维化中的作用逐渐引起了人

们的重视, 临床和实验研究均已证实CTGF的
表达与纤维化程度积分呈显著正相关[29]. 作为

TGF-β的特异性下游分子, TGF-β对CTGF基因

转录有明显的调控作用[30]. 研究表明, 如在结缔

组织纤维化、病理性瘢痕形成, 肝、肾、肺、

心、脊髓等多种组织器官纤维化疾病中, TGF-β
与CTGF大多协同表达增加[31]. 同时, CTGF对
T G F-β的生物效应起介导和加强作用 ,  介导

TGF-β的促ECM聚集和组织纤维化效应, CTGF
的存在可提高低浓度TGF-β与其受体的结合力, 
提升TGF-β的促纤维化效应; 而在缺少CTGF时, 
TGF-β不能单独促进组织纤维化进程[32]. CTGF
与TGF-β具有许多相似的生物学活性, 但不同的

是CTGF不能刺激FB悬浮生长或抑制内皮细胞

生长, 显示出CTGF不具备TGF-β的所有生物学

活性, 故认为CTGF作为TGF-β的特异性下游效

应分子, 仅针对TGF-β在间质细胞增生和ECM的

产生中发挥促纤维化作用[33-34]. 
CTGF主要集中在肠黏膜下层FB内、淋巴

结周围及接近肠腔表面的一些严重损伤区域内, 
由FB、SMC等间质细胞分泌合成[35]. CTGF对
急性肠黏膜损伤有修复作用, 其表达水平与炎

症程度密切相关, 同时在患者肠纤维化进程中

也被发现, CTGF不仅刺激间质细胞的增殖, 而
且可以直接诱导胶原的生成, 介导以FN为代表

的EC M的沉积、促进间质细胞与Ⅰ型胶原黏

着, 诱发肠纤维化, 甚至狭窄形成[8,31]. CTGF在
正常组织中, 无或极低表达[36], 而在CD和放射

诱导的纤维化肠壁组织中, 有很高的特异性表 
达[31,37]. 研究显示, 在纤维化狭窄肠段FB中的

CTGF蛋白和mRNA明显过度表达, CD组织样本

与正常对照组比较, 89% CD患者CTGF mRNA
表达是正常组5倍以上[35], 且在放射性肠纤维化

进程中, 随着FB/MFB增生和胶原沉积, CTGF蛋
白和mRNA表达水平也增高[37]. 说明CTGF表达

水平与肠纤维化病变有直接相关性; 狭窄肠段

以FB为主的间质细胞CTGF的持续高表达成为

肠纤维化形成的基础[31,38]. 

■应用要点
通 过 阻 断 C T G F
可能减轻TGF-β
诱导组织纤维化
的效应, 同时保留
TGF-β有利的抗
炎症和抗肿瘤细
胞增生的效应, 可
为防治肠纤维化
提供新的思路.
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因而, 阻断CTGF不会出现阻断TGF-β后可

能产生的不良临床反应. 通过阻断CTGF可能

减轻TGF-β诱导组织纤维化的效应, 同时保留

TGF-β有利的抗炎症和抗肿瘤细胞增生的效应. 
故阻断CTGF表达或抑制其活性, 可能是一种

更特异、更有效地防治肠纤维化的新靶点、新

方法.

4  TGF-β/CTGF致肠纤维化作用信号通路调控机制

TGF-β/CTGF信号通路在组织器官纤维化发病

机制中的作用已成为人们研究的热点. TGF-β可
诱导多种细胞分泌合成CTGF, 反过来, CTGF又
可作用于这些细胞, 发挥TGF-β的促纤维化作

用. 在肠纤维化进程中, CTGF的作用与Smads、
丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein 
kinase, MAPK)及蛋白激酶C(the protein kinase 
C, PKC)的活化有关. TGF-β主要通过Smads信号

途径、MAPK及PKC信号途径等多条通路诱导

CTGF的产生[7,39]. 
4.1 Smads信号途径 TGF-β/Smads信号通路在器

官发生、肿瘤形成、炎症性疾病、组织修复和

纤维化过程中起重要作用[40-42]. TGF-β可刺激多

种细胞分泌CTGF, 其诱导CTGF表达的机制虽

尚未完全明了, 但研究发现, TGF-β主要在转录

水平调节CTGF表达, Smads途径在其中起重要

作用[43-44]. 
在肠纤维化中, TGF-β通过CTGF启动子上

-175到-168位的一个Smads反应元件(SRE)来诱

导CTGF的表达, 该位点突变可消除TGF-β诱导

的CTGF表达或减少基础CTGF表达, 此作用可

被Smad7明显抑制. 另外, 在CTGF启动子的-157
到-145位有一个TGF-β反应元件(TGF-β response 
element, TβRE), 可影响CTGF启动子对TGF-β刺
激的反应活性. TβRE紧邻SRE下游, 两者位置相

近, 可能协调TGF-β诱导的CTGF表达[40-43]. 
通过观察Smads途径对CTGF mRNA和蛋

白表达的影响, 也证实TGF-β可通过Smads途
径诱导CTGF表达[45]. 用Smad3基因敲除小鼠与

野生型小鼠进行比较, 发现大约40%的Smad3
裸鼠肠道明显膨胀, 肠间质细胞显著减少或缺 
失[40], 免疫组化结果显示Smad3裸鼠小肠和大肠

黏膜中CD3+ T细胞, TGF-β1和Smad7表达比野生

型鼠显著增加[46]. 提示在炎性肠病和肠纤维化中, 
Smad3裸鼠是研究TGF-β/Smads信号通路是研

究活体外肠间质细胞的形成、分化及其与肠道

炎症、修复和纤维化形成的一种有用模型, 并

为防治肠纤维化提供了思路. 
4.2 PKC和ERK-1/2MAPK信号途径 Smads通路

虽是TGF-β诱导CTGF表达必要的, 但在TGF-β
刺激引起CTGF分泌过程中, 其最大刺激效应

尚需要PKC/Ras/MEK/ERK信号通路的协同参 
与 [47 ],  并且实验证实 ,  T G F-β活化的E R K-
1/2MAPK通路有促纤维化作用. 

M A P K s是细胞内的一类丝氨酸和(或)苏
氨酸蛋白激酶, 是细胞应激和损伤反应的主要

信号通路, TGF-β能够活化多条MAPK通路. 在
真核细胞中, 目前已确定有4条MAPK通路, 即: 
(1)细胞外信号调节激酶(extmcellular signal-
regulated kinases, ERKs); (2)C-jun氨基端激酶

(C-jun N-terminal kinase, JNK)/应激活化的蛋

白激酶(stress activated protein kinase, SAPK); 
(3)P38丝裂原活化的蛋白激酶(P38 mi togen-
activated protein kinase, P38MAPK); (4)巨丝裂

原活化蛋白激酶1(big mitogen - activated protein 
kinase 1, ERK5/BMK1). ERK-1/2是最早被发现

的MAPK系统主要的通路, 其信号转导通路的

大致模式为: 多种生长因子→Ras→Raf→MEK
→ERK-1/2→有丝分裂、分化[48-49]. ERK-1/2被
激活后, 可以磷酸化一系列胞质蛋白, 包括磷

脂酶A2、c-Raf-1和MEK; 转移至胞核后可以

磷酸化一系列转录因子, 如ELK-1、SAP-1和
STAT等[50]. ERK-1/2的活化不仅启动有丝分裂

信号, 促进细胞增殖, 而且拮抗TGF-β促进凋

亡、抑制增殖的效应, 抑制CTGF的诱导作用, 
是纤维化形成的关键因素 ,  如参与E C M的合

成. 有研究[51]显示CTGF刺激细胞能明显诱导细

胞内ERK-1/2磷酸化, CTGF通过ERK-1/2信号

通路促进TGF-β1诱导的MFB增殖. 此外, ERK- 
1/2MAPK信号通路是与多种疾病的病理性纤维

化有关的一种级联, 如硬皮病皮肤FB中, PKC
和ERK-1/2 MAPK是对于TGF-β细胞信号必需 
的[52]. ERK-1/2通路激活通过以PKC依赖或非依

赖方式或信号磷酸化来调节核基因转录[8], 而
PKC的同工酶可通过不同的机制调节ERK-1/2
的活性. 

近年来, 利用MAPK抑制剂进行抗纤维化治

疗的研究日益引起人们的兴趣, 成为药物开发的

一个新热点, 此通路已被急性炎症引入, 并且其

抑制剂在临床试验上取得了预期的效果[53-54]. 此
外, Molsow et al [8]将FB自CD患者狭窄肠段浆膜

层和结肠直肠癌患者浆膜层分离、培养, 分别

用TGF-β1、ERK-1/2MAPK刺激, 结果发现PKC

■名词解释
CTGF: 是一种富
含半胱氨酸的多
肽, 属即刻早期基
因CCN (CTGF、
C y r 6 1、n o v )家
族 成 员 之 一 ,  为
TGF-β致纤维化
作用的特异性下
游介质, TGF-β的
促肠纤维化作用
可通过多种信号
途径诱导CTGF的
表达来完成.
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的抑制作用导致了基底部胶原表达减少及肠FB
收缩力降低, 并使TGF-β1对FB、CTGF、FN、

Ⅰ型胶原的表达及FB收缩能力的影响衰退. 用
ERK-1/2抑制剂使TGF-β1对CTGF、FN表达有

与PKC相似的效应. 说明在CD中TGF-β1的促肠

纤维化效应可能是由PKC和ERK-1/2MAPK细胞

信号介导的, 这些通路为治疗复发型及肠狭窄

CD患者呈现了新颖靶点[8].

5  结论

肠纤维化是一种复杂的进展性病理生理过程, 
涉及多种细胞因子及细胞内信号分子网络, FB
等间质细胞活化、增殖, 各种ECM基因表达上

调等. 目前, 肠纤维化确切的发病机制虽尚未

完全清楚, 但TGF-β、CTGF与肠纤维化发生发

展密切相关, 被认为是诱导纤维化病变的总开 
关[39], 协同作用促进肠纤维化形成. TGF-β被认

为是形成结缔组织的主要生长因子和许多进行

性纤维化疾病的主要驱动力量, 但是由于TGF-β
作用的靶细胞种类繁多、生物学效应复杂, 因
此完全阻断其表达或活性的后果是难以预料

的. 现在人们对纤维化研究的焦点逐渐转移到

CTGF这种TGF-β的特异性直接下游效应介质上

及TGF-β-CTGF信号通路上, TGF-β能活化多条

信号通路产生促进增殖, 抑制凋亡的总效应, 除
Smads、MAPK及PKC信号通路外, 有研究[55-56]

显示Rho/Rho信号通路与放射所致的肠纤维化

发展密切相关, 此外, cAMP/PKA(蛋白激酶A)等
多条信号通路均参与了TGF-β诱导CTGF的表

达, 并在其他器官纤维化中得到证实, 这些信号

通路与肠纤维化的关系有待进一步探讨, 因此, 
深入研究CTGF发挥生物活性的受体及TGF-β-
CTGF信号通路调控机制及其各分支途径间的

相互联系, 将可能为临床抗肠纤维化策略提供

新的思路.  
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北京百世登生物医学科技有限公司
第二期编辑培训纪要

本刊讯 2007-12-29下午2时, 北京百世登生物医学科技有限公司第二期编辑培训班在北京召开, 此次培训由北

京大学博士, 农业部规划设计研究院《农业工程学报》编辑部副主编王应宽编审授课, 世界胃肠病学杂志社全

体员工参加培训. 此次培训课程分为两大部分: 第一部分以“中国科技学术期刊的开放存取出版研究”为主

题, 从中国科技期刊的发展现状研究中国科技期刊实现“开放存取”运动的可行性, 探讨中国期刊实现开放存

取(Open Access, OA)的利弊, 展望中国科技期刊实施OA出版模式的前景; 第二部分通过对国外BioMed Central

的OA背景、标准、特点、会员制度及商业模式的分析, 阐述OA出版模式的可持续发展性, 建议中国期刊应以

走自主创新, 适应中国国情的科技期刊的OA出版模式.  

值得一提的是, 王博士在培训课开始将自己的成长经历分享给参加培训的各位编辑. 他从学士到博士, 从

农村到城市, 期间经历的一些令人感动的小故事, 从侧面激励各位编辑不要安于现状, 要不断学习才能在这一

领域获得一片天地.

王博士讲到BioMed Central刊物的在线电子提交系统及开放评审系统, 读者可针对论文、审稿意见和作

者的修改情况发表意见, 指出问题与不足, 作者也可以随时修改完善自己发表的论文, 使文章的发表成为一个

编者、审者、读者、作者互动的动态过程. 王博士还就自己做为《农业工程学报》的审稿人, 工作中的审稿程

序与《世界华人消化杂志》的编辑进行沟通交流, 他讲到稿件的COVER LETTER里一般都有作者对研究背景, 

基金项目, 参考文献的简要概述. 科学编辑可以先筛选出一批不符合要求的稿件, 如: 一稿多投,  研究相关结果

已经发表或实验数据简单, 毫无创新性的文章. 对于不能决定的文章, 可以通过定期的定稿会, 与专家教授一起

探讨文章发表的可行性. 最后对一些优秀的创新性文章, 再交由同行评议专家评议. 科学编辑首先充当“把关

人”的角色, 帮助作者, 科学家完善论文写作及科学价值. 其次科学编辑工作责任重大, 可以定期或不定期对一

些稿件述评, 还可以通过吸收同行评议的审稿意见不断在工作中提高自己的学识能力. 

世界胃肠病学杂志社副总编辑张海宁也与王博士交流了《世界华人消化杂志》和《世界胃肠病学杂

志》(英文版)的审稿过程: 由科学编辑通过每周的定稿会对稿件进行反复商酌, 最终对优秀的稿件录用. 

培训课结束时, 各位编辑都纷纷表示在做编辑之余学到很多经营期刊方面的知识, 并深入了解到OA的出

版模式. 王应宽博士最后讲到, 此次来讲课一方面是共享OA出版模式, 另一方面也是进行交流学习. 世界胃肠

病学杂志社能有如此好的成就, 与马社长的英明领导和及早实行OA的出版模式分不开, 同时也少不了各位编

辑的共同协作和努力工作, 是各个期刊社学习的榜样. (编务 江艳 2008-07-08)
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Abstract
The bioavailability of glycosides from Chinese 
medicinal is low. Glycosides are metabolized 
into aglycons in presence of intestinal bacteria 
before they are absorbed. As there is individual 
difference in bioavailability of glycoside, 
and there are also difference in substrate and 
metabolite among bacterial strains, drug effect 
difference is thus observed among individuals. 
Therefore, screening the specific bacterial 
genus or strains and using them as additive of 
glycosides should remove individual difference 
in bioavailability of glycosides. This article 
reviewed the recent advances in relationships, 
features and application in biotransformation of 
glycosides from Chinese medicinal.

Key Words: Glycoside; Chinese medicinal; Biotrans-
formation; Bioavailability

Li YM, Li XM, Zhu Z. Advances in biotransformation of 

glycosides from Chinese medicinal by human intestinal 
bacteria. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 
2144-2148

摘要
苷类中药生物利用度低, 摄入后需经肠道细菌
代谢成苷元而发挥其药理作用. 由于人群中不
同个体的肠道菌群对同一苷类中药成分具有
不同的生物转化作用, 不同菌株的生物转化底
物及代谢产物亦不相同, 造成不同个体苷类中
药的药效差异. 因此, 筛选出具有生物转化苷
类中药活性的特异性肠道细菌菌属和菌株, 将
之与苷类中药同时摄入, 将有助于消除苷类中
药在人群中应用的个体差异. 本文就苷类中药
生物转化与肠内吸收的关系、特点及应用的
研究进展加以综述.

关键词: 苷类; 中药; 生物转化; 生物利用度

李咏梅, 李晓眠, 朱泽. 苷类中药肠道细菌生物转化的研究进
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0  引言

苷(glycosides), 又称配糖体, 是由糖或糖的衍生

物, 如氨基酸、糖醛酸等与另一非糖物质通过

糖的端基碳原子连接而成的化合物, 其中非糖

部分称为苷元(aglycone)或配基. 苷的药效由苷

元决定的, 苷元与糖结合成苷后, 其理化性质改

变, 影响了药代动力学过程、药效强度和持续

时间. 药代动力学研究证明, 苷类成分肠道内难

以吸收、生物利用度低、肠内滞留时间较长而

易受到肠道菌群的作用. 苷经肠道细菌代谢后

被水解, 生成苷元而发挥其药理作用[1-4]. 因此, 
将苷类中药转化成苷元, 提高其生物利用度的

研究是有效提高其药效的一个重要方法, 此方

面研究已经成为国内外研究热点. 
目前研究的转化方法主要有化学法, 如日

本Hayashibara橙皮研究所[5]采用糖基化方法制

成糖基化橙皮苷. 在强烈的化学反应中苷类物

质的结构和构型会发生改变, 导致其产物不稳

®

■同行评议者
赵平, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室

■背景资料
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成苷元发挥其药
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同个体肠道菌群
对同一苷类中药
成分的生物转化
作用不同, 及不同
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底物和代谢产物
亦不相同, 是苷类
中药药效个体差
异的原因. 
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定或药效消失. 酶解法, 如瑞士雀巢研究中心[6]

采用酶修饰方法, 用橙皮苷酶水解橙皮苷获得

橙皮素-7-糖苷. 但酶解法转化苷类中药是以苷

提取物为作用底物, 使用糖苷水解酶作为催化

剂, 工艺过程复杂, 不利于工业化生产. 生物转

化法的本质是由微生物产生的一种或几种特殊

胞外或胞内酶作为生物催化剂对外源性底物进

行的一种或几种化学反应. 生物转化既可增加

目标产物产量, 克服化学合成的缺点, 又因其大

多数是在室温、中性环境中作用, 减少了产物

分解、异构、消旋和重排反应, 因此具有位置

选择性和立体选择性, 和无毒、无污染、低成

本、高收率、环境友好等特点[7-8]. 本文将围绕

苷类中药生物转化与肠内吸收的关系、特点及

应用加以综述. 

1  生物转化定义

生物转化也称生物催化(biocatalysis), 是指利用

酶或有机体(细胞、细胞器)作为催化剂实现化学

转化的过程, 是生物体系(包括细菌、真菌、植

物组织、动物组织培养体系或生物体系)的酶制

剂对外源性底物进行结构性修饰所发生的化学

反应. 微生物因其培养简单、种类繁多、酶系丰

富而成为生物转化中最常见的有机体[9-12].

2  苷类中药肠道细菌生物转化

2.1 概述 苷类中药生物利用与肠道细菌的相互

作用已经被很多学者所重视, 做了大量的工作. 
大多数中药是通过口服在消化道吸收发挥局部

或全身作用, 因此脂溶性扩散是药物在消化道

内跨膜转运的主要方式. 但是大多数苷因亲脂

性低而不易转运到靶部位, 造成消化道对苷类

成分吸收较差、较慢. 而苷由特异肠道菌群分

泌的酶水解为苷元后脱去糖基, 极性减小, 脂溶

性增加, 使苷元在人体内吸收快于苷的吸收. 苷
元能迅速经小肠吸收入血液循环, 较快达到所

需血药浓度, 发挥其药效作用[13]. 如芍药苷具有

抗炎、镇痛、免疫调节及抗原发性肝癌等作 
用[14-16], 而其口服吸收率极低. 经口服摄入的芍

药苷需在肠道细菌分泌的β-葡萄糖苷酶和酯酶

的催化下转化成其相应苷元Paeonimetabolin[17]才

能发挥生理作用. 在Caco-2细胞上的转运研究[2]

亦发现芍药苷的生物利用度比其苷元低40倍. 
人体肠道内存在大量微生物 [18],  约占人

体微生物总量的80%, 其中厌氧菌为需氧菌的

100-1000倍. 肠道正常微生物群类型包括三类: 

一是致病性类型, 主要包括韦荣球菌、葡萄球

菌、变形杆菌及假单胞菌, 菌量少, 在病理条件

下可大量繁殖而致病. 二是互生性类型, 主要包

括双歧杆菌、类杆菌、真杆菌和消化球菌, 数
量多, 具有维生素合成、生物拮抗、促进蛋白

质消化吸收和免疫刺激等生理作用. 三是中间

性类型, 主要包括乳杆菌、大肠埃希菌、链球

菌和韦荣球菌. 数量介于前两者之间, 既有生理

作用, 也有致病作用. 健康人肠道菌群的平衡是

相当稳定的. 内因或外因, 如感染、胃肠功能紊

乱、外科手术、精神应激、使用抗菌素、衰老

等原因均会影响肠道菌群的平衡, 但造成的变

动是非特异性的. 如我国糖尿病患者调查发现, 
糖尿病患者肠道菌群紊乱, 肠道内互生性类型

细菌显著减少[19]. 由于粪便中含有肠道内所有菌

株, 所以苷类中药肠道细菌生物转化的研究工

作常以新鲜粪便为标本, 从中筛选具有生物转

化苷类中药能力的特异性菌株. 
2.2 苷类中药肠道细菌生物转化特点 研究发现

同一种苷类中药不同个体间的药效存在差别. 
苷类中药体内代谢研究[20]发现人群中不同个体

肠道菌群对同一苷类中药成分具有不同生物

转化作用. 大豆异黄酮是目前研究较多的保健

中药苷类, 对于与激素有关的癌症(前列腺癌和

乳腺癌)[21-23]、心血管疾病[24-26]和骨质疏松[27-28]

等疾病均有预防作用. 大豆异黄酮中含量占优

势的是大豆苷和染料木苷两种. 肠道细菌对大

豆异黄酮在宿主体内的降解和利用起着关键

作用[29]. 大豆苷体内代谢研究发现, 其被肠道细

菌代谢为雌马酚和O-脱甲基安哥拉紫檀素(O-
demethylangolensin, ODMA)[30-34], 但人群中大约

只有1/3到1/2人摄入大豆苷后体内能生成雌马

酚[35-36]. Hedlund et al [37]调查了白种人男性将大

豆苷分解代谢为雌马酚的情况, 结果发现有的

人能将大豆苷彻底分解为雌马酚, 而有的人体

内未检测到雌马酚产生. 大豆苷体内代谢差异

还与人种有关[38], 对比调查韩裔美国人(Korean 
American, KA)和美国白人(Caucasian American, 
CA)体内大豆苷代谢方式. 结果发现大豆苷在

KAs体内的代谢产物多是雌马酚, 而在CAs体内

多为ODMA. Rafii et al [32]观察了取自4份人粪便

标本中的肠道细菌对大豆异黄酮的代谢情况, 
其中一份标本中检测到双氢大豆黄酮苷元; 另
一份中检测到双氢大豆黄酮苷元和雌马酚; 其
他两份标本中检测到ODMA和雌马酚. 说明人

群中不同个体肠道菌群对同一中药成分的生物

■相关报道
Hein et al 从刚处
死的猪盲肠中分
离猪肠道微生物
菌 群 ,  采 用 荧 光
素 原 位 杂 交 法
(FISH)分析分离
的猪肠道菌群特
征, 结果证实此猪
肠道菌群体外模
型适用于人类肠
道菌群代谢的研
究, 从而为研究苷
类中药的肠道细
菌生物转化拓宽
了研究方法.
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转化产物存在差异, 而正由于此差异导致了不

同个体的苷类药效差异. 
同时 ,  苷类中药体内代谢研究结果亦发

现不同肠道细菌的生物转化作用不同. Wa n g  
et al [39]从人粪便标本中分离出一株G+性、厌氧

杆菌Julong 732. 此株细菌能将双氢大豆黄酮苷

元转化为S-雌马酚, 却不能对大豆苷苷元发挥同

样作用. Tamura et al [40]从粪便标本中分离到一株

与Coprobacillus catenaformis(AB030218)有93%
相似性的肠道菌株TM-40. 此菌株将大豆苷及其

苷元分解为双氢大豆黄酮苷元, 但不能将分解

产物进一步转化为雌马酚. 由此可见, 不同菌株

的生物转化底物及代谢产物均不相同, 说明不

同个体药效差异是由于不同个体肠道菌群组成

差异. 
肠道细菌菌株生物转化作用底物的选择性

是由不同细菌产生的水解酶活性决定的. 这种

选择性除了与苷元结构、与苷结合的糖基种类

有关外[41], 还与糖基连接到药物化学结构基本骨

架上的位置有关. 由于单糖有α及β两种端基异

构体, 因此形成的苷分为α-苷及β-苷. 由D型糖

衍生的苷为β-苷(如β-D-葡萄糖苷), 由L型糖衍

生的苷, 多为α-苷(如α-L-鼠礼糖苷). 芒果苷是

知母等16种植物性药物的主要成分, 具有抗氧

化、抗细菌、抗病毒、免疫调节及抗肿瘤等多

方面的生理活性和药理作用[42-45]. Sanugul et al [46]

从人粪便标本中分离出一细菌新种MANG, 具
有将芒果苷生物转化为其苷元的能力. 此菌株

分泌的酶能够裂解C-糖基, 其活性完全不同于

其他裂解O-糖苷的葡糖苷酶活性. 
2.3 苷类中药肠道细菌生物转化应用 Marotti et al [47]

以黄豆(Phaseolus vulgaris L.)果实和苗中的苷

类为作用底物, 观察5种人源双歧杆菌菌株的

β-葡萄糖苷酶活性. 研究结果发现观察菌株均

能够将山柰酚3-O-葡萄糖苷(kaempferol 3-O-
glucoside)、大豆苷、染料木苷和黄豆黄苷代谢

为相应的苷元. 认为在摄入豆类时, 此5株双歧

杆菌可作为添加剂来提高豆类中苷类的保健作

用. 
Decroos et al [48]从人粪便标本中分离到一种

将大豆苷有效转化为雌马酚的混合细菌培养物

(a mixed microbial culture, EPC4), 此EPC4由4个
菌株组成, 即Enterococcus faecium EPI1 , Lacto-
bacillus mucosae EPI2 , Finegoldia magna EPI3和
Veillonella sp.相关菌株EP. 将EPC4加入人类肠

道微生态系统模拟装置(the human intestinal mi-

crobial ecosystem, SHIME)后, 在SHIME中共孵

育大豆苷粉末和体内不能产生雌马酚者的粪便

标本, 结果在SHIME中结肠末端小室检测到了

雌马酚. 且未观察到加入EPC4对肠道菌群组成

和活性产生明显影响, 认为在饮食中摄入EPC4
是一种使体内不能产生雌马酚者产生雌马酚的

新方法. 
研究发现Streptococcus thermophilus , Lac-

tobacillus , Bifidobacterium等菌株均可生物转化

豆奶中的各种大豆异黄酮成分[49-51]. Tsangalis  
et al [52]在绝经后妇女中进行了摄入双歧杆菌发

酵豆奶的初步实验, 以尿中雌马酚排出量为观

察指标, 发现双歧杆菌的摄入可影响尿中雌马

酚的排出量, 摄入双歧杆菌组体内雌马酚排出

量比不摄入组略高. 
2.4 目前研究中存在的问题 人肠道细菌转化活

性研究目前还存在着许多问题. 如何更好地模

拟肠内环境, 建立良好的试验模型是十分必要, 
也是迄待解决的问题. 常用体外模型包括肠液

中药成分生物转化模型、粪便培养基模型以及

厌氧性连续培养系统[53-55]. 前者是取肠道内容物

用厌氧培养基预培养, 再与药物成分共孵育一

段时间后, 取样分析; 后两者是利用新鲜粪便含

有的细菌来代表肠内细菌组成. 体外模型存在

温育时间长的限制. 在温育过程中, 因无肠道内

生物和非生物条件的束缚, 细菌在缓冲液以及

培养基中放置时间稍长, 感受态细菌丧失, 其他

细菌增加, 其结果必然导致菌群组成、转化活

性发生变化, 从而不能反映体内真实情况. 而悉

生动物模型被称为在隔离器内饲养的整体人肠

道菌群模型, 代表性好, 但技术要求高, 在一般

实验室中难以实现. 另外, 当分离肠道细菌时, 
由于肠道细菌数目众多, 其中约60%-80%的细

菌目前尚无法培养, 存在难以得到所需要的功

能菌株的缺陷. 同时人体肠道微生态系统存在

定位、定性及定量的动态平衡, 具有特异性功

能的肠道细菌摄入体内后由于增殖数量受到限

制而很难发挥作用.

3  结论

由于肠道菌群组成的个体差异导致了苷类中药

个体应用的差异, 从而影响了苷类中药的药效

发挥. 因此为了提高苷类中药的生物利用度, 可
从肠道生理状态的肠道菌群的生物活性入手, 
鉴别出具有生物转化苷类中药活性的特异性肠

道细菌菌属和菌株, 将之与苷类中药同时摄入, 

■创新盘点
本文根据国内外
最新资料, 介绍苷
类中药肠道细菌
生物转化的最新
进展, 提出将具有
生物转化苷类中
药活性的特异性
肠道细菌菌属和
菌株与苷类中药
同时摄入, 将有助
于消除苷类中药
人群中应用的个
体差异.
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将有助于将苷转化为苷元, 消除苷类中药人群

中应用的个体差异, 提高苷类中药的生物利用

度, 进而提高苷类中药的药效.
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Abstract
Recently, there has been a big advance in treat-
ment of large intestinal cancer with Chinese me-
dicinal, especially integrated Chinese-Western 
therapy for patients with later and advanced 
stage large intestinal cancer has shown its unique 
superiority in raising survival rate and in reduc-
ing poisonous side effects of chemotherapy, etc. 
Establishment of effective Chinese medicinal in-
jection, compound formula of Chinese medicinal 
and syndrome differential treatment for large 
intestinal cancer reduced side effects of chemo-
therapy, enhanced life quality of the patients and 
prevented postoperative relapse and metastasis. 

Key Words: Integrated Chinese-Western therapy; 
Large intestinal cancer; Chemotherapy
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摘要
近年来中医药治疗大肠癌的研究取得了很大

进展, 特别是中西医结合治疗中晚期患者, 在
提高生存率, 改善化疗后毒副作用等方面, 中
医药显示出独特优势. 确立有效的中药针剂、

中药复方方剂和中医辨证分型施治等结合化
疗治疗大肠癌手术后的研究, 对于改善化疗的
不良反应, 提高患者生存质量, 防治术后复发
转移等方面都取得了较好的疗效.  

关键词: 中西医结合; 大肠癌; 化疗
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0  引言

近10年来我国大肠癌的发生率呈上升趋势, 各
大城市的发生率由第7-8位上升至第3-4位, 病
死率也升至第4-5位. 目前手术仍是治疗大肠癌

的主要方法, 大肠癌患者根治术后2年是转移

的高峰时间, 65%-80%发生在术后2年之内, 有
6%-8%发生在术后5年以上[1]. 大肠癌术后化疗

是目前有效的综合治疗方法, 由于化疗中的毒

性反应给患者的生活质量及临床疗效带来严重

影响, 化疗药物毒性大, 在抗肿瘤的同时, 对机

体旺盛的骨髓、胃肠道黏膜细胞等有一定的损

伤, 因此有效剂量的应用受到限制. 中西医结合

是治疗恶性肿瘤的一种有效方法, 中医药在围

手术期的运用, 特别是配合化疗减毒增效方面

的研究, 是当前中西医结合治疗大肠癌的热点. 
现将近几年中医药配合抗癌药治疗大肠癌术后

的研究作一综述. 

1  中药制剂配合化疗

1.1 艾迪注射液 有效成分为黄芪、刺五加、人

参和去甲斑蝥素. 有健脾和胃, 补气养血, 增强

NK细胞活性, 刺激T淋巴细胞产生干扰素、肿瘤

坏死因子等淋巴因子, 提高免疫功能, 减轻化疗

毒性. 张静文 et al [2]将大肠癌患者根治性手术后

随机分为治疗组和对照组. 治疗组53例, 艾迪注

射液配合HLF方案化疗. 对照组50例单纯HLF(甲

www.wjgnet.com
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■背景资料
大肠癌是常见的
消化系肿瘤之一, 
手术和化疗是大
肠癌当今的主要
治疗手段, 配合中
医中药治疗, 在增
效减毒、改善化
疗的不良反应, 提
高患者生存质量, 
防治术后复发转
移等方面都有较
好的疗效.
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京大学医学院附
属鼓楼医院肿瘤
中心



酰四氢叶酸钙+氟尿嘧啶+羟基喜树碱)化疗. 结
果通过对患者体质量、体力、睡眠、精神状态

及食欲等13项指标进行评价, 两组化疗后生存质

量均有改善, 治疗组有效率54.7%, 白细胞计数下

降不明显, 不良反应较轻. 对照组有效率28.0%, 
两组有显著性差异(P  = 0.006). 
1.2 复方苦参注射液 由苦参、白土苓等中药制

备而成, 有较强的抗癌作用, 抑杀肿瘤细胞, 促
进肿瘤细胞凋亡, 诱导分化, 阻止癌细胞扩散, 
对癌肿疼痛有非常显著的止痛效果, 改善造血

功能, 增强机体免疫力. 陈静 et al [3]将50例结肠

癌术后患者分为对照组(常规化疗)和治疗组(常
规化疗加复方苦参注射液)各25例. 对照组于术

后第14天给予丝裂霉素+5-FU. 治疗组在上述化

疗方案联合复方苦参注射液20 mL加生理盐水

250 mL静滴连续28 d, 2 mo后应用1个化疗疗程

进行疗效评定. 结果治疗组化疗后毒副反应比

对照组明显减轻(P <0.01), 生活质量评分明显提

高(P<0.05).  
1.3 参麦注射液 由红参、麦冬组成, 有益气固

脱、养阴生津作用, 能减轻细胞免疫的抑制状

态, 提高细胞免疫功能, 防治化疗致白细胞减

少, 减少机体对感染的易感性, 抑制化疗所致恶

性呕吐, 保护骨髓造血功能, 降低心肝受损程

度. 朱伟嵘 et al [4]将大肠癌根治术后患者随机分

成对照组(22例)和治疗组(36例). 对照组腹腔化

疗(5-FU+顺铂), 治疗组加用参麦针剂, 4 wk为1
个疗程, 共4-6个疗程. 结果治疗组近期总有效

率83.33%, 对照组为63.64%, 两组比较有统计

学意义(P <0.05); 认为参麦注射液能改善临床症

状, 维持血白细胞的稳定, 提高NK细胞活性和

CD4/CD8的比值, 与对照组比较, 有统计学意义

(P<0.05或P<0.01).  
1.4 参芪扶正注射液 由党参、黄芪为主要原料

提取成分配制. 按中医理论具有健脾、补气提

高机体免疫力, 益肾促进骨髓造血功能. 参芪扶

正注射液与化疗相配合, 有较明显的减毒作用, 
明显减轻化疗引起的胃肠道反应, 减少骨髓抑

制引起的白细胞减少, 提高化疗的完成率. 敬新

蓉 et al [5]将化疗的大肠癌患者用单盲法分对照

组(单用化疗)及研究组(化疗加用参芪扶正注射

液). 结果研究组有效率57.14%, 对照组有效率

53.13%, 无统计学意义(P >0.05); 骨髓抑制、恶

心、呕吐等反应较对照组轻(P <0.05); 化疗后研

究组CD3、CD4、CD4/CD8、NK细胞明显高于

对照组, 有统计学意义(P<0.05). 王昆 et al [6]将大
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肠癌患者随机分为治疗组(参芪扶正注射液加化

疗)30例和对照组(单纯化疗)28例. 结果治疗组

的胃肠道反应和白细胞减低均明显低于对照组

(P <0.05), 治疗组的化疗完成率明显高于对照组

(P<0.05). 
1.5 复方丹参滴丸 主要由丹参、三七提取物配

制. 丹参对肿瘤细胞生长和增殖有显著抑制作

用, 有诱导肿瘤细胞凋亡和细胞毒杀伤作用, 有
一定的抗黏附和肿瘤转移作用, 能产生扩血管

效应, 降低血液黏稠度, 改善肿瘤局部血液循

环及血氧状态, 提高肿瘤对化疗药的敏感性. 陈
小东 e t a l [7]将中晚期大肠癌患者随机分为滴

丸化疗组47例, 用复方丹参滴丸加LLF方案治

疗; 单纯化疗组46例单纯LLF(奥沙利铂+亚叶

酸钙+5-FU)化疗. 结果两组有效率分别为51.1%
和41.3%(P >0.05); 临床获益率分别为80.8%和

58.7%(P<0.05); 滴丸化疗组治疗前后T淋巴细胞

亚群中的CD4/CD8比值有明显提高(P <0.01), 单
纯化疗组治疗前后无明显变化(P >0.05); 生存质

量滴丸化疗组高于单纯化疗组(P <0.05); 恶心呕

吐、感觉神经毒性、腹泻、白细胞减少及黏膜

炎, 单纯化疗组高于滴丸化疗组(P<0.05).  
1.6 中药扶正胶囊和祛邪胶囊 扶正胶囊由人

参、白术、茯苓、甘草、肉豆蔻、陈皮、木

香、炒麦芽、鸡内金等组成, 有健脾益气、开

胃醒脾之功 .  祛邪胶囊由巴豆、吴茱萸、干

姜、官桂、川乌、半夏、橘红等组成, 有燥湿

化痰、行气活血, 健脾消食之品. 两药并用, 对
大肠癌术后患者脾胃虚弱余邪尚存的病机特点

有较好的治疗效果. 雒琳 et al [8]对大肠癌根治术

及化疗放疗后Ⅱ、Ⅲ期患者同期队列对照, 治
疗组53例, 用扶正胶囊及祛邪胶囊治疗; 对照

组48例, 不加特殊干预, 只定期随访, 结果治疗

组1、2、3年复发转移率分别为0%、2.7%、

14.8%, 对照组为6.2%、24.2%、30.8%, 两组比

较2年复发转移率差异有显著性(P <0.05); 1年、

3年复发转移率差异无显著性; 治疗组复发转移

的平均时间为26.2±4.5 mo, 对照组14.2±4.2 
mo, 有显著性差异(P<0.05). 

2  中药方剂配合化疗

2.1 肠复方 由党参、黄芪、白术、云苓、广

香、陈皮、苏木、莪术、花粉、蒲公英、败

酱草、制鳖甲、蚤休、甘草等组成, 有健脾益

气、活血散结、解毒抗癌之功效. 现代中药药

理研究表明, 有抑制癌细胞增殖的活性, 对多种
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■研发前沿
大肠癌手术后化
疗配合有效的抗
肿瘤中药针剂、

中药方剂和中医
辨证分型施治等
治疗, 大肠癌各期
患者取得了满意
的临床效果.
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肿瘤有不同程度的杀伤作用. 梁松岳[9]将晚期

大肠癌患者随机分为治疗组(肠复方加化疗)和
对照组(单纯化疗), 结果治疗组1、2、3年生存

率分别为78%、60%、43%, 对照组别为50%、

40%、20%, 两组比较差异有显著性(P<0.05). 治
疗组CEA检测转阴率为70%, 对照组为41%, 两
组比较有显著性差异(P <0.05). 治疗组治疗前

后NK细胞活性为13.50%±7.30%、60.20%±

7.4%, 对照组为14.40%±3.5%、40.70%±5.1%. 
两组比较差异均有显著性(P<0.05). 
2.2 扶正祛邪汤 由薏苡仁、生晒参、灵芝、

三七、黄芪、白术、苦荞头、无花果、猪苓、

山慈姑、北豆根、丹参、败酱草组成. 随证加

味, 有扶正固本、清热解毒、理气散结、养血

活血的治疗法则. 
牛春风 et al [10]将大肠恶性肿瘤患者随机分

治疗组(中药结合化疗)34例和对照组(单纯化

疗)31例, 两组术后15 d内开始化疗, 采用5-FU、

甲环亚硝脲、长春新碱, 治疗组加用中药治疗. 
结果体力状况: 治疗组的卡氏评分由治疗前的

65分到治疗后的68分, 对照组由治疗前的66分
降至51分, 两组比较有显著性差异(P <0.01). 治
疗组中位生存时间为32.2 mo, 对照组为18.3 mo; 
生存率: 所有病例随访1年, 治疗组1、3、5年
生存率分别为100%、82.4%、66.7%, 对照组为

89.7%、61.2%、41.4%(P<0.05); 治疗组3年内复

发率23.5%, 对照组为48.38%(P<0.05). 
2.3 复方四物汤 由当归、生地、白芍、川芎、

藤梨根、水杨梅根、野葡萄根、黄芪组成, 有 
提高化疗药的敏感性, 减轻化疗药毒性, 清热化

湿解毒, 直接杀伤癌细胞, 保护骨髓, 减轻化疗

药的毒副反应, 预防肿瘤的复发转移作用. 孙在

典 et al [11]用复方四物汤加5-FU、四氢叶酸钙, 4 
wk为1个疗程, 共3个疗程, 治疗48例晚期大肠癌

患者. 结果近期疗效总有效率45.8%; 白细胞轻度

下降8例(16.7%), 恶心呕吐6例(12.5%), 腹泻3例
(6.3%); 治疗前癌胚抗原(CEA)85.53±1.36 μg/L、
糖类抗原-199(CA-199)12.37±0.82万U/L, 治疗后

CEA 18.31±0.75 μg/L、CA-199 3.92±0.32万U/L, 
均有显著性差异(P<0.05). 
2.4 健脾消癌饮 由党参、白术、茯苓、黄芪、

灵芝、薏苡仁、仙灵脾、丹参、白花蛇舌草、

七叶一枝花、半枝莲、石见穿、莪术、法夏、

广木香、甘草组成. 有健脾益气, 提高机体免

疫功能; 活血化瘀, 降低血液黏稠度, 改善微循

环, 防止癌细胞着床转移; 清热解毒, 直接抑制

癌细胞的作用. 蒋益兰 et al [12]用健脾消癌饮加

5-FU+CF治疗大肠癌术后40例, 与单纯化疗40例
进行对比. 结果: 治疗组1、3、5年生存率分别

为92.5%、77.5%、67.5%, 高于单纯化疗组, 有
显著差异(P <0.05). 治疗组患者的毒副反应明显

低于对照组, 术后复发率亦低于对照组, 有显著

差异(P<0.05). 
2.5 健脾消积汤 由党参(或太子参)、白术、茯

苓、甘草、陈皮、白花蛇舌草、薏苡仁、枳

壳、黄芪、麦芽组成. 有增强机体免疫功能、

改善临床症状、降低化疗药物的不良反应、维

护机体造血及免疫功能的作用. 黄智芬 et al [13]将

晚期大肠癌患者随机分成治疗组31例和对照组

30例, 均采用5-FU+CF方案化疗, 治疗组加用健

脾消积汤治疗, 疗程28 d. 结果: 治疗组与对照组

总缓解率分别为35%和17%, 临床征候改善率分

别为81%和50%, 生存质量改善率分别为77%和

53%, 两组比较有显著性差异(P<0.01), 治疗组毒

副反应发生率小于对照组(P <0.01). 认为健脾消

积汤配合化疗可提高晚期大肠癌的机体免疫功

能, 提高生存质量, 延长生存期, 治疗恶性肿瘤

有一定优势和作用. 
2.6 益气活血中药 由生黄芪、太子参、生白

术、茯苓、法半夏、当归、鸡血藤、赤芍、

生薏苡仁、土茯苓、藤梨根等组成. 有减低血

液高凝状态、提高细胞免疫功能、缓解化疗药

物的不良反应、改善生活质量. 张青 et al [14]将

晚期大肠癌患者随机分为治疗组38例(益气活

血中药联合化疗)和对照组30例(单纯化疗). 结
果: 临床受益率(CR+PR+SD)分别为78.9%、

53.3%(P <0.05);  1年生存率分别为73.7%、

46.7%(P<0.05). 
2.7 中药脾肾方 由黄芪、党参、白术、云苓、

陈皮、女贞子、枸杞、补骨脂、菟丝子、甘草

等组成. 有益气养血, 调理脾肾, 滋肾养肝, 提高

免疫功能的作用. 刘静安 et al [15]将大肠癌手术

后154例用MFA(丝裂霉素+5-FU+阿霉素)化疗, 
治疗组96例加服中药脾肾方加味. 结果: 治疗组

化疗完成率92.7%, 血象下降及消化道反应者7
例; 对照组完成率62%, 22例由于血象下降或消

化道反应过重终止化疗, 两组比较有明显差异

(P <0.01). 消化道反应: 对照组出现毒副反应明

显重于治疗组. 治疗组化疗后外周血象的变化

明显好于对照组, 两组比较有明显差异. 生存

期观察: 治疗组1、3、5年生存率分别93.7%、

67%、60.4%, 对照组生存率为84%、53%、

■创新盘点
大肠癌手术后应
用中西医结合治
疗 ,  在 增 效 减 毒
作用、延长生存
期、改善化疗后
毒副作用、提高
患者生存质量、

防治术后复发转
移、抗耐药性等
方面, 显示出独特
而明显的效果. 
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48.3%. 
2.8 中药健脾康复方 由党参30 g、白术15 g、伏

苓15 g、仙鹤草15 g、卷柏15 g、甘草5 g组成. 
在改善临床症状和提高免疫功能方面有确切疗

效. 杨传标 et al [16]将中晚期大肠癌患者随机分

治疗组30例, 在对症支持治疗的基础上口服健

脾康复方, 每日1剂; 对照组15例, 对症支持治疗, 
疗程为2mo. 结果治疗组患者外周血K-ras基因

突变率治疗后为26.7%, 较治疗前的73.3%显著

下降(P <0.05); 治疗组患者血清突变型p53基因

蛋白含量治疗后(0.82±0.24 ng/L)较治疗前(0.89
±0.22 ng/L)显著下降(r  = 2.34, P<0.05); 对照组

以上两项指标治疗前后差异无显著意义. 认为

中药健脾康复方具有抑制K-ras和p53基因突变

的作用, 可能是对大肠癌脾虚证治疗作用的分

子机制. 

3  单纯针灸

中医治疗肿瘤, 主要在整体观念和辨证论治, 依
据扶正祛邪、调整阴阳和病情的寒热差异和肿

瘤细胞生长的适宜温度条件, 因时因地因人制

宜的治疗原则选用相应的治疗. 针刺对胃肠道

反应具有良好的调节作用; 中脘和天枢可调理

肠胃, 疏通胃气, 清热利湿, 疏理胃肠气机; 足三

里有调理气血、疏通经络, 增强或调节胃肠道

消化功能, 改善消化不良症状的功能, 可提高痛

阈, 抑制中枢神经和外周神经的痛觉传导, 有明

显的镇痛作用, 并能调理全身的免疫功能; 内
关调理中焦之气. 金哲秀[17]将针灸组用针灸两

步法(先针刺二间、阳溪, 再艾灸)治疗大肠癌

27例, 对照组用CAF方案(环磷酰胺+阿霉素+氟
尿嘧啶)治疗39例. 结果: 针灸组的总有效率为

77.78%, 对照组58.97%; 针灸组的腹痛、便秘

(或腹泻)、疲乏无力等症状的缓解率均高于对

照组, 针灸组无明显的不良反应. 穆立新 et al [18]

将大肠癌术后患者随机分为治疗组和对照组各

30例, 对照组用促菌生药物口服治疗, 治疗组采

用针灸治疗. 结果: 治疗组总有效率达96.67%, 
显效率为90%, 对照组有效率为40%, 治疗组效

果明显高于对照组. 

4  中医辨证药物配合化疗

中医学把大肠癌称作“肠覃”、“积聚”、

“肠风”、“脏毒”、“锁肛痔”等. 基本病

机为正气不足、湿毒瘀滞, 两者互为因果, 本虚

标实, 早期湿热、瘀毒偏盛, 晚期则脾肾阴阳气

血俱虚, 治疗当标本兼顾, 辨证为主. 应用中医

辨证论治联合化疗的方法治疗晚期大肠癌, 充
分发挥化疗效果及中医药在改善患者的症状、

减轻化疗药物不良反应的优势, 对提高患者的

化疗耐受性、保证化疗的顺利进行、提高生活

质量具有积极的意义. 贾小强 et al [19]认为中西医

结合方法治疗大肠癌在改善患者生活质量和减

轻化疗毒副反应方面明显优于单用西医治疗方

法. 用前瞻、对照、随机方法将大肠癌患者分为

观察组28例, 应用手术、辅助化疗和中医辨证分

型给予中药煎剂口服治疗, 对照组29例仅用手术

及辅助化疗. 结果: 观察组生活质量评分较好率

为75%, 与对照组比较有显著差异(P <0.05); 观察

组化疗毒副反应分度低于Ⅰ度为64.29%, 与对

照组比较有显著差异; 两组1、2、3年生存率比

较均无显著差异. 曾小粤 et al [20]认为中西医结合

治疗中晚期大肠癌有明显优势, 明显减轻化疗

副作用的功效. 将86例中晚期大肠癌患者采用

手术+化疗(5-FU+MMC, CF+5-FU, 5-FU+DDP, 
MMC+5-FU+VCR)+免疫(白介素-2)+中药治

疗(中药归脾汤加减口服治疗). 结果: 治疗后1
年、3年、5年生存率分别为87.2%、79.1%、

47.7%, 对术后降低CEA、CA-199有明显的效果

(P<0.05), 明显减轻化疗副作用. 杨祖贻 et al [21]认

为中药能提高Ⅲ期大肠癌术后患者对化疗的耐

受能力和化疗间歇期的生活质量. 对60例Ⅲ期

大肠癌术后患者随机分对照组30例(5-FU+CF+
草酸铂); 试验组30例(化疗+血塞通注射液、黄

芪注射液、参麦注射液、口服中药), 结果: 试验

组在化疗过程中对化疗的耐受能力比对照组强, 
生活质量提高, 两组比较差异有显著性(P<0.01). 
胡爱民 et al [22]将晚期大肠癌患者随机分为治疗

组28例(中医辨证分型施治联合化疗治疗), 对
照组22例单纯化疗, 两组均采用(奥沙利铂+亚
叶酸钙+5-FU)化疗2个周期. 结果: 治疗组与对

照组有效率分别为39.3%和36.4%, 无显著性差

异(P >0.05); 两组患者生活质量改善率分别为

85.7%和50.0%, 有显著性差异; 治疗组不良反应

发生率低于对照组, 有显著性差异. 

5  结论

中西医结合治疗大肠癌手术后是临床研究的热

点, 近年来取得较大的进展, 中医中药与抗癌药

合用, 在增效减毒作用、延长生存期、改善化

疗后毒副作用、提高患者生存质量、防治术后

复发转移、抗耐药性等方面, 显示出独特而明

显的效果. 虽然在抗肿瘤中药成药的研究以及
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■应用要点
目前大肠癌手术
后应用抗肿瘤中
药成药的研究以
及实验研究方面
取得了满意的效
果, 但缺乏中医药
治疗大肠癌更深
入的理论及系统
化的研究, 应从分
子水平及基因水
平来探索中药抗
癌机制的实验研
究, 为临床应用中
药治疗大肠癌提
供理论依据. 
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实验研究方面取得了满意的成果, 但是还缺乏

中医药治疗大肠癌更深入的理论及系统化的研

究, 所以应加强多学科的合作, 应用最新的现代

医学技术, 从分子水平的基因水平来探索中药

抗癌机制的实验研究, 为临床应用中药治疗大

肠癌提供理论依据. 随着人们对肿瘤研究的不

断深入, 特别是中医药对大肠癌病因机制等方

面更深层次的认识, 以及有效的单味中药和中

药复方抗大肠癌研究, 相信中医药在大肠癌的

综合治疗中, 将占据重要的位置. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of interleukin-10 
(IL-10) on the expression of connective tissue 
growth factor (CTGF) in hepatic stellate cells 
(HSC) and its possible antifibrogenic mechanism.

METHODS: Hepatic stellate cells (rHSC-99) cul-
tured in vitro was exposed to various concentra-
tions of IL-10 and/or TGF-β1 for 48 h and then 
expression level of CTGF mRNA was measured 
by semi-quantitative reverse-transcription poly-
merase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: The expression level of CTGF 
mRNA, compared with control group, mark-
edly increased when HSC was only exposed to 
TGF-β1 (P < 0.05); when HSC was only exposed 
to various concentrations of IL-10, target gene 
expression showed no significance; the expres-
sion level of CTGF mRNA markedly decreased 
when HSC was exposed to TGF-β1 in combina-

tion with different concentrations of IL-10 (P < 
0.05).

CONCLUSION: IL-10 remarkably inhibits TGF-
β1-induced CTGF mRNA expression, which is 
thought to be one possible antifibrogenic mecha-
nism.

Key Words: Interleukin-10; Transforming growth 
factor; Hepatic stellate cell; Connective tissue 
growth factor
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16(19): 2154-2157

摘要
目的: 探讨IL-10对大鼠肝星状细胞(hepatic 
stellate cells, HSC)表达CTGF的影响及其抗纤
维化的可能机制. 

方法: 体外培养大鼠肝星状细胞系rHSC-99, 
分别用不同浓度的IL-10、TGF-β1干预和两者
共同干预48 h后, 采用半定量 RT-PCR法检测
各组肝星状细胞中CTGF mRNA表达水平. 

结果: TGF-β1单独干预HSC, CTGF mRNA表
达水平与对照组比较均明显增强(P <0.05); 不
同浓度的I L-10单独干预H S C, 各目的基因
表达与对照组比较无明显统计学意义; 不同
浓度的IL-10与TGFβ1共同干预HSC, CTGF 
mRNA表达水平与TGF-β1组比较均明显降低
(P <0.05).

结论:  I L-10可显著抑制由T G F-β 1诱导的
CTGF mRNA的表达, 这可能是其抗纤维化的
机制之一.

关键词: 白介素-10; 转化生长因子; 肝星状细胞; 

结缔组织生长因子
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■背景资料
肝纤维化是由众
多因素参与复杂
的病理过程. 肝星
状细胞(HSC)的活
化在肝纤维化过
程中起核心作用, 
在各种因素刺激
下, HSC增殖, 移
行, 表达各种细胞
外信号转导通路
蛋白, 产生大量以
胶原为主的细胞
外基质(ECM)成
分和细胞因子, 促
进肝纤维化的发
生发展. TGF-β1是
强有力的致纤维
化的细胞因子, 促
进HSC增殖活化, 
合 成 大 量 E C M , 
在纤维化进程中
起 重 要 作 用 .  目
前, 抗纤维化药物
仍存在其局限性, 
进一步研究肝纤
维化的机制, 有助
于开发研究新药
物控制或延缓肝
纤维化的发展.

■同行评议者
党双锁 ,  副教授 , 
西安交通大学第
二医院感染科; 张
明 辉 ,  副 主 任 医
师, 河北医科大学
第一医院肝病中
心(传染病)
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0  引言

肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSC)是肝纤维

化时细胞外基质(extracellular matrix, ECM)过
多产生和沉积的主要细胞来源, HSC的激活、

增殖在肝纤维化过程中起核心作用. 转化生长

因子β1(transforming growth factor β1, TGF-β1)
是强有力的致纤维化的细胞因子, 在肝纤维化

时表达明显增多, 促进HSC增殖活化, 合成大量

ECM, 在纤维化进程中起重要作用[1]. 结缔组织

生长因子(connective tissue growth factor, CTGF)
是近年来新发现的一种细胞因子, 肝纤维化时

肝组织内与血清中CTGF明显增高, 其程度与肝

纤维化的病理进展水平呈平行相关关系, CTGF
可能是TGFβ的下游效应介质, 可以介导TGFβ

的促细胞外基质效应, 而不影响TGFβ免疫抑

制和抗细胞增殖效应,是具有多种生理功能的

细胞因子, 近年来成为研究热点之一[2]. 白介素

-10(interleukin-10, IL-10)是一种炎症抑制因子, 
临床和动物实验表明, IL-10可减轻肝脏炎症, 
抑制肝纤维化的发展, 可望发展为抗肝纤维化

药物, 但其作用机制尚未明确. 我们用IL-10及
TGFβ1干预和共干预体外培养的大鼠肝星状细

胞系γ-HSC99, 采用半定量RT-PCR法检测各组

CTGF mRNA表达, 进一步探讨IL-10抗肝纤维化

的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 γ-HSC99细胞系[3], 为活化的大鼠肝脏星

状细胞, 由北京大学附属医院人民医院肝胆外科

实验室冷希圣教授惠赠; TGFβ1及重组大鼠IL-10
购自Peprotech公司; 逆转录试剂盒和Taq酶购自

大连宝生物公司; 引物由Invitrogen公司合成; 总
RNA提取试剂(TRIzol)购自Invitrogin公司; DEPC
和琼脂糖购自Sigma公司; DNA marker购自MBI
公司; DMEM培养基购自Gibco公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 将γ-HSC99细胞复苏后接种于25 
cm2培养瓶中, 每瓶加入5 mL含100 mL/L胎牛血

清的DMEM培养液, 置37℃、50 mL/L恒温CO2

培养箱中, 细胞为贴壁生长, 每1-2 d以2.5 g/L胰
蛋白酶消化传代.
1.2.2 实验分组: A: 对照组加磷酸盐缓冲液; B: 
TGFβ1 8 mg/L组; C: IL-10 10 mg/L组; D: IL-10 
20 mg/L组; E: IL-10 40 mg/L组; F: TGFβ1 8  
mg/L+IL-10 10 mg/L组; G: TGFβ1 8 mg/L+IL-10 
20 mg/L组; H: TGFβ1 8 mg/L+IL-10 40 mg/L组.

1.2.3 RT-PCR法检测CTGF mRNA的表达: 用 
TRIzo l试剂提取细胞总RNA; 用分光光度法

测定RNA含量及纯度, A 260∶A 280比值均在在

1.8-2.0之间. 采用两步法RT-P C R技术, 设置

GAPDH为内参照. 引物序列: CTGF 5'-CTAA
GACCTGTGGAATGGGC-3'(上游), 5'-CTCA
AAGATGTCATTGTCCCC-3'(下游); GAPDH 
5'-TGGGACGATATGGAGAAGAT-3'(上游), 
5'-ATTGCCGATAGTGATGACCT-3'(下游). 用
RNA PCR Kit(AMV)Ver. 310试剂盒进行逆转录

聚合酶链式反应, cDNA合成和预变性: 30℃ 10 
min, 42℃ 30 min, 99℃ 5 min, 5℃ 5 min进行1次
循环, CTGF PCR扩增条件: 94℃ 2 min进行1次
循环, 94℃ 30 s、55℃ 30 s、72℃ 50 s进行32次
循环. 取RT-PCR产物在12 g/L琼脂糖凝胶上电泳

(100 V, 30 min), 用GDS凝胶成像系统拍摄电泳

结果, 各带用计算机图像分析系统扫描定量.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 各组

之间是否存在显著性差异分析采用O n e-w a y 
ANOVA分析. 进一步各实验组与对照组的比较

采用最小显著差值法LSD-t检验. P <0.05确定差

异有无显著意义.

2  结果

2.1 目的基因PCR扩增结果 以细胞总RNA为模

板, 进行RT-PCR反应, 扩增产物经凝胶电泳可见

分别于383 bp(CTGF)及452 bp(GAPDH)处的清

晰扩增条带(图1).
2.2 灰度分析结果 A-H组CTGF/GAPDH分别为

1.02±0.12, 1.38±0.07, 1.05±0.09, 1.01±0.10, 
1.01±0.11, 0.82±0.03, 0.72±0.04, 0.62±0.06. 
TGFβ1组HSC细胞CTGF mRNA表达明显升高, 
与空白对照组(A组)比较, 差别有统计学意义

(P <0.05); IL-10各浓度组(C-E组)与空白对照组

比较, 基因表达差别无明显统计学意义; 同时加

入TGFβ1及不同浓度的IL-10(F-H组)与TGFβ1组

(B组)比较, CTGF mRNA表达均明显降低, 差别

有统计学意义(P <0.05), 并呈剂量依赖效应, 说
明IL-10对TGFβ1诱导的CTGF表达有明显的抑

制作用(图2).

■相关报道
最 近 研 究 显 示 , 
IL-10与慢性肝损
害发生发展关系
密切, 且具有抗纤
维 化 效 应 ,  可 望
成为治疗肝纤维
化 的 药 物 ,  但 其
作用机制尚不明
确. CTGF是近年
来新发现的一种
细胞因子, 可能是
TGF-β下游信号
效应分子, 特异地
介导TGF-β促纤
维化效应, 而不影
响TGF-β免疫抑
制和抗细胞增殖
效应. 因此, 作为
组织器官纤维化
形成过程中的重
要介质, CTGF的
发现可能为防治
肝纤维化提供一
个新的靶标.

图 1 HSC CTGF/GAPDH mRNA RT-PCR产物电泳图.
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■研发前沿
采用CCl4构建肝
纤维化模型 ,  IL- 
10基因敲除小鼠
较野生型小鼠肝
纤维化程度明显
加重, 提示内源性
IL-10对肝纤维化
起抑制作用. 临床
试验显示外源性
IL-10可减轻患者
及动物模型的肝
纤维化程度, 但其
作用机制尚不明
确.
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3  讨论

肝纤维化是肝组织内ECM过度增生和沉积, 降
解相对不足的病理过程, HSC的激活和增殖在

肝纤维化过程中起核心作用, 以HSC为靶向的研

究是近年来抗纤维化机制方面的研究热点. 多
项研究表明, TGFβ1是强有力的致纤维化细胞

因子, 在肝纤维化是表达明显增多, 可促进HSC
的增殖和活化, 使ECM成分合成增多, 降解减

少, 并存在正反馈放大效应, 促进肝纤维化的进 
程[4-7]. CTGF是近年来新发现的一种细胞因子, 
是具有高度保守性的即刻早期基囚C N N家族

成员之一. CTGF与肝纤维化有密切的关系[8]. 
人类慢性肝病、肝纤维化及实验性肝纤维化

发生发展过程中均与CTGF表达有关, 主要是

HSC-CTGF mRNA的表达上调, Crean et al [9]用

抗CTGF的中和抗体可阻断TGFβ1引起的促纤

维化效应. Mori et al [10]在小鼠皮肤纤维化模型

中, TGFβ1可引起短期纤维组织增生, 若同时注

射CTGF则可引起持续稳定的纤维组织增生. 进
一步研究发现, CTGF启动子中存在TGF-β反应

元件, 提示这可能是TGF-β选择性上调CTGF基
因表达的分子基础. CTGF可能是TGF-β下游

信号效应分子, 特异地介导TGF-β促纤维化效 
应[11-12], 而不影响TGF-β1免疫抑制和抗细胞增殖

效应. 因此, 作为组织器官纤维化形成过程中的

重要介质, CTGF的发现可能为防治肝纤维化提

供一个新的靶标. 目前, 抗纤维化药物仍存在其

局限性, 进一步研究肝纤维化的机制, 有助于开

发研究新药物控制或延缓肝纤维化的发展. 最
近文献资料显示, IL-10与慢性肝损害发生发展

关系密切, 且具有抗纤维化效应, 可望成为治疗

肝纤维化的药物. IL-10是由Th2细胞、巨噬细

胞和活化的B细胞产生一种细胞因子. 是一类抑

制性免疫调节因子, 具有强大的抑制炎症和巨

噬细胞功能的作用. 采用CCl4构建肝纤维化模

型, IL-10基因敲除小鼠较野生型小鼠肝纤维化

程度明显加重[13-14], 提示内源性IL-10对肝纤维

化起抑制作用. Nelson et al [15]临床试验显示外源

性IL-10可减轻患者及动物模型的肝纤维化程

度, 但其作用机制尚不明确. 我们建立了TGFβ1

与IL-10干预和共干预体外培养的HSC细胞模型, 
采用半定量RT-PCR法检测CTGF mRNA的表达, 
结果显示HSC经TGFβ1进一步诱导活化, 表达

CTGF mRNA明显增多, 这与以往的研究结果一

致; IL-10单独干预, IL-10各浓度组与空白对照组

比较, 差别无统计学意义, 说明单用 IL-10对HSC 
CTGF mRNA表达无明显作用; IL-10与TGFβ1共

同干预, 与TGFβ1组比较, CTGF mRNA表达明

显减少, 且以IL-10 40 mg/L+TGFβ1 8 mg/L组抑

制作用最明显, 差别有统计学意义, 说明IL-10对
TGFβ1诱导的CTGF mRNA表达有明显的抑制作

用. 因此我们推断, IL-10可通过抑制TGFβ1诱导

的CTGF基因表达而发挥抗纤维化效应, 这可能

是IL-10抗纤维化机制之一.
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■同行评价
本研究方法合理
可 行 ,  结 果 有 价
值, 对临床基础研
究的突破有意义. 
如果进一步探讨
IL-10与TGFβ1的
最佳搭配浓度, 结
合机体本身病例
状态下观察则更
有价值.
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Abstract
AIM: To determine the effects of different intra-
abdominal pressure of CO2 pneumoperitoneum 
on gastrointestinal motility in rats.

METHODS: Eighteen rats were randomly as-
signed to three groups based on pneumoperi-
toneum pressure (0 mmHg group, 10 mmHg 
group, 15 mmHg group) and each group re-
ceived 2 h pneumoperitoneum duration man-
agement. Small intestinal propulsion rate and 
gastric emptying rate under different pneumo-
peritoneum pressure were observed.

RESULTS: After 2 h pneumoperitoneum, com-
pared with 0 mmHg group, gastric residual 
rate was significantly raised (78.15% ± 5.20% vs 
69.68% ± 7.16%, P < 0.05) and small intestinal 
propulsion rate was markedly decreased in 10 
mmHg group (37.08% ± 7.78% vs 46.68% ± 8.07%, 

P < 0.05). Even more significant changes were 
observed in 15 mmHg group (84.75% ± 6.26%, 
28.28% ± 6.43%, both P < 0.01).

CONCLUSION: Gastrointestinal motility is in-
hibited during pneumoperitonneum. Manifesta-
tions include enhanced gastric residual rate and 
decreased small intestinal propulsion rate.

Key Words: Pnenmoperitoneum; Gastrointestinal 
motility; Carbon dioxide

Meng LX,  Mu F ,  Zhu YM.  Ef fec t s  o f  d i f fe rent 
i n t r a - a b d o m i n a l  p r e s s u r e  o f  c a r b o n  d i o x i d e 
pneumoperitonneum on gastrointestinal motility in rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 2158-2160

摘要
目的: 建立大鼠CO2气腹模型, 观察不同CO2气
腹压力条件下, 气腹2 h大鼠胃肠动力指标. 

方法: 将18只大鼠按不同气腹压力随机分3
组: 0 mmHg组(正常腹压); 气腹压10 mmHg; 
气腹压15 mmHg, 各组大鼠均接受2 h气腹, 观
察不同气腹压力下胃排空率及小肠推进比的
变化趋势.  

结果: 气腹2 h时, 气腹压10 mmHg组比0 mmHg
组胃残留率显著升高(78.15%±5.20% v s  
69.68%±7.16%, P <0.05)、小肠推进比显著下
降(37.08%±7.78% vs  46.68%±8.07%, P<0.05); 
气腹压15  m m H g组各指标变化更为显著
(84.75%±6.26%, 28.28%±6.43%, 均P<0.01).

结论: CO2气腹抑制胃肠运动. 表现CO2气腹
使胃残留率增加、小肠推进比下降, 随着气
腹压力的增高, 这种表现更加明显.

关键词: 气腹; 胃肠动力; 二氧化碳
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0  引言

腹腔镜手术术后常发生恶心呕吐(post operative 

®

■背景资料
腹腔镜手术以其
微创的特点被广
泛应用, 随着手术
适应证范围的拓
宽, CO2气腹对机
体所产生的各种
病理生理学改变
受到众多学者的
重视. 恶心呕吐是
腹腔镜术后常见
的并发症, 其可能
与CO2气腹的时间
和气腹的压力有
关. 

■同行评议者
姜春萌, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院消化科
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nausea and vomiting, PONV), 其发生机制不十分

清楚. 本研究观察了不同CO2气腹压力对大鼠胃

肠传输功能的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠18只(中国医科大学盛京医

院实验动物中心提供), 体质量180-220 g. 随机分

为3组, 每组6只: 气腹压0 mmHg Ⅰ组; 气腹压力

10 mmHg Ⅱ组; 气腹压力15 mmHg Ⅲ组, 在指定

的压力下气腹2 h.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠CO2气腹模型的制备: 实验前大鼠禁

食24 h、禁水2 h, 动物称质量后, ip水合氯醛300 
mg/kg麻醉, 动物固定于手术台, 加热灯照调节

体温在37℃. 气管切开插管, 接小动物呼吸机

(TKR200C型, 江西省特力麻醉呼吸设备公司)
辅助呼吸, 调整潮气量1-2 mL/100 g, 呼吸频率

30-40 次/min. 腹部酒精消毒, 于脐上将气腹针插

入腹腔内, 5 mL注射器外套管内装水, 接在气腹

针上, 水自由落下, 证明在腹腔内, 然后接气腹

机充入CO2, 气腹机(德国Stroz公司、型号20 L)
气体流量初始为0.1 L/min, 逐渐缓慢调整气体流

量, 使气腹压力维持在预定值(气腹机显示压力

值). 气腹结束时经气腹针排除气体.
1.2.2 大鼠胃肠动力指标的测定: 半固体糊制备[1]: 
羧甲基纤维素钠(中国医药集团上海化学试剂公

司)2.5 g, 溶于72.5 mL蒸馏水中, 然后分别加入4 
g奶粉、2 g糖、2 g淀粉, 每加1次搅拌均匀, 最后

加入1 mL碳素墨水混合成75 mL约75 g的半固

体糊状物, 冰箱冷藏保存, 用前2 h取出, 恢复至

室温. 气腹结束后ig半固体糊2 mL/只, 30 min后
脱颈椎处死, 立即剖开腹腔取胃肠, 计算小肠推

进比及胃内残留率. 结扎胃贲门和幽门, 从贲门

处至回肠末端轻轻剥离胃肠, 将其自然拉直铺

平, 分别测量从幽门至半固体糊前端及幽门至

回盲部的小肠长度, 计算两者的百分比(小肠推

进比). 取胃, 滤纸拭干后称质量, 沿胃大弯剪开

胃体, 洗去胃内容物后拭干、称质量, 以胃全质

量和胃净质量的差值为胃残留物质量, 计算胃

内残留物占所灌半固体糊(约2.0 g)的质量百分

比(胃内残留率)[2-3].
统计学处理 应用SPSS V 10.0专业统计学软

件进行数据处理, 数据mean±SD以表示, 组间比

较采用t检验, P <0.05有统计学差异.

2  结果

不同压力的CO2气腹对大鼠胃肠动力的影响, 气

腹2 h后, Ⅱ组胃残留率明显升高、小肠推进比

下降, 与Ⅰ组比较差异有统计学意义(P <0.05); 
Ⅲ组胃残留率升高更为显著, 小肠推进比则进

一步下降, 与Ⅰ组比差异非常显著(P <0.01, 表1).

3  讨论

腹腔镜手术以其微创的特点被广泛应用, 随着手

术适应证范围的拓宽, CO2气腹对机体所产生的

各种病理生理学改变受到众多学者的重视[6]. 恶
心呕吐是腹腔镜术后常见的并发症, 其可能与

CO2气腹的时间和气腹的压力有关. 本实验发现

无论气腹压力是10 mmHg、15 mmHg 2 h均使胃

残留率增加、小肠推进比下降, 其可能的原因(1)
腹腔内压力增高可导致内脏血管收缩、静脉回

流减少, 致使心脏的前负荷降低[4-7]. 同时, 腹内压

力机械性压迫胃肠道毛细血管床, 反射性引起血

管血流阻力增高, 导致胃肠道血流灌注不足、胃

肠道淤血水肿, 抑制了胃肠平滑肌活动. (2)由于

腹膜吸收、CO2弥散入血, 动脉血CO2分压升高, 
易形成高碳酸血症和酸中毒, 增加交感神经的兴

奋性, 导致血管紧张素及儿茶酚胺等活性物质分

泌增加; 激活的交感神经纤维不仅可通过抑制胃

肠神经丛的兴奋神经元抑制胃肠动力, 还可以通

过其释放的儿茶酚胺直接与胃肠平滑肌细胞膜

上的α、β受体结合[8], 抑制平滑肌细胞收缩. (3)
随着气腹CO2蓄积速度增加和持续时间的延长, 
气腹对迷走神经末梢的刺激和牵拉作用也使得

迷走神经张力改变, 刺激并激活迷走神经末梢的

5-HT3受体, 从而影响胃肠动力. 
本实验随着气腹压力的升高, CO2气腹对胃

肠运动的抑制作用越明显, 这也可能是腹腔镜

CO2气腹术后PONV高发的原因之一. 因此, 腹腔

镜手术麻醉过程中, 在保证手术操作的前提下, 
尽量将气腹压力调至较低水平, 以减轻对胃肠

道活动的影响. 
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■研发前沿
腹腔镜手术术后
常发生恶心呕吐
(PONV), 其发生
机制不十分清楚.

表 1 CO2气腹2 h后大鼠胃肠动力的变化 (mean±SD, %)

     
分组                          胃残留率                          小肠推进比

Ⅰ组                     69.68±7.16                   46.68±8.07              

Ⅱ组                     78.15±5.20a                  37.08±7.78a             

Ⅲ组                     84.75±6.26b                  28.28±6.43b

aP<0.05, bP<0.01 vs  Ⅰ组.
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Abstract
AIM: To study the expression of Heme oxidase-1 
(HO-1) mRNA and its significance in hepatic 
tissues in arsenic exposed mice.

METHODS: Forty male mice were randomly 
assigned to control group and sodium arse-
nite group (iAs3+ group). The iAs3+ group was 
given sodium arsenite per day. The mice were 

sacrificed after 10 mo for liver function and 
pathologic examination. The RNA was extract-
ed by the TRIzol-Phenol-Chlorofor method 
from the other part of the liver tissues. Then, 
its density and purity was determined using 
ultraviolet spectrophtonetric method. The ex-
pression of HO-1 mRNA was detected using 
real time fluorescence quantitative PCR, and 
the result was controlled with 18S gene. 

RESULTS: The serum levels of ALT, AST and 
GLB in the iAs3+group were higher than those 
of the control group (61.5 ± 5.5 U/L vs 38.0 ± 5.6 
U/L, 530.9 ± 39.0 U/L vs 118.3 ± 9.1 U/L, 27.15 ± 
4.1 g/L vs 20.9 ± 0.6 g/L, all P < 0.05). Pathologic 
examination indicated notable inflammatory 
cell invasion and liver cell necrosis involved in 
arsenic group. The mRNA expression of HO-1 
increased in the iAs3+group compared with the 
control group and a statistically significant dif-
ference was detected (t = 5.393, P < 0.05).

CONCLUSION: High expression of HO-1 in-
duced by long-term exposure to sodium arsenite 
may lead to excessive stress response, thereby 
participate in liver injury and liver fibrosis.

Key Words: Arsenic exposed; Liver fibrosis; Heme 
oxidase-1 

Luo TY, Wu J, Zhang Y, Ou B, Cheng ML, Yang Q. 
Expression of HO-1 mRNA in hepatic tissues in arsenic 
exposed mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 
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摘要
目的:  探讨血红素氧化酶-1  m R N A(H O-1 
mRNA)在砷暴露肝损伤小鼠肝组织中表达的
意义.

方法: 40只♂小鼠被随机分成对照组和亚砷

酸钠组(iAs3+组). 10 mo后处死小鼠, 肝功能检
查血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨
酸氨基转移酶(AST)、球蛋白(GLB); 部分肝
组织作HE染色观察病理变化; TRIzol-酚-氯仿
一步法提取肝组织总RNA, 紫外分光光度法
测定总RNA及纯度, 实时荧光定量PCR法测定

www.wjgnet.com
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■背景资料
砷可引起不同程
度的肝损伤、肝
纤维化、肝硬化
及 肝 癌 ,  未 完 全
阐明的发病机制
已成为关注的热
点. 慢性砷暴露肝
损伤肝纤维化动
物模型的建立, 对
肝损伤机制的理
论解释极为重要. 
HO-1的研究在多
病因肝损伤中具
有保护作用, 慢性
砷暴露所导致肝
损伤时HO-1的表
达研究甚少. 

■同行评议者
秦成勇, 教授, 山
东省立医院消化
内科



肝组织中HO-1 mRNA的表达, 以18S基因作为
质控. 

结果: iAs3+组小鼠血清ALT、AST、GLB值
高于对照组(61.5±5.5 U/L vs  38.0±5.6 U/L, 
530.9±39.0 U/L vs  118.3±9.1 U/L, 27.15±4.1 
g/L vs  20.9±0.6 g/L, 均P <0.05); 肝组织病理
检查有明显的炎症细胞浸润和肝细胞坏死, 纤
维组织增生; 小鼠肝组织HO-1 mRNA基因表
达在iAs3+组增高, 与对照组比较有统计学意
义(t  = 5.393, P <0.05).

结论: 小鼠亚砷酸钠长期暴露诱导的HO-1高
表达, 可能参与了肝损伤肝纤维化发生机制.

关键词: 砷暴露; 肝损伤; 血红素氧化酶-1

罗天永, 吴君, 张韵, 欧兵, 程明亮, 杨勤. HO-1 mRNA在砷暴露

肝损伤小鼠肝组织中的表达. 世界华人消化杂志  2008; 16(19): 

2161-2165
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0  引言

砷是一种严重危害人类健康的环境毒物和已知

的人类致癌物[1-2]. 砷中毒是一种地球化学性疾

病[3], 慢性砷中毒以皮肤病变为主并累及机体诸

多器官和组织, 近年来动物实验和人群流行病

学调查均表明砷进入机体后, 主要蓄积于肝脏, 
他可引起不同程度的肝损伤、肝纤维化、肝硬

化及肝癌[4-9], 严重危害人体健康. 尽管砷中毒导

致的肝损伤、肝纤维化、肝硬化及肝癌的防治

研究已逐渐成为目前国内外研究的热点, 但仍

缺乏长期、系统、多中心、大规模的人群流行

病学的研究及成熟的砷中毒肝损伤、尤其是慢

性肝损伤肝纤维化动物模型, 对其肝脏损伤机

制亦尚无成熟完善的理论解释[10]. 血红素氧化酶

(HO)是血红素降解的限速酶, 其同工酶HO-1是
诱导型血红素氧化酶, 是一种应激反应蛋白, 对
于氧化应激十分敏感, 能够被多种刺激或应激

因素所诱导, 如重金属、内毒素、细胞因子等, 
该诱导作用被认为是机体对各种氧化应激刺激

的一种适应性保护反应[11-12], 目前对长期水砷暴

露肝损伤与HO-1的关系研究甚少.本实验拟建

立慢性水砷暴露小鼠肝脏损伤的动物模型, 并
探讨HO-1在慢性水砷暴露所导致肝损伤中表达

的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 iAs3+(亚砷酸钠, NaAsO2, iAs3+)(购自美
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国Sigma公司; HO-1及18S引物、SYBR Green I 
荧光染料、TRIzol试剂、随机引物(Oligo dT)、 
4种脱氧核苷(dNTPs)、RNA酶抑制剂(RNase 
Inh ib itor)、MMLV逆转录酶、PCR引物(根据

美国国立生物技术信息中心基因银行中鼠的

HO-1、PCNA、18S cDNA序列进行设计)均
由美国国立卫生研究院癌症/环境卫生研究所

刘杰博士惠赠. 紫外分光光度仪(Mastercyc ler 
grad ient、德国Eppendorf公司), 5700荧光定

量PCR仪(Applied Biosystems美国ABI公司), 
核酸蛋白分析仪(U l t rospec 2100 p ro、美国

Amersham Biosciences公司), 台式冷冻离心机

(5810R、德国Eppndorf公司), 全自动生化分析仪

(AEROSET2000、美国Abbott公司).
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: ♂昆明种小白鼠40只, 体质量

20±3 g, 由贵阳医学院实验动物中心提供. 将小

鼠随机分成对照组和iAs3+组, n  = 20. 对照组饮

用自来水, iAs3+组饮用NaAsO2水(300 mg/L). 两
组小鼠自由饮用, 食用普通饲料. 在本次实验前, 
我们采用iAs3+砷溶液150 mg/L以自由饮用的方

式喂养小鼠, 17 wk后小鼠未出现死亡.根据该实

验结果, 本研究砷溶液浓度调整为300 mg/L. 造
模10 mo后, 两组小鼠因自然因素和/或不能耐

受实验而死亡, 但死亡只数不等. 两组小鼠随机

选用各10只, 采用眼球取血方式处死. 取血清送

生化科查肝功能; 肝组织100 mg, 迅速放入1 mL 
TRIzol试剂中, 立即提取肝组织总RNA; 余肝组

织放100 g/L中性甲醛溶液中固定, 石蜡包埋、

切片、HE染色. 
1.2.2 血清肝功能生化指标检测: 血清丙氨酸转

氨酶(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)、球

蛋白(GLB)测定采用全自动生化分析仪. 
1.2.3 实时荧光定量PCR检测: (1)引物: HO-1 
GenBank Accession Number: M33203; 上游引物

5'-CCTCACTGGCAGGAAATCATC-3', 下游引

物5'-CCTCGTGGAGACGCTTTACATA-3'; 内
参18S GenBank Accession Number: X56974; 上
游引物5'-CGAACGTCTGCCCTATCAACTT-3', 
下游引物5'-CCGGAATCGAACCCTGATT-3'. 
(2)总RNA的提取:  取小鼠肝组织100 mg, 加入

TRIzol试剂1 mL中, 用小玻璃研磨器捣匀肝组

织, 用标准TPIzol-酚-氯仿一步法提起小鼠肝组

织总RNA, 紫外分光光度法测定总RNA浓度及

纯度. (3)逆转录酶合成cDNA: 经MMLV逆转录

酶催化合成cDNA, 以此为模板在PCR扩增仪
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■相关报道
苏丽琴 et al 报道
砷中毒发病率、

严重程度与砷暴
露时间及水砷含
量等多种因素呈
正相关; Santra et al
给低浓度砷水造
模15 mo见少许肝
纤 维 化 ;  吴 刚 等
报道HO-1能通过
以急性应激反应
为主的多环节发
挥肝脏保护作用; 
Kitamuro et al报道, 
组织细胞HIF-1与
Bach-1的特异性可
决定HO-1的表达, 
并认为增高表达
的HO-1可催化血
红素分解出高浓
度胆红素、CO和
铁具有细胞毒性
作用.在慢性砷暴
露肝损伤中, HO-1
对肝脏保护作用
还是损伤作用有
待进一步研究.

■研发前沿
尚未完全阐明的
慢性砷中毒肝损
伤发病机制的研
究 已 成 为 重 点 , 
HO-1在慢性砷暴
露肝损伤氧化应
激过程中所发挥
作用正在被认识
中.
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上完成PCR扩增. 逆转录反应体系100 μL: 包括

总RNA 1000 ng, 25 mmol/L MgCl2 22 μL, 10×
PCR BufferⅡ 10 μL, 10 mmol/L dNTPs 20 μL, 
10 μmol/L OligodT 5 μL, 20×1012 U/L RNase 
Inhibitor 2 μL, 50 ×1012 U/L MMLV逆转录酶

2.5 μL, RNase-free-H2O补充体积(18.5 μL). 循
环参数设置; 25℃ 10 min, 48℃ 60 min, 95℃ 5 
min, 4℃保存, 置-20℃备用. (4)实时荧光定量

PCR(RT-PCR)扩增检测HO-1 mRNA的表达: 
PCR反应体系20 μL, 包括逆转录产物4 μL, 100 
μmol/L上、下游引物各0.5 μL, 2×Buffer SYBR 
Green 10 μL, RNase-free-H2O 5 μL. PCR扩增条

件: 预变性94℃ 5 min, 然后执行如下反应条件: 
94℃变性45 s, 退火55℃ 60 s, 72℃延伸60 s, 共
30个循环, 最后72℃延伸10 min.

统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 各
组间比较采用t , 应用SPSS11.5统计学软件处理

数据.

2  结果

2.1 小鼠肝功能 iAs3+组血清ALT、AST、GLB均
高于对照组, 差异有统计学意义(P <0.05, 表1).
2.2 肝组织病理 对照组小鼠肝脏病理见肝小叶

结构完整,无变性、坏死、炎性细胞浸润及纤维

组织增生(图1A). iAs3+组见肝细胞水样变性, 脂
肪样变性, 气球样变性, 肝细胞液化坏死, 炎性

细胞浸润, 肝细胞再生, 汇管区纤维增生, 纤维

条索形成(图1B). 
2.3 HO-1 mRNA的测定结果 HO-1 mRNA的测

定: 对照组为29.80±10.54, iAs3+组为236.19±
84.55, 两组比较, iAs3+组HO-1 mRNA表达增高(t 
= 5.393, P <0.05).

3  讨论

有资料显示, 人群长期水砷暴露造成的砷中毒

发病率、严重程度, 与砷暴露时间及水砷含量

等多种因素呈正相关[13-14]. 砷的慢性肝损伤模型

报道较少.曾有报道自由饮砷水的肝损伤动物模

型, 给予的水砷浓度较低, 造模周期较长, 大多

在造模6 mo才出现轻度肝细胞损伤, 15 mo才可

见少许肝纤维化[15]. 本研究前预实验选用iAs3+溶

液150 mg/L自由饮用的方式喂养小鼠, 17 wk小
鼠未死亡. 因此, 结合给药方式、实验目的和小

鼠耐受情况, 我们选定300 mg/L亚砷酸钠溶液作

为本次实验的染毒溶液, 结果显示水砷暴露小

鼠血清学检测: ALT、AST、GLB: iAs3+组较对

照组均升高; 肝组织病理: iAs3+组肝细胞有变性, 
坏死, 再生, 汇管区纤维增生, 纤维条索形成. 说
明成功建立了亚砷酸钠慢性水砷暴露小鼠肝损

伤动物模型.
国内外动物实验和人群流行病学调查均表

明砷进入人体后, 主要在肝组织中蓄积, 通过甲

基化过程、脂质过氧化、基因损伤、直接损伤

肝细胞等多种途径引起不同程度的肝损伤、肝

纤维化、肝硬化甚至肝癌. 砷的毒理作用机制与

其诱发活性氧自由基(ROS)的产生以及抑制抗

氧化物的活力从而导致氧化损伤关系密切[16-17].
HO-1是一种急性应激反应蛋白, 对机体有

保护作用[18-19]. 在肝缺血再灌注, 酒精性非酒精

性脂肪性肝炎, 梗阻性黄疸等多种损伤因素所

致的急性、亚急性肝损伤文献中, HO-1能通过

以急性应激反应为主的多环节发挥肝脏保护作

用[20-26]. HO-1在砷对肝损伤方面的研究少有报

道, 有动物实验研究显示, NaAsO2是HO-1蛋白

的强烈和特异性诱导剂, 能够诱导大鼠和小鼠

表 1 小鼠肝功能检测结果 (n  = 10, mean±SD)

     
分组                ALT(U/L)             AST(U/L)               GLB(g/L)

对照组         38.0±5.6         118.3±9.1         20.9±0.6 

iAs3+组        61.5±5.5a       530.9±39.0a     27.15±4.1a

aP<0.05 vs  对照组.

A

B

图 1 光镜下肝组织病理观(HE×40). A: 对照组肝小叶正常

结构; B: iAs3+组肝组织病理结构.

■创新盘点
本研究成功建立
慢性砷暴露肝损
伤肝纤维化模型, 
并进一步探讨了
HO-1在慢性砷中
毒肝损伤氧化应
激反应中可能的
损伤机制.
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肝脏、肾脏HO-1高表达,与组织中的无机砷含

量具有高度相关性[27]. 本实验显示, HO-1 mRNA
在iAs3+组肝组织中表达明显升高, iAs3+暴露对

肝细胞HO-1 mRNA的诱导很可能也表现为砷介

导的一种特异性细胞应激反应. 该应激反应在

慢性砷暴露中的是否也是应激保护作用, 有待

进一步探索. 在我们系列研究中发现, 砷暴露肝

损伤纤维化过程中促炎症因子TNF-α、IL-6、
COX-2和促肝纤维化因子Co l-Ⅰ、Co l-Ⅲ均有

高表达, 缺乏MT保护作用, GSH-Pi表达低下、

GSH-Px无明显变化导致抗氧化系统失衡等[28-31], 
与本实验中iAs3+组肝组织明显损伤, 同时HO-1 
mRNA也高表达的结果, 用应激保护作用不好完

美解释. 该实验模型为长期暴露亚砷酸钠水所

致慢性肝损伤动物模型, HO-1 mRNA呈持续高

表达, 在肝组织应激反应中可能发挥了损伤作

用而非保护作用, 有可能参与了砷致肝损伤、

肝纤维化的发生机制. 曾有文献报道, 组织细胞

HIF-1与Bach-1的特异性可决定HO-1的表达, 并
认为增高表达的HO-1可催化血红素分解出高浓

度胆红素、CO和铁具有细胞毒性作用[32-33]; 另
有文献报道, 慢性阻塞性肺病患者肺泡巨噬细

胞中HO-1表达下降[34]. 抑制小鼠HO-1的高表达, 
可减少肺部反应铁和铁相关蛋白的生成, 降低

NAD-PH细胞色素P450还原酶的活性, 使肺过氧

化物酶的活性也有所下降, 从而减轻氧化应激

造成的肺损伤[35].
总之, 砷暴露肝损伤纤维化过程中, 早期

HO-1的表达, 作为急性应激反应可能发挥保护

反应; 慢性砷暴露后, 砷介导特异性诱导的HO-1
持续高表达, 可能参与了肝损伤、肝纤维化的

过程, 成为其可能的机制之一, 有待进一步研究.
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■应用要点
HO-1在慢性砷暴
露肝损伤肝纤维
化发生机制的进
一步阐明必将为
防治提供重要的
科学依据.
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■同行评价
本研究设计合理, 
得出了有参考价
值的结论, 可读性
能反映我国胃肠
病学基础研究的
先进水平.
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中华医学会第八次全国消化系疾病学术会议征文通知

本刊讯 中华医学会消化病学分会定于2008-10-09/12在西安市召开第八次全国消化系疾病学术会议. 现将会议

的征文内容及有关事项通知如下:

1      征文内容 

与消化系统疾病有关的流行病学、基础及临床研究. 根据以下分类请在论文摘要右下角标明: 功能性胃肠疾病

及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流病); 幽门螺杆菌及其相关疾病; 胰腺疾病; 肝胆疾病; 胃肠道肿瘤; 炎症

性肠病; 胃肠激素;  消化疾病介入治疗; 青年委员会专场(全部用英文交流). 

2      征文要求

(1)报送的论文要求800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论, 注明作者姓名、单

位及邮编. 投青年会专场的论文必须附相应的英文摘要, 第一作者年龄须在45周岁以下(1963-11后出生). (2)凡

已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文, 不予受理. (3)报送的论文要求电脑打印稿, 经

所在单位审查盖章, 通过本次会议专用网站报送电子文稿及报名注册, 会议将不再接受书面投稿. (4)截稿日期: 

2008-07-15(以当地邮戳为准), 文责自负. 会议网址: http://www.csgd.org.cn. 

希望各省、自治区、直辖市医学会消化病学分会委员积极、认真组织所在地区的相关医生踊跃投稿并

参会.
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Abstract
AIM: To investigate relationship between 
differential expression of serum proteomic 
spectra in rat model of pancreatic intraepithelial 
neoplasia (PanIN) and dimethylbenzanthracene
–induced pancreatic carcinoma (PC) using 
surface-enhanced laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry (SELDI-TOF 

MS) technology.

METHODS: Forty male SD rats were implanted 
with DMBA into the pancreas to induce rat 
model of PanIN and PC. Histopathology was 
evaluated according to PanIN classification 
system. And normal control group of twenty-
six male SD rats was established. The serum 
protein spectra were detected using IMAC-Cu2+ 
proteinchip and SELDI-TOF MS. The data were 
analyzed using Biomarker Wizard 3.0 Software 
of Ciphergen Biosystem Co.

RESULTS: DMBA was implanted into pancreas 
of rats in PC group (n = 11) and PanIN group (n 
= 18). Compared with the normal control group, 
there were significant differences (P < 0.001) of 
30 protein peaks in PanIN and PC of which 19 
protein peaks were up-regulated and 11 down-
regulated. The expression of 9 protein peaks, 
with a ratio of mass to charge (M/Z) of 5835.2, 
4087.3, 4786.5, 4800.5, 3932.2, 5765.9, 5924.8, 
5001.9, 3913.7 gradually increased from normal 
to PanIN and PC group, and 4 protein peaks 
with a M/Z ratio of 1096.9, 1478.9, 8572.9, 1007.1 
gradually decreased.

CONCLUSION: Serum proteomic spectra were 
differentially expressed in rat model of PanIN 
and PC. Identification and function of these dif-
ferentially expressed proteins necessitate further 
investigation.

Key Words: Pancreatic intraepithelial neoplasia; 
Pancreatic carcinoma; 7, 12-dimethyl-1, 2-benzan-
thracene; Surface-enhanced laser desorption/ioni-
zation time-of-flight mass spectrometry technology

W a n g  L ,  L i u  H L ,  L i a o  P ,  W a n g  W J ,  Y u a n  P . 
Differential expression of serum proteomic spectra in 
rat model of pancreatic intraepithelial neoplasia and 
dimethylbenzanthracene–induced pancreatic carcinoma. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 2166-2170

摘要
目的: 利用表面增强激光解析离子化飞行时
间质谱(SELDI-TOF MS)技术, 分析由7, 12-二
甲基苯并蒽(DMBA)诱导建立的大鼠胰腺上

®

■背景资料
表面增强激光解
吸离子化飞行时
间质谱 (SELDI-
TOF MS)技术, 是
近年来引起广泛
关注的一种新的
蛋白质组学研究
方 法 ,  具 有 大 规
模、超微量、高
通量、全自动等
其他方法所无法
比拟的优越性, 成
为多种研究领域
的技术热点.

■同行评议者
殷正丰, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学东方
肝胆外科医院
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皮内瘤变(PanIN)和胰腺癌(PC)模型血清蛋白
质谱的差异表达. 

方法: 40只♂清洁级SD大鼠为模型组, DMBA
胰腺局部种植建立P a n I N和P C模型 ,  根据
PanIN标准进行病理学分级. 26只♂清洁级SD
大鼠为正常对照组. 采用SELDI-TOF MS和铜
离子鳌合芯片(IMAC-Cu2+芯片)检测大鼠血清
蛋白质谱, Biomarker Wizard 3.0软件分析比
较对照组、PanIN组和PC组之间的差异表达
蛋白. 

结果: DMBA胰腺局部种植后共获得PC 11例, 
PanIN 18例. 与对照组比较, PanIN组和PC组
表达强度显著上调(P <0.001)的蛋白质峰有19
个, 显著下调(P <0.001)的蛋白质峰有11个; 其
中质荷比分别为5835.2、4087.3、4786.5、
4800.5、3932.2、5765.9、5924.8、5001.9、
3913.7的9个蛋白质峰表达强度在对照组、

PanIN组和PC组呈逐级递增趋势, 质荷比分别
为1096.9、1478.9、8572.9、1007.1的4个蛋白
质峰表达强度呈逐级递减趋势.

结论: 与正常大鼠比较, PanIN和PC模型大鼠
血清蛋白质谱表达发生显著变化, 这些差异表
达蛋白质在胰腺癌中的作用值得进一步深入
研究.

关键词: 胰腺上皮内瘤变; 胰腺癌; 7, 12-二甲基苯

并蒽; 表面增强激光解析离子化飞行时间质谱技术

王磊, 刘海林, 廖萍, 王文静, 袁平. 大鼠胰腺上皮内瘤变和胰腺

癌模型血清蛋白质谱的差异表达. 世界华人消化杂志  2008; 

16(19): 2166-2170

http://www.wjgnet.com/1009-3079/16/2166.asp

0  引言

近年来, 胰腺癌的发病率呈明显升高趋势, 且其

5年生存率不足4%, 是目前预后最差的恶性肿

瘤[1-2]. 由于胰腺癌起病隐匿, 缺乏特异性临床表

现, 因此早期诊断困难, 确诊时大多已处于晚期. 
寻找有效的早期诊断方法被认为是提高胰腺癌

诊治水平的重要出路之一. 80%-90%的胰腺癌

为起源于胰腺导管上皮的胰腺导管腺癌, 胰腺

上皮内瘤变(pancreatic intraepithelial neoplasia, 
PanIN)为胰腺导管腺癌的癌前病变[3-4]. 前期研

究利用7, 12-二甲基苯并蒽(7, 12-d imethyl-1, 
2-benzanthracene, DMBA)成功建立了大鼠

PanIN和胰腺导管腺癌化学诱癌模型, 该模型

与人胰腺癌的病理生物学特性相近, 可以模拟

由正常胰腺逐级癌变的过程 [5-8].  表面增强激

光解析离子化飞行时间质谱(surface-enhanced 
laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry, SELDI-TOF MS)技术, 是近年来

发展起来一种新的蛋白质组学研究方法, 具有

大规模、超微量、高通量、全自动等方面的特 
点[9-13]. 本研究拟利用SELDI-TOF MS技术, 对大

鼠PanIN、胰腺癌模型与正常大鼠外周血清蛋

白质谱进行比较分析, 探讨DMBA诱导的胰腺

癌形成过程中外周血清蛋白质差异表达的动态

变化情况.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD大鼠66只, 体质量100-110 
g, 购自中科院上海实验动物中心 ,  生产许可

证号为SCXK(沪)2003-0003, 使用许可证号为

SYXK(沪)2007-0007, 在标准饲养条件下进行饲

养. DMBA颗粒购于Sigma公司. SELDI-TOF MS
仪(PBSⅡ-C型)和铜离子鳌合芯片(IMAC-Cu2+

芯片)为美国Ciphergen公司产品. 主要试剂乙腈

(ACN)、三氟乙酸(TFA)、白芥子酸(SPA)、醋酸

钠(NaAC)等均购自Sigma公司.
1.2 方法 模型组大鼠40只采用DMBA胰腺局部

包埋种植的方法建立PanIN和胰腺癌化学诱癌

模型[14], 分别在手术后1 mo(模型1组, n  = 20)和2 
mo(模型2组, n  = 20)处死, 取胰腺组织由专业胰

腺病理医师单盲进行病理学分级鉴定, 正常对

照大鼠26只与模型2组同时处死. 所有大鼠处死

前于下腔静脉采集全血3-4 mL, 3000 r/min离心

5 min, 取上清再次3000 r/min离心5 min, 取30 μL
血清分装在0.5 mL离心管中, 于-80℃冰箱保存, 
使用时取出分装的血清样品, 于冰上融化.

IMAC-Cu2+芯片活化用100 mmol/L的CuSO4

溶液10 μL/孔10 min, 去离子水冲洗3次, 共计2次; 
50 mmol/L的NaAC溶液(pH4.0)10 μL/孔2-3 min, 
去离子水冲洗3次. 芯片平衡用500 mmol/L的
NaCl磷酸盐缓冲液(PBS)溶液(pH7.2), 200 μL/孔
震荡5 min, 共计2次. 取12 μL血清样品, 用500 
mmol/L NaCl的PBS溶液(pH7.2)1∶20稀释. 取
200 μL/孔上样, 常温孵育1.5 h. 500 mmol/L NaCl
的PBS溶液(pH7.2)200 μL/孔震荡洗脱2次, 每次

5 min; 去离子水300 μL/孔冲洗1次. 滴加SPA饱

和溶液(100% ACN+1% TFA等体积混合溶解)0.5 
μL/孔, 共计2次. 将芯片置入SELDI-TOF MS仪
(PBSⅡ-C型)进行阅读, 设定激光强度为190, 敏
感度为8, 通过Ciphergen proteinchip software 

■研发前沿
寻找灵敏性高、

特异性好的早期
诊断标志物是解
决胰腺癌早期诊
断困难的关键出
路之一, 蛋白质组
学的发展进一步
拓展了此方面的
研究空间, SELDI-
TOF MS技术作为
一种新兴技术成
为新的研究热点.
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3.11版本分析软件采集数据. 优化分子量范围为

1-20 kDa, 并进行蛋白质峰标准化校准, 设立有

效蛋白质峰的最低信噪比为5, 最低出现频率阈

值为10%. 
统计学处理 采用Biomarker Wizard 3.0软件

对数据进行处理, 共设立对照组、PanIN组和PC
组三组, 同一质荷比(M/Z)蛋白质峰平均值进行3
组间方差分析, P <0.001为统计学有显著性.

2  结果

2.1 病理组织学 模型组大鼠在胰腺DMBA植入

部位形成直径0.3-0.6 cm的球形包块, 镜下可见

胰腺组织中均有明显的炎性细胞浸润和广泛的

间质结缔组织增生, 胰腺导管上皮不同程度增

生, 部分异形增生突破基底膜. 经病理分级证实

共形成PanIN 18例, PC 11例, 其中PanIN-1级4例, 
PanIN-2级5例, PanIN-3级9例.
2.2 外周血清蛋白质谱检测和分析 正常对照组

(n  = 26)、PanIN组(n  = 18)和PC组(n  = 11)大鼠

外周血清经SELDI-TOF MS仪检测后, 在分子质

量1-20 kDa范围内, 共检测出有效蛋白质峰131
个. 以P <0.001为具有显著差异, 三组之间表达

强度具有显著差异的蛋白质峰共有30个. 与对

照组比较, PanIN组和PC组表达强度显著上调

的蛋白质峰有19个, 显著下调的蛋白质峰有11
个; 其中对照组、PanIN组和PC组表达强度呈逐

级递增趋势的蛋白质峰9个, 蛋白质质荷比分别

为5835.2、4087.3、4786.5、4800.5、3932.2、
5765.9、5924.8、5001.9、3913.7(表1), 表达强度

呈逐级递减趋势的蛋白质峰有4个, 蛋白质质荷

比分别为1096.9、1478.9、8572.9、1007.1(表2).

3  讨论

胰腺癌起病隐匿, 确诊时大多已处于晚期, 建立

有效的早期诊断方法成为胰腺癌研究的热点, 
但长期以来这一问题始终没有得到有效解决, 
特别是缺乏无创性、灵敏性特异性较高的肿瘤

标志物. 近年来随着蛋白质组学的兴起, 研究者

利用这一新的研究方法, 试图寻找到能够早期

诊断胰腺癌的肿瘤标志物. 
与传统的以双向凝胶电泳(2D-PAGE)结合

质谱为代表的蛋白质组学技术方法相比, SELDI-
TOF MS技术对待测标本要求低, 标本需要量小, 
可以直接检测微量的血清[15-16]、尿液[17-19]、组织

液[20]等, 检测过程相对简便, 具有临床检测所要

求的大规模、自动化等方面的优点. Koopmann 
et al [21]利用此技术分析胰腺癌患者、其他胰腺

疾病(胰腺炎、壶腹腺癌等)和健康对照组的血

清样品, 获得了特异性蛋白质: PC-A、PC-B和

CA19-9. 国内研究者使用SELDI蛋白芯片检测

了胰腺癌患者的血清蛋白质谱, 从中选择了6
种标志物建立了一种胰腺癌鉴别体系, 并证明

其灵敏度达到80%, 特异度达到84.6%[22]. Rosty  
et al [20]用SELDI蛋白芯片技术对胰腺癌和其他胰

腺疾病患者的胰液进行比较研究, 发现67%胰腺

癌患者胰液样品中有分子质量为16 570的蛋白

表达, 并确定这种蛋白为HIP/PAP-Ⅰ. 也有研究

者利用SELDI-TOF MS技术对胰腺癌组织标本

进行胰腺癌相对特异性蛋白质的筛选, 结果表

明有13种蛋白质峰在胰腺癌和癌旁组织表达显

著差异, 8种在胰腺癌和胰腺良性疾病表达显著

差异, 12种在胰腺癌和正常组织表达显著差异[23]. 
目前已经明确胰腺癌的发生也是一个多阶

段发展的过程, PanIN为胰腺导管腺癌的癌前病

变, 经进一步发展可形成胰腺导管腺癌[3-4]. 即往

研究的局限性在于所使用的临床标本多为晚期

胰腺癌, 而缺乏PanIN及早期胰腺癌的病例标本. 
如果能够借助动物模型动态观察PanIN和早期

胰腺癌的蛋白质谱, 将可以更好的揭示胰腺癌

发生早期的蛋白质谱表达变化规律. 既往研究

证明DMBA胰腺局部种植诱导的方法可以建立

■创新盘点
本研究利用S E L 
DI-TOF MS技术
分析胰腺癌癌前
病变和早期胰腺
癌动物模型的血
清蛋白质谱表达, 
可以动态观察正
常胰腺逐级癌变
时蛋白质的差异
表达情况.

表 1 表达强度随胰腺癌变程度逐级递增的蛋白质峰 
(mean±SD)

     
质荷比       对照组       PanIN组           PC组              P 值

5835.2      1.8±0.8      5.1±2.5        6.2±3.3       2.4×10-8

4087.3      1.2±0.8      4.7±2.7        5.1±2.8       1.7×10-7

4786.5      3.8±3.1    21.7±11.7    24.4±14.8     2.8×10-7

4800.5      1.7±1.2    10.6±6.8      13.4±8.5       4.2×10-7

3932.2      1.0±0.8      5.7±3.8        6.3±4.2       2.1×10-6  

5765.9      1.8±1.8      5.1±2.6        6.2±3.3       2.6×10-6

5924.8      1.2±0.7      2.5±1.0        2.7±1.0       7.1×10-6

5001.9      1.7±0.7      2.8±0.9        2.9±1.1       5.0×10-5

3913.7      1.3±0.9      3.1±2.5        3.4±1.8       3.9×10-4

表 2 表达强度随胰腺癌变程度逐级递减的蛋白质峰
 (mean±SD)

     
质荷比         对照组        PanIN组          PC组            P 值

1096.9      8.4±4.7      3.2±1.8     2.9±2.4    8.4×10-6

1478.9      3.8±2.7      1.3±2.2     0.7±0.7    2.3×10-5

8572.9      4.5±2.6      2.0±1.5     1.5±1.2    1.2×10-4

1007.1      6.6±4.9      2.9±2.5     2.2±1.3    9.8×10-4
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大鼠PanIN和早期胰腺癌模型, 弥补了临床标本

多为晚期胰腺癌的研究局限. 所诱导的胰腺癌

表达细胞角蛋白19、20等导管细胞标志物, 而
不表达腺泡细胞标志物糜蛋白酶, 表明DMBA
诱导的胰腺癌为导管起源[7]. 此外该模型具有

较高的K-r a s 基因突变发生率, 并且不诱导其

他脏器肿瘤. 我们在前期研究中采用DMBA 10 
mg/100 g体质量的剂量诱导可得到效率较高、

级别丰富的PanIN和胰腺癌大鼠模型, 能够较好

地反映早期胰腺癌发生发展的动态变化过程[14]. 
在本研究中, 我们利用SELDI-TOF MS技术, 

采用铜离子鳌合芯片(IMAC-Cu2+芯片)对正常大

鼠、PanIN大鼠和PC大鼠模型的外周血清蛋白

质谱进行比较分析, 结果发现DMBA诱导后的

早期胰腺癌模型血清蛋白质谱表达发生明显改

变. 与对照组比较, PanIN组和PC组表达强度显

著上调的蛋白质峰有19个, 显著下调的蛋白质

峰有11个; 其中质荷比分别为5835.2、4087.3、
4786.5、4800.5、3932.2、5765.9、5924.8、
5001.9、3913.7的9种蛋白质表达强度随癌变

程度呈逐级递增趋势, 质荷比分别为1096.9、
1478.9、8572.9、1007.1的4种蛋白质表达强度

随癌变程度呈逐级递减趋势. 因此推断这些差

异蛋白质可能与早期胰腺癌发生的病理生理学

机制紧密相关. 但是本研究尚未对这些差异蛋

白质峰进行鉴定, 目前还不能明确其确切的性

质和功能, 此外利用早期胰腺癌模型所筛选出

的差异蛋白质峰与人胰腺癌是否密切相关, 他
们在早期胰腺癌诊断中的作用如何, 这些问题

均需要在后续实验中进一步深入研究. 
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■同行评价
本文采用SELDI-
TOF MS先进技术
对大鼠胰腺癌相
关模型的外周血
清蛋白质谱进行
比较分析, 研究目
的和实验设计值
得肯定. 但全文提
供的信息量较少.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of carbachol 
(a cholinergic agent) on expression of tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) and aquaporin-1 
(AQP-1) water channels in small intestine of 

scalded rats.  

METHODS: Wistar rats were randomly assigned 
to five groups: shame scald (N), scald without 
fluid resuscitation (S), scald resuscitated with 
enteral GES alone (GES), scald resuscitated with 
enteral carbachol alone (CAR) and scald resus-
citated with enteral carbachol plus GES (GES/
CAR) (n = 10). About 35% TBSA of scald injury 
was formed with boiling water on back of rats in 
all groups except the shame scald group. N, GES 
and GES/CAR groups were enterally adminis-
tered 30 min after scald injury. The specimens 
of jejunum of all groups were harvested and 
analyzed. AQP-1 expression in intestines was 
evaluated using immunohistochemical method, 
TNF-α was measured using ELISA and the liq-
uid absorption rate was determined using phe-
nol red.  

RESULTS: Compared with the shame scald 
group, AQP-1 expression in small intestine was 
significantly decreased in scalded animals (90.3 
± 18.4 vs 4851.6 ± 654.5, P < 0.01), but signifi-
cantly increased in CAR, GES and GES/CAR 
groups (1806.1 ± 110.1, 2272.3 ± 113.8, 3322.0 ± 
595.9 vs 90.3 ± 18.4, all P < 0.01). TNF–α level in 
intestinal tissues of GES/CAR and CAR groups 
were markedly suppressed compared with those 
in S and GES groups (0.9 ± 0.3, 1.0 ± 0.47 vs 1.8 
± 0.3, 1.9 ± 0.2, P < 0.05). TNF-α expression level 
was negatively correlated with AQP-1 of small 
intestine in GES/CAR, CAR and S groups (r 
= -0.9030, -0.9602, -0.9866, all P < 0.05). Liquid 
absorption rate of small intestine in GES/CAR 
group was significantly increased compared 
with GES group (21.0% ± 0.1% vs 12.7% ± 0.1%, 
P < 0.05). 

CONCLUSION: Carbachol have significant effects 
on improving the liquid absorption by inhibiting 
TNF-α and up-regulating AQP-1 expression in 
small intestine.
 
Key Words: Burns; Carbachol; Aquaporin-1; Tumor 
necrosis factor-α
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■背景资料
AQP-1在消化系
分布广泛, 是介导
胃肠道水分子跨
膜转运的重要物
质. 烧伤休克时肠
缺血缺氧、肠动
力下降、肠道对
水吸收障碍, 影响
口服补液的复苏
效果. 因此在烧伤
休克口服补液时
减少炎症反应抑
制炎症因子, 改善
AQP-1的表达, 增
加肠道水吸收, 将
有助于提高口服
补液效果. 卡巴胆
碱是一种胆碱能
受体激动剂, 可促
进胃肠动力、扩
张血管、减轻炎
症, 对减轻烧伤休
克时炎症反应抑
制炎症因子, 改善
AQP-1的表达, 增
加肠道水吸收有
重要意义, 是值得
关注的能提高烧
伤休克口服补液
疗效的一种药物. 

■同行评议者
吴志勇, 教授, 上
海交通大学医学
院附属仁济医院
普外科
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摘要
目的: 研究拟胆碱药卡巴胆碱对烫伤大鼠口
服补液时小肠TNF-α及水通道蛋白-1(AQP-1)
表达的影响. 

方法: ♂Wistar大鼠50只, 随机分为假烫(N)、
单纯烫伤(S)、肠内葡萄糖-电解质液(GES)、
肠内卡巴胆碱组(CAR)和肠内葡萄糖-电解质
液+卡巴胆碱组(GES/CAR)5组(n  = 10). 大鼠
背部用沸水造成35% TBSA烫伤. N, GES和
GES/CAR组于伤后30 min开始补液. 免疫组化
法测定肠组织AQP-1的表达, ELISA法检测肠
组织TNF-α含量, 酚红法测定大鼠小肠对水的
吸收率.  

结果: S组大鼠小肠AQP-1与N组比明显降低
(90.3±18.4 vs  4851.6±654.5, P <0.01); CAR, 
GES和GES/CAR组AQP-1与S组相比均显著
增加(1806.1±110.1, 2272.3±113.8, 3322.0±
595.9 vs  90.3±18.4, 均P <0.01). 给予卡巴胆碱
组(CAR, GES/CAR)与未给予卡巴胆碱组(S, 
GES)相比肠组织TNF-α含量明显下降(0.9±
0.3, 1.0±0.47 vs  1.8±0.3, 1.9±0.2, P <0.05). 
GES/CAR, CAR及S组AQP-1表达量与TNF-α
含量成负相关(r  = -0.9030, -0.9602, -0.9866, 均
P <0.05). GES/CAR组水吸收率较GES组明显
升高(21.0%±0.1% vs  12.7%±0.1%, P <0.05). 

结论: 卡巴胆碱可抑制促炎因子TNF-α的释
放, 上调小肠AQP-1表达, 改善大鼠烫伤早期
肠道对水的吸收.

关键词: 烫伤; 卡巴胆碱; 水通道蛋白-1; 肿瘤坏死

因子-α
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0  引言

水通道蛋白对水有高度选择性, 是跨膜水转运

的重要通道, 其中水通道蛋白-1(AQP-1)在消化

系分布广泛, 是介导胃肠道水分子跨膜转运的

重要物质[1-2]. 烧伤休克时肠道处于严重缺血缺

氧及炎症状态、肠动力下降、肠道水吸收障碍, 
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严重影响着补液的复苏效果[3]. 我们假设如果在

烧伤肠内补液中加入能减少炎症反应抑制炎症

因子, 改善AQP-1的表达, 增加水吸收的药物, 将
有助于提高补液效果. 卡巴胆碱是一种胆碱能

受体激动剂, 有促进胃肠动力、扩张血管、减

轻炎症等作用[4]. 本研究的目的就是观察在烫伤

休克早期肠内补液时卡巴胆碱对小肠TNF-α及
水通道蛋白-1表达的影响, 为提高烫伤休克早期

肠内补液疗效提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠50只(230±20 g)60-70日
龄, 购自中国医学科学院动物中心. GES配方: 
每1L水中溶解3.5 g NaCl、2.5 g NaHCO3、1.5 
g KCl和20 g葡萄糖, 使用前置于37℃恒温水浴

箱预热. 酚红溶液: 100 mL含2 mg酚红. 卡巴胆

碱: 美国Sigma公司产品. 兔抗鼠AQP-1多克隆抗 
(1∶100): 购自美国Santa Cruz公司. 非生物素二

步法免疫组化检测试剂盒(内含内源性过氧化物

酶阻断剂、二抗HRP-多聚体)北京中杉金桥生

物技术有限公司产品. 大鼠TNF-α检测试剂盒: 
美国Doclone公司产品.  ZNB-XB型输液泵: 北京

科力丰科技发展有限公司产品. 
1.2 方法 
1.2.1 动物模型: ♂Wistar大鼠在万级动物室适应

性饲养1 wk, 术前18-20 h禁食, 4 h禁水. 烫伤组

大鼠用乌拉坦im麻醉, 背部脱毛, 沸水(100℃, 15 
s)造成35% TBSA Ⅲ度烫伤. 取腹正中切口, 自
十二指肠起始段幽门下5 cm和盲肠上5 cm各剪

开一个小口, 向十二指肠远端向下和回肠近端

向上各插入直径为0.5 cm的无菌硅胶管, 扎紧固

定, 用37℃生理盐水将小肠内容物冲洗干净. 循
环液置于37℃恒温水浴箱预热30 min, 将两硅胶

管游离端置于循环液中形成闭合环路. 用输液

泵控制十二指肠游离端液体流速, 输液泵速度

按4 mL 1% TBSA/kg设定. 
1.2.2 分组处理: 动物随机分为假烫(N, n  = 10)、
单纯烫伤(S, n  = 10)、肠内卡巴胆碱组(CAR, n  = 
10)、肠内葡萄糖-电解质液(GES, n  = 10)和肠内

葡萄糖-电解质液+卡巴胆碱组(GES /CAR, n  = 
10)等5组. N、GES和GES/CAR组于伤后30 min
开始补液, CAR组给予卡巴胆碱. 各组烫伤后四

和经腹主动脉抽血处死, 取空肠标本, 甲醛固定. 
1.2.3 检测及方法: (1)AQP-1免疫组化. 将石蜡

切片脱蜡水化, 一抗为兔抗鼠AQP-1多克隆抗 
(1∶100). 非生物素二步法免疫组化检测试剂
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盒(内含内源性过氧化物酶阻断剂、二抗HRP-
多聚体). 正常羊血清封闭液阻断非特异性染色, 
胃蛋白酶抗原修复, DAB显色, 苏木素复染, 脱
水、透明、干燥, 中性树胶封固, 光镜下观察. 
用Image-Pro Plus 6.0图象分析系统, 进行AQP-1
半定量检测; 每组3张切片每张切片随机选取7
个视野, 计算各视野的整合吸光度(IA )值. (2)肠
组织TNF-α含量测定. 取空肠起始段测肠组织

中TNF-α, 操作严格按大鼠TNF-α ELISA检测

试剂盒说明书要求进行. (3)肠吸收功能: 由于酚

红不被小肠吸收, 可用于测定肠道水吸收率. 配
制的溶液每100 mL含2 mg酚红. 每组开始补液

后每30 min取循环液0.5 mL, 分别加入0.2 mol/L 
NaOH 5 mL, 摇匀, 以0.2 mol/L NaOH调零, 在
550 nm测定吸收度, 绘制标准曲线.

统计学处理 数据以mean±SD表示, 实验数

据采用SPSS11.0统计软件进行t检验及相关性分

析, P <0.05为差别有统计学意义.

2  结果

2.1 AQP-1的表达 假烫组AQP-1免疫组化结果显

示, AQP-1大量表达于肠道毛细血管、小血管及

中央乳糜管内皮细胞(棕色为阳性表达); 单纯烫

伤组AQP-1表达显著低与假烫组(P <0.01); GES
组和GES/CAR组AQP-1表达量与单烫组相比均

有所增加(P <0.01); GES/CAR组AQP-1表达增加

较GES组明显(P <0.05, 表1, 图1).
2.2 肠组织TNF-α含量 卡巴胆碱可明显抑制烫

伤休克大鼠小肠促炎因子TNF-α的表达, 给予卡

巴胆碱的CAR组和GES/CAR大鼠肠组织TNF-α
含量(1.0±0.5, 0.9±0.1)与单纯烫伤组及GES组
(1.8±0.3, 1.9±0.5)比较明显减少(P <0.05). GES/
CAR, CAR及S组AQP-1表达量与TNF-α含量成

负相关(表2). 
2.3 水吸收率 与假烫组比较烫伤休克大鼠小肠

水吸收率明显下降, 假烫组21.5%±0.1%, GES
组12.7%±0.1%(P <0.05); GES/CAR组肠道水吸

收率为21.0%±0.1%; GES/CAR组各时间点水吸

收值均明显高于GES组(P <0.05). 

3  讨论

正常生理情况下, 水透过细胞膜分2种过程: (1)通
过磷脂双层的简单扩散; (2)通道介导的跨膜转

运. 后者受水通道蛋白表达水平的影响. 水通道

蛋白在哺乳动物各组织器官中分布广泛[5], 其中

AQP-1在消化系统大量表达, 参与肠道对水的分

泌、吸收及细胞内外水的平衡. 本实验对大鼠小

肠AQP-1的免疫组化染色显示AQP-1主要表达于

小肠毛细血管、小血管及中央乳糜管内皮细胞. 
进一步说明了AQP-1与小肠水吸收密切相关. 

烫伤休克早期肠内补液作为一种紧急救助

措施[6], 虽然血流动力学恢复滞后于静脉补液, 
但在提高血容量和尿量、降低死亡率等方面可

以达到与静脉补液相似的效果[7-8]. 本实验结果

显示, 烫伤休克大鼠小肠AQP-1表达显著降低, 

表 1 小肠AQP-1的表达 (n  = 10, mean±SD, 总IA 值)

     
分组                                                                     总IA 值

N组                                                        4851.6±654.5 

S组                                                            90.3±18.4d

CAR组                                                   1806.1±110.1ab

GES组                                                   2272.3±113.8ab

GES/CAR组                                           3322.0±595.9b

aP<0.05 vs  GES/CAR组; bP<0.01 vs  S组; dP<0.01 vs  N组.

表 2 GES /CAR, CAR和S组AQP-1与TNF-α相关性

     
                                                  相关系数                        P 值

GES/CAR组                          -0.9030                     0.005

CAR组                                  -0.9602                     0.001

S组                                       -0.9866                     0.002

图 1 AQP-1的表达(SABC×200). A: 假烫组; B:单烫组; C: GES/CAR组; D: GES组.

A B C D ■应用要点
卡巴胆碱可增加
小肠水吸收率, 对
维持机体内平衡, 
增加机体对烫伤
休克的耐受能力
有重要作用, 对于
提高口服液体复
苏效果具有潜在
的应用价值.
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使水跨膜转运减少,小肠水吸收率明显下降. 葡
萄糖-电解质溶液可通过糖酵解途径产生ATP供
胃肠上皮细胞利用, 改善受损细胞功能, 促进钠

和水的吸收, 但其改善小肠AQP-1表达及水吸收

的作用并不显著, 给予葡萄糖-电解质溶液后小

肠TNF-α较单烫组有所增加, 可能由于烫伤休

克肠内补液所制的缺血再灌注引起的炎症因子

增加. 本实验结果显示卡巴胆碱可明显抑制小

肠促炎因子TNF-α的表达, 在葡萄糖-电解质溶

液中加入卡巴胆碱可明显增加烫伤休克大鼠小

肠AQP-1表达量及水吸收率, 其作用机制可能

为: (1)卡巴胆碱兴奋M受体可增加肠蠕动、改

善肠血流, 增强AQP-1活性. 文献报道也显示, 乙
酰胆碱通过M3受体可使水通道蛋白在细胞内

囊泡与顶质膜间穿梭[9-10], 提高水的通透性; (2)
卡巴胆碱有兴奋N受体抑制肠道缺血再灌注时

TNF-α等炎症因子释放, 减轻缺血缺氧状态下的

肠组织炎症反应的作用[11-12]. 烧伤休克时肠道处

于严重缺血缺氧状态, 导致肠组织过度炎症损

伤. TNF-α是烧伤休克时重要的促炎因子, 可下

调水通道基因表达[13]. 实验结果显示GES/CAR, 
CAR及S组AQP-1表达量与TNF-α含量成负相关

性. 烫伤休克后随着肿瘤坏死因子的大量释放, 
AQP-1表达迅速减少, 给予卡巴胆碱可明显抑制

肠组织中TNF-α释放[14-15], 从而改善AQP-1的表

达增强肠道对水的吸收. 但卡巴胆碱增加小肠

AQP-1表达的具体机制尚不清楚, 有待进一步研

究. 烫伤休克早期肠内补液时在葡萄糖-电解质

溶液中加入卡巴胆碱可增加小肠水吸收率, 对
维持机体内平衡, 增加机体对烫伤休克的耐受

能力有重要作用, 对提高肠内液体复苏的效果

具有潜在的应用价值. 
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Abstract
AIM: To investigate effects of single nucleotide 
polymorphism (SNP) of interferon-induced 
antiviral protein on therapeutic effects of 
antiviral therapy for hepatitis C. 

METHODS: A total of 168 chronic hepatitis C 
(CHC) patients were enrolled into the random-
ized trail of both interferon and pegylated in-
terferon in combination with ribavirin antiviral 
treatments for 52 wk, with a 26-week follow-
up. Sustained virological response (SVR) was 

evaluated then. Peripheral blood samples were 
collected at base line. Viral genotype was deter-
mined using PCR and viral load was determined 
using fluorescent quantitative PCR. And SNP in 
antiviral protein MxA gene promoter at nt-88, 
nt-123 and PKR-activated eIF-2α-reg2 sites were 
examined by polymerase chain reaction-restric-
tion fragment length polymorphism (PCR-RFLP). 

RESULTS: There were significant differences in 
curative effect between CHC patients with GT 
or TT genotype and those with GG genotype (c2 
= 6.862, P = 0.012; c2 = 12.941, P = 0.001, respec-
tively). No significant difference was found be-
tween GT and TT genotypes. The curative effect 
in CHC patients with either CA genotype or AA 
genotype was better than those with CC geno-
type (c2 = 5.818, P = 0.020; c2 = 4.498, P = 0.046). 
No significant difference was found between CA 
and AA genotypes. Statistic analysis revealed no 
significant difference in curative effect between 
genotype of regulatory region 2 of the eIF-2α 
gene (A/G) and AG or GG genotypes. 

CONCLUSION: Patients who carry MxA gene 
with TT or GT genotype at promoter nt-88 have 
better curative effect than those with GG geno-
type when treated with IFN. AA or AC geno-
type at MxA -123 is better than CC genotype. 
Genotype at of eIF-2α-reg2 site is not correlated 
with IFN treatment response in CHC patients.

Key Words: Chronic hepatitis C; Interferon; Single 
nucleotide polymorphism; Myxovirus resistance; 
Eukaryotic initiation factor-2 alpha

Zou MN, Huang YX, Li Z, Ma LN, Lin ZH, Guo XH, Cao 
ZH, Chen XY. Association between single nucleotide 
polymorphism of IFN-induced antiviral protein genes 
and curative effect of antiviral treatment in chronic 
hepatitis C patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 
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摘要
目的: 探讨干扰素(IFN)诱导抗病毒蛋白基因多态
性对慢性丙型肝炎抗(CHC)病毒治疗疗效的影响.
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■背景资料
丙型肝炎呈世界
性 流 行 ,  目 前 我
国慢性丙型肝炎
(CHC)患者约有
3600万. HCV感染
是我国乃至全球
重要的健康问题
之一. 目前, 干扰
素(IFN)是丙型肝
炎抗病毒治疗唯
一有效的药物, 利
巴韦林可协同作
用. 然而, 同样应
用 I F N 治 疗 的 患
者往往应答差异
很大. 近年随着对
HCV研究的开展, 
HCV基因型 ,  病
毒载量和肝纤维
化程度被认为与
IFN治疗的疗效有
关. 但除以上因素
外, 宿主遗传因素
如细胞信号转导
通路上众多基因
的单核苷酸多态
性(SNP)也是影响
IFN应答的重要因
素. 
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唐霓 ,  副研究员 , 
重庆医科大学; 曹
洁, 副教授, 中国
人民解放军第二
军医大学微生物
学教研室



方法: 168例CHC患者给予IFN: 包括聚乙二醇
IFN(PEGIFN)和普通IFN, 联合利巴韦林治疗
52 wk, 随访26 wk, 评价持续病毒学应答(SVR)
情况. 于基线时留取患者外周血标本, 应用多
聚酶链反应(PCR)检测病毒基因型, 荧光定量
聚合酶链反应法测定病毒载量, 同时采用多聚
酶链反应-限制片段长度多态性(PCR-RFLP)
的分析方法, 检测患者抗病毒蛋白的MxA-88, 
-123位点及eIF-2α-reg2的SNP. 

结果: CHC患者中GT型、TT型与GG型疗效
比较, 差异均有统计学意义(c2 = 6.862, P  = 
0.012; c2 = 12.941, P  = 0.001). GT型与TT型的
比较, 差异不显著. CA型和AA型与CC型患者
疗效比较, 差异均有统计学意义(c2 = 5.818, P  
= 0.020; c2 = 4.498, P  = 0.046). 但CA型与AA
型的比较, 差异不显著. eIF-2α-reg2位点(A/G), 
基因型AA与基因型为AG或GG的患者IFN疗
效比较, 差异没有统计学意义. 

结论: MxA-88为TT或GT型比GG型患者对
IFN反应性好, MxA-123为AA或AC型比CC型
疗效好. eIF-2α-reg2位点基因型与CHC IFN疗
效无相关性.

关键词: 慢性丙型肝炎; 干扰素; 单核苷酸多态性; 
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0  引言

干扰素(interferon, IFN)是目前治疗慢性丙型肝

炎(chronic hepatitis C, CHC)的主要药物, 但同样

应用IFN治疗的个体存在应答差异. 近年HCV基

因型, 病毒载量和治疗方案等因素被认为与IFN
治疗的疗效有关. 但除以上因素外, 宿主遗传因

素如抗病毒蛋白基因的单核苷酸多态性(single 
nucleotide polymorphism, SNP)也是影响IFN应答

的重要因素[1]. 双链RNA激活的蛋白激酶(double 
strand RNA activated protein kinase, PKR)和黏

病毒抵抗蛋白A(myxovirus resistance A, MxA)
就是IFN诱导产生的抗病毒蛋白[2], MxA蛋白的

抗病毒机制是其在与病毒的核糖核蛋白体中

的核蛋白紧密结合后活化, 活化的MxA发挥对

病毒核衣壳的水解作用[3]. PKR是一种RNA依

赖性蛋白激酶, 他可使真核细胞翻译起始因子

-2α(eukaryotic initiation factor-2alpha, eIF-2α)磷
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酸化失活, 而使病毒蛋白质的翻译不能进行, 从
而起到抗病毒的作用[4]. 因此, 我们选择IFN诱导

的MxA启动子和PKR活化的真核细胞翻译起始

因子(eIF)基因作为研究切入点, 探讨IFN种类、

病毒因素和宿主遗传因素对CHC疗效的影响.  

1  材料和方法

1.1 材料 按知情同意原则, 开放非随机选择于

2004-12/2006-07在我院住院的CHC患者, 入组

211例, 年龄16-70岁, 均为汉族. 诊断标准符合

2004年《丙型肝炎防治指南》[5]诊断的慢性丙

型肝炎, 且荧光定量PCR检测HCV RNA>8×107 
copies/L. 并通过血清学检测排除其他肝炎病毒

所致的慢性肝炎、失代偿期肝硬变等. Taq DNA
酶、dNTP、DNA marker购自北京鼎国生物工

程有限公司. 限制性核酸内切酶HhaⅠ、PstⅠ、

SspⅠ均购自北京友谊中联公司代售的NEB公司

产品.
1.2 方法 
1.2.1 治疗方案: 所有患者均用IFN联合利巴韦林

(ribavirin, RBV)治疗, RBV的用法均为800 mg/d, 
po . 其中使用PEGIFN者为PEGIFN组, 使用普通

IFNα者为普通IFN组. PEGIFN组应用PEG IFNα 

180 mg或135 mg, 1 次/wk, sc; 普通组应用IFNα 5 
MIU, 隔天一次, sc. 疗程52 wk, 停药随访26 wk. 
持续病毒学应答(sustained virological response, 
S V R): 即治疗结束并随访26 w k时定量H C V 
RNA<8×107 copies/L. 非持续病毒学应答(non-
sustained virological response, NSVR): 除SVR外
任意一种情况.
1.2.2 检测方法: 患者外周静脉抗凝血2 mL, 采用

常规的酚-氯仿法提取患者外周静脉血白细胞基

因组DNA[6]. 通过美国国家生物信息中心(NCBI)
的GenBank获取elF-2α-reg 2和MxA启动子基因

序列及相应位点的SNP信息, 应用primer5.0设
计合适的引物序列, 引物由赛百盛生物工程有

限公司合成. elF-2α-reg 2引物序列F: 5'-tgcttgct
agtttgtttcccac-3', R: 5'-gccatgtacatcacaggtttactg-3'. 
MxA启动子-88和-123引物序列相同F: 5'-acaca
cccgtttccaccctggagaggccag-3', R: 5'-tgcgcagtgctgg
agtgcggcctccgctct-3'. 取上述不同患者的DNA提

取液5 mL, 上下游引物各1.2 mL(10 pmol/L), 10 
mmol/L dNTPs 2.4 mL, MgCl2 2.4 mL(25 mmol/L), 
10×PCR缓冲液3 mL, Taq DNA酶1 mL(2×106  
U/L), 补去离子水至总体积30 mL, 按下列条件

进行PCR扩增: 94℃预变性5 min, 94℃变性30 

www.wjgnet.com

■相关报道
人类基因组计划
研 究 提 示 :  人 类
基因的同源性为
9 9 . 9 % ,  仅0 . 1 %
的差异就决定了
人们遗传性状的
不同、对某些疾
病易感性的不同
以及对某些药物
治 疗 反 应 效 果
的 不 同 ,  而 这 些
差异集中表现在
“SNP”的差异. 
通过对SNP的研
究, 可从基因水平
揭示不同个体间
生物活性物质的
功能及效应存在
差异的本质, 为临
床与遗传相关的
疾病提供基因诊
断依据, 还可以预
测不同个体对某
些药物疗效的反
应性, 并用来指导
个体化治疗. 
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s, 58℃(eIF)或60℃(MxA)退火30 s, 72℃延伸1 
min, 循环数为35, 最后72℃延伸7 min. 取PCR产
物8 mL, 20 g/L的琼脂糖凝胶电泳, 在紫外灯下

鉴定预期PCR产物片段大小. PCR产物10 mL, 10
×缓冲液2 mL, 限制性内切酶(MxA-88: HhaⅠ; 
MxA-123:PstⅠ; eIF-2α-reg 2: SspⅠ) 1 mL(2×106  
U/L), 10×BSA 2 mL, 6×染料3 mL, 补去离子水

构成总体积20 mL反应体系. 该反应体系在37℃
酶切4 h. 酶切产物20 mL用20 g/L的琼脂糖凝胶电

泳, 在紫外灯下参照DNA marker鉴定酶切片段.
统计学处理 应用SPSS10.0统计软件, 采用

c2检验. 用Logist回归进行多因素分析. 统计学显

著性检验为双侧, P <0.05为统计学显著性.

2  结果

2.1 治疗情况 入组的211例CHC患者中有168例
患者完成预定疗程及随访计划, 按照预定标准

判定疗效如下: 获得 SVR者为79例(47.0%), 非持

续病毒学应答(NSVR)有89例(53.0%). 
2.2 IFN种类对疗效的影响 根据患者应用的IFN
种类不同, 分为PEGIFN组59例(35.1%), 普通IFN
组109例(64.9%). PEGIFN组和普通组SVR率分

别为59.3%(35/59)和40.4%(44/109), 差异有统计

学意义(P  = 0.023). 
2.3 病毒因素(HCV基因型、HCV病毒载量)对疗

效的影响 于基线检测病毒载量和病毒基因型, 
HCV为1型的为48.2%(81例), 均为1b型; 2型为

30例(20.9%), 其中2a型28例, 2b型2例, 型别未知

57例(33.9%). 1型SVR 24例(29.6%)与2型SVR19
例(63.3%)比较, 差异有统计学意义(P  = 0.002). 
本文中病毒载量≤107 copies/L定义为低病毒载

量(low viral load, LVL)组, 以病毒载量>107 cop-
ies/L定义为高病毒载量(high viral load, HVL)组, 
其中LVL有61例(36.3%), HVL有107例(63.7%). 
HVL组SVR 35例(32.7%)与LVL组SVR 44例
(72.1%)比较, 差异有统计学意义(P   = 0.000). 对

病毒基因型和病毒载量之间的相关性进行分析: 
病毒基因1b型中HVL占82.7%, 2型患者中HVL
仅占43.3%, 差异有统计学意义(P  = 0.000), 提示

1型患者较2型患者容易合并高病毒载量.
2.4 宿主抗病毒蛋白基因多态性对疗效的影响

2.4.1 MxA启动子-88位点SNP及其与IFN疗效

的关系: HhaⅠ限制性酶切MxA启动子扩增产

物的结果如图1. 168例CHC患者中MxA启动子

-88位点基因型频率: GG型56例(33.3%); TT型36
例(21.4%); GT型76例(45.2%)(表1). 三组基因型

(GG、TT、GT)患者IFN疗效比较, 总体上差异

有统计学意义(P  = 0.001), 将不同基因型对疗效

的影响进行两两比较: GT型与GG型疗效比较差

异有统计学意义(c2 = 6.862, OR : 2.635, 95% CI: 
1.265-5.489, P  = 0.012); TT型与GG型患者疗效

比较, 差异有统计学意义(c2 = 12.941, OR : 5.000, 
95% CI: 2.026-12.341, P  = 0.001); 但GT型与TT
型的疗效比较, 差异无统计学意义(c2 = 2.339, 
OR : 0.527, 95% CI: 0.231-1.204, P  = 0.155).
2.4.2 MxA启动子-123位点SNP及其与IFN疗效

的关系: PstⅠ限制性酶切MxA启动子扩增产物

的结果见图2. MxA启动子-123位点基因型频

率: CC型60例(35.7%); AA型16例(9.5%); CA型

92例(54.8%)(表1). 三组基因型患者疗效比较, 
总体而言, 差异有统计学意义(P  = 0.024). 各基

因型之间两两比较IFN应答效果显示: CA型、

AA型患者分别与CC型患者疗效比较, 差异均

有统计学意义(c2 = 5.818, OR : 2.279, 95% CI: 
1.160-4.477, P  = 0.020; c2 = 4.498, OR : 3.333, 
95% CI: 1.060-10.482, P  = 0.046). 但CA型与AA
型的比较, 差异无统计学意义(c2 = 0.469, OR : 
1.463, 95% CI: 0.491-4.358, P  = 0.155). 
2.4.3 eIF-2α-reg 2位点SNP及其与IFN疗效的关

系: PstⅠ限制性酶切eIF-2α-reg 2扩增产物的

结果见图3. eIF-2α-reg 2位点基因型频率: AA
型146例(86.9%); GG型4例(2.4%); AG型18例

■创新盘点
本文选择IFN诱导
的MxA启动子和
PKR活化的真核
细胞翻译起始因
子(eIF)基因作为
研究切入点, 探讨
IFN种类、病毒因
素和宿主遗传因
素对CHC疗效的
影响.

图 1 MxA启动子-88
位点基因多态性分析. 
M: DNA marker; 1: TT

纯合型; 2: GG纯合型; 

3: GT杂合型. 
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        1     2      3    M 图 2 MxA启动子-123
位点基因多态性分析. 
M: DNA marker; 1: CC

纯合型; 2: CA杂合型; 

3: AA纯合型. 
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■应用要点
本研究为CHC预
后判断及基因治
疗提供了理论依
据和新的思路. 

(10.7%)(表1). 因GG例数少, 对统计的准确性有

影响. 因此将GG与AG合并, 与AA进行统计学分

析, 基因型AA与基因型为AG或GG的患者IFN疗

效比较, 差异没有统计学意义(P >0.05).
2.4.4 MxA启动子上-123, -88连锁不平衡与SVR
的关系: MxA-88, -123两个SNPs存在连锁不平

衡, 连锁不平衡是指特殊等位基因的优先联合, 
一个等位基因与其相邻近基因座上特异等位基

因联合的频率要高于偶然发生的预测值. MxA 
-88位为GG, 其-123位为CC的占85.7%; -88位为

GT, -123位点为AC的占87.1%; -88位为TT, 则
-123位点为AA的占39.9%, 均高于偶然发生的

预测值. 因此MxA-88/-123联合位点为GG/CC、
TT/AA、AC/GT的是连锁不平衡的优先联合. 将
这优先联合(GG/CC、TT/AA、AC/GT)与SVR
相关性进行分析: 总体上差异有统计学意义(P  = 
0.004, 表1). 对存在连锁不平衡的MxA-88/-123
不同基因型联合之间两两比较IFN应答效果显

示: GT/CA、TT/AA患者分别与GG/CC患者疗效

比较, 差异有统计学意义(c2 = 8.640, OR : 3.273, 
95% CI: 1.461-7.329, P  = 0.004; c2 = 7.468, OR : 

5.400, 95% CI: 1.511-19.297, P  = 0.010). GT/CA
与T T/A A患者疗效比较 ,  差异无统计学意义

(c2 = 0.688, OR : 1.650, 95% CI: 0.502-5.429, P  = 
0.558). 
2.5 多因素Logist回归分析 用Logist回归分析

病毒基因型、病毒载量、IFN种类、MxA-88, 
MxA-123, MxA-88/-123基因型联合对CHC疗效

的影响. MxA-88与MxA-123存在连锁不平衡, 同
时入方程会出现回归系数反常等现象, 因此可

只将MxA-88做为遗传易感性的代表因素纳入方

程, 结果显示: HCV基因型(OR : 3.814, 95% CI: 
1.337-10.883, P  = 0.012)、IFN种类(OR : 2.744, 
95% CI: 1.133-6.647, P  = 0.025)、及MxA-88基
因型(OR : 2.471, 95% CI: 1.284-4.757, P  = 0.007)
对SVR的独立影响具有统计学意义. 病毒载量对

SVR的独立影响无统计学意义(OR : 2.254, 95% 
CI: 0.812-6.260, P  = 0.119).

3  讨论

为探索疗效的影响因素, 我们对病毒基因型、

病毒载量、IFN种类和宿主遗传易感性等诸多

因素进行分析. 本文168例CHC患者经IFN联合

利巴韦林治疗有79例(47.0%)获得持续病毒学应

答, 另89例(53.0%)未达到持续病毒学应答. 
Reddy et al报道[7], PEGIFN治疗CHC的疗效

优于普通IFN, 本研究结果与此类似. 聚乙二醇

组SVR显著高于普通IFN组(P  = 0.023), 因为普

通IFN半衰期短, 存在“峰-谷”效应. 而PEGIFN
是在IFN分子上交联了大分子PEG, 半衰期增加

了大约10倍, 造成对病毒的持续抑制, 因而可以

提高疗效. 所以是PEGIFN较普通IFN疗效好, 并
且用Logist回归分析得, PEGIFN是SVR的独立影

表 1 各检测基因型与IFN疗效的关系

     
Promoter site           Type              n                 SR(%)      NSR(%)                c2               P

MxA启动子-88

MxA启动子-123

elF-2α-reg 2

MxA启动子-88/123

GG

TT

GT

CC

AA

CA

AA

GG

AG

GG/CC

TT/AA

GT/AC

56

36

76

60

16

92

146

4

18

48

14

69

16(28.6)

24(66.7)

39(51.3)

20(33.3)

10(62.5)

49(53.3)

69(47.3)

3(75.0)
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响因素. 
H C V病毒因素对丙肝治疗的疗效也有显

著影响. Hadziyannis et al [8]报道CHC患者基因1
型的SVR率显著低于基因2型的患者. 本研究中

SVR率在1型和2型中分别为29.6%和63.3%, 都
有显著差异, 且Logist回归分析提示基因型是独

立的影响因素. 文献[9]报道HCV对IFN无应答

是因为HCV某些区域与IFN敏感性相关, 如位于

丙肝病毒NS5A蛋白区的IFN敏感决定区(ISDR)
可与IFN诱导的抗病毒蛋白PKR结合, 使之失

去抗病毒的能力, 从而影响IFN反应性. 且1型
HCV的E2蛋白内的PKR-eIF2α磷酸化同源区域

(PePHD)也可使PKR失活[10], 抗病毒作用减弱, 
从一定程度上解释了基因型为1型的患者IFN疗

效差的原因. 
本研究比较不同病毒载量与疗效的关系, 在

高病毒载量组的SVR率低于低病毒载量组, 差异

有统计学意义. 将病毒载量纳入Logist回归方程, 
病毒载量不是SVR的独立影响因素, 可能是因为

基因型和病毒载量有显著相关性, 基因型1型患

者中高病毒载量者显著多于2型患者, 在一定程

度上HCV基因型减弱了病毒载量对SVR的影响. 
宿主的遗传易感性方面, 本研究选择了IFN诱导

的抗病毒蛋白PKR和MxA蛋白, 作为研究切入

点, 结果表明168例患者MxA-88基因型(GG、

TT、GT)与IFN疗效比较: GT型CHC患者IFN
治疗后出现SVR的几率是GG型患者的2.26倍
(P <0.05), TT型患者IFN治疗后出现SVR的几率

是GG型患者的5.00倍(P <0.01). 提示GT型或TT
型的CHC患者对IFN治疗反应性好于GG型患者. 
国外Hijikata et al [11]、Suzuki et al [12]以及Knapp 
et al [13]分别研究慢性丙型肝炎患者MxA启动子

-88的SNP与IFN疗效的关系时得出的结论均与

本研究结果一致. 检测MxA启动子-123位点基

因型, CA型出现SVR的几率是CC型患者的2.28
倍(P <0.05), AA型出现SVR的几率是CC型患者

的3.33倍(P <0.05). 提示CA型或AA型的CHC患
者对IFN治疗反应性好于CC型患者. 且MxA-88, 
-123两个SNPs存在连锁不平衡: MxA-88/-123
为GT/CA型出现SVR的几率是GG/CC型患者的

3.27倍(P <0.01), TT/AA型出现SVR的几率是GG/
CC型患者的5.4倍(P <0.05). 提示GT/CA型或TT/
AA型的CHC患者对IFN治疗反应性好于GG/CC
型患者. 因MxA-123与-88有连锁不平衡, 因此这

两个位点的SNP有高度相关性, 所以MxA-123对
疗效的影响原因, 可能与MxA-88连锁有关. 

King et al [14]报告在82例台湾汉族CHB患者

中elF-2α-reg 2的SNP与IFN疗效有相关关系, AG
杂合基因型CHB患者IFN疗效差(P <0.01). 而本

研究在CHC患者中, 未见elF-2α-reg 2的SNP与
IFN疗效有相关性(P >0.05). 可能是因为病种不

同, 并且样本量不同, 本研究样本量168例大于

King的82例. 
本研究显示 ,  汉族人群的基因多态性

MxA-88为TT或GT基因型, MxA-123为AA或AC
基因型, MxA-88/-123基因型联合为TT/AA或

GT/AC的CHC患者易获得SVR. MxA-88基因型是

SVR的影响因素, 可作为干扰素疗效的预测指标. 
影响慢性IFN疗效的因素还有很多[15], 上述

抗病毒蛋白基因多态性仅是从宿主遗传因素的

某一基因水平揭示不同个体间生物活性物质的

功能及效应存在差异, 因此, 有待进一步研究, 
为CHC预后判断及基因治疗提供更多的理论依

据和新思路.
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Abstract
AIM: To investigate underlying causes for early 
misdiagnosis as hepatic encephalopathy and 
thereby to gain a better understanding of hepatic 
encephalopathy.

METHODS: Twenty-one cases misdiagnosed 
as hepatic encephalopathy were retrospectively 
analyzed, including their possible causes and 
clinical features.

RESULTS: Final diagnosis included hypona-
traemia encephalopathy, alcohol withdrawal 
syndrome, chronic alcoholism Wernicke enceph-
alopathy, hypoglycemic coma, cerebral hem-
orrhage and uremia acidosis. The underlying 
causes for misdiagnosis may be: narrow clinical 
diagnosis thinking; lack of complete understand-
ing of pathogenic condition; undetailed inquiry 
and check-up and failure to master differential 
diagnosis of hepatic encephalopathy.

CONCLUSION: When patients with liver diseas-

es present with mental disorders, detailed and 
complete inquiry and check-up are required, 
and relevant laboratory tests and causal analysis 
from perspective of diagnostic thinking should 
be done to avoid a misdiagnosis.

Key Words: Hepatic encephalopathy; Early diagno-
sis; Misdiagnosis

Long L, Zhang JW. Clinical analysis of 21 cases with early 
misdiagnosis as hepatic encephalopathy. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 2181-2183

摘要
目的: 研究早期误诊为肝性脑病的原因, 提高
对肝性脑病的认识. 

方法: 采用回顾性调查方法, 分析21例误诊为
肝性脑病患者的早期误诊原因及临床特点. 

结果: 确诊为低钠性脑病、酒精戒断综合
征、慢性酒精中毒Wernicke脑病、低血糖昏
迷、脑出血和尿毒症酸中毒, 误诊原因: 临床
诊断思维狭隘, 先入为主; 对病情缺乏全面分
析; 问诊不仔细, 查体不全面; 对肝性脑病诊
断及鉴别诊断不熟悉.

结论: 临床医师对肝病患者出现神经精神症
状, 应全面询问病史及仔细查体, 及早进行相
关的实验室检查, 从诊断思维入手进行病因分
析, 避免误诊.

关键词: 肝性脑病; 早期诊断; 误诊
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0  引言

肝性脑病(hepatic encephalopathy, HE)在我科是

常见的危重症, 是严重肝病引起的、以代谢紊

乱为基础的中枢神经系统功能失调的综合征, 
其主要临床表现包括神经和精神方面的异常, 
如意识障碍、行为失常和昏迷. 但临床也常遇

www.wjgnet.com

®

■背景资料
肝性脑病是临床
常 见 的 危 重 症 , 
是严重肝病引起
的、以代谢紊乱
为基础的中枢神
经系统功能失调
的综合征. 但肝病
患者临床出现的
神经精神方面异
常, 也常遇见误诊
为肝性脑病.

■同行评议者
关玉盘, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化科



见误诊为HE病例[1], 现将1999-01/2007-12我科收

治的早期误诊为肝性脑病的21例病例分析如下.

1  材料和方法

1.1 材料 21例患者均为住院患者, 男15例, 女6例, 
年龄30-75(中位年龄44)岁, 均为慢性肝病患者, 
其中肝炎肝硬化7例, 酒精性肝硬化7例, 原发性

肝癌2例, 重型肝炎5例. 所有患者均出现精神精

神症状, 早期被误诊为HE.
1.2 方法 慢性肝病诊断标准依据2000-09中华医

学会传染病与寄生虫病学分会、肝病学分会联

合修订标准[2]. HE主要诊断依据为: 严重肝病和

(或)广泛门体侧枝循环分流; 精神紊乱、昏睡或

昏迷; HE的诱因; 明显肝功能损害或血氨增高. 
扑击样震颤和典型的脑电图改变有重要参考价

值[1]. 本组患者均慢性肝病患者, 临床表现均有

肝功能受损表现: 如乏力、纳差、厌油、肝区

不适, 其中腹水、双下肢水肿12例; 黄疸10例; 
14例有肝掌或蜘蛛痣, 7例有皮肤瘀点、瘀斑或

牙出血、鼻出血; 2例出现呕血、黑便. 肝功检

查均有不同程度损害, 胃镜检查16例有不同程

度的食道、胃底静脉曲张. 均出现神经精神症

状: 嗜睡4例、昏睡2例、昏迷3例、谵妄2例, 躁
狂2例, 晕厥1例、抽搐1例, 偏瘫2例. 采用回顾

性研究方法.

2  结果

2.1 确诊 早期均诊断为并发HE, 经系统检查或

按肝性脑病治疗无效, 后被确诊并发低渗性脑

病9例, 酒精戒断综合征4例, 慢性酒精中毒Wer-
nicke脑病2例, 低血糖昏迷3例, 脑出血2例, 尿毒

症酸中毒昏迷1例.
2.2 治疗及转归 确诊为低渗性脑病9例, 基础

疾病为肝硬化5例, 重型肝炎3例, 肝癌1例, 血
Na<115 mmol/L、OSM<250 mmol/L, 补钠后低

渗性脑病治愈. 补钠量 = (142-实测血钠值)×体

质量(kg)×0.2. 但1例重型肝炎因肝功能衰竭住

院1 mo后死亡. 确诊为酒精戒断综合征4例, 予
纳洛酮治疗, 慢性酒精中Wernicke脑病2例, 予维

生素B1、烟酸治疗, 基础疾病均为酒精性肝硬

化, 治疗后神经精神症状消失. 确诊为低血糖昏

迷患者, 系肝癌1例, 重型肝炎1例, 肝硬化出现

肝源性糖尿病1例, 血糖均<2.8 mmol/L, 予高渗

葡萄糖治疗后意识回复. 确诊为脑出血2例, 系
肝硬化失代偿期1例, 重型肝炎1例, 均经头颅CT
确诊, 1例重型肝炎并发脑出血死亡. 确诊为尿
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毒症酸中毒昏迷1例, 基础疾病为肝炎肝硬化、

乙肝相关肾, 按尿毒症予透析、纠酸等综合治

疗, 无效, 死亡. 

3  讨论

HE是肝病患者常见的并发症和死亡原因, 其诊

治标准应该为临床医师掌握、熟悉, 更应注意

其鉴别诊断. 肝硬化、重型肝炎患者肝功能不

全, 易发生水钠潴留, 其形成机制较为复杂, 与
有效循环血量减少、肾血管收缩和血流重分

配、RAAS激活、AVP/ADH分泌增加和灭活减

少、前列腺素分泌减少等均有密切关系[3]. 因此

予低盐饮食, 利尿等治疗, 但因长期低盐饮食、

稀释性低钠血症、腹泻、利尿剂等造成钠丢失

出现低钠血症, 进一步发展为低渗性脑病, 脑细

胞水肿, 脑缺血缺氧, 出现一系列神经系统症状, 
易误诊为HE, 如继续限钠、利尿治疗, 低渗性脑

病病死率可高达100%[4]. 本文9例误诊患者均有

腹水, 均存在上述诱因. 酒精性肝硬化为临床肝

硬化常见病因之一. 长期饮酒者中枢神经系统

处于抑制状态, 突然戒酒或骤然减量, 则失去抑

制作用, 导致交感神经系统被激活, 引起酒精戒

断综合征: 如明显震颤及出汗, 幻觉及意识障碍, 
并有定向力和近期记忆力障碍, 易与HE混淆. 本
组误诊病例经详细询问病史, 都有突然戒酒或

骤然减量诱因, 纳洛酮治疗症状迅速缓解. 注意

酒精戒断综合征患者的手震颤与HE的扑翼样震

颤鉴别: 前者是双上肢甚至四肢、全身的抖动, 
后者是举起双上肢时特异的掌指关节的扑翼样

震动[5]. Wernicke脑病首先Cal Wernicke于1881年
报道, 是维生素B1缺乏所致的营养缺乏性疾病. 
临床以“眼肌瘫痪、共济失调、精神及意识障

碍”三联症为主要表现[6]. 患者可突发自知力、

定向力障碍, 焦虑不安, 精神错乱, 意识障碍, 也
可能与HE混淆. 2例误诊病例经医师详细检查均

有共济失调表现, 予维生素B1、烟酸治疗后症

状消失. 肝病患者出现低血糖昏迷, 一是肝源性

糖尿病使用胰岛素过程中, 一是重型肝炎、肝癌

患者. 肝源性糖尿病多继发于慢性肝炎、肝硬化, 
是指继发于肝实质损害的糖尿病, 临床表现以高

血糖, 葡萄糖耐量减低为特征[7]. 治疗原则上禁用

口服降糖药, 主要是因为多数药物存在肝损害, 
应尽量早用胰岛素[8]. 在用胰岛素过程中容易出

现低血糖昏迷, 患者可能有躁动不安等表现, 易
与HE混淆, 但注意测血糖<2.8 mmol/L, 既能明

确诊断. 重型肝炎患者, 当肝细胞损害超过80%
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时, 几乎均伴有糖代谢异常, 其中70%表现为低

血糖[9]. 是因肝细胞大面积坏死, 致使肝糖原耗

竭, 肝糖原合成和糖异生作用减弱, 对胰岛素的

分解作用降低导致. 肝癌患者, 肿瘤组织过多利

用葡萄糖, 还可以分泌异常激素或类胰岛素样

物质, 亦能导致低血糖[10]. 后两类患者出现肝源

性低血糖症与肝病经过相平行, 肝病改善低血

糖的好转, 预后往往取决于肝病的病情. 严重肝

病造成合成凝血因子功能严重障碍, 凝血酶原

时间显著延长, 容易发生自发性出血, 当颅内出

血时, 临床出现神志改变与肝衰竭后期的HE的
症状十分相似, 易于误诊、漏诊[11]. 此2例患者经

全面分析均有颅内出血表现: 如头痛、呕吐、

神志改变、偏瘫等, 神经系统检查有定位体征, 
均未引出扑翼样震颤, CT证实为颅内出血. 因颅

内出血病情凶险, 常突然致脑疝形成, 临床医师

应特别重视. 代谢性酸中毒昏迷, 病因常是肾功

衰、糖尿病酮症酸中毒、酒精中毒等, 因有特

殊病因, 且有明确的实验室检查依据, 一般不易

与HE混淆, 此例误诊病例基础疾病为肝炎肝硬

化、乙肝相关肾, 早期误诊系临床医师先入为

主, 只想到患者有肝硬化, 未想到有乙肝相关肾, 
已经是尿毒症期. 

误诊原因, 临床诊断思维狭隘, 先入为主: 
所有病例均为慢性肝病患者, 且多数为肝硬化, 
患者一旦出现神经精神症状, 受习惯思维的影

响, 易先入为主, 考虑为HE. 对病情缺乏全面分

析: 所有病例均有神经精神症状, 临床医师只

局限于HE的诊断, 未考虑到脑部疾病、慢性酒

精中毒、低血糖、代谢性酸中毒等其他可引起

相同症状的疾病. 且HE应该有明确的诱因: 如
上消化道出血、高蛋白饮食、感染、大量排钾

利尿、放腹水、便秘等, 而误诊病例往往缺乏

明确诱因. 问诊不仔细, 查体不全面: 低渗性脑

病9例均有长期严格限制钠盐摄入, 且在治疗中

都应用了利尿剂, 从而诱发低渗性脑病; 酒精

戒断综合征病例, 都有近期突然中断饮酒, 而问

诊时忽视对近期饮酒史的询问; 慢性酒精中毒

Wernicke脑病查体均有共济失调表现, 但早期误

诊时未详细查体; 脑出血昏迷患者的神经系统

检查不仔细, 出现一侧肢体活动障碍后才认真

检查. 对肝性脑病诊断及鉴别诊断不熟悉: 注意

肝硬化患者, 如无明显发生肝性脑病诱因, 大多

应考虑其他疾病, 即应该注意HE的鉴别诊断. 本
文误诊病例中有一点值得注意: 患者大多数都

有血氨轻度升高, 这可能也是误诊原因之一. 氨
中毒学说是HE的重要发病机制[12], 但血氨升高

并不是HE确诊依据, 特别是基础疾病为肝硬化

的, 血氨的含量与病情不一定呈平行关系[13], 临
床中我们也可看见有的患者已深昏迷, 血氨含

量却不高, 而有的肝硬化患者血氨含量≥200 
mmol/L, 神志却较清醒. 因为肝硬化患者, 常伴

有门脉高压, 门体侧支循环建立, 以致来自肠道

的氨不经肝脏解毒而直接进入体循环, 致使血

氨增高; 加上肝硬化患者肝脏解毒能力减弱, 清
除血氨的能力也不足, 也致血氨进一步增加. 个
别肝硬化患者的血氨很高却不发生肝性脑病, 
考虑个体“氨耐受”或“氨适应”差异有关. 

临床医师应该重视肝性脑病诊断及鉴别诊

断, 对肝病患者出现神经精神症状, 应全面询问

病史及仔细查体, 及早进行相关的实验室检查, 
从诊断思维入手进行病因分析, 避免误诊. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship of clinical 
renal dysfunction and renal pathology in 
patients with end-stage liver disease (ESLD).

METHODS: Clinical and autopsy data were ret-
rospectively analyzed of 45 patients who died 
of ESLD in Beijing Ditan Hospital and the rela-
tionship of clinical renal dysfunction and renal 
pathology in ESLD patients was studied.

RESULTS: All 45 patients presented with no 
definite urinary systemic diseases and had no 
history of systemic diseases such as hyperten-
sion, diabetes mellitus, etc. Of 45 patients, 30 
patients had renal dysfunction was and almost 

all the patients suffered from ascites of vari-
able degree. Risk of renal dysfunction increased 
significantly in patients complicated with intra-
abdominal infection while renal dysfunction was 
not correlated with alimentary tract hemorrhage 
or hepatic encephalopathy. (χ2 = 8.332, P = 0.004, 
OR = 7.2, 95% CI: 1.75-29.6). Irrespective of renal 
dysfunction, renal pathological alterations were 
observed in most of the patients (41/45, 91.1%), 
for example, renal failure (68.9%), chronic glo-
merular nephritis(15.6%), and suppurative ne-
phritis(4.4%), only 5 (11.1%) cases showed no 
significant renal dysfunctional alteration. 

CONCLUSION: When renal dysfunction occurs 
in ESLD patients, it’s complicated with prerenal 
and/or renal factors, and usually organic altera-
tions are observed. 

Key Words: End-stage liver disease; Renal failure; 
Pathology
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摘要
目的: 探讨终末期肝病患者肾脏损坏的临床
与肾脏病理学改变之间的联系.

方法: 回顾性分析45例在北京地坛医院住院
期间死于终末期肝病患者的临床与尸解资料, 
研究肾脏损坏临床与肾脏病理学改变之间的
联系. 

结果: 45例患者均无明确的泌尿系统疾病和
高血压、糖尿病等全身性疾病病史, 其中30例
(66.7%)有肾功能不全表现, 几乎所有患者均
有不同程度的腹水(44/45, 98%), 其中合并有
腹腔感染的患者发生肾功能不全的风险明显
增高(χ2 = 8.332, P  = 0.004, OR  = 7.2, 95% CI: 
1.75-29.6), 而消化道出血、肝性脑病与肾功
能不全的发生无相关性. 临床无论是否有肾功
能不全表现, 绝大多数患者(41/45, 91.1%)均
有不同程度的肾脏病理学改变, 其中表现为肾
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功能衰竭的有31例(68.9%), 慢性肾小球肾炎
的有7例(15.6%), 化脓性肾炎的有2例(4.4%), 
无明显病理学改变5例(11.1%).

结论: 终末期肝病患者发生肾衰竭后, 病情危
重、进展快, 可能同时合并有肾前性及肾性病
因及诱因, 且病理学多有器质性改变.

关键词: 终末期肝病, 肾衰竭, 病理学
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0  引言

终末期肝病是指各种原因(包括病毒性肝炎、自

身免疫性肝炎等)所致肝脏功能急剧恶化, 包括

肝硬化失代偿期、慢性重型肝炎等, 其往往伴

有肾脏病理和功能变化[1]. 本研究回顾性的分析

近些年来45例死于肝衰竭患者的临床与尸解资

料, 重点探讨终末期肝病患者肾脏损害的临床

特点与病理联系, 为临床治疗提供一定的参考.

1  材料和方法

1.1 材料 北京地坛医院住院期间(1998-2007)死于

终末期肝病的患者45例, 按照2000年(西安)全国

病毒性肝炎会议诊断标准, 经病理诊断为肝硬化

28例(包括乙肝26例, 乙肝并酒精肝1例, 酒精肝1
例), 男性26例, 女性2例, 年龄57.8±14.1岁, 慢性

重型肝炎16例(包括乙肝14例, 乙肝并丙肝1例, 
自免肝1例), 男性14例, 女性2例, 年龄56.3±7.6
岁, 亚急性重型肝炎1例(戊肝), 男性, 62岁. 所有

患者均无明确的泌尿系统疾病和高血压、糖尿

病等全身性疾病病史, 治疗中亦无明确的肾毒性

药物应用史.
1.2 方法 45例患者中, 几乎所有患者有不同程度

的腹水, 其中31例(69%)合并有腹腔感染, 均使用

过利尿剂(螺内酯, 氢氯噻嗪, 呋噻米等), 且伴有

电解质紊乱, 如低钠血症, 高钾血症等, 13例肝硬

化和所有的慢重肝及亚重肝病例临床上表现有

肾功能不全, 如少尿(<400 mL/d), 肌酐及尿素氮

持续升高(>1.5 g/L, 24 h肌酐清除率<40 mL/min), 
水电解质酸碱平衡紊乱等.

所有尸解病理分析均由北京地坛医院病理

科完成, 肾活检标本均行HE、PAS等染色, 光镜

下观察肾小球、肾间质和肾小管、肾小血管病

变的性质及程度.肾脏病理诊断标准为, 如肾小

球及肾小管水肿变性, 部分坏死机化, 部分可见

蛋白管型、颗粒管型、透明管型等诊断为肾功

能衰竭; 部分(>50%)肾小球固缩(>50%), 肾小管

上皮细胞变性、水肿, 诊断为慢性肾小球肾炎; 
肾脏出现化脓性病灶, 诊断为化脓性肾炎; 仅有

肾小球及肾小管水肿变性则诊断为功能性改变.
统计学处理 采用SPSS10.0统计学软件包, 

计数资料采用χ2检验, 计量资料采用t检验.

2  结果

2.1 临床资料 45例患者中, 其中30例(66.7%)有
肾功能不全表现, 15例(33.3%)无肾功能不全表

现, 几乎所有患者均有不同程度的腹水(44/45, 
98%), 其中合并有腹腔感染的患者发生肾功能

不全的风险明显增高(χ2 = 8.332, P  = 0.004<0.01, 
OR  = 7.2, 95% CI: 1.75-29.6), 而是否同时合并有

消化道出血(χ2 = 1.8, P  = 0.18>0.05)、肝性脑病

(χ2 = 2.205, P  = 0.138>0.05)与肾功能不全的发生

与否, 两者之间差异无统计学意义(图1). 而合并

有感染中毒性休克的两例患者均发生了急性肾

衰竭. 尽管本组资料临床上多数发生肾功能不

全的患者被诊断为肝肾综合征, 但是根据国际

腹水协会诊断肝肾综合征的标准, 本资料不足

以除外由于进行性加重的细菌感染、失血、失

液等所致肾衰竭.
2.2 肾脏病理 所有病例均无明确泌尿系统疾病

和高血压、糖尿病等全身性疾病, 然而临床无

论是否有肾功能不全表现, 绝大多数病例(40/45, 
89.9%)均有不同程度的肾脏病理学改变, 其中, 
表现为肾功能衰竭的有31例(68.9%), 表现为慢

性肾小球肾炎的有7例(15.6%), 表现为化脓性

肾炎的有2例(4.4%), 无明显病理学改变的5例
(11.1%, 图2).
2.3 临床与病理关系 无论临床上是否有肾功能

不全的表现, 而实际中绝大多数患者均有不同

程度的肾脏病理学改变, 其中, 15例患者尽管临

床上没有肾功能不全表现, 13例患者均表现为

部分肾小球及肾小管坏死、机化等急性肾衰竭

表现, 主要合并症有消化道出血(第1位)、腹水

(腹腔感染)及肺部感染等, 而30例患者临床上表

现为肾功能不全, 且18例病理学表现为肾衰竭,  
主要合并症为腹水(腹腔感染, 第1位)、消化道

出血及肺部感染等; 尽管所有患者均无明确肾

脏病史, 但是病理学显示7例为慢性肾小球肾炎, 
其中6例临床表现为肾功能不全; 2例临床上表

现为感染中毒性休克的患者, 肾脏病理示为化

■相关报道
国内外有报道终
末期肝病患者肾
脏多有器质性改
变, 但未结合临床
特点分析其原因
及可能机制. 
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脓性肾炎; 尽管临床上绝大多数患者诊断为肝

肾综合征, 但实际仅4例病例病理学表现为肾小

球及肾小管变性、水肿等功能性变化, 即可确

诊为肝肾综合征.

3  讨论

急性肾衰竭是终末期肝病常见的并发症之一, 其
原因可分为三类: 肾前性、肾性及肾后性. 肾前

性的原因包括体液丧失、药物诱发的肾素-血管

紧张素系统的激活、有效循环血容量的减少以

及持续的低血压等, 例如食管胃底静脉曲张破裂

大出血、大量腹水伴液体摄入不足、利尿剂的

大量应用及口服大量乳果糖导致腹泻等; 肾性的

原因主要包括肾缺血(感染中毒性休克)及肾毒性

药物(两性霉素B和氨基糖甙类抗生素)的应用所

致的急性肾小管坏死, 药物超敏反应所致的间质

性肾炎, 常见药物包括环丙沙星、左氧氟沙星、

头孢菌素、NSAIDs及各种利尿剂(氢氯噻嗪、

呋塞米、氨苯喋啶及布美他尼), 各种肾小球肾

炎, 如慢性肾小球肾炎、膜性肾小球肾炎等; 肾
后性的原因包括各种原因所致尿路梗阻及肾盂

肾炎等[2]. 针对特定患者来说, 导致肾衰竭的原因

可能是多个因素综合作用的结果, 因此, 有必要

仔细分析导致肾衰竭的诱因及病因, 从而积极祛

除诱因及病因, 预防和治疗肾衰竭[3].
本组资料中有30例患者临床上出现了肾

功能不全表现, 分析临床特点提示由于合并大

量腹水(和腹腔感染)而给予反复大量放腹水、

利尿及大剂量抗生素抗感染治疗是最主要的

诱发因素 ,  其次是消化道大出血及肺部感染 , 
而且肾脏病理提示绝大多数患者表现有部分

肾小球及肾小管变性坏死等肾衰竭, 部分患者

表现为慢性肾小球肾炎及化脓性肾炎表现, 提
示终末期肝病患者发生肾衰竭后, 同时多有病

理学上急性肾衰竭表现, 其中尽管临床无典型

肾小球肾炎表现及肾脏病史, 但部分病例可能

同时合并有肾小球肾炎等器质性肾脏疾病, 与
国内学者 [4-5]的研究基本一致 ,  值得一提的是

其中4例病例病理学表现为肾小球及肾小管变

性、水肿等功能性变化 ,  即病理学上可确诊

为肝肾综合征 [6], 分析这4例患者特点后提示, 
相对年轻(40-47岁)、肝硬化病史短及肝功能

Chi ld-Pugh A级的患者临床上出现肾衰竭后, 
肾脏病理学可表现为功能性变化. 从而也提示

终末期肝病患者发生肾功能不全后, 对于绝大

多数患者, 特别是年龄大、病史长及肝功能较

差的患者, 应该积极严格按急性肾衰竭治疗原

则来进行治疗, 如祛除病因及诱因, 严格“量

入为出”, 限制水钠摄入, 纠正电解质酸碱平

衡紊乱及低蛋白高热量等治疗, 而不仅仅是扩

容、使用血管活性药物等治疗[7]. 
本组资料中有15例患者临床上没有肾功能

不全表现, 但13例患者肾脏均有部分肾小球及

肾小管坏死、机化等急性肾衰竭表现, 提示肾

图 1 45例患者的临
床并发症.

腹水           腹腔感染   上消化道出血    肝性脑病     肝肺综合征      肺部感染 感染中毒性休克
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图 2 45例患者肾脏病理学
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功能损害与肾脏病理学改变并不一致, 并且根

据尿量、肌酐及尿素氮水平、肌酐清除率、肾

小球滤过率(根据Cockroft-Gault公式计算)等来

判断终末期肝病患者肾脏功能变化的方法并不

敏感, 可能与终末期肝病患者体重指数下降、

低蛋白饮食、严重的高胆红素血症、肝脏合成

肌酐能力下降、骨骼肌产生肌酐减少以及大量

液体输注等所致血清肌酐水平偏低有关, 从而

高估肌酐清除率[8], 国外学者[9-10]以肝硬化代偿

期患者为对象, 以菊糖清除率为标准评估肾功

能, 研究发现血清肌酐水平、肾小球滤过率、

肌酐清除率的敏感性分别为18.5%、51%及

74%, 另外可能与肾脏有较强的代偿功能有关, 
有研究表明当50%肾小球发生变性坏死后, 血肌

酐才开始升高, 也有研究表明老年人少尿的标

准应为700-900 mL[11], 而且血清肌酐轻微升高与

慢性肾脏损害的肾脏功能急剧恶化有关[12], 提示

临床上针对年龄大、病史长及肝功能较差的患

者, 特别是尿量较前减少(<900 mL), 血肌酐已有

轻度升高的患者, 应该积极预防急性肾衰竭的

发生, 如谨慎放腹水、利尿, 监测血容量变化以

及尿量变化, 慎用或减量应用肾毒性药物. 其中

一例年轻肝病患者入院时无腹水等并发症表现, 
住院期间发生上消化道大出血后经抢救无效死

亡, 肾脏病理学表现为急性肾衰竭表现, 提示可

能为肾前性肾衰竭.
总之, 尽管无明确的肾脏病、糖尿病、高

血压等病史, 终末期肝病患者发生肾衰竭后, 病
情危重、进展快, 分析可能同时合并有肾前性

及肾性病因及诱因, 而且病理学多有器质性改

变, 因此, 有必要研究新的早期评估肾功能指标, 
积极祛除诱因及病因, 预防和治疗肾衰竭[13].
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Abstract
AIM: To study the clinical manifestations and 
genetic characterisitcs of hereditary pancreatitis 
(HP).

METHODS: We retrospectively reviewed the 
clinical data of 13 HP patients (10 from 3 fami-
lies, and 3 sporadic cases).

RESULTS: The ages of the 10 patients from 3 
families ranged from 8 to 48 years old (7 cases 
less than 20 years old and 3 cases more than 20 
years old), and the mutation of protease serine 
1 (PRSS1) gene occurred frequently. The clinical 
manifestations were various and recurrent ab-

dominal pain was an important sign. Dominant 
heredity was the genetic character, and HP oc-
curred earlier in the next generation. The 3 spo-
radic cases were all above 25 years old.

CONCLUSION: HP has various clinical manifes-
tations and genetic anticipation characteristic.

Key Words: Hereditary pancreatitis; Pancreatic dis-
ease; Clinical character

Luo X, Wu ZX, Liu QC, Chen ZD. Clinical and hereditary 
characteristics of hereditary pancreatitis: an analysis 
of 13 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 
2188-2190

摘要
目的: 研究遗传性胰腺炎(he red i t a ry pan-
creatitis, HP)的临床表现和遗传特征. 

方法: 回顾性分析3个家系的10例HP患者和3
例散发病例的临床资料并随访观察. 

结果: 3个家系的HP患者起病年龄为8-46岁(平
均23.8)岁, <20岁起病7例, >20岁起病3例, 以
胰蛋白酶原基因(protease serine 1, PRSS1)突
变多见. 临床表现复杂多样, 反复腹痛是该病
的重要体征, 为常染色体显性遗传. 散发病例
起病年龄均>25岁. 其中1个两代成员发病的家
系中, 均有随代数延续、发病年龄提前的现象.

结论: 遗传性胰腺炎具有临床异质性、遗传
异质性及遗传早现的特征.

关键词: 遗传性胰腺炎; 胰腺疾病; 临床特征

骆休, 吴志雄, 刘奇才, 陈志东. 遗传性胰腺炎临床和遗传特点分

析13例. 世界华人消化杂志  2008; 16(19): 2188-2190
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0  引言

遗传性胰腺炎(hereditary pancreatitis, HP)是一种

罕见的胰腺疾病, 1952年由Comfort和Stein-berg
详细论述[1]. HP是临床表现和遗传学特点复杂多

样的疾病. 其主要特征为反复腹痛、腹泻, 与急

®

■背景资料
自1952年Comfort 
et al 报告首例HP
家系以来, 全世界
已累计报告约100
余家系, 500余患
者, 主要集中在北
美及欧洲地区, 日
本亦有报告, 我国
仅见个案报告, 北
京大学第一医院
外科2001年诊治
HP 2例, 虽有明确
家族史, 但未行遗
传学检测.

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科
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性胰腺炎症状类似, 但是其发病的年龄较早(可
在10岁前发病), 呈家族聚集性、常染色体显性

遗传, 有80%的表型外显率, 见于不同人种. 研究

表明, HP是导致胰腺癌的重要因素[1-3]. 还可合并

其他异常表现, 如糖尿病和高脂血症等. 国内报

道较少, 现将我院收治的来自3个家系的10例患

者和3例散发病例的临床资料报告如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 我院收治的HP患者13例, 其中男7例, 女
6例, 男∶女 = 1∶1, 来自3个家系的10例, 散发病

例3例.  
1.2 方法 经患者知情同意后, 取胰腺炎患者的

外周5 mL. EDTA抗凝, 用Wizard®Genomic DNA  
Purification Kit(promega公司)提取DNA, 按使

用说明书操作. 应用Primer Express软件自行设

计引物, 上游引物: 5'-GGT CCT GGG TCT CAT 
ACC TT-3'; 下游引物: 5'-GGG TAG GAG GCT 
TCA CAC TT-3'(由上海生工生物技术公司合成), 
该引物扩增产物长度为818 bp. PCR反应体积

为50 mL, 含50 ng样品DNA, 0.06 mol/L引物, 0.2 
mmol/L dNTP, 10×PCR缓冲液2.5 mL, 2.0 mmol/L 
Mg2+, 1 U Taq酶(Promega公司). 在PE9700热循

环仪上94℃ 60 s→55℃ 60 s→72℃ 60 s, 循环35
次, 72℃延长7 min. 15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 观察

结果. 使用Tiangen公司胶回收试剂盒, 按使用说

明操作, 回收产物, 产物直接测序由上海生工生

物技术公司完成. 

2  结果

HP患者起病年龄8-46(平均23.8)岁, 小于20岁起

病7例(1-9岁2例, 10-20岁5例), 大于20岁起病3
例, 散发病例的发病年龄均大于30岁. 病情反复, 
且每次发病均较普通胰腺炎病程长, 达1-6 mo. 
在观察的3年中, 1例患者均因胰腺癌死亡. 7例
HP患者行腹部磁共振(MRI)检查3例出现胰管扩

张, 结石, 其实验室检测结果见表1. HP患者胰蛋

白酶原基因(cationic trypsinogen gene, PRSS1 )突
变形式(表2).

3个家系的父母均为非近亲婚配, 有阳性家

族史的家系2个, 共6例患者. 其中, 连续两代均

有患病者1个家系, 有2个家系目前仅发现一代

发病, 男2例, 女2例. 散发病例3例, 在已知两代

以上成员发病的家系中, 有随代数延续, 发病年

龄提前, 病情加重的现象.

3  讨论

自1952年Comfort et al [2]报告首例HP家系以来, 
全世界已累计报告约100余家系, 500余患者, 主
要集中在北美及欧洲地区, 日本亦有报告[2-5], 我
国仅见个案报告[6], 北京大学第一医院外科2001
年诊治HP 2例, 虽有明确家族史, 但未行遗传学

■应用要点
HP的研究有助于
深化对急、慢性
胰腺炎发病机制
的认识, 为构建胰
腺炎动物模型提
供新的思路, 并有
可能提出急慢性
胰腺炎防治方法
的新举措.

表 2 HP患者PRSS1 突变形式

     PRSS1 基因突变                 氨基酸变化                                  n

3号外显子136位碱基C→T           leucine(Leu) →phenylalanine(Phe)             2M

3号外显子171位碱基C→T           glycine(Gly) →glycine (Gly)             1M

3号外显子240位碱基A→G           Trp→UAG                           2

M同一家系先证者的胰蛋白酶原基因出现多位点突变, 为中性突变.

表 1 HP患者的实验室检测结果

     
                                    空腹血糖        糖基化血红         乳酸           胱抑制素C        糖类抗原

                   (mmol/L)          蛋白(%)                  (mmol/L)          (mmol/L)           (mmol/L)

家系1       9.03            6.35        3.00             1.21               260.32

家系2       5.12            3.95        2.73             1.10                 17.58

家系3N     6.32            -         -             -                     31.23

散发病例     8.14            7.11        4.01             1.24                 56.42

参考范围                3.89-6.11         3.8-5.8                 1.0-2.1        0.00-1.00            0-27

N问卷调查的结果.
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检测. 近期HP渐成为研究热点, HP的研究有助

于深化对急、慢性胰腺炎发病机制的认识, 为
构建胰腺炎动物模型提供新的思路, 并有可能

提出急慢性胰腺炎防治方法的新举措. 
家族HP属常染色体显性遗传, 往往在幼年

时发病, 反复发作后成慢性胰腺炎, 引起糖尿

病、脂肪泻及胰腺钙化. 遗传性胰腺炎的诊断

主要依靠病史、家族史和X线检查, 其中以阳

性家族史最重要. ERCP是本病最主要的辅助诊

断手段, 可帮助了解胰管阻塞部位和性质, 发现

胰管扩张及典型的扩张合并狭窄的“湖链样” 
(chain of lakes)改变, 判断是否需要进行外科手

术等, 但ERCP对于遗传性和非遗传性胰腺炎的

鉴别无多大帮助. CT检查亦可显示胰管、胆道

系统等异常, 如胰腺增大、钙化、假性囊肿等, 
但无特异性. 由于基因异常, 导致胰腺的自我保

护(防止自我消化)能力降低, 胰酶在胰腺腺体内

即被激活, 造成胰腺长期的自我消化和急、慢

性炎症. 遗传性胰腺炎主要有3大特点: (1)家族

性; (2)儿童及少年就开始发病, 常为反复发作的

不同程度的急性胰腺炎, 最后发展为慢性胰腺

炎; (3)胰腺导管内的结石常比较大, 大于普通慢

性胰腺炎的胰腺导管结石[6]. 反复的胰腺炎引起

的胰实质的反复性或持续性炎性病变, 致使胰

腺组织损害, 胰腺部分或广泛纤维化或钙化, 腺
泡萎缩, 胰导管内结石形成, 假囊肿形成, 有不

同程度的胰腺内、外分泌功能受损.  
我们通过分析HP 3个家系发现他们具有以

下几个共同特征: (1)呈常染色体显性遗传, 两个

家系中均存在男女患者; (2)两个家系中胰腺炎

患者均存在PRSS1基因突变. 突变均表现为杂合

突变, 突变表现为多种形式, 其一: 胰蛋白酶原

基因3号外显子136位碱基存在G→A杂合性突

变, 与国际上报道的R122H突变在同一外显子[7], 
表达的氨基酸从亮氨酸(Leu)→苯丙氨酸(Phe), 
三维构像与R122H相似[8], 突变改变识别位点, 
不改变胰蛋白酶原的三级结构, 也不改变其催

化活性, 而是在三维立体构像中的精氨酸位于

胰蛋白酶催化活性部位及其抑制物结合位点的

背面; 其二: 胰蛋白酶原基因3号外显子240位碱

基存在G→A杂合性突变, 表达的氨基酸从色氨

酸(Trp)→终止密码UAG, 同样也是杂合性突变, 
患者的发病年龄与国际上报道的相仿[4], 但未发

现糖尿病症状. 
HP的发病年龄、临床表现及病情严重程度

差异很大, 癌变率高, 频发的腹痛、腹泻对患者

的生存质量影响很大. 本病基因的最终克隆将

有助于部分患者的基因诊断, 从而弥补临床诊

断的缺陷. 因此, 开展本病分子生物学研究, 探
索分子发病机制, 寻求症前诊断方法及有效的

治疗措施具有重要意义. 
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Abstract
AIM: To explore the genes associated with 
Peutz-Jeghers syndrome (PJS) using gene chip 
technique.  

METHODS: Differentially expressed genes of 
PJS polyps and colorectal adenoma tissues were 
identificated using DNA microarray. Part of dif-
ferentially expressed genes were identificated 
by semiquantitative reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: In comparison with normal mucosa 
and adenoma, 270 genes were differentially 
expressed in PJS polyps, of which 166 were up-
regulated and 104 were down-regulated. PJS-
specific differently expressed genes included 
EPHB4, EPHB3, EPHB1, EFNB2, EFNA1, CO-
L4A1, COL4A2, COL6A3 and COL6A2. 

CONCLUSION: Ephrin, COL4A1, COL4A2, 
COL6A2 and COL6A3 are the novel genes as-
sociated with PJS, and they may play important 
roles in the pathogenesis of PJS polyps. 

Key Words: Peutz-Jeghers syndrome; Microarray; 
Gene; Reverse transcription polymerase chain reac-
tion

Dai YC, Song YG, Xie JP, Zeng W. Screening and 
annotation of genes associated with Peutz-Jeghers 
syndrome using gene chip technique. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 2191-2194

摘要
目的: 探索黑斑息肉综合征(Peutz-Jeghers 
syndrome, PJS)特异性相关基因.  

方法: 用基因芯片技术研究PJS息肉和大肠腺
瘤的基因表达谱, 筛选出两者的差异表达基
因, 通过比较, 建立和研究PJS特异的差异基因
表达谱, 并以RT-PCR对部分差异表达基因进
行检测来验证芯片结果. 

结果: 大肠PJS息肉组的270个特异性差异表
达的基因, 基因上调166个, 下调104个. PJS息
肉部分特异差异表达基因分别为: EPHB4、
E P H B3、E P H B1、E F N B2、E F N A1、
COL4A1、COL4A2、COL6A3和COL6A2. 

结论:  E p h r i n、C O L 4 A 1、C O L 4 A 2、
COL6A2和COL6A3基因可能是PJS特异性相
关基因.

关键词: 黑斑息肉综合征; 微阵列; 基因; 逆转录聚

合酶链式反应
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0  引言

本研究用基因芯片技术研究黑斑息肉综合征

(Peutz-Jeghers syndrome, PJS)息肉和大肠腺瘤
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■背景资料
PJS患者在不同的
时期可能存在着
不同的基因突变, 
即PJS病变是一个
多因素作用、多
基因参与、多阶
段进展的过程.
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的基因表达谱, 筛选出两者的差异表达基因, 通
过比较, 建立和研究PJS特异的差异基因表达谱, 
为PJS形成机制研究及PJS的防治提供的实验 
依据.

1  材料和方法

1.1 材料 大肠PJS息肉组织3例, 大肠腺瘤组织3
例, 正常大肠黏膜组织7例. 留取的新鲜组织标

本, 用Rnase-Free生理盐水漂洗, 以去除血渍和

污物, 锡纸包裹并标记后迅速冻存于液氮中备

用. 含有8064个人类靶基因的基因表达谱芯片

两张, 由深圳微芯生物公司提供, 产品编号为

CSC-GE-80. 用于大肠腺瘤性息肉与正常大肠黏

膜组织比较的芯片编号为A, 用于大肠PJS息肉

与正常大肠黏膜组织比较的芯片编号为B. 
1.2 方法 按TRIzol一步法提取样品组织总RNA, 
经质量检测后, 将各组的RNA样品等量混合, 进
行反转录荧光标记, 用Cy3-dUTP标记大肠腺

瘤组和大肠PJS息肉组的cDNA, 用Cy5-dUTP
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标记正常大肠黏膜组的cDNA. 将已标记的样

品cDNA探针与深圳微芯生物公司提供的含有

8064个人类靶基因的基因表达谱芯片进行杂

交, 经清洗、扫描仪扫描荧光图像、提取杂交

信号、经转换后以数据形式输出、对数据进行

标准化处理后用生物信息学软件进行生物信息

学分析. 以芯片中密度值在5×108以上的数据点

为有效数据, 同时把比值大于2或小于0.5的数据

点作为存在显著性表达差异基因点的筛选标准, 
筛选各组间差异表达基因. 

为验证芯片的结果, 选取基因在芯片检测

中高表达的M Y C基因、C O L6A3, 低表达的

KRT8基因、CDKN1A基因和MAPK1基因, 与
ACTG基因对照, 应用半定量RT-PCR的方法检

测其在大肠PJS息肉、大肠腺瘤和正常大肠黏

膜组织中的表达情况.

2  结果

2.1 总RNA抽提 样品进行总RNA提取并且进行

过柱纯化, 挑选的四个样品总RNA有清晰的28S
和18S条带且没有明显的降解现象, 符合芯片实

验的要求(图1). 
2.2 芯片杂交 杂交后芯片荧光信号强度高, 背景

较为均一, 符合芯片结果的预期和分析的标准

(图2). 
2.3 基因差异表达 设定的数据筛选标准为以芯

片中密度值(Density)在5×108以上的数据点为

有效数据, 同时比值(Ratio)大于2或小于0.5的数

据点为存在显著性表达差异的基因点, 按以上

标准, 大肠腺瘤与大肠PJS息肉基因差异表达情

况见表1. PJS息肉部分特异差异表达基因见表2.
2.4 RT-PCR检测 所有目标基因都有明显的特异

性扩增产物, 与芯片的结果相比, 通过RT-PCR检
测的大部分目标基因在两组样品间的表达差异

与芯片实验的结果有较好的重复性(表3), 从而
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■研发前沿
选择LKB1/STK11
基因无突变的大
家系, 进一步作定
位分析, 发现新的
位点, 克隆新的致
病基因是当前研
究的热点.

表 1 基因差异表达结果

     
差异表            腺瘤特 PJS息肉特            两者相

达基因               异性变化           异性变化            似的变化

总数             432      270              141

上调               93      166                31

下调             339      104              110

PJS     Control       Adenoma     Control

图 1 RNA 15 g/L琼脂糖凝胶电泳. 

表 2 PJS部分特异差异表达基因

     
GenBank          Function                Tag  腺瘤    PJS息肉

AI261660          EphB4 EPHB4  1.01      0.48

AA456088         EphB3 EPHB3  0.93      0.40

R48320 | 

AI732309          EphB1 EPHB1  0.88      0.38

AA461108        ephrin-B2 EFNB2  1.49      0.38

AA857015        ephrin-A1 EFNA1  0.75      0.48

                         collagen, 

                         type 

AA150402        IV, alpha 1       COL4A1  0.95      2.37

                         collagen, 

                         type  

AA430540        IV, alpha 2       COL4A2  0.82      2.61

          collagen, 

                         type

R62603             VI, alpha 3       COL6A3  0.92      2.86

                         collagen, 

                         type 

AA633747        VI, alpha 2       COL6A2  0.87      2.38
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验证基因芯片结果析可靠性. 

3  讨论

PJS患者丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶基因(LKB1/
STK11)突变率在10%-70%[1-2], 可能还存在遗传

异质性, 除了LKB1/STK11外, 可能还有其他未

知致病基因[3-4]. 因此, 选择LKB1/STK11基因无

突变的大家系, 进一步作定位分析, 发现新的位

点, 克隆新的致病基因是当前研究的热点. 本实

验应用8064个人类靶基因点制的基因表达谱芯

片研究比较大肠腺瘤和大肠PJS息肉与正常肠

黏膜组织的基因差异表达情况, 筛选和分析各

组间的差异表达基因. 筛选出的PJS的差异基因

表达谱, 为全面了解PJS和大肠腺瘤在分子水平

上的变化提供了有价值的生物学信息. 
PJS患者在不同的时期可能存在着不同的基

因突变, 即PJS病变是一个多因素作用、多基因参

与、多阶段进展的过程. 从本组基因芯片结果分

析, PJS患者有多个基因的表达发生明显变化, 部
分基因表达发生上调, 部分基因表达下调. 比较特

征性的变化的有Ephrin通路基因, 胶原成份基因, 
肿瘤相关基因, 及细胞因子基因, 这此差异表达的

基因, 可能存在PJS患者致病的相关病理基因. 
以往的研究表明, Ephrin基因与组织的空

间结构有关 [5,8].  本研究行基因芯片检查用的

PJS息肉为错构瘤性息肉, 其EPHB4、EPHB3、
EPHB1、EFNB2、EFNA1的表达均下调, 而腺

瘤组织的相应基因表达与正常黏膜相比, 均未

明显变化. 表明在PJS患者的胃肠道中, 可能因

Ephrin通路调整机体发育的进程受到干扰, 胃肠

道黏膜与胃肠道肌层发生错乱, 黏膜下肌层过

度生长, 伸入到黏膜组织中, 产生错构瘤样的病

理结构, 表明Ephrin基因是错构瘤性息肉的特征

性基因. 
以往的研究表明, COL4A1和COL4A2与基

底膜的生长有关[9-10]. 本研究结果显示, 在错构瘤

中, Ⅳ型α1基因COL4A1的表达为正常肠道黏膜

的2.37倍, 而在腺瘤组织中, COL4A1的表达是

正常肠黏膜的0.95倍. Ⅳ型α2基因COL4A2的表

达为正常肠道黏膜的2.61倍, 而在腺瘤组织中, 
COL4A2的表达是正常肠黏膜的0.82倍. PJS错
构瘤的Ⅳ型胶原基因表达水平明显比正常肠黏

膜增高, 表明PJS错构瘤不仅存在黏膜上皮的过

度生长, 也可能有基底膜的过度增殖. 以往的研

究表明, COL6A3, COL6A2基因突变与肌肉生长

发育有关[11-12]. PJS错构瘤的Ⅵ型胶原基因表达

水平明显比正常肠黏膜增高, 其过度表达可能

是导致PJS患者胃肠道平滑肌过度发育生长的 
原因. 

PJS患者因Ephrin基因的表达异常, 导致胃

肠道黏膜、平滑肌、基底膜的生长的空间结构

发生异常, 而COL4A1、COL4A2基因的高表达, 
显示细胞的基底膜也出现过度生长, COL6A3, 
COL6A2基因可能与PJS错构瘤平滑肌的过度增

殖有关, 以上多个基因的共同作用, 进而出现错

构瘤性改变. 

4      参考文献
1 Aretz S, Stienen D, Uhlhaas S, Loff S, Back W, 

Pagenstecher C, McLeod DR, Graham GE, Mangold 
E, Santer R, Propping P, Friedl W. High proportion 
of large genomic STK11 deletions in Peutz-Jeghers 

表 3 芯片实验结果与RT-PCR实验结果

     
基因                                                                                         Tag

            腺瘤/对照               息肉/对照

                                                                                           芯片数据 RT-PCR数据   芯片数据   RT-PCR数据
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V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog    MYC   2.85      1.73         1.09             1.11

Mitogen-activated protein kinase 1                              MAPK1   0.20      0.90         0.27             0.02

Collagen, type VI, alpha 3                                              COL6A3   0.92      0.75         2.86             3.45

■应用要点
本研究找到的PJS
相关基因, 为临床
干预提供新的靶
点. 

A

B

图 2 芯片杂交扫描图. A: 大肠腺瘤; B: PJS息肉.
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PNS 与WJG 论坛会议 - 朱作言院士访问WJG 纪实

本刊讯 2008-02-18下午15:30-19:30国家自然科学基金朱作言院士参观World Journal of Gastroenterology (WJG )

办公室并召开PNS与WJG论坛会议. 随同人员有自然科学基金杂志社祖广安主任, 任胜利博士, 梁平博士及

WJG副总编辑, 北京肿瘤医院吕有勇教授. 

此次论坛会议主要由WJG主编马连生社长就WJG  14年的成长历程发言. 马社长从国际化期刊崛起的五大

要素, 即从主编是期刊的心脏, 编委是期刊的质量, 员工是期刊的后勤, 作者是期刊的母亲, 读者是期刊的上帝

五个方面报告了办刊经验, 并深化了办刊指导思想, 即WJG旨在推广世界各地的胃肠病学和肝病学专家临床实

践和基础研究相结合的最具有临床意义的原创性及各类评论性的文章, 为本领域的医务工作者和研究者服务, 

为他们的患者及基础研究提供进一步的帮助. 并将实践经验上升到理论的高度. 同时, 马社长还介绍如何组织

策划约稿, 栏目以及WJG走到现在所经历的挫折. 

此外, 吕有勇副总编辑还就“学术期刊是科学发现和技术创新的源泉”为题作简要报告. 报告中特别指

出如何才能做好一个同行评议审稿人的工作, 并强调同行评议对文章的录用与否起决定性的作用. 

会议之余WJG常务副总编辑张海宁陪同朱作言院士参观WJG办公室, 朱作言院士随即考察员工实际的工

作情况, 与员工深入交流, 了解同行评议的过程, 电子编辑的排版工作. 会后他表示: 中国需要国际化的期刊杂

志, 在当今新的发展形势下, 应加强交流和学习. WJG取得的成功为更多的杂志起了领头军的作用, 我们会根据

各位的介绍适时消化, 希望通过学习, 改进工作, 也希望WJG早日实现IF为6的目标. (编务: 江艳 2008-07-08)

■同行评价
本文具有较强的
创新性, 科学性和
可读性, 对指导临
床具有重要意义. 
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Abstract
Two patients in our hospital diagnosed as 
intestinal lymphangiectasia were studied. The two 
patients had chronic intestinal lymphangiectasia 
complicated by virus hepatitis. They presented 
with edema, abdominal distension and diarrhea. 
Serological finding indicated hypoproteinemia 
( i n c l u d i n g a l b u m i n a n d g l o b u l i n ) a n d 
significantly decreased peripheral lymphocytes. 
Enteroscopy showed that the normal intestinal 
villous morphology were lost and there were 
diffuse generalized white-yellowish nodular 
changes, villous edema and lengthways erosion. 
Pathological observation revealed the presence 
of dilated lymphatic vessels without evidence of 
inflammatory cell infiltration and granuloma.  

Key Words: Intestinal lymphangiectasia; Protein-
losing enteropathy; Virus hepatitis

Lin XC, Wu J, Gao BX, Shen WB. Intestinal lymphangiectasia 

complicated by viral hepatitis: an analysia of 2 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(19): 2195-2197

摘要
我院收治小肠淋巴管扩张症2例, 均为慢性病
程, 合并病毒性肝炎, 表现浮肿、腹胀、腹泻. 
辅助检查提示低蛋白血症, 白蛋白及球蛋白均
显著降低, 外周血淋巴细胞降低. 内镜检查发现
小肠黏膜肿胀, 皱襞增粗, 绒毛水肿, 表面可见
乳白色乳糜样物质附着, 并可见绒毛顶端乳白
色囊泡样改变. 2例均发现纵行糜烂. 病理见黏
膜下淋巴管扩张, 未见炎症细胞浸润及肉芽肿.

关键词: 小肠淋巴管扩张症; 蛋白丢失性肠病; 病毒

性肝炎

林香春, 吴静, 高炳霞, 沈文斌. 小肠淋巴管扩张症合并病毒性肝

炎2例. 世界华人消化杂志  2008; 16(19): 2195-2197
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0  引言

小肠淋巴管扩张症是一种临床少见的蛋白丢失

性肠病, 因小肠淋巴管扩张造成淋巴回流受阻, 
淋巴乳糜渗漏至肠腔导致蛋白长期丢失. 临床表

现为水肿、低蛋白血症、腹泻、胸水、腹水. 本
文报道2例小肠淋巴管扩张症, 并复习相关文献.

1  病例报告

例1: 女性, 55岁, 主因“间断腹泻、乏力12年, 
伴腹胀4年”于2007-08-28收住院. 患者12年前

开始无明显诱因出现腹泻, 大便3-4次/d, 糊状

样, 每次大便量多, 伴乏力, 不能正常工作. 查血

清白蛋白19 g/L, 给予间断补充白蛋白治疗. 4年
前开始出现腹胀、进食减少, 乏力加重, 在当地

医院就诊时发现腹水, 腹水检查为“乳白色”, 
并同时发现HCV-Ab阳性, 考虑为“丙肝后肝硬

化”予以保肝、利尿等治疗, 病情未见明显好

转. 2年前在外院行淋巴管造影提示“左侧淋巴

管损伤”, 经低脂饮食及中链脂肪酸治疗, 腹水

一度减少, 但病情仍有反复. 为进一步治疗来我

院, 行核素消化道蛋白丢失试验结果为阳性, 以
“蛋白丢失性肠病”收入院. 既往史: 无特殊. 

www.wjgnet.com
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■背景资料
小肠淋巴管扩张
症是一种少见的
蛋白丢失性肠病, 
表现为水肿、低
蛋白血症、腹泻
和胸腹水. 本文报
道2例合并病毒性
肝炎的小肠淋巴
管扩张症, 结合内
镜检查及手术病
理, 探讨了小肠淋
巴管扩张症的临
床表现. 

■同行评议者
程爱国, 教授, 华
北煤炭医学院临
床医学系



入院查体: 发育正常, 营养差, 浅表淋巴结无肿

大. 心肺未见异常. 腹软, 无压痛, 未及包块, 肝
脾肋下未触及, 腹水征阴性, 肠鸣音无减弱及亢

进. 四肢未见异常. 辅助检查: 血常规: WBC 8.7
×109/L, 中性粒细胞86.3%, 淋巴细胞5.8%, Hb 
11.4 g/L, PLT 166×109/L. 尿常规: 未见异常. 便
常规: 可见脂肪球, 潜血阳性. 肝功能: ALT 126 
U/L, AST 115 U/L, T-Bil 10.9 mmol/L, D-Bil 6.9 
mmol/L, TP 36.3 g/L, ALB 23.1 g/L. 血脂: Tc 3.3 
mmol/L, TG 0.37 mmol/L, 血钙1.95 mmol/L, 血
磷0.75 mmol/L. B超检查提示: 肝实质弥漫性病

变, 腹水(少量), 双侧胸腔积液. CT检查结果: 肝
硬化, 慢性胆囊炎. 于2007-09-19行“术中肠镜

检查、小肠部分切除术”. 手术中见小肠壁肿

胀明显, 浆膜下淋巴管扩张. 术中肠镜检查提示: 
距屈氏韧带约20 cm开始可见小肠黏膜水肿, 绒
毛肿胀, 表面有大量直径约2-3 mm的乳白色乳

糜附着, 并可见绒毛顶端乳白色囊泡样改变, 用
水不能冲洗干净(图1). 距屈氏韧带约40 cm开始

见一纵行糜烂, 长度约4 cm, 宽约1厘米, 糜烂表

面红, 边界清楚, 周边充血不明显(图2). 距回盲

瓣约4 m以下绒毛形态未见异常. 因患者回肠有

约4 m相对正常而行“空肠部分切除术”. 病理

提示“黏膜慢性炎, 固有层淋巴细胞浸润, 黏膜

下水肿, 淋巴管高度扩张, 并可见浆膜下淋巴管

扩张, 病变符合淋巴管扩张症”(图3). 术后恢

复良好. 出院时血清总蛋白50.3 g/L, 白蛋白33.5 
g/L. 

例2: 男性, 50岁, 主因“间断双下肢浮肿5
年, 腹胀、腹泻3年”于2007-10-12收住院. 患者

5年前开始无明显诱因出现双下肢浮肿, 在当地

查HBsAg阳性, 血清白蛋白18 g/L, 考虑“肝硬

化”给予间断静脉注射白蛋白治疗后, 下肢浮

肿消失. 3年前开始出现腹胀、腹泻, 大便3-4次
/d, 乳白色稀水样, 每次大便约300 mL. 在当地医
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院就诊发现腹水, 血清白蛋白为12 g/L, B超未见

肝硬化. 5 mo前开始腹胀、腹泻加重, 腹水检查

提示“乳糜腹水”, 肝穿刺未见肝硬化, 胃镜及

结肠镜检查未见异常, 以“蛋白丢失性肠病”

收入院. 既往史: 2型糖尿病5年, 乙型肝炎“小

三阳”5年. 入院查体: 发育正常, 营养差, 浅表

淋巴结无肿大. 心肺未见异常. 腹软, 无压痛, 未
及包块, 肝脾肋下未触及, 腹水征阳性, 肠鸣音

无减弱及亢进. 四肢未见异常. 辅助检查: 血常

规: WBC 6.7×109/L, 中性粒细胞74.9%, 淋巴

细胞15.6%, Hb 10.6 g/L, PLT 103×109/L. 尿常

规: 未见异常. 便常规: 未见异常. 肝功能: ALT 
10 U/L, AST 15 U/L, T-Bil 3.0 mmol/L, TP 36.6 
g/L, ALB 22.5 g/L, 球蛋白11.1 g/L. 血脂: Tc 2.96 
mmol/L, TG 0.44 mmol/L, 血钙1.89 mmol/L, 血
磷0.75 mmol/L. 腹水检查: 比重1.033, 蛋白46.0 
g/L, 瑞氏反应阳性, 单核细胞98%, 多核细胞2%. 
B超: 肝脏未见异常, 腹水(少量). 全消化道造影: 
小肠黏膜皱襞增粗, 雪片征阳性. 淋巴管造影: 
左髂淋巴管结构紊乱, 余未见异常. 2007-10-20
行“术中结肠镜、小肠部分切除术”. 术中肠

镜检查发现: 距屈氏韧带约50 cm开始可见小

肠黏膜水肿明显, 绒毛肿胀, 表面有较大量约

2-3 mm大小的乳白色乳糜附着. 距屈氏韧带约

170 cm开始见一糜烂, 长度约10 cm, 宽约2 cm, 

www.wjgnet.com

图 1 小肠绒毛肿胀, 表面大量乳糜样物质附着, 绒毛顶端
见乳白色囊泡.  

图 2 纵行糜烂, 糜烂表面红, 边界清楚, 周边充血不明显. 

图 3 黏膜下水肿, 淋巴管高度扩张. 

■同行评价
本病例报道少见, 
参考文献确切, 讨
论切题, 结论对临
床有指导价值. 
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糜烂表面红, 边界清楚, 周遍充血不明显. 病变

较弥漫, 距回盲瓣15 cm以下绒毛形态未见异

常. 行“空肠及部分回肠切除术”. 病理结果

提示“黏膜下层结构疏松、水肿, 大量淋巴管

扩张、积液. 浆膜疏松, 水肿, 有灶性淋巴细胞

浸润”. 术后恢复良好. 出院时血清总蛋白63.0 
g/L, 白蛋白38.6 g/L. 

2  讨论

小肠淋巴管扩张症是由Waldmann et al [1]于1961
年首先报道, 表现为黏膜及黏膜下淋巴管扩张. 
本病在临床较少见, 由于小肠淋巴管回流受阻, 
小肠绒毛内乳糜管和小肠壁内淋巴管扩张而影

响乳糜颗粒的吸收及大量蛋白丢失, 造成低蛋白

血症、黏膜及组织水肿、皱襞增粗[2-3]. 临床表

现主要为水肿及腹泻, 约半数患者可有胸腔或腹

腔乳糜性积液. 脂肪泻导致患者脂溶性维生素吸

收不良、低钙血症. 由于淋巴细胞的溢漏造成

外周血淋巴细胞减少是小肠淋巴管扩张症的特

征性表现[4]. 本病分为原发性淋巴管扩张症和继

发性淋巴管扩张症. 原发性淋巴管扩张症多见于

幼年及青年, 90%在30岁以下发病, 无明显性别

差异, 多为散发. 也有文献报道存在遗传倾向. 除
小肠淋巴管扩张之外, 还可表现为突额、鼻梁低

平、眼距增宽等畸形[5]. 原发性淋巴管发育不良

常同时累及其他部位的淋巴管, 临床以浮肿、腹

泻为主要症状. 浮肿开始可间断出现, 呈不对称

性, 逐渐发展为持续性、对称性. 因此在幼年出

现不对称性浮肿, 应高度警惕原发性淋巴管扩张

症. 继发性小肠淋巴管扩张症常见于腹部肿瘤、

腹膜后淋巴瘤、腹膜后纤维化、慢性胰腺炎、

肠系膜结核、结节病、克罗恩病、心功能不

全、肝硬化门脉高压症、Whipple病、腹部外伤

或手术等. 本病临床少见2例患者均存在浮肿、

腹泻及腹胀等典型的临床症状, 辅助检查均存在

低蛋白血症, 血清白蛋白及球蛋白均显著下降, 
血常规检查发现淋巴细胞减少. 尤其是检查到乳

糜腹水, 应考虑本病的可能. 但由于这两例患者

均合并肝炎病毒感染, 易与慢性肝病混淆. 肝硬

化失代偿期可以表现浮肿、腹泻、腹胀、低白

蛋白血症、腹水等, 但由于发病机制不同, 表现

为白蛋白降低而球蛋白升高, 即白/球蛋白降低. 
而小肠淋巴管扩张症是由于包括免疫球蛋白在

内的大量蛋白丢失, 导致血清白蛋白与球蛋白均

降低. 因此, 血清白蛋白与球蛋白比例是鉴别这

两种疾病的重要指标之一. 

本病在影像学上有一定的特征性表现, 表现

为小肠黏膜弥漫分布的小白点、小息肉样改变, 
绒毛肿胀、斑片状或点状黄白色改变等, 病理

检查存在黏膜下淋巴管扩张[8-9]. 我院发现的这

两例小肠淋巴管扩张症均进行了术中小肠镜检

查, 发现小肠黏膜弥漫肿胀, 皱襞增厚, 绒毛变

粗, 可见黄白色乳糜样物质附着, 绒毛顶端白色

囊泡样改变, 与文献报道相似. 值得一提的是这

两例均在上述表现的基础上存在黏膜糜烂, 糜
烂形态为纵行, 长度不一, 边界清楚, 周围未见

明显的炎症表现, 复习文献未见相关报道. 病理

检查提示黏膜下淋巴管扩张, 未见明显炎症细

胞浸润及黏膜下肉芽肿, 可以与克罗恩病相鉴

别. 我们推测黏膜下淋巴管严重扩张、破溃可

能是形成糜烂的原因. 这种糜烂可能与小肠淋

巴管扩张症并发出血[10]有关. 
2例小肠淋巴管扩张症均合并肝炎病毒感

染, 患者出现浮肿、低蛋白血症、腹泻等症状

时, 要考虑到存在小肠淋巴管扩张症的可能性, 
需要关注白蛋白及球蛋白比例, 有必要进一步

进行小肠形态学检查以明确诊断. 
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