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■背景资料
肿瘤的复发与转
移, 其主要原因在
于肿瘤细胞侵袭
及迁移性的生物
学 行 为 ,  降 低 肿
瘤细胞侵袭及迁
移能力可抑制肿
瘤的复发与转移, 
ATRA是目前为止
最重要的一种分
化剂, 已成功应用
于诱导白血病分
化, 目前的研究表
明, 他在一些实体
肿瘤中也起着非
常重要的作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of all-trans retinoic 
acid (ATRA) on the differentiation, invasion and 
metastasis of liver cancer HepG2 cells. 

METHODS: After HepG2 cells were treated with 
different concentrations of ATRA, the prolifera-
tion of HepG2 cells was evaluated by MTT assay; 
anchorage-dependent growth was evaluated 
by colony formation assay; AFP secretion was 
determined by ELISA; the transcription levels of 
Nanog and MMP-9 were assessed by RT-PCR, 
and their protein levels were assessed by Western 
blot; and cell invasion and migration were evalu-
ated by scratch test and transwell assay.

RESULTS: ATRA suppressed the proliferation 
and anchorage-dependent growth of HepG2 in 
a dose- and time-dependent manner. ATRA in-
duced cell differentiation and decreased AFP se-
cretion in HepG2 cells (both P < 0.05). Treatment 
with ATRA down-regulated the mRNA and 

protein levels of Nanog and MMP-9 (within 24 
hours) in a dose- and time-dependent manner. 
In addition, ATRA could inhibit the invasion 
and metastasis of HepG2 cells.

CONCLUSION: ATRA may induce cell differen-
tiation, reduce cell invasion and migration and 
down-regulate the levels of Nanog in HepG2 cells.
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摘要

目的: 探讨全反式维甲酸(ATRA)对肝癌细胞
HepG2的诱导分化作用及侵袭迁移的影响.

方法: MTT法测定ATRA对肝癌细胞HepG2
的抑制作用; 平皿集落形成法检测ATRA对
HepG2细胞锚定依赖性生长作用; ELISA法检
测ATRA作用前后HepG2 AFP分泌量的变化; 
RT-PCR检测ATRA对HepG2细胞MMP-9及
Nanog的mRNA表达的影响; Western blot检测
ATRA对HepG2细胞MMP-9及Nanog蛋白表达
的影响; Transwell及划痕实验检测其对侵袭及
迁移能力的影响.

结果: MTT法显示ATRA抑制体外培养人肝
癌细胞HepG2细胞生长, 呈剂量和时间依赖
性; ELISA显示ATRA诱导HepG2细胞分化和
凋亡, 使代表肝细胞恶变的AFP分泌量明显下
降(P <0.05); 平皿克隆形成实验结果表明未经
ATRA处理的HepG2可形成克隆, 但经ATRA
刺激后 ,  其形成克隆变小且数目明显减少 ;  
ATRA呈时间及浓度依赖性下调Nanog mRNA
及蛋白的表达, 并在24 h呈浓度依赖性下调
MMP-9 mRNA及蛋白表达; Transwell实验和
划痕实验结果显示ATRA能抑制HepG2细胞的
侵袭和迁移能力.

结论: ATRA可诱导HepG2细胞分化, 降低
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■研发前沿
通 过 研 究 AT R A
对肿瘤干细胞分
化基因Nanog的
影 响 ,  进 一 步 阐
明 AT R A 是 否 通
过下调肿瘤干细
胞分化调节基因
达到治疗肿瘤的
目的, 将对ATRA
抗肿瘤作用机制
起到推动作用.

HepG2的侵袭迁移能力, 并可下调肿瘤干细胞
分化调节基因Nanog的表达从而达到治疗肿
瘤的目的.
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0  引言

原发性肝细胞癌是我国常见恶性肿瘤之一, 其
死亡率在所有恶性肿瘤中居第3位, 全球每年约

600 000人死于肝癌[1], 恶性肿瘤细胞丧失了正常

分化的能力, 表现为分化障碍及失控性增殖. 利
用分化诱导剂可使肿瘤细胞部分或全部恢复分

化潜能, 转变为正常细胞或导致细胞凋亡, 从而

达到治疗肿瘤的目的. 肿瘤的复发与转移, 其主

要原因在于肿瘤细胞侵袭及迁移性的生物学行

为, 降低肿瘤细胞侵袭及迁移能力可抑制肿瘤

的复发与转移. ATRA是目前为止最重要的一种

分化剂, 已成功应用于诱导白血病分化, 目前的

研究表明, 他在一些实体肿瘤中也起着非常重

要的作用[2-5].  

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞由中南大学肿瘤所

引进; ATRA购自Sigma公司; RPMI-1640培养基

购自Gibco公司; 小牛血清购自杭州四季青公司; 
人肝癌细胞AFP ELISA试剂盒购自于上海申科

生物公司; RNA引物设计由康为生物试剂公司

合成; RNA提取试剂盒购自北京康为试剂公司; 
Nanog抗体及MMP-9抗体购自EP-Tom ic公司; 
Transwell小室购自于Corning公司; Matrigel基质

胶购自于BD公司.  
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 用含100 mL/L新生牛血清的

RPMI-1640培养液培养于37 ℃, 含50 mL/L CO2

的恒温培养箱中.  
1.2.2 MTT法: 取对数生长期细胞, 胰酶消化贴

壁细胞, 吹打成单细胞悬液, 调整细胞浓度为4
×104/mL, 以每孔200 μL接种于96孔板, 待6 h细
胞贴壁后分别加入不同浓度的ATRA, 终浓度为

(1 μmol/L、10 μmol/L、100 μmol/L), 溶媒对照

组加入相同体积0 .1%的D M S O, 空白对照组

加入相同体积完全培养基, 每浓度设5个复孔, 
分别培养24、48和72 h, 培养终止前每孔加入

20 μL MTT, 孵育4 h, 取出96孔板, 弃除培养基, 
每孔加入100 μL DMSO, 置于摇床上摇10 min, 酶
标仪上570 nm检测吸光度(A )值.  
1.2.3 平皿集落形成法: 取对数生长期细胞, 胰酶

消化贴壁细胞, 吹打成单细胞悬液, 调整细胞浓

度为4×102/mL,每孔加入1 mL细胞悬液, 待6 h
细胞贴壁后分别加入不同浓度的ATRA, 终浓度

为(1 μmol/L、10 μmol/L、100 μmol/L), 空白对

照组加入相同体积完全培养基, 每浓度设3个复

孔, 置37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱中继续培养, 对
照组形成50个以上细胞团即集落时结束培养, 
约6 d, 在倒置荧光显微镜下观察拍照.   
1.2.4 ELISA法检测ATRA对HepG2表达AFP的

影响: 按试剂盒说明书操作: 收集各组细胞上清, 
将标准品分别稀释为8 μg/L、4 μg/L、2 μg/L、
1 μg/L、0.5 μg/L, 分别设空白孔, 标准品孔和待

测样品孔, 空白孔加样品稀释液50 μL, 标准品孔

加稀释好的标准品50 μL, 待测样品孔先加入样

品稀释液40 μL, 再加待测样品10 μL; 待测样品

每孔设3个复孔, 上样完成后, 将酶标板加盖, 置
于垫有湿纱布的铝盒中, 再将铝盒放于37 ℃恒

温生化箱孵育30 min; 弃去液体, 每孔加满稀释

后洗涤液振荡30 s, 甩干洗涤液, 用滤纸拍干, 重
复5次, 拍干; 每孔加入酶标试剂50 μL, 空白孔除

外, 轻轻晃动混匀, 37 ℃恒温生化箱孵育30 min; 
弃去液体, 每孔加满稀释后洗涤液振荡30 s, 甩
干洗涤液, 用滤纸拍干, 重复5次, 拍干; 每孔先

加入显色剂A50 μL, 再加入显色剂B50 μL, 轻轻

振荡混匀, 37 ℃避光显色10 m in; 取出酶标板, 
每孔加入终止液50 μL, 终止反应(此时蓝色立刻

转为黄色); 以空白孔调零, 于酶标仪上在450 nm
波长下测量各孔的A值.
1.2.5 RT-PCR: Nanog实验分组: 溶媒对照组(含
0.1%DMSO的培养基); 空白组(完全培养基); 
24 h组(终浓度为1 μmol/L、10 μmol/L、100 
μmol/L); 48 h组(终浓度为1 μmol/L、10 μmol/
L、100 μmol/L); 72 h组(终浓度为1 μmol/L、
10 μmol/L、100 μmol/L). MMP-9实验分组: 24 h: 
空白组、溶媒对照组、1 μmol/L组、10 μmol/L
组、100 μmol/L组. 

引物设计参照GenBank基因序列设计, 设计

好后Blast, 比对结果与目的基因相符(表1); 抽提

RNA; 逆转录; PCR扩增; 20 μL反应体系, Master 
mix 10 μL, ddH2O 6 μL, 10 μmol/L的PCR特异

上下游引物各1 μL, cDNA 2 μL; 各反应条件如

下: β-actin: 94 ℃, 5 min; 30个PCR循环(94 ℃, 
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■相关报道
研究已发现ATRA
对 胃 癌 、 乳 腺
癌、结肠癌等恶
性肿瘤有一定的
抑制肿瘤细胞增
殖和诱导肿瘤细
胞 凋 亡 ,  降 低 其
侵袭迁移能力的
作用.

30 s; 54.8 ℃, 30 s; 72 ℃, 60 s); 72 ℃, 5 min. 
Nanog: 94 ℃, 5 min; 30个PCR循环(94 ℃, 30 s; 
51.9 ℃, 30 s; 72 ℃, 60 s); 72 ℃, 5 min. mmp-9: 
94 ℃, 5 min; 30个PCR循环(94 ℃, 30 s; 48.8 ℃, 
30 s; 72 ℃, 60 s); 72 ℃, 5 min. 电泳后的产物用

自动电泳凝胶成像分析仪(Bio-Rad, USA)及Im-
age-2200分析软件(Bio-Rad, USA)进行图像分析, 
与β-actin灰度值的比值作为Nanog、MMP-9的
相对含量.  
1.2.6 Western blot: Nanog实验分组: 溶媒对照组

(含0.1%D M S O的培养基); 空白组(完全培养

基组); 24 h组(终浓度为1 μmol/L、10 μmol/
L、100 μmol/L); 48 h组(终浓度为1 μmol/L、
10 μmol/L、100 μmol/L); 72 h组(终浓度为1 
μmol/L、10 μmol/L、100 μmol/L). MMP-9实
验分组: 24 h: 空白组、1 μmol/L组、10 μmol/L
组、100 μmol/L组. 

提取蛋白后进行蛋白定量, 定量后加入上

样缓冲液并行SDS-PAGE, 将蛋白转移到PVDF
膜, 丽春红染色观察条带, 自来水冲洗后加5%脱

脂奶粉封闭2 h, 分别加入抗Nanog、MMP-9及
β-actin抗体, 4 ℃孵育过夜, PBS洗膜后加HRP标
记的IgG, 室温孵育3 h, 洗膜后加入ECL发光试

剂, X线胶片上曝光, 显影, 定影[6].  Image-2200分
析软件测定Western blot条带的灰度值, 与β-actin
灰度值的比值作为Nanog、MMP-9的相对含量.  
1.2.7 划痕实验: 按每孔2×106个HepG2细胞接

种在6孔板, 常规培养至90%的融合状态. 用无血

清培养液洗细胞3次, 加入新鲜的无血清培养基. 
用10 μL Eppendorf Tip在细胞板上划痕[7], 用含

1%血清培养基洗细胞3次, 加入新鲜的含1%血

清培养基. 加入不同浓度(0 μmol/L、1 μmol/L、
10 μmol/L、100 μmol/L)的ATRA, 放入37 ℃, 
50 mL/L CO2培养箱按0 h、24 h取样, 拍照. 计算

划痕的距离, 以未加ATRA组为对照, 进行组间

比较.  
1.2.8 体外细胞侵袭实验: 体外细胞侵袭实验采

用Transwell培养板, 迁移孔上下槽间为直径6.3 
mm, 孔径8.0 μm的多聚碳酸膜. 具体的步骤为: 
于4 ℃融解Matrigel, 每孔50 μL加入预冷的Tran-
swell侵袭小室各孔的上室中, 将培养板置于37 ℃
孵育过夜. 少量PBS清洗各孔, 用含不同浓度(0 
μmol/L、1 μmol/L、10 μmol/L、100 μmol/L)ATRA
的无血清培养液制备HepG2细胞悬液, 使细胞浓

度为1.0×105/mL, 分别加入各孔的上室中, 每孔

100 μL, 在下室加入含有100 mL/L FBS条件培养

基500 μL. 每个孔重复3次, 37 ℃, 50 mL/L CO2

孵育24 h. 取出带微孔滤膜的小室, PBS洗涤数

次, 4%多聚甲醛固定10 m in, 用棉棒擦去微孔

滤膜上的Matrigel和未侵袭的细胞, 加入结晶紫

(0.1%)染色20 min, PBS洗2遍, 显微镜下观察. 以
200倍高倍视野侵袭至滤膜下表面的细胞数目

多少反映肿瘤细胞侵袭能力的高低. 随机计数

10个视野内的细胞数, 计算平均值进行统计学

分析, 以未加ATRA组为对照, 进行组间比较, 实
验重复3次.  

统计学处理 采用SPSS13.0统计学软件进行

结果处理. 实验所得数据采用mean±SD, 实验组

与对照组的区别用t检验, P<0.05为差异有显著性.  

2  结果

2.1 MTT ATRA 1 μmol/L、10 μmol/L、100 μmol/
L分别作用于肝癌HepG2细胞24 h、48 h、72 h
后, 其A 570值均较空白对照组明显下降(P <0.05, 
表2). 溶媒组与空白对照组比较差异无统计学意

义(P>0.05). 其中100 μmol/L的ATRA作用HepG2
细胞72 h A 570值下降明显, 1 μmol/L在24 h A 570值

下降不明显. 说明高浓度ATRA能有效抑制肝癌

HepG2细胞的增殖能力.  
2.2 平皿克隆实验 肝癌HepG2细胞在平皿中6 d
可以形成克隆, 但ATRA作用后能抑制其克隆

形成 ,  且AT R A的抑制程度与作用的浓度相

关, 100 μ m o l/L AT R A作用后几乎无克隆生

长, 1 μmol/L及10 μmol/L ATRA作用后仍可见

表 1 RT-PCR引物

     基因 引物序列 退火温度(℃) 产物长度(bp)

β-actin F 5'-ATCTGGCACCACACCT-3'

R 5'-CGTATACTCCTGCTT-3'      54.8      837

nanog F 5'-ATGCCTCACACGGAGACTG-3'

R 5'-CTGCGTCACACCATTGCTA-3'      51.9      369

mmp-9 F 5'-TGGGCTACGTGACCTATGACAT-3'

R 5'-CACCTCCACTCCTCCCTTTC-3'      48.8      165
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■创新盘点
本 研 究 发 现
AT R A 可 诱 导 肝
癌HepG2细胞分
化, 抑制其增殖、
侵 袭 及 迁 移 能
力. Nanog作为肝
癌HepG2分化的
一个指标, ATRA
可降低其在肝癌
HepG2中的表达.

少量克隆(图1). 表明ATRA可抑制HepG2细胞锚

定依赖性生长能力.   
2.3 ELISA ATRA在诱导肝癌细胞分化过程中, 
AFP分泌量均随处理天数的延长而呈降低趋势, 
且组内不同浓度之间有显著性差异(P <0.05, 表
3), 且无浓度-时间交互效应, 说明ATRA有诱导

HepG2细胞分化的作用.   
2.4 Nanog表达水平 ATRA作用于HepG2细胞后, 
与空白对照组比较, Nanog的mRNA及蛋白表达

呈时间及浓度依赖性下降(P<0.05, 图2, 3), 无时

间-浓度交叉效应.  
2.5 MMP-9表达水平 ATRA作用于HepG2细胞24 
h后, 与空白对照组比较, MMP-9的mRNA及蛋

白表达呈浓度依赖性下降(P<0.05, 图4, 5).  
2.6 划痕实验 细胞划痕24 h后, ATRA处理的

HepG2细胞组分别较各自空白对照组划痕距离

明显增宽(P <0.05, 图6), 表明ATRA可抑制人肝

癌HepG2细胞迁移能力.  

表 2 ATRA对HepG2细胞增殖能力的影响 (mean±SD, A 570值)

     分组   空白对照组      溶媒组 1 μmol/L  ATRA 10 μmol/L ATRA 100 μmol/L ATRA

24 h 0.769±0.009 0.769±0.010 0.767±0.006a 0.683±0.007b 0.384±0.007b

48 h 0.970±0.008 0.957±0.010 0.813±0.007b 0.693±0.008b 0.341±0.006b

72 h 1.099±0.005 1.094±0.009 0.877±0.023b 0.713±0.006b 0.274±0.011b

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组.

A B

C D

图 1 ATRA对HepG2细胞锚定依赖性生长能力的影响(×100). A: 空白对照组; B: 1 μmol/L ATRA组; C: 10 μmol/L ATRA组; 

D: 100 μmol/L ATRA组.

表 3 ATRA对HepG2细胞AFP分泌的影响 (mean±SD, μg/L)

     分组   空白对照组   1 μmol/L ATRA 10 μmol/L ATRA 100 μmol/L ATRA

24 h 24.075±0.009 24.022±0.006a 23.616±0.007a 16.951±0.007b

48 h 24.311±0.008 22.606±0.007b 20.455±0.008b 16.646±0.006b

72 h 22.317±0.005 17.920±0.023b 15.062±0.006b 16.468±0.011b

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组.
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2.7 侵袭小室实验 ATRA作用HepG2细胞24 h后, 
侵袭至滤膜下表面的细胞数目较空白对照组明

显减少(P <0.05, 图7), 表明ATRA可抑制人肝癌

HepG2细胞的体外侵袭能力.

3  讨论

维甲酸(RA)类药物包括维生素A的天然及人工

合成的衍生物. 维生素A(视黄醇)进入人体后转

变成视黄醛, 再经氧化变成RA. RA是维持生长

发育不可缺少的一种脂溶性维生素, 尤其在促

进上皮组织分化生长及维持其正常功能方面起

重要作用[8]. RA结构式由环状末端、多烯肽侧

链和极性末端基团3部分组成, 当这3部分结构

各自由不同基团取代时, 可得到生物活性不同

的化合物. 目前RA类化合物根据结构不同分为

3代: 第1代为极性末端被不同基团取代; 第2代

为环状末端基团的改变; 第3代RA则是多烯肽侧

链的改变, 并由于羧基方向不同分为2种异构体, 
即顺式维甲酸及全反式维甲酸(all trans retinoic 
acid, ATRA), 其中全反式构型最为稳定和常见.  

RA的生物活性是通过核内可被配体饱和的

维甲酸受体(retinoic acid receptor, RAR)和维A类

化合物X受体(retinoic X receptor, RXR)激活而介

导的[9]. RA诱导细胞分化的机制上不明确, 但是

大量研究表明ATRA诱导肿瘤细胞分化的作用

可用于治疗肿瘤. 其可能的机制有: (1)RA受体

的作用. RA受体包括RAR和RXA两种, 各有α、

β、γ、δ 4种构体, 他们有不同的调节功能, 可通

过与特异的RA结合发挥作用[10]; (2)对细胞周期

的影响. 大量研究表明, RA可抑制肝癌细胞生

长, 使细胞周期G0-G1延长, 影响DNA合成, 最终

产生增殖抑制, 诱导细胞凋亡[11]; (3)调控基因和
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图 3 ATRA对HepG2细胞Nanog蛋白表达的影响. A: 空白对照组24 h; B: 1 μmol/L ATRA组24 h; C: 10 μmol/L ATRA组24 

h; D: 100 μmol/L ATRA组24 h; E: 空白对照组48 h; F: 1 μmol/L ATRA组48 h; G: 10 μmol/L ATRA组48 h; H: 100 μmol/L 

ATRA组48 h; I: 空白对照组72 h; J: 1 μmol/L ATRA组72 h; K: 10 μmol/L ATRA组72 h ; L: 100 μmol/L ATRA组72 h. 

bP<0.01 vs  空白对照组.

■应用要点
探 讨 AT R A 对 肝
癌细胞系HepG2
的诱导分化作用
及侵袭迁移的影
响 ,  并 且 探 讨 了
ATRA与肿瘤干细
胞分化调节基因
Nanog的关系, 为
ATRA治疗肝癌进
一步提供了临床
依据.

b b
b

b
b

b

空白对照组
1 μmol/L
10 μmol/L
100 μmol/L

b
b

b b b

b

b b b

图 2 ATRA对HepG2细胞Nanog mRNA表达的影响. A: 空白对照组24 h; B: 溶媒组24 h; C: 1 μmol/L ATRA组24 h; D: 
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10 μmol/L ATRA组72 h; O: 100 μmol/L ATRA组72 h. aP <0.05, bP <0.01 vs  空白对照组.

24 48 72
t /h

空白对照组
1 μmol/L
10 μmol/L
100 μmol/L

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

N
an

og
/ β

-a
ct

in
 r

at
io

a

b

A      B     C     D     E 
1000 bp
700 bp
400 bp
300 bp

F      G     H      I      J  

K      L      M      N      O

β-actin

Nanog

β-actin

Nanog

β-actin

Nanog

1000 bp
700 bp
400 bp
300 bp

1000 bp
700 bp
400 bp
300 bp



www.wjgnet.com

3386               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年11月28日  第19卷  第33期

细胞因子的表达. Feng等[12]也报道ATRA能够提

高肝癌细胞株SMMC27721细胞表面整合素α5β
的表达, 抑制细胞生长并引起凋亡, 使肝癌细胞

凋亡相关基因Fas和P53的蛋白表达增高, 并抑制

bcl-2的表达, 从而诱导肝癌细胞凋亡. 有研究表

明, TGF-β1是一重要的多功能的生长因子, 并已

发现TGF-β1与ATRA的功能有一定关系[13]. Ma-
saki等[14]表明ATRA通过诱导C/EBPβ-LIP的产生

来降低人白蛋白的产生, 而白蛋白是诊断肝脏

疾病的一项可靠的依据[15,16].  
肿瘤细胞的锚定依赖性生长特性是肿瘤细

胞区别于正常细胞的重要标志, 与肿瘤在体内

图 6 ATRA作用于HepG2细胞24 h划痕实验(×100). A: 空白对照组0 h; B: 1 μmol/L ATRA组0 h; C: 10 μmol/L ATRA组

0 h; D: 100 μmol/L ATRA组0 h; E: 空白对照组24 h; F: 1 μmol/L ATRA组24 h; G: 10 μmol/L ATRA组24 h; H: 100 μmol/L 

ATRA组24 h. aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组.

■同行评价
本研究采用肿瘤
细胞诱导分化剂
ATRA体外诱导人
肝癌细胞, 采用分
子生物学方法检
测 AT R A 对 人 肝
癌细胞HepG2的
生长、分化、侵
袭和迁移能力的
影响, 研究内容翔
实, 对临床肝癌的
治疗具有一定的
参考价值.

图 4 ATRA对HepG2细胞MMP-9 mRNA表达的影响. A: 空

白对照组; B: 溶媒组; C: 1 μmol/L ATRA组; D: 10 μmol/L 

ATRA组; E: 100 μmol/L ATRA组. bP<0.01 vs  空白对照组.
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对照组; B: 1 μmol/L ATRA组; C: 10 μmol/L ATRA组; D: 

100 μmol/L ATRA组. bP<0.01 vs  空白对照组.
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的生长能力高度相关[17]. 在体外培养条件下, 细
胞生长和锚定依赖等恶性特征消失, 可以代表

肿瘤细胞的去恶化表现, 因此, 我们应用MTT及
平皿集落形成法检测ATRA对体外培养肝脏细

胞的生长及增殖能力的影响. 结果表明, ATRA
能抑制肝癌HepG2的增殖及锚定依赖生长能力.  

AFP是一种胚胎性蛋白, 主要由胚肝产生, 
在早期胎肝组织中高表达而分化成熟肝细胞不

表达. 随着肝细胞的分化, 抗原会逐渐消失, 在
肝癌中分泌量增高, 而在正常成人肝中则无分

泌[18]. 因此AFP是肝谱系的早期表面分子, 与肝

癌的恶性程度密切相关[19], 可阻止肝癌细胞分

化、凋亡, 促进肝癌细胞增殖, 起生长调节作用. 
许多分化诱导剂可下调AFP的表达, 因此, AFP
是肝癌细胞诱导分化的一个重要鉴定指标, 并
被认为是诊断肝癌的标志蛋白[20-22].  因此本实

验通过ELISA法检测ATRA对肝癌HepG2的诱导

分化作用, 结果表明, ATRA在诱导肝癌细胞分

化过程中, AFP分泌量均随处理天数的延长而呈

降低趋势, 且组内不同浓度之间有显著性差异

(P<0.05), 无浓度-时间交互效应. 说明ATRA有诱

导HepG2细胞分化的作用.  
近年来, 随着“干细胞”的概念被引入肿瘤

学研究, 以及多种肿瘤干细胞得到分离和鉴定, 
肿瘤干细胞(cancer stem cells, CSCs)学说逐渐

形成. 具有自我更新和无限增殖能力以及多向

分化潜能, 是肿瘤形成的起始细胞并维持肿瘤

的持续生长, 也称为“肿瘤起始细胞”(tumor-
initiating cells, TICs), 在肿瘤的发生、进展、

转移、复发中起关键作用[23,24]. 越来越多的研

究表明原发性肝癌来源于肝癌干细胞, 肝癌可

能来源于肝干细胞的分化成熟受阻. 肿瘤干细

胞生物学作用的物质基础是表达于肿瘤干细胞

膜表面的蛋白分子, 即肿瘤干细胞表面标志. 这
些表面标志犹如肿瘤干细胞的“指纹”, 研究

者可以通过识别和利用这些表面标志来准确
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图 7 ATRA作用于HepG2细胞24 h侵袭实验(×200). A: 空白对照组; B: 1 μmol/L ATRA组; C: 10 μmol/L ATRA组; D: 100 

μmol/L ATRA组. aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组.
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地筛选与分离肿瘤干细胞. 肿瘤干细胞的存在

最早是从急性髓细胞白血病(AML)中得到证实

的. Bonnet和Dick[25]在研究中发现, 只有表面标

志为CD34+CD38-的白血病细胞能在其他小鼠

体内重建AML. Oct4、Sox2、Nanog、SMO、

β-Catenin、Wnt5b是近年来发现的干细胞相关

基因. Nanog、Oct4和Sox2位于维持干细胞全

能性调控网络的顶端, 共同调控与自我更新、

分化有关的下游基因[26]. Nanog在维持胚胎干细

胞的全能性中是必须的[27,28], 研究表明, Nanog在
早期胚胎发育中表达, 而在已分化的细胞及成

体组织中不再表达[29], 因此Nanog可作为肿瘤干

细胞分化的指标. Nanog不仅与生殖系统肿瘤关

系密切, 在胃肠道及肝癌中也存在表达, 且与实

体瘤分化状态密切相关[30-32]. 肝癌细胞系HepG2
细胞是一种来源于人肝母细胞瘤且被国际公认

的细胞株, 具有典型的肝干细胞特性[33], 有研究

表明, ATRA在诱导P19胚胎癌性干细胞分化过

程中分化调节基因Nanog、oct4、coAA表达均

下降[34], 表明ATRA诱导肿瘤分化与肿瘤干细胞

分化调节基因有关.  因此本实验通过RT-PCR及
Western blot检测ATRA作用于肝癌HepG2前后

Nanog的mRNA及蛋白表达的变化, 结果显示, 肝
癌HepG2细胞表达Nanog, 反式RA作用于HepG2
细胞后, Nanog的mRNA表达及蛋白表达呈时间

及浓度依赖性下降. 说明肝癌HepG2细胞中存在

肝癌干细胞, Nanog不仅可作为肝癌干细胞的表

面标记, 还可作为肝癌HepG2分化的一个指标.  
肿瘤细胞和机体的协调关系被打破, 细胞间

的黏附, 以及细胞基质的黏附, 基质金属蛋白酶

(Mmps)的异常表达与活性都与肿瘤的侵袭及迁

移行为有关[35].  Mmps是近年来发现的一组锌离

子依赖性内肽酶, 为重要的细胞外基质降解酶, 
他通过对细胞外基质不同成分的降解在肿瘤侵

袭、转移中起关键作用[36]. Mmps家族包括多

种, 已发现的有22个[37], 其中MMP-9是Mmps家
族中最主要的成员之一, 研究表明ATRA可以增

加甲状腺癌细胞对细胞外基质的黏附能力, 从
而降低甲状腺癌细胞的侵袭能力; 也有研究表

明ATRA可通过RA受体机制降低耐酸肠癌细胞

的MMP-9及MMP2水平, 从而降低这种细胞的

侵袭迁移能力; 最近研究表明, ATRA是抑制胃

癌GIST细胞侵袭及能力的一种潜在试剂[38]. 因
此本实验通过检测ATRA对肝癌HepG2 MMP-9 
mRNA及蛋白的表达的影响, 侵袭小室及划痕实

验检测ATRA对其侵袭及迁移能力的影响, 实验

结果表明, 肝癌HepG2细胞可分泌MMP-9, 其分

泌量随ATRA的浓度升高而下降; 侵袭实验表明, 
ATRA可呈浓度依赖性降低人肝癌细胞HepG2
的体外侵袭能力; 划痕实验表明ATRA可成时间-
浓度依赖性降低人肝癌细胞的迁移能力.  
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■背景资料
重症急性胰腺炎
(severe acute pan-
creatitis, SAP)容易
发生肠黏膜损伤. 
目前对于SAP时
并发肠黏膜损伤
的发生机制尚不
明确, 控制SAP肠
黏膜损伤的发生
发展, 对改善SAP
预后至关重要. 
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Abstract
AIM: To evaluate the significance of temporal 
expression of NF-κB and HMGB1 in intestinal 
mucosal injury in rats with severe acute pancre-
atitis (SAP). 

METHODS: Seventy SD rats were randomly 
divided into two groups: A (n = 40) and S (n = 

30). The two groups were divided into five sub-
groups for testing at 3, 6, 12, 24, and 36 h. Group 
A was used to induce SAP by retrograde injec-
tion of 5% sodium taurocholate into the biliopan-
creatic duct, while group S underwent a sham 
operation. At various time points, serum and 
intestinal samples were taken to measure serum 
concentrations of AMY and DAO by ELISA and 
to detect the expression of NF-κB and HMGB1 in 
the intestine by immunohistochemistry.

RESULTS: Serum concentrations of DAO in-
creased with the aggravation of SAP. The ex-
pression of NF-κB in intestine mucosal injury 
reached the peak at 3 h, gradually decreased 
over time, and returned to normal level at 24 
h and 36 h. The expression of HMGB1 in intesti-
nal mucosal injury significantly increased at 6 h, 
gradually increased over time, reached the highest 
level at 24 h, and remained at a high level at 36 h.

CONCLUSION: Intestinal mucosal injury occurs 
in the early stage of SAP. Intestinal mucosal in-
jury in SAP may be related with the high expres-
sion of NF-κB in the small intestinal. HMGB1 as 
a "late" inflammatory mediator may be involved 
in the development of SAP-associated intestinal 
mucosal injury.

Key Words: Nuclear factor-κB; High mobility group 
box protein 1; Severe acute pancreatitis; Intestinal 
mucosal injury

Qing BH, Zeng ZY, Wang XY, Luo YF, Li ZH, Zhang XW, 
Lu YZ. Significance of temporal expression of NF-κB and 
HMGB1 in intestinal mucosal injury in rats with severe 
acute pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(33): 3390-3396 

摘要

目的: 探讨NF-κB、HMGB1在SAP大鼠肠黏
膜损伤发生发展过程中的时点表达规律及
其意义.

方法: 将70只SD大鼠随机分为A组(n  = 40)和S

■同行评议者
施 晓 雷 ,  副 主 任
医 师 ,  南 京 大 学
医学院附属鼓楼
医院肝胆外科
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组(n  = 30), 再分别按3、6、12、24、36 h时点
随机均等分成5个亚组. A组大鼠行逆行胰胆
管匀速泵入5%牛磺胆酸钠建立SAP模型, S组
大鼠开腹仅翻动十二指肠. 两组大鼠均在建模
后按时点开腹, 门静脉取血检测AMY、DAO
浓度, ELISA法和免疫组化法检测小肠黏膜
NF-κB和HMGB1的表达.

结果: (1)A组大鼠血DAO浓度随时点延迟逐
渐增加; (2)肠黏膜NF-κB表达在3 h最高, 随时
点延迟逐渐下降, 24 h、36 h降至正常水平; 
(3)肠黏膜HMGB1表达6 h开始明显升高, 且随
时点延迟逐渐增高, 在24 h最高, 一直持续到
36 h仍然保持在较高水平.

结论: (1)S A P大鼠早期即出现肠黏膜损伤; 
(2)S A P肠黏膜早期的损伤可能与小肠组织
NF-κB的表达增加有关; (3)HMGB1作为“晚
期”炎症介质可能介导了SAP肠黏膜损伤的
发生发展; (4)HMGB1的调控可能受到了NF-
κB的调节.

关键词: 核因子-κB; 高迁移率族蛋白1; 重症急性

胰腺炎; 肠黏膜损伤
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是一种发病率高、病情重、发病机制复杂的急

腹症, 死亡率达20%-30%[1,2]. 肠道是SAP发生应

激反应的中心器官之一[3]. SAP容易发生肠黏膜

损伤(intestinal mucosal damage), 使SAP并发肠

源性感染, 诱发和加重全身炎症反应综合征(sys-
temic inflammatory response syndrome, SIRS)、
多器官功能障碍综合征(multiple organ dysfunc-
tion syndrome, MODS), 且病死率居高不下的症

结所在[4]. 目前, 对于SAP时并发肠黏膜损伤的

发生机制尚不明确, 控制SAP肠黏膜损伤的发生

发展, 对改善SAP预后至关重要. 
研究报道[5], 核因子-κB(nuclear factor-kappa 

B, NF-κB)属于前炎性转录因子, 在SAP发病的

早期即被激活, 在SAP的发生、发展以及由此

引起的SIRS、MODS中起着关键性作用, 他可

能是作为S A P中细胞因子级联瀑布反应的上

游靶点, 进而在SAP整个复杂的细胞因子调控

网络中起枢纽性作用. 进一步研究发现[6], 高迁

移率族蛋白1(high mobility group box protein 1, 
HMGB1)由于产生明显晚于TNF-α, IL-1等“早

期”炎性介质, 且持续时间较长, 因而被称为

“晚期”炎症介质, 参与SAP全身炎症反应综

合征和脓毒症的病理过程. 然而, 目前NF-κB、
HMGB1在SAP肠黏膜损伤病程中的作用机制尚

不明确, 若同时检测NF-κB和HMGB1的动态变

化, 将为SAP肠黏膜损伤的研究提供新的思路和

方法, 有助于全面了解NF-κB和HMGB1在SAP
肠黏膜损伤发生、发展过程中的作用, 为临床

进一步研究SAP肠黏膜损伤的防治提供理论依据

和实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠70只, 清洁级, 雌雄不拘, 
体质量250-300 g, 湖南农业大学动物实验中心

提供, 许可证编号SCXK(湘)2006-0001. Rabbit 
Anti-HMGB1、Rabbit Anti-NF-κB、Rat DAO 
ELISA KiT、Rat HMGB1 ELISA KiT、Rat NF-
κB ELISA KiT均购自武汉博士德生物工程有限

公司. 
1.2 方法

1.2.1 分组: 70只SD大鼠, 随机(抽签法)分成A组

(实验组, SAP组, n  = 40)和S组(假手术组, SO组, 
n  = 30). A组和S组再分别按3、6、12、24、36 h
时点随机均等分成5个时点组, A组和S组各时点

组大鼠数量分别为8只、6只. 
1.2.2 造模: (1)SAP组模型建立: 建模前禁食12 h, 
禁饮4 h, 采用10%水合氯醛腹腔注射(0.3 mL/100 g)
麻醉, 腹部手术视野剪毛, 2%络合碘消毒, 铺无

菌孔巾, 取上腹正中线切口, 长约3 cm, 依次切开

进入腹腔. 入腹后沿胰胆管向十二指肠方向找

到十二指肠乳头开口, 1号注射器针头于乳头对

侧十二指肠壁无血管区刺一小孔, 将处理消毒

后的硬膜外导管沿十二指肠刺孔经乳头开口置

入胰胆管内约0.5 cm, 显微血管夹2枚分别夹闭

肝门部胆管与胰胆管末端, 匀速泵入5%的牛磺

胆酸钠, 0.1 mL/100 g, 速度0.2 mL/min, 3 min后可

见胰腺区弥漫性充血肿胀, 观察8 min后松开血

管夹并拔管, 8-0无损伤缝线缝合十二指肠穿刺

孔, 关腹(图1A-E). (2)SO组模型建立: 假手术组

大鼠开腹仅翻动十二指肠, 关腹(图1F).
1.2.3 标本采集: A、S两组大鼠均在建模后按3 h、
6 h、12 h、24 h、36 h时点剖腹, 观察腹腔及胰

腺大体情况; 门静脉收集血液, 切取胰腺组织和

距回盲部约5 cm处小肠一段. 

■应用要点
本研究同时检测
NF-κB和HMGB1
的动态变化, 有助
于 全 面 了 解 N F -
κB和HMGB1在
SAP肠黏膜损伤
发生、发展过程
中的作用, 为临床
进一步研究SAP
肠黏膜损伤的防
治提供理论依据
和实验基础. 
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■名词解释
肠黏膜屏障功能
障碍(IBD): 指各
种原因引起的肠
黏膜损伤、肠通
透性增加, 使肠道
防止肠腔内有害
物质进入体内其
他组织器官和血
液循环的功能被
破坏, 从而导致细
菌 和 ( 或 ) 内 毒 素
移位.

1.2.4 指标检测: (1)全自动生化检测仪检测血

AMY; (2)酶联免疫吸附法(ELISA法)检测血

DAO; (3)酶联免疫吸附法(ELISA法)检测小肠组

织NF-κB和HMGB1浓度. 取距回盲瓣5 cm处的

一段小肠组织, 纵型剪开, 用冰生理盐水漂洗干

净, 用滤纸吸干, 准确称取0.1 g小肠组织, 用组

织剪将其剪成碎片, 加入1 mL冰生理盐水, 在冰

水浴中用玻璃匀浆器充分研磨6-8 min, 制成10%
匀浆液, 于4 ℃离心机中, 4 000 r/min离心10 min, 
提取上清液分别置入2个EP管中(0.25 mL/管), 
-20 ℃低温冰箱保存; (4)免疫组化法(SP法)检测

小肠黏膜NF-κB、HMGB的表达. 石蜡切片经脱

蜡, 80 ℃恒温箱中烘烤, 二甲苯中浸泡, 梯度酒

精水化, 3%H2O2室温孵育10 min, 0.01 mol/L枸
橼酸钠缓冲溶液(pH6.0)抗原修复, 加入正常血

清封闭液孵育30 min后, 再滴加一抗(1∶100)兔
抗大鼠50 μL, 室温静置2 h, 再加入生物素标记

山羊抗兔IgG二抗50 μL, 再滴加辣根酶标记链霉

卵白素工作液覆盖, DAB显色, 苏木精复染, 1%
盐酸酒精分化, 95%酒精脱水, 恒温箱烘干, 镜
检. 用PBS代替一抗为阴性对照. 

之后, NF-κB显微镜观察, 若为阳性, 棕黄

色表达于细胞核内, 少量表达在细胞质; 若为阴

性, 细胞核和细胞质均为蓝色(图2). HMGB1显
微镜观察, 若为阳性, 棕黄色表达于胞浆, 少量

表达细胞核内; 若为阴性, 细胞核和细胞质均为

蓝色(图3).
使用美国Image proplus 6.0专业图像分析

软件进行分析, 每个时点组各张切片高倍镜下

(400倍)随机取5个视野, 按照双盲法原则由病理

医师指导在光镜下观察阳性表达的情况, 取平

均值作为结果做半定量分析. 小肠黏膜细胞NF-
κBp65的阳性表达采用测定阳性细胞数(N); 小
肠黏膜细胞HMGB1的阳性表达采用测定阳性

染色部位的累积吸光度(IA ), 即将图片上每个阳

性染色部位的像素点的强度值全部累加起来得

到的值. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用SPSS13.0统计软件对各组数据进行统计学处

理. 随机设计资料的多个样本均数比较及样本

均数间多重比较采用One-Way ANOVA分析, 两
因素相关分析采用Person法; P <0.05表示统计学

差异. 

2  结果

2.1 血AMY浓度 A组大鼠各时点组血AMY浓度

均高于相应的S组各时点组. 血AMY浓度, 有统

计学差异(P <0.05), 且浓度在3 h时点开始升高, 
24 h时点达到最高, 36 h时点仍在较高水平(表1). 
2.2 血浆DAO浓度 A组大鼠3 h时点血浆DAO浓

度与相应的S组同时点血浆DAO浓度比较, 无统

计学差异(P >0.05), 其余各时点血浆DAO浓度均

高于相应的S组同时点血浆DAO浓度, 有统计学

差异(P <0.05). A组大鼠血浆DAO浓度在6 h时点

开始升高, 随时点延迟逐渐升高, 36 h时点仍处

于较高水平(表1).
2.3 肠黏膜NF-κB表达结果 小肠黏膜ELISA法

和免疫组化结果均显示, A组大鼠3 h、6 h、12 h

A B C

D E F

图 1 SAP和SO组模型的建立过程. A: 显露胰胆管; B: 泵入5%牛磺胆酸钠后胰管扩张, 胰腺组织充血; C: 8#无损伤缝线缝合

后未见十二指肠扩张, 肠壁变色、坏死; D: A24 h时点组 淡红色性腹水, 大量皂化斑; E: A36 h时点组 淡红色性腹水, 大量皂

化斑, 肠管明显扩张; F: SO组未见血性腹水、皂化斑及胃肠扩张.
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时点组小肠组织NF-κB浓度均高于S组同时点

组小肠组织NF-κB浓度, 有统计学显著性差异

(P <0.05), 24 h和36 h时点组小肠组织NF-κB浓
度与相应的S组同时点组比较, 无统计学差异

(P >0.05). A组大鼠小肠组织NF-κB浓度在3 h时
点最高, 6 h时点开始下降, 12 h时点降至较低水

平, 24 h时点降至正常水平(表1, 2).
2.4 肠黏膜HMGB1表达结果 小肠黏膜ELISA法

和免疫组化结果均显示, A组大鼠3 h时点组小

肠组织HMGB1浓度与相应的S组同时点组比较, 
无统计学差异(P >0.05), 其余各时点组小肠组织

HMGB1浓度高于相应的S组同时点组, 有统计

A

C

B

D

图 2 免疫组织化学染色检测大鼠肠黏膜细胞NF-κB的表达(HE染色, ×400). A: SAP组3 h; B: SAP组6 h; C: SAP组12 h; D: 

SO组.

A

C

B

D

图 3 免疫组织化学染色检测大鼠肠黏膜细胞HMGB1的表达(HE染色, ×400). A: SAP组12 h; B: SAP组24 h; C: SAP组36 h; D: 

SO组.

■同行评价
本 研 究 同 时 检
测 了 N F - κ B 和
HMGB1在SAP肠
黏膜损伤中的动
态变化, 为临床上
这一疾病的防治
提供了一定的理
论依据和实验基
础, 有较好的意义.
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学差异(P <0.05). A组大鼠小肠组织HMGB1浓度

在6 h时点开始升高, 随时点延迟逐渐升高, 24 h
时点达到高峰, 一直持续到36 h时点仍然保持较

低水平(表1, 2). 

3  讨论

正常肠黏膜屏障包括机械屏障、化学屏障、生

物屏障和免疫屏障[7]. 肠道是人体最大的“贮菌

库”, 正常肠道内细菌种类达500种以上, 主要

为需氧菌和兼性菌, 95%以厌氧菌为主, 末端回

肠和结肠细菌较多. 肠黏膜不仅是人体营养物

质消化、吸收的重要场所, 同时也是致病微生

物和毒素侵入的主要门户. 肠黏膜屏障功能障

碍(intestinal mucosal barrier dysfunction, IBD)是
指各种原因引起的肠黏膜损伤、肠通透性增加, 
使肠道防止肠腔内有害物质进入体内其他组织

器官和血液循环的功能被破坏, 从而导致细菌

和(或)内毒素移位[8]. Banks等[9]利用糖分子探针

对SAP患者肠通透性进行研究, 表明SAP肠通透

性明显增加, 存在肠屏障功能障碍. SAP时肠黏

膜屏障功能障碍的直接危害是肠道细菌移位导

致胰腺坏死组织及其他远隔脏器感染, 而间接危

害是肠道细菌、内毒素进入体循环导致肠源性

内毒素血症, 刺激已经活化的单核和巨噬细胞释

放过量的细胞因子和炎性介质, 促使SIRS的发

生, 对胰腺等脏器构成严重的“第二次打击”, 
甚至诱发和加重MODS, 导致较高死亡率[10]. 

血浆二胺氧化酶(diamine oxidase, DAO)是
特异性存在于哺乳动物肠黏膜上皮细胞的细胞

质中, 具有高度活性的细胞内酶, 在小肠黏膜上

皮层绒毛中含量高、活性强. 正常情况下DAO
不会出现在血浆中, 只有当肠黏膜上皮细胞受

损, 细胞内的DAO释放进入组织间隙、淋巴管

和血循环, 使血中DAO含量升高. 因此, 外周血

的DAO活性稳定, 血液DAO含量可客观反映肠

黏膜结构完整性, 而肠黏膜结构的破坏是发生

肠黏膜屏障功能障碍的基础, 故检测血液DAO也

可间接反映肠黏膜屏障功能. 动物实验证实[11], 血
浆DAO活性的升高和降低, 与病理检查证实的

肠黏膜结构的破坏与恢复是一致的. 黄晓曦等[12]

临床研究53例危重病患者中, 提示存在肠黏膜

屏障功能障碍的患者血浆DAO增高. 这与我们

前期的研究结果相吻合[13]. 动态监测血中DAO
活性的改变,可准确了解早期肠黏膜屏障功能的

变化, 有望应用于临床[14]. 本实验研究中A组大

鼠血DAO浓度6 h时点与S组同时点比较, 有统计

学差异, 随时点的延迟逐渐升高, 提示SAP模型

建立后6 h时点即开始出现明显的肠黏膜受损, 
且随时点的延迟, 逐渐加重. 

表 1 成模后各时点组血AMY、DAO、小肠组织NF-κB和HMGB1浓度结果比较

     时间点  分组      血淀粉酶(U/L)    DAO(U/mL)    NF-κB     HMGB1

3 h  A组 4102.06±1513.98a   0.14±0.02 8.88±0.29a 0.42±0.026

S 组 1617.10±320.82   0.14±0.011 3.36±0.23 0.42±0.06

6 h  A组 7610.88±4068.27a 0.245±0.05a 6.01±0.52a 0.58±0.04a

S 组 1782.96±433.34   0.14±0.021 3.26±0.22 0.40±0.03

12 h  A组 8005.88±2089.58a   0.32±0.05a 4.26±0.26a 0.62±0.05a

S 组 1886.26±463.62   0.15±0.03 3.27±0.16 0.42±0.04

24 h  A组               10525.15±3000.21a   0.63±0.14a 3.39±0.16 0.76±0.06a

S 组 1613.90±99.44   0.14±0.01 3.22±0.17 0.41±0.03

36 h A组 7290.46±1231.47a   0.58±0.09a 3.35±0.24 0.70±0.07a

S 组 1608.71±349.33   0.14±0.02 3.19±0.15 0.39±0.01

aP<0.05 vs  S组.

表 2 成模后各时点小肠肠黏膜细胞NF-κB、HMGB1阳
性表达结果比较

     时间点 分组  阳性细胞数              IA

3 h A组 55.00±6.50a 2864.25±337.78

S组 1.83±0.75 2704.33±276.88

6 h A组 19.75±3.37a 4939.50±1314.53a

S组 1.50±0.83 2713.66±224.58

12 h A组 8.62±1.59a 6233.75±841.81a

S组 1.66±0.81 2537.33±289.80

24 h A组 1.87±0.83 53733.75±9849.22a

S组 1.50±0.54 2764.16±325.97

36 h A组 1.75±0.70 46635.37±9081.32a

S组 1.66±0.51 2664.33±277.99

aP<0.05 vs  S组.
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NF-κB是Sen等[15]1986年首次在成熟B细

胞、浆细胞中发现的能与免疫球蛋白K轻链启

动子KB序列特异结合的一种高度保守的免疫

反应性蛋白. 现已发现5种蛋白属于NF-κB/Rel
家族, 根据C末端序列的不同可分为2大类, 一类

包括cRel A(P65)、cRel B和c-Rel; 另一类包括

P50(NF-κBl)和P65(NF-κB2). 我们通常所说的

NF-κB通常指NF-κB P65, 他在细胞内含量最多, 
是其活性的主要形式. NF-κB是具有基因转录调

节作用的蛋白质因子, 参与许多炎性因子的调

控. 在未受刺激时, 细胞质中的NF-κB与抑制因

子I-κB结合处于非活化状态, 受到刺激时, I-κB
与NF-κB解离, NF-κB进入细胞核与特异的启动

子结合, 调节基因表达. 而NF-κB的不适当激活

是引起过度炎症反应及炎症损伤的关键因素, 
从而可加重急性炎症反应, NF-κB激活后,可刺

激TNF-α、IL-1的产生, 这些蛋白的增多又促进

NF-κB 的活化. 在SAP中, 无论是胰腺组织还是

胰外脏器, NF-κB均明显被激活, 这说明NF-κB
在其中起着至关重要的作用. 但目前NF-κB对于

SAP肠黏膜屏障功能障碍损伤的具体机制尚不

明确. 
Wang等[16]证实, SAP时大鼠肠黏膜细胞的

NF-κB P65表达升高, 给予NF-κB激活的抑制剂, 
代表肠黏膜屏障功能的指标血DAO降低, 肠黏

膜屏障功能障碍损害减轻, 提示NF-κB介导了

SAP肠黏膜屏障功能障碍的发生发展. 本组资料

从定量和半定量检测SAP大鼠小肠组织NF-κB
的表达, 显示SAP大鼠小肠组织NF-κB的表达3 h
时点达到高峰, 6 h时点开始降低, 12 h时点降至

较低水平, 24 h、36 h时点降至正常水平. 结合我

们血DAO检测结果: A组大鼠6 h时点才开始出

现明显的肠黏膜功能受损, 随着时点的延迟, 其
肠黏膜的受损程度逐渐增加. 基于以上事实, 提
示: (1)SAP大鼠肠黏膜NF-κB表达的增加早于肠

黏膜屏障功能的明显损伤; (2)SAP肠黏膜屏障

功能早期的损伤可能与小肠肠黏膜NF-κB的表

达增加有关. 
1973年, Goodwin等[17]在牛胸腺中首次提取

鉴定了一种含量丰富的非组蛋白核蛋白, 该蛋白

分子量30 kDa左右, 富含电荷, 并因其在聚丙烯

酰胺凝胶电泳中迁移率快的特性而命名为高迁

移率族蛋白(high mobility group, HMG). 随后研

究发现HMG是一个大家族, HMG包括HMGA、

HMGB、HMGN家族, HMGB又可分为HMGB1
及HMGB2. HMGB1作为HMGB家族的一个亚族, 

是含量最丰富的HMG蛋白, 平均10-15个核小体

中含有一个HMGB1分子. HMGB1广泛存在于各

种细胞中, 在一般环境条件下, HMGB1的表达量

维持在基础水平, 而HMGB2一般只在胚胎期才

大量表达, 部位也比较局限. 
H M G B1曾经作为一种转录因子和促生

长因子而被广泛研究. 然而, 近年来研究表明, 
HMGB1在感染性脓毒血症、败血症和烧伤等

情况下, 作为“晚期”炎症介质在循环和组织

中显示出延迟和高水平表达, 以一种时间-剂量

依赖方式释放, 可明显影响肝、肺、肠等重要

器官的功能, 并可与其他重要的炎性细胞因子

如TNF-α和IL-1等相互诱生, 是内毒素血症致死

效应的重要细胞介质, 参与了脓毒症、SIRS及
MODS的发生、发展过程[18,19]. 

我们的实验研究, 采用定量和半定量检测

SAP大鼠小肠组织HMGB1的表达, 显示A组大

鼠3 h时点小肠组织HMGB1浓度与S组同时点比

较(P >0.05), 随着病程延长, SAP大鼠小肠组织

HMGB1的表达强度不断升高, 6 h时点即开始明

显升高, 在24 h时点达到高峰, 一直持续到36 h
时点. 由此认为, HMGB1可能作为“晚期”炎

症介质呈时间-剂量依赖性地增加肠黏膜上皮的

损伤, 参与了SAP肠黏屏障功能障碍的病理过

程. 其机制可能为: HMGB1以及B box能以一种

时间剂量方式, 通过增加Caco-2人肠上皮细胞诱

生一氧化氮合成酶(iNOS)mRNA的表达以及NO
的合成, 从而增加该细胞的通透性, 对野生型小

鼠给予B盒可增加回肠黏膜的通透性, 并使肠道

细菌移位至肠系膜淋巴结[20], 该效应在iNOS基
因敲除的小鼠中则不能观察到, 表明HMGB1和
HMGB1 B盒都能通过依赖于NO的生成, 引起

肠屏障功能的变化. 结合我们实验中A组大鼠肠

黏膜NF-κB表达3 h即达到高峰, 12 h时点降至正

常水平, 而HMGB1表达在6 h时点才开始明显升

高, 24 h时点达到高峰, 一直持续到36 h时点. 由
此衍生开来: NF-κB可能作为重要的前炎性转录

因子, 参与了HMGB1的调控, 可能是SAP肠黏膜

屏障功能损伤的上游因子. 因此, 笔者认为, 如
能“早期”及时选用特异性的NF-κB抑制剂抑

制NF-κB的活化, 而“晚期”选用HMGB1抑制

剂抑制HMGB1的活化, 则有可能可以阻断“早

期”与“晚期”炎症介质的相互诱导, 必定可

以减轻SAP的病情进展, 降低胰腺炎对机体所造

成的损害, 从而改善SAP肠黏膜屏障功能, 进而

阻止SIRS、MODS的发生, 这将为今后SAP临床
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治疗肠黏膜屏障功能障碍提供了一条新的途径. 
总之, S A P早期可引起肠黏膜受损, 破坏

肠黏膜屏障结构的完整性, 从而引发肠道细菌

及内毒素的易位, 发生肠源性感染, 进而导致

SIRS、MODS, 严重影响病人的预后. 但是, 目
前对于其发生机制尚不明确, 本实验初步探讨

了SAP肠黏膜屏障损伤NF-κB、HMGB1不同时

点的表达及其意义, 显示在SAP发生发展的病程

中, NF-κB、HMGB1分别作为“早期”炎症介

质和“晚期”炎症介质在SAP肠黏膜受损的不

同病理阶段中起到了很重要的作用. 所以, 针对

NF-κB、HMGB1靶向治疗的研究为临床不同阶

段救治SAP肠黏膜损伤提供了新的治疗思路, 因
而具有重要意义. 
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■背景资料
胰 腺 癌 的 发 生
发展是一个多因
素、多阶段的过
程 ,  其中DNA甲
基 化 等 表 观 遗
传学改变发挥了
重 要 作 用 ,  其 中
DNMT1 所起的维
持甲基化的作用
尤为重要. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of RNA interferen
ce-mediated silencing of the DNA methyltransfe-
rase 1 (DNMT1) gene on the proliferation of pan-
creatic carcinoma BxPC-3 cells and to explore 
the possible mechanisms involved. 

METHODS: BxPC-3 cells were divided into 
three groups: experimental group, negative con-
trol group and blank control group, which were 
transfected with a DNMT1-specific siRNA, a 
negative siRNA and empty liposomes using Li-
pofectamineTM 2000, respectively. The expression 

of DNMT1 mRNA and protein in the transfected 
cells was analyzed by real-time PCR and West-
ern blot, respectively. Cell growth was measured 
by MTT assay, and cell apoptosis was examined 
by flow cytometry. The methylation of tumor 
suppressor genes (p16, ppENK and RASSF1A) 
was detected by methylation-specific PCR (MSP) 
48 h after transfection.

RESULTS: The expression of DNMT1 mRNA 
and protein in the experimental group was 
markedly down-regulated compared to that in 
the negative control group and blank control 
group (all P < 0.01). Cell growth was signifi-
cantly slower (both P < 0.05) and the apoptosis 
rate was significantly higher (44.46% ± 5.98% vs 
3.74% ± 1.02% vs 5.07% ± 1.16%, both P < 0.01) in 
the experimental group than in the negative and 
blank control groups. The methylation of the 
p16 and ppENK genes was detected in the blank 
and negative control groups but not in the ex-
perimental group. The methylation of RASSF1A 
gene was detected in the two control groups, 
while only partial methylation of this gene was 
detected in the experimental group.

CONCLUSION: Down-regulation of DNMT1 
inhibited cell growth and promoted apoptosis 
in human pancreatic carcinoma cell line BxPC-3 
possible via mechanisms associated with the 
demethylation of tumor suppress genes (p16, 
ppENK and RASSF1A). 

Key Words: Pancreatic cancer; DNA methyltrans-
ferase 1; RNA interference; Cell proliferation; Cell 
apoptosis; Tumor suppressor gene

Xiao WD, Li Y, Li XM, Cai J, Zeng LS, Hu W. RNA 
interference-mediated silencing of the DNMT1 gene 
inhibits cell proliferation in human pancreatic carcinoma 
cell line BxPC-3. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(33): 3397-3401

摘要

目的: 探讨RNA干扰DNMT1基因对胰腺癌细
胞BxPC-3增殖的影响及相关机制.

■同行评议者
巩鹏, 教授, 大连
医科大学附属第
一医院普外二科
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方法: 利用LipofectamineTM2000转染DNMT
1 -siRNA至胰腺癌细胞BxPC-3. 实验共分为
3组: 实验组(转染DNMT1 -siRNA)、阴性对
照组(转染n e g a t i v e-s i R N A)和空白对照组
(转染脂质体). 转染48 h后, 应用荧光定量
P C R法和We s t e r n b l o t法分别检测细胞中
DNMT1  mRNA和蛋白的表达水平; MTT法
检测细胞体外增殖活力; FCM法检测细胞凋
亡; 甲基化特异性PCR法(MSP)检测抑癌基
因p16、RASSF1A 和ppENK 的启动子甲基
化状态.

结果: 与空白对照组和阴性对照组相比, 实
验组的DNMT1  mRNA及蛋白表达量均显著
降低(P <0.01); 实验组细胞增殖明显受到抑
制(P <0.05), 细胞凋亡率明显增加(44.46%±

5.98% vs  3.74%±1.02% vs  5.07%±1.16%, 
P <0.01). 空白对照组与阴性对照组的p16、
R A S S F1A 和p p E N K 基因甲基化阳性 ,  而
实验组的p16 和p p E N K 基因甲基化阴性 , 
RASSF1A 基因部分甲基化.

结论: D N M T1 基因表达下调后 ,  能抑制胰
腺癌细胞B x P C-3细胞增殖, 并能诱导其发
生细胞凋亡; 其作用机制与抑癌基因p16 、

RASSF1A 和ppENK 去甲基化有关.

关键词: 胰腺肿瘤; DNA甲基转移酶1; RNA干扰; 

细胞增殖; 细胞凋亡; 抑癌基因
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0  引言

胰腺癌的发病率在世界范围内呈逐年上升趋势, 
美国癌症协会的最新资料显示其发病率达11/10
万, 居恶性肿瘤的第10位, 病死率已跃居恶性肿

瘤的第4位[1]. 国内的流行病学资料也显示胰腺

癌发病率在逐年上升[2,3]. 胰腺癌的发生发展是

一个多因素、多阶段的过程, 其中DNA甲基化

等表观遗传学改变发挥了重要作用[4,5]. DNA甲

基化过程有赖于DNA甲基转移酶(DNA meth-
yltransferases, DNMTs)的介导, 其中DNMT1所
起的维持甲基化的作用尤为重要[6-8]. 本研究通

过脂质体将DNMT1小干扰RNA片段(small in-
terference RNA, siRNA)稳定转染入胰腺癌细胞

BxPC-3, 观察其对细胞增殖和凋亡的影响, 并探

讨相关作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株BxPC-3购自上海细

胞生物研究所细胞库, DNMT1 以及阴性对照

siRNA由Thermo公司设计合成, DNMT1 -siRNA
的靶序列为: 5'-G G A A G A A G A G U U A C U-
A U A A-3' .  兔抗人D N M T1 单克隆抗体购于

Santa Cruz公司, 二抗及发光试剂等购于晶美

生物工程公司; 逆转录试剂盒购于TaKaRa公
司; RPMI-1640培养基、Trizol RNA分离试剂和

LipofectamineTM2000购于Invitrogen公司; Wizard 
DNA clean-up system购于Promega公司; Annexin 
V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购于南京凯基生物; 
RealMasterMix(probe)购于北京天根生化科技有

限公司; PCR引物和荧光探针由上海生工生物工

程有限公司合成.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养和siRNA转染: 用含有100 mL/L
胎牛血清RPMI-1640培养液在37 ℃、50 mL/L 
CO2培养箱中常规培养胰腺癌细胞BxPC-3, 取
对数生长期的细胞用于实验. 将细胞以2×105个

/孔接种于96孔培养板中, 实验分3组: 实验组(转
染DNMT1 -siRNA); 阴性对照组(转染negative-
siRNA); 空白对照组(转染脂质体). 采用Lipo-
fectamineTM2000脂质体转染siRNA, siRNA终浓

度为40 nmol/L, 每组设3个复孔. 转染6 h后更换

成RPMI-1640培养液, 继续常规培养, 48 h时收

集细胞. 
1.2.2 荧光定量PCR检测DNMT1  mRNA表达水

平: DNMT1引物序列: 上游: 5'-GTTCTTCCTCC-
TGGAGAATGTCA-3', 下游: 5'-GGGCCAC-
GCCGTACTG-3', 探针5'-TTGTCTCCTTCAAGC
GCTCCATGGTC-3', 扩增产物138 bp; 内参

3-磷酸甘油醛脱氢酶(G A P D H )引物序列: 上
游: 5'-CCCATGTTCGTCATGGGTGT-3', 下游: 
5'-TGGTCATGAGTCCTTCCACGATA-3', 探针: 
5'-CTGCACCACCAACTGCTTAG-3', 扩增产物

145 bp. 
Tr izol法提取总RNA, 用逆转录试剂盒将

总RNA逆转录合成cDNA. PCR总反应体系为

25 µL, 其中含2.5×RealMasterMix、引物(目
的基因/内参)、探针、cDNA模板、20×Probe 
Enhancer solution和ddH2O. PCR反应条件: 94 ℃
预变性2 min, 94 ℃变性15 s, 62 ℃退火延伸30 s, 
共40个循环. 实验重复3次. 由PCR反应曲线得到

域值循环数(Ct), 以GAPDH作为内参照, 计算基

因相对表达量(RQ值 = 2-△△Ct). 

■研发前沿
去甲基化治疗是
当前胰腺癌治疗
的研究热点和发
展 方 向 之 一 ,  亟
待解决的问题是
靶基因的选择和
以何种安全、方
便、有效的方式
导入受体并实现
治疗目的.
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1.2.3 Western blot检测DNMT1蛋白表达水平: 收
集各组细胞, 蛋白提取液提取蛋白, Bradford法
测蛋白含量. 每泳道25 µg蛋白进行十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳, 转硝酸

纤维素膜(NC膜), 鼠抗人DNMT1 (1∶100)过夜, 
二抗羊抗兔(1∶5 000)室温孵育1 h, 二氨基联苯

胺(DAB)显色, Bio-Rad凝胶成像系统摄影. 以β-
肌动蛋白(β-actin)作为参照. 
1.2.4 MTT法检测细胞增殖活性: 将细胞接种96
孔板(2×l04个/孔), 每孔100 µL, 每组设3个复孔. 
细胞铺板密度达到90%-95%后进行转染, 转染

6 h后加入完全培养基, 培养12、24、48、72 h
后, 每孔加入浓度为5 g/L MTT 30 µL, 在37 ℃
下作用4 h后弃去. 用磷酸盐缓冲液(PBS)洗2次
后每孔加入150 µL二甲基亚砜(DMSO), 振荡

15 min使结晶充分溶解. 在酶标仪测定492 nm波

长下的吸光度值(A ), 以A值为纵坐标, 培养时间

(h)为横坐标绘制细胞生长曲线, 并计算细胞生

长抑制率, 抑制率(%) = (A 空白对照组-A 实验组)/A 空白对

照组×100%.
1.2.5 FCM检测细胞凋亡: 用不含乙二胺四乙

酸(EDTA)的胰酶消化收集各组细胞; 加入PBS
洗涤细胞2次, 收集5×105个细胞; 加入250 µL 
Banding Buffer悬浮细胞; 加入5 µL Annexin 
V-FITC混匀, 再加入5 µL碘化丙锭(PI)混匀; 室
温、避光反应5-10 min; 在l h内进行流式细仪分

析, 分别检测各组细胞凋亡. 
1.2.6 甲基化特异性P C R法(M S P)检测p16 、

RASSF1A 和ppENK 基因启动子甲基化: 收集

各组细胞, 按DNA纯化试剂盒说明书步骤提取

DNA. 取1 µg DNA溶解于36 µL ddH2O中, 加入新

鲜配制的3M NaOH(终浓度为0.3 mol/L) 4 µL变
性, 37 ℃水浴15 min, 加入新鲜配制的10 mmol/L 
对苯二酚30 µL和3.6 mol/L(PH5.0)重亚硫酸钠

520 µL, 55 ℃水浴16 h, 用Wizard DNA clean-
up system纯化. 同一标本以甲基化和未甲基化

引物分别扩增, p16基因未甲基化引物序列: 上
游: 5'-GGGTGGATTGTGTGTGTTTG-3', 下游: 
5'-CCATAACCAACCAATCAACCA-3'; 甲基

化引物序列: 上游: 5'-GGCGGATCGCGTGC-
GTTC-3', 下游: 5'-CGTAACCAAATCAACCG-3'. 
R A S S F 1 A基因未甲基化引物序列 :  上游 : 
5'-TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG-3', 下游: 
5'-CAAACCCCACAAACTAAAAACAA-3'; 甲
基化引物序列: 上游: 5'-GTGTTAACGCGTT-
GCGTATC-3', 下游: 5'-AACCCCGCGAACTA-

AAAACGA-3'. ppENK基因未甲基化引物序列: 
上游: 5'-TTGTGTGGGGAGTTATTGAGT-3', 下
游: 5'-CACCTTCACAAAAAAAATCAATC-3'; 
甲基化引物序列: 上游: 5'-TGTGGGGAGT-
TAT C G A G C-3 ' ,  下游 :  5 ' -G C C T T C G C-
GAAAAAAATCG-3'. PCR总反应体系25 µL, 含
ddH2O、10×PCR buffer、dNTP、上游和下游

引物、模板DNA、Taq酶. 循环参数: 95 ℃预变

性10 min; 80 ℃加入Taq DNA聚合酶; 94 ℃ 45 s, 
退火温度62 ℃ 45 s, 72 ℃ 50 s; 共36个循环, 最
后72 ℃延伸3 min. 取6 µL扩增产物于3%琼脂糖

凝胶电泳, 在凝胶图像成像仪下观察结果.
统计学处理 数据采用均数±标准差(mean

±SD)表示, 应用SPSS11.0统计软件中的t检验和

单因素方差分析(ANOVA), P <0.05为差异具有显

著性.

2  结果

2.1 siRNA转染对DNMT1  mRNA和蛋白表达的

影响 与空白对照组和阴性对照组相比, 实验组

DNMT1  mRNA和蛋白表达量显著降低(P <0.01), 
而阴性对照组与空白对照组无明显差异(P >0.05, 
图1, 2).
2.2 siRNA转染对胰腺癌细胞BxPC-3细胞增殖

的影响 MTT法检测结果显示, 转染后24-72 h, 实
验组的细胞生长速度较空白对照组和阴性对照

组明显减慢, 差异有统计学意义(P <0.05). 24 h、
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图 1 荧光定量PCR检测转染后DNMT1  mRNA. A: 空白对照

组; B: 阴性对照组; C: 实验组.

DNMT1 M, 200 kDa

β-ACTIN M, 34 kDa
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图 2 Western blot检测转染后DNMT1 蛋白. A: 空白对照组; 

B: 阴性对照组; C: 实验组. 
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展 ,  其 作 用 机 制
可能与DNMT1 的
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失活有关.
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■同行评价
本研究通过干扰
D N M T 1 基 因 表
达, 证明该基因可
抑制胰腺癌细胞
生长并诱导其凋
亡, 为临床上去甲
基化治疗提供了
一个新靶点.

48 h和72 h时实验组的细胞生长抑制率分别为

17.9%、30.9%和26.8%(图3).
2.3 siRNA转染对胰腺癌细胞BxPC-3细胞凋亡

的影响 FCM检测结果显示, 转染后48 h, 空白对

照组、阴性对照组和实验组的细胞凋亡率分别

为3.74%±1.02%、5.07%±1.16%和44.46%±

5.98%. 与空白对照组和阴性对照组比较, 实验

组的细胞凋亡率显著增加(P <0.01).
2.4 siRNA转染对胰腺癌细胞BxPC-3抑癌基因

p16、RASSF1A 和ppENK 启动子甲基化的影响 
MSP检测结果显示, 空白对照组与阴性对照组

的p16、RASSF1A和ppENK基因甲基化阳性, 而
实验组p16和ppENK基因甲基化阴性, RASSF1A
基因部分甲基化(图4).

3  讨论

目前, 许多研究显示在多种不同的肿瘤组织或

细胞中检测出DNMT1的高表达, 并密切参与肿

瘤的发生发展, 其作用机制可能与DNMT1的高

表达导致多种抑癌基因启动子高甲基化而表达

失活有关. 以往的实验研究发现, 在非小细胞肺

癌细胞NCI-H1299[9]和乳腺癌细胞HCC1954[9]、

食管鳞癌细胞EC9706[10]以及膀胱癌细胞T24[11]

等癌细胞株中, 以DNMT1为靶点的基因治疗能

有效抑制细胞增殖并诱导细胞凋亡.
在对胰腺癌的研究中 ,  P e n g等 [12,13]报道 , 

DNMT1在胰腺癌组织中高表达, 并与肿瘤T分
期及TNM分期密切相关. DNMT1高表达预示患

者预后不良, 而且BRCA1、APC、p16、TIMP-3
等基因的高甲基化与DNMT1表达上调有关. 因
此, 推测DNMT1 也可作为胰腺癌基因治疗的

靶点. 国内学者徐岷等 [14,15]报道转染D N M T1  
siRNA能有效抑制胰腺癌PaTu8988细胞DNMT1  
mRNA的表达, 同时抑制细胞增殖、促进细胞凋

亡, 其机制可能与上调细胞周期调控基因p21的
表达有关. 本研究同样以DNMT1为靶基因, 在胰

腺癌细胞BxPC-3中利用RNAi技术沉默靶基因

的表达, 从而观察其对细胞增殖和凋亡的影响. 
实验结果显示, 在DNMT1基因表达下调后, 胰腺

癌细胞BxPC-3生长速度明显减缓, 细胞凋亡率

明显增加. 
p16、RASSF1A和ppENK是与多种肿瘤发

生发展密切相关的重要抑癌基因, 参与细胞周

期的调控, 负调节细胞增殖及分裂, 他们在胰腺

癌中都因基因启动子CpG岛高甲基化而表达失

活[16-19]. Ueki等[16]报道胰腺癌组织中ppENK基因

启动子甲基化发生率为93%; Dammann等[19]的

研究结果显示, 胰腺癌组织中RASSF1A和p16基
因启动子甲基化发生率分别为64%和43%; 在8
株胰腺癌细胞系中, RASSF1A和p16基因启动子

甲基化发生率则分别高达87.5%和63%. 为进一

步探讨DNMT1 -siRNA对胰腺癌细胞BxPC-3的
相关抑癌作用机制, 本研究观察了沉默DNMT1
基因对p16、RASSF1A和ppENK基因启动子甲

基化状态的影响, 结果显示, 空白对照组与阴

性对照组的p16、RASSF1A和ppENK基因甲基

化阳性, 而实验组的p16和ppENK基因甲基化

阴性, RASSF1A基因部分甲基化. 该结果提示, 
DNMT1基因表达下调后抑癌基因p16、RASS-
F1A和ppENK不同程度去甲基化, 抑癌基因去甲

基化后可以在细胞中重新表达, 从而通过多种

途径发挥其抑癌作用. 
总之, 本研究结果表明, DNMT1基因表达

下调后, 能抑制胰腺癌细胞BxPC-3细胞生长, 并
能诱导其发生细胞凋亡, 其作用机制与抑癌基

因p16、RASSF1A和ppENK去甲基化有关, 提示

DNMT1是胰腺癌去甲基化治疗的一个有效靶点.
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■背景资料
结直肠癌是常见
的恶性肿瘤, 在我
国发病率逐年上
升 .  在 目 前 抗 肿
瘤分子靶向治疗
中 ,  表 皮 生 长 因
子受体(epidermal 
growth factor re-
ceptor, EGFR)是
最受关注的治疗
靶点之一. 
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Abstract
AIM: To examine the effect of short hairpin RNA 

(shRNA)-mediated silencing of the epidermal 
growth factor receptor (EGFR) gene on the pro-
liferation of human colorectal cancer cells and to 
explore the potential mechanisms involved. 

METHODS: Vectors containing shRNA target-
ing EGFR were constructed. HCT-15 cells were 
transfected with EGFR-shRNA-1, EGFR-shR-
NA-2, EGFR-shRNA-3 or shRNA-NC expression 
vectors, and stably transfected cell lines were 
screened. The mRNA level of EGFR was as-
sessed by semi-quantitative RT-PCR. Protein ex-
pression and cell cycle changes were determined 
by flow cytometry. Cell proliferative capacity 
was assessed by colony formation assay.

RESULTS: Compared to shRNA-NC, transfec-
tion of the three shRNA vectors significantly 
inhibited EGFR expression, especially shRNA-1 
and shRNA-2 vectors (40.2% ± 3.2% and 52.8% 
± 11.3%, respectively). The mRNA expression 
of EGFR in shRNA-1- and shRNA-2-transfected 
cells also decreased significantly. The colony 
size and number decreased significantly in cells 
tranfected with shRNA-1 or shRNA (P < 0.05). 
The percentage of cells in G0/G1 phase increased 
(63.69% ± 2.75%, 60.10% ± 2.00%; both P < 0.05) 
and that of in S phase decreased (28.20% ± 2.42%, 
27.19% ± 1.95%; both P < 0.05) in shRNA-1- and 
shRNA-2-transfected cells.

CONCLUSION: Transfection with shRNAs tar-
geting the EGFR gene was capable of suppressing 
EGFR expression, decreasing cell proliferative ca-
pacity and inducing cycle arrest at G0/G1 phase.

Key Words: RNAi; Epidermal growth factor recep-
tor; Cell cycle; Colorectal cancer

Min H, Chen ZR, Zhang SY, Zhou JD, Hu QC, Meng 
XJ, Wu JC. ShRNA-mediated silencing of the epidermal 
growth factor receptor gene inhibits proliferation of 
human HCT-15 colorectal cancer cells. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(33): 3402-3408

摘要

目的: 从细胞周期的角度探讨RNA干扰抑制
表皮生长因子受体(epidermal growth factor 

■同行评议者
刘宝林, 教授, 中国
医科大学附属盛
京医院普通外科
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■研发前沿
近年来国内外围
绕着EGFR单抗在
结直肠癌中的应
用进行了广泛深
入的研究, 取得了
巨大的进展, 但仍
有很多亟待解决
的问题, 解决问题
的关键在于对其
抗肿瘤的具体机
制仍不确切.

receptor, EGFR)表达对结直肠癌细胞增殖影
响的机制.

方法: 以人结直肠癌细胞HCT-15为研究对象, 
构建EGFR-短发夹RNA(short hairpin RNA, 
shRNA)载体, 采用脂质体转染的方法转染
细胞, G418筛选稳定细胞株以获得稳定的转
染细胞模型, 分为4组: 转染shRNA-NC, 转染
shRNA-1组, 转染shRNA-2组, 转染shRNA-3
组; 应用半定量RT-PCR和流式细胞术检测转
染细胞模型的mRNA和蛋白表达水平; 应用平
板克隆实验检测转染后细胞增殖能力; 应用
流式细胞术检测转染后细胞周期的变化.

结果: 正确构建了shRNA质粒表达载体, 成功
转染; 转染shRNA-1、2、3组较转染shRNA-
N C组m R N A、蛋白表达水平均有下降, 以
转染s h R N A-1和2组的抑制效应好(40.2%
±3.2%, 52.8%±11.3%); 转染shRNA-1、2
两组较对照组增殖能力下降 ,  G0/G1期细胞
增多(63.69±2.75%, 60.10±2.00% vs  51.08
±3.42%)、S期细胞减少 (28.20%±2.42%, 
27.19%±1.95% vs  36.11±1.84%), 差异有统
计学意义(P <0.05).

结论: RNA干扰技术可以有效地抑制HCT-15
细胞EGFR表达, 并抑制了细胞增殖能力, 这
可能与诱导细胞出现G0/G1期阻滞有关.

关键词:  RNA干扰; 表皮生长因子受体; 细胞周期; 

结直肠癌
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0  引言

结直肠癌是常见的恶性肿瘤, 其中直肠癌约占

70%, 发病率世界排名第3, 居癌症死因的第4
位 [1,2]. 其在我国发病率也呈逐年上升趋势, 以
上海为例, 增长速度约4%, 高于世界平均增速

(2%)[3]. 针对结直肠癌, 手术是主要治疗手段[4], 
但并不理想, 近40年来术后5年生存率徘徊在

50%左右, 局部复发率高达20%-40%, 辅助放化

疗也只能延长部分晚期患者的生存期[5]. 近年

来分子靶向治疗在结直肠癌中取得了突破性的

进展[6,7], 其中抑制结直肠癌增殖的治疗靶点显

得尤为重要. 因为与其他肿瘤细胞一样, 在结直

肠癌的发生发展过程中, 增殖与凋亡这一对矛

盾体起着重要的调控作用. 表皮生长因子受体

(epidermal growth factor receptor, EGFR)是原癌

基因c-ErbB l的表达产物, 属于表皮生长因子受

体家族, 在25%-77%的结直肠癌组织中高表达, 
与肿瘤细胞的增殖、凋亡等关系密切, 是重要

的抑制肿瘤增殖的治疗靶点[8,9]. RNA干扰(RNA 
interference, RNAi)是双链RNA介导的、序列特

异的转录后基因沉默现象, 广泛存在于各种生

物体中. 因为RNAi技术较其他抑制基因手段能

高效、特异地降低或关闭某些基因的表达, 产
生基因功能缺失或基因敲除模型, 所以已正被

广泛的应用在肿瘤学的机制研究中[10-15]. 本研究

旨在通过构建RNAi抑制EGFR基因表达的结直

肠癌细胞模型, 探索其对增殖的影响, 及细胞周

期在其中的可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 针对EGFR基因的小片段RNA(small 
interference RNAs, siRNAs)寡核苷酸序列设

计, 通过在GenBank上比对, 分别选择EGFR基
因(NM 005228)CDs编码序列中的第456-476、
648-668、767-787特异性序列为s i R N A的正

义链 ,  按s i R N A设计原则 ,  由上海吉玛制药

技术有限公司设计、合成EGFR-shRNA-1、
shRNA-2、shRNA-3表达载体, 靶序列分别为: 
5'-GCAGAGGAATTATGATCTTTC-3'、5'-GCT-
GCCCATGAGAAATTTACA-3'、5'-GCAACA-
TGTCGATGGACTTCC-3', shRNA-NC的靶序列

为5'-GTCAATGGTCGTGTCGTGC-3'. 人结直肠

癌细胞株HCT-15购自中科院上海细胞库, 试剂

用脂质体Lipofectamine 2000 (Polyplus公司). 
1.2 方法

1.2 .1  细胞培养和转染 :  人结直肠癌细胞株

HCT-15常规培养传代. 按产品说明书进行转染. 
转染48 h后去掉培养液, PBS漂洗1次, 加入终

浓度为600 mg/L的G418培养基进行筛选, 连续

筛选3-4 wk获得抗性克隆. 分为4组: 1组为转染

shRNA-NC组; 2组为转染shRNA-1组; 3组为转

染shRNA-2组; 4组为转染shRNA-3组. 
1.2.2 RT-PCR检测EGFR mRNA的表达: 按
T R I z o l法分别提取细胞R N A, 逆转录后进行

RT-P C R. 通过引物设计软件P r i m e r 5, 参照

G e n e B a n k基因序列自行设计 ,  由生工生物

工程 (上海 )有限公司合成 .  内参照G A D P H
上、下游引物序列分别为5 ' -G G T G T G T G-
CAGATCGCAAAG-3'、5'-GACATGCTGCG-
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■相关报道
Spano等报道在结
直肠癌中EGFR高
表达, 并与肿瘤细
胞的增殖、凋亡
等关系密切, 是重
要的抑制肿瘤增
殖的治疗靶点.

GTGTTTTCAC-3'. EGFR上、下游引物序列

分别为5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'、
5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'. 
1.2.3 流式细胞术检测蛋白表达抑制率: 用0.25%
胰酶消化并收集转染后的细胞. 2 000 r/min, 5 min
离心, 弃上清, 取细胞沉淀. 每管加 1 mL 40 g/L
多聚甲醛, 固定15 min. 2 000 r/min, 5 min离心, 
弃上清. PBS洗涤细胞2次, 收集细胞沉淀. 加
100 μL打孔剂混匀后, 分2管移至流式的检测

管 ,  每管50 μL, 分别为A、B管 .  A管中加入

一抗(鼠抗EGFR基因的单克隆抗体, 1∶50稀
释), 避光放置30 min; B管为只加二抗(兔抗鼠

FITC-IgG)的对照. A管加PBS洗涤2次. A、B
管中均加入二抗(1∶50稀释), 避光放置30 min. 
PBS洗涤A、B管中未结合的二抗, 洗涤3次, 取
沉淀. 每管加500 μL PBS重悬细胞, 上机检测. 
EGFR的抑制率 = (实验组表达-对照组表达)/对
照组表达. 以上实验重复3次, 实验结果为3次平

均值. 
1.2.4 平板克隆形成实验法检测细胞增殖能力: 
将对数生长期的转染后HCT-15细胞用胰蛋白

酶消化制备细胞悬液, 调整细胞密度, 接种到6
孔板中, 每组细胞接种3个孔, 1 000个/孔, 轻轻

晃动6孔板使细胞分散均匀, 于37 ℃、50 mL/L 
CO2培养箱中静置培养约10 d, 出现肉眼可见的

克隆, 弃去培养液, PBS小心冲洗细胞2次, 甲醛

固定15 min, 0.4%结晶紫染色10 min, 流水缓慢

洗去染色液, 空气干燥. 镜下计数大于50个细胞

的克隆数, 并按公式计算克隆形成率: 克隆形成

率 = (克隆数/接种细胞数)×100%. 
1.2.5 流式细胞术分析细胞周期: 用0.25%胰酶

消化并收集转染后的细胞. 用PBS洗涤细胞1次, 
2000 r/min, 5 min离心, 弃上清, 取细胞沉淀. 加
500 μL的700 mL/L乙醇固定细胞, 室温放置3 h. 
PBS洗涤细胞, 2 000 r/min, 5 min离心, 弃上清. 
每管加100 μL的RNaseA, 37 ℃水浴30 min. 再加

入400 μL的PI染色混匀, 4 ℃, 避光放置30 min. 
上流式检测, 记录激发波长488 nm处红色荧光. 
实验重复3次, 进行统计学分析处理. 

统计学处理 实验结果采用SPSS13.0统计软

件检验分析, 数据均以mean±SD表示, 组间比较

采用成组设计两两比较的t检验. 以P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 shRNA表达载体成功转染细胞 编码shRNA
的带绿色荧光蛋白的质粒载体转入细胞后, 在
绿色荧光激发波长下细胞显示为绿色, 转染后24 h
荧光显微镜拍片证实转染成功(图1). 
2.2 RT-PCR检测shRNA对EGFR mRNA表达的

影响 采用RT-P C R的方法来检测转染不同的

shRNA载体后的细胞中EGFR的mRNA表达情

A B C

D E F

图 1 细胞转染24 h后荧光显微镜下转染带有绿色荧光蛋白基因的shRNA载体组与未转染组24 h后的荧光显微镜下观察(×
200, 拍摄后裁剪). A, B, C: 阴性对照组; D, E, F: 转染组.
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■创新盘点
本研究从细胞周
期的角度来探讨
R N A 干 扰 抑 制
EGFR表达对结直
肠癌细胞增殖影
响的机制.

况(图2). 从图2中可以看出, 转染shRNA-1、2、
3三组EGFR的mRNA表达水平较转染shRNA-
NC组均有下降, 这表明shRNA能干扰EGFR的
mRNA表达.
2.3 流式细胞术检测EGFR蛋白抑制率 采用流

式细胞术间接免疫荧光法来检测转染不同的

EGFR-shRNA载体后的细胞中EGFR的蛋白阳

性细胞比例及蛋白抑制率(图3). 从中可以看出: 
与转染shRNA-NC组相比, 转染shRNA-1、2、3
组的EGFR表达阳性细胞比例均下降, 且有统计

学意义(t  = 8.096, P <0.01; t  = 8.155, P <0.01; t = 
3.754, P <0.05). 其中以前两组下降明显, EGFR
的抑制率分别为40.2%±3.2%和52.8%±11.3%, 
这一结果与实验2结果一致, 说明shRNA能干扰

EGFR的mRNA和蛋白表达. 并从中可以看出, 转
染shRNA-1、2两组的EGFR蛋白表达抑制率高, 
结合实验2, 表明EGFR抑制效应最好, 故挑选这

两组作为下面实验的实验组. 
2.4 平板克隆形成实验法检测细胞增殖能力 通
过平板克隆形成实验法, 并采用Image J软件扫

描克隆点大小, 重复3次, 统计发现, 转染shR-

NA-1和转染shRNA-2组细胞克隆形成大小与转

染shRNA-NC组相比明显减小(t = 3.941, P <0.05; 
t  = 4.414, P <0.05, 图4), 转染shRNA-1组细胞克

隆形成率为81.5%±2.2%, 转染shRNA-2组为

71.5%±5.65%, 与对照组(107.8%±6.37%)相比, 
差异有统计学意义(t  = 6.819, P <0.01; t = 7.393, 
P <0.01, 图5), 反映转染shRNA-1和转染shRNA-2
细胞增殖能力受到抑制. 
2.5 流式细胞术检测细胞周期结果 转染s h R-
N A-1及s h R N A-2质粒载体的H C T-15细胞的

G0/G1期细胞比例增多、S期细胞比例减少, 与
shRNA-NC组相比差异有统计学意义(P <0.05). 
表明EGFR-shRNA诱导结直肠癌HCT-15细胞出

现G0/G1期阻滞(图6, 表1). 

3  讨论 

EGFR是表皮生长因子细胞增殖和信号传导的

受体, 他是一种总相对分子质量约170 kDa的跨

膜糖蛋白, 属于I型跨膜酪氨酸激酶受体(tyrosine 
kinase receptor, TKR)[16]. EGFR在很多肿瘤组织

中高表达(如25%-77%的结直肠肿瘤呈高表达[8]), 

M      1       2        3       4         

EGFR

GADPH

图 2 RT-PCR检测稳定转染细胞株中EGFR的mRNA表达检测. M: 100 bp lad-

der Marker; 1: shRNA-1; 2: shRNA-2; 3: shRNA-3; 4: shRNA-NC.

图 3 流式细胞术检测稳定株中EGFR蛋白表达水平. A-D:shRNA-NC、-1、-2、-3组对应的EGFR蛋白抑制率; E: 各组

EGFR表达阳性细胞比例. aP<0.05, bP<0.01 vs  shRNA-NC组.
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并与肿瘤细胞的增殖、血管生成、肿瘤侵袭、

转移、对放化疗的敏感性及细胞凋亡有关[17,18], 
目前临床上应用的EGFR靶向药物主要是单克

隆抗体和酪氨酸激酶抑制剂[19], 更多的EGFR靶
向治疗手段正在探索中. 

RNAi是双链RNA介导的、序列特异的转录

■应用要点
本研究以人结直
肠癌细胞HCT-15
为 研 究 对 象 ,  构
建EGFR-短发夹
RNA(short hairpin 
RNA, shRNA)载
体, 采用脂质体转
染的方法构建了
稳定可信的转染
细胞模型, 为进一
步细胞周期调控
因子的研究奠定
基础.
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图 5 各稳定细胞株的克隆形成率(%). A: shRNA-NC组; B: shRNA-1组; C: shRNA-2组. aP<0.05 vs  shRNA-NC组.
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图 4 各转染细胞组克隆形成大小(同一时间, 随机视野, ×100). A: shRNA-NC组; B: shRNA-1组; C: shRNA-2组. aP<0.05 

vs  shRNA-NC组.
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后基因沉默现象, 最早是1998年在线虫中发现

的, 目前研究发现这不仅是线虫独有的现象, 而
是广泛存在于从真菌到植物, 从无脊椎动物到

哺乳动物的各种生物体中. 其核心生物学功能

是真核生物的遗传监视器和基因组水平的免疫

系统, 可能是生物体行使其正常生物学功能所

必需的一种调控方式[20]. 在体外, RNAi技术已经

作为基因功能研究、基因治疗及药物筛选的一

种有效方法得到广泛应用. 目前, 因为RNAi技
术能高效、特异地降低或关闭某些基因的表达, 
产生基因功能缺失或基因敲除模型, 所以被广

泛的应用在肿瘤学的研究中[10-15]. 
在哺乳动物细胞中, 只有21个核苷酸大小

的s iRNA才能有效引发特异的基因沉默, 所以

RNAi的设计较为复杂, 目前制备siRNA的方法

主要有2类, 即体外制备和体内表达. 本实验中

采用的是siRNA表达载体的办法, 其包含了1种
RNA聚合酶启动子(PolⅢ)以启动体内的转录, 
另外还有4-5个T的转录终止位点, 通过转染, 体
内表达shRNA. 由于质粒可以在细胞内复制扩

增, 这种带有抗生素标记的载体抑制基因, 表达

的效果可以储蓄几周甚至更长, 是唯一适用于

长周期研究的方法. 缺点是制备时间较长, 且对

细胞的转染效率要求比较高[21]. 鉴于本实验的

实验周期及研究内容, 是一种比较适宜的方法. 
从本实验中可以看出, 在转染EGFR表达载体

后, 通过实验筛选出基因沉默效应较好的两组

shRNA-1及shRNA-2转染细胞株, 在这2个细胞

株中, EGFR基因mRNA及蛋白水平的表达均有

下降(P <0.05), 证实通过RNAi技术成功构建了

EGFR抑制细胞株, 为下一步实验做准备. 
细胞增殖异常是肿瘤的一个重要特征, 正

常细胞所存在的凋亡和增殖的平衡一旦被打破, 
就会向肿瘤发展. 在结直肠癌的发生和发展过

程中, 增殖和凋亡的失衡参与了每个阶段[22]. 而
EGFR被发现与肿瘤细胞的增殖密切相关, 通过

抑制EGFR表达可以抑制肿瘤细胞的增殖能力. 
通过本次实验可以看出, EGFR表达受到抑制的

肿瘤细胞, 其增殖能力受到了抑制, 与对照组相

比, 差异有统计学意义(P <0.05). 肿瘤的无限制

增殖的机制与细胞增殖周期的失控有关, 细胞

周期主要分为G1期、S期(DNA复制)、G2期、M
期(染色体分离), 其中G1期是细胞增殖的关键时

相. 检测点(checkpoint)又称关卡, 是在细胞周期

的暂停中允许编辑和修复遗传信息, 并使每个子

细胞接受与亲代细胞相同的整套遗传信息, 其中

G1/S检测点又是细胞增殖的关键步骤[23-26]. 通过

对EGFR靶向药物的研究发现, EGFR的抑制可

以诱导G0/G1期阻滞, 从而使细胞不能进入S期进

行DNA合成, 最终使肿瘤细胞的体外增殖受到

抑制[27,28]. 本实验也通过RNA干扰, 抑制EGFR表
达, 诱导了结直肠癌HCT-15细胞出现了G0/G1期

阻滞, 从而体外抑制了结直肠癌肿瘤细胞的增

殖能力. 与EGFR靶向药物的研究结果是相符合

■同行评价
课题设计合理, 方
法 科 学 ,  手 段 先
进 ,  统 计 分 析 得
当, 结论可信, 是
一篇较好的实验
论文.

图 6 HCT-15细胞不同转染组细胞周期变化. A: shRNA-NC组; B: shRNA-1组; C: shRNA-2组.
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表 1 HCT-15细胞不同转染组细胞周期变化 (%, mean±SD)

     分组       G0/G1     t值   P值           S  t值  P值      G2/M

shRNA-NC 51.08±3.42 36.11±1.84 11.81±5.29

shRNA-1 63.69±2.75a -4.581 0.010 28.20±2.42a 4.506 0.011   8.10±0.92

shRNA-2 60.10±2.00a -3.502 0.025 27.19±1.95b 5.759 0.005 12.60±3.97

aP<0.05, bP<0.01 vs  shRNA-NC组.



www.wjgnet.com

3408               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年11月28日  第19卷  第33期

的, 另一方面也证实了本实验构建的EGFR抑制

细胞模型是稳定可信的, 为下一步机制的研究

奠定了实验基础. 
在真核动物的细胞周期的调控中, 其核心成

分是细胞周期蛋白(Cyclin)、细胞周期蛋白依赖

性激酶(Cyclin dependent kinase, CDKs)以及细

胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子(CKIs). Cyclin
能够与CDKs结合形成复合物, 是推动细胞周期

运行的动力因素, 而CKIs则作为抑制因子的角

色出现, 无论哪一个成分失控, 则会出现细胞的

增殖失控, 以至肿瘤的发生[24]. 有研究发现, 通
过EGFR的抑制, 可以引起下游的Cyclin D1、
P16、CDK-4/6等因子的系列反应, 从而影响肿

瘤细胞的增殖与凋亡[29]. 而通过对结直肠癌的

研究发现, 在肿瘤的发生发展过程中, Cycl in-
CDKs-CKIs调控网络同样非常重要, 特别是Cy-
clinD1、E以及CDK2、4等, 他们的表达异常往

往与肿瘤的侵袭性和患者的生存期有关[30]. 故我

们设想, 在结直肠癌细胞中, EGFR介导的G0/G1

期阻滞的机制是否与其中的某些通路或因子有

关, 这是我们进一步的研究方向.  
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Abstract
AIM: To investigate the expression of miR-224 
in pancreatic carcinoma and to evaluate the role 
of miR-224 in pancreatic cancer cell proliferation 
and apoptosis. 

METHODS: The expression of miR-224 in 40 
pancreatic carcinoma tissue specimens and 
matched tumor-adjacent nontumorous tissue 
specimens was detected by real-time fluores-
cence PCR. After using the antisense technology 
to decrease the expression of miR-224 in pancre-
atic cancer cells (Aspc-1 and Bxpc-3), MTT assay 

and flow cytometry were performed to inves-
tigate the impact of miR-224 down-regulation 
on cell proliferation, cell cycle progression and 
apoptosis.

RESULTS: MiR-224 was found to be overex-
pressed in 43% of pancreatic carcinoma cases 
(P < 0.05). After antisense microRNA-mediated 
knockdown of miR-224, the proliferation of 
Aspc-1 and Bxpc-3 cells was significantly in-
hibited. Aspc-1 and Bxpc-3 cells were mainly 
arrested in G0/G1 phase, and the percentage of 
cells in S and G2/M phases decreased. In addi-
tion, miR-224 knockdown in Aspc-1 and Bxpc-3 
cells resulted in an increase in early apoptosis.

CONCLUSION: MiR-224 is overexpressed in hu-
man pancreatic carcinoma. Inhibition of miR-224 
expression can not only effectively suppress 
growth but also induce cell apoptosis of Aspc-1 
and Bxpc-3 cells. MiR-224 may serve as a new 
molecular target for the treatment of pancreatic 
carcinoma.

Key Words: Pancreatic carcinoma; MiR-224 ; Anti-
sense oligonucleotides

Zou YQ , Liu C, He WF, Wu Q, Yu X, Xiao WD. Association 
between miR-224 expression and cell proliferation and 
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摘要

目的: 分析miR-224 在胰腺癌组织中的表达, 
探讨其在胰腺癌细胞增殖、细胞周期及凋亡
中的意义. 

方法: 采用TagMan MGB探针法定量分析40例
原发性胰腺癌及对应的癌旁组织MiR-224 的
表达; 利用反义技术降低胰腺癌细胞(Aspc-1
和Bxpc-3)中miR-224的表达; 采用MTT比色法
检测细胞增殖的改变, 利用流式细胞技术检测
胰腺癌细胞周期和凋亡情况.

结果: 在40例胰腺癌病例中, 43%(17/40)的
胰腺癌组织miR-224 表达明显高于癌旁组织

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 中
国人民解放军沈
阳军区总医院消
化内科
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■研发前沿
Li等发现miR-224
在肝癌细胞HepG2
中 表 达 上 调 且
参 与 细 胞 的 侵
袭 和 转 移 ,  然 而
miR-224在胰腺癌
中的表达及功能
研究尚未见报道.

(P <0.05); 反义miR-224转染胰腺癌细胞Aspc-1
和Bxpc-3后, miR-224的表达明显降低, Aspc-1
和Bxpc-3胰腺癌细胞生长受到明显抑制, 其生
长主要停滞在G0/G1期, 而S期和G2/M期细胞
的比例下降; 另外降低miR-224的表达, Aspc-1
和Bxpc-3胰腺癌细胞早期凋亡明显增加.

结论: miR-224 在胰腺癌组织中表达上调, 降
低其表达能明显抑制Aspc-1和Bxpc-3细胞的
生长和诱导细胞早期凋亡增加, miR-224 有可
能成为胰腺癌基因表达调控的新靶点.

关键词: 胰腺癌; MiR-224 ; 反义单核苷酸 
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0  引言

胰腺癌(Pancreatic cancer)是胰腺恶性肿瘤中最

常见的一种, 且是引起癌症相关死亡的第4大原

因[1-4]. 由于其临床表现和症状往往不典型, 恶
性程度高, 加上病程发展速度快, 所以胰腺癌患

者预后非常差[5-7]. 因此发现胰腺癌的早期诊断

标记物和治疗靶点具有重要意义. MicroRNAs 
(miRNAs)是内源性非编码RNA经过一系列加

工后产生的一类大小约20-22 nt的单链小分子

RNA, 其功能为调控基因转录后的表达[8-10]. 在
恶性肿瘤发生发展中, miRNAs扮演着“癌基

因”和(或)“抑癌基因”的重要角色[11-17]. 近年

研究发现miR-224在肝细胞癌、肠癌等恶性肿

瘤中表达上调[18-19], 另外Wang等[20]报道miR-224
不但在肝癌中表达上调, 且可以通过降低凋亡

抑制因子-5(apoptosis inhibitor-5, API-5)而参与

细胞凋亡活性的影响. Li[21]等发现miR-224在肝

癌细胞HepG2中表达上调且参与细胞的侵袭和

转移, 然而miR-224在胰腺癌中的表达及功能研

究尚未见报道, 本研究拟采用TagMan MGB探针

法检测miR-224在胰腺癌组织中的表达情况, 同
时利用反义技术降低胰腺癌细胞miR-224的表

达, 观察其生长、细胞周期和凋亡情况, 以便为

胰腺癌早期诊治提供新的理论和试验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-01/2011-01南昌大学第二附

属医院和南昌大学第一附属医院肝胆外科胰腺

癌及癌旁组织手术标本(n  = 40). 所有标本均经

病理学检查确诊, 其中男(n  = 22), 女(n = 18), 年

龄30-69岁. 
TaqMan miRNA分析试剂盒(美国ABI公

司); DMEM高糖培养基(美国Gibco公司)、胎牛

血清(美国Hyclone公司)、脂质体Lipfectamine 
2000(美国Invitrogen公司); 反义miR-224寡核苷

酸(AMO-miR-224 )(大连宝生物公司); Annexin 
V-FITC凋亡检测试剂盒(南京凯基公司); 人胰腺

癌细胞系Aspc-1和Bxpc-3购自上海细胞研究所; 
实时荧光定量PCR分析仪(美国ABI公司), 流式

细胞仪(美国BD公司).
1.2 方法 
1.2.1 实时荧光定量PCR检测miR-224的表达: 采
用TRIzol试剂提取组织总RNA, 紫外分光光度

计测定浓度, -70 ℃保存备用, 用miR-224检测试

剂盒检测miR-224的表达[22]. 取2 μg总RNA作为

模板与3 μL逆转录酶混合, 在20 μL反应体系中, 
16 ℃ 30 min, 42 ℃ 30 min, 85 ℃ 5 min, 进行逆

转录反应; 收集cDNA, 将其稀释150倍, 取1 μL
稀释的cDNA与2 μL TaqMan引物混合, 20 μL反
应体系: 95 ℃ 10 min, 随后95 ℃ 15 s, 61 ℃ 60 s, 
40个循环. 相对miRNA表达水平用CT值准确计

算, U6 snRNA为内参. 
1.2.2 反义m i R-224 单核苷酸序列设计: 根据

MiRBase(http://www.sanger.ac.uk/software/Rfam/
mirna)提供的miRNA基因序列, 获取人miR-224
的序列, 设计相应的反义寡核苷酸序, 采用核酸

序列数据库检索程序排除其他的可能同源序列. 
同时确定一条随机对照序列, 如下所示: miR-224  
sense: 5'-AGUCACUAGUGGUUCCGUUUA-3', 
反义miR-224  antisense: 5'-TAAACGGAACCAC-
TAGTGACT-3', 随机序列sense: 5'-UUCUCC-
GAACGUGUCACGUTT-3', antisense: 5'-AC-
GUGACACGUUCGGAGAATT-3', 提交大连宝

生物合成, PAGE纯化, 全硫代修饰.
1.2.3 细胞株的培养及转染: Aspc-1和Bxpc-3细
胞株接种于含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养

基, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养. 严格按照

脂质体LipfectamineTM 2000转染试剂说明书进

行转染, 反义miR-224寡核苷酸终浓度分别为: 50 
nmol/L、100 nmol/L, 150 nmol/L、200 nmol/L. 
初步筛选出最佳终浓度为100 nmol/L; 分别培养

24、48、72 h, 初步筛选出最佳作用时间为48 h. 
将荧光对照反义寡核苷酸转染后在倒置荧光显

微镜下观察, 重复3次, 转染效率为89%±5%.
1.2.4 反义miR-224单核苷酸转染后对miR-224表

达的影响: 转染反义miR-224单核苷酸48 h后, 抽
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■相关报道
Wang等报道miR-
224不但在肝癌中
表达上调, 且可以
通过降低凋亡抑
制因子-5(apoptosis 
inhibitor-5, API-5)
而参与细胞凋亡
活性的影响.

提总RNA经纯度分析, 逆转录为cDNA, (反应条

件同1.3.1), 测定cDNA浓度, 同时设立空白对照

组、干扰无意义组及转染PBS组. 用miR-224检
测试剂盒检测miR-224的表达(具体条件同1.3.1).
1.2.5 MTT检测各组细胞的增殖: 在离心管内将

各组细胞悬液充分打匀, 按8×103/孔接种于96
孔培养板, 每孔加液量200 μL, 24 h后换液. 实验

分组同1.3.4, 每组设6个复孔. 于转染后1 d-4 d每
孔加入5 mg/mL MTT试剂20 μL, 于37 ℃, 50 mL/L 
CO2条件下继续孵育4 h. 吸取各孔上清, 加入

DMSO 150 μL/孔, 室温下置水平摇床摇10 min以
充分溶解MTT结晶. 在酶联免疫测定仪上选择

波长490 nm, 空白孔调零, 测定各孔吸光度(A )
值. 每组重复3次. 按下列公式计算细胞生长抑

制率(%): 细胞生长抑制率 = (实验组平均A 490-对
照组平均A 490)/对照组平均A 490×100%
1.2.6 流式细胞术分析细胞周期变化情况: 实验

分组同1.3.4, 细胞接种6孔板, 转染反义miR-224寡
核苷酸48 h后收集细胞, 制成单细胞悬液, PBS洗2
次, 离心、弃上清, 加PBS重悬细胞, 加-20 ℃预冷

的75%乙醇并振荡, 4 ℃固定1 h, 离心、弃冰乙醇, 
PBS洗1遍, 弃上清; 加入含有50 μg/mL PI(碘化吡

啶)和100 μg/mL无DNA酶污染的RNA酶PBS染色

液, 4 ℃避光静置1 h, 上机检测. 每组重复3次.
1.2.7 流式细胞术分析细胞早期凋亡: 实验分组

同1.3.4, 细胞接种6孔板, 转染反义miR-224寡核

苷酸. 48 h后收集细胞, 制成单细胞悬液, PBS洗
2次, 离心、弃上清. 利用Annexin V-FITC早期凋

亡试剂盒, 流式细胞仪检测细胞早期凋亡情况.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 计量

资料以(mean±SD)表示, 流式细胞数据经χ2检验

分析, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 胰腺癌组织miR-224的表达情况 采用Trizol
提取总RNA, 以U6 RNA为内参, 利用实时荧光

定量PCR检测发现, 40例胰腺癌病人癌及癌旁组

织中, 43%(17/40)的病例胰腺癌组织miR-224的
表达明显高于相对应的癌旁组织, 结果有统计

学意义(P <0.05, 图1).
2.2 AMO-miR-224转染后miR-224表达的变化 利
用反义技术, 将浓度为100 nmol/L反义miR-224
寡核苷酸转染到胰腺癌细胞Aspc-1和Bxpc-3中
48 h后, 实时荧光定量PCR检测发现, miR-224的
表达较对照组降低(P <0.05), 而空白对照组、随

机对照组及PBS组间无明显差异(图2).
2.3 AMO-miR-224 作用后对胰腺癌细胞生长的

抑制作用 转染AMO-miR-224胰腺癌细胞生长明

显慢于对照组(P <0.05), 而空白对照组、随机对

照组及转染PBS组间肝癌细胞的生长无明显差

异(图3). 
2.4 流式细胞术分析转染AMO-miR-224 后胰腺

癌细胞周期变化情况 转染AMO-miR-224后的

胰腺癌细胞Aspc-1和Bxpc-3通过流式细胞周期

分析, 转染AMO-miR-224组细胞阻滞于G0/G1期, 
而S期和G2/M期明显降低. 数据经χ2检验, 转染

AMO-miR-224组较空白对照组、随机对照组、

转染PBS组有明显抑制作用(P <0.05), 而空白对

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Th
e 

ex
pr

es
si

on
 o

f 
m

iR
-2

24

NT T

图 1 实时荧光定量PCR
检测40例患者胰腺癌及
癌旁组织中miR-224 的
表达.
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图 2 荧光定量PCR检测miR-224 在不同转染组的ASPC-1和
BXPC-3细胞中的表达. 
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照组、随机对照组、转染PBS组间无显著变化

(表1, 2).
2.5 流式细胞术分析转染AMO-miR-224 后胰腺

癌细胞凋亡情况 胰腺癌细胞Aspc-1和Bxpc-3转
染AMO-miR-224后, 转染AMO-miR-224组较空

白对照组、随机对照组、转染PBS组早期凋亡

明显增加(P <0.05), 而晚期凋亡无明显改变; 空
白对照组、随机对照组、转染PBS组之间各期

细胞未见变化(图4).

3  讨论

miRNAs是一类新的基因调控因子, 参与调控细

胞分化、血管形成以及细胞存活和生长等许多

复杂的生命过程[11,23]. 近年发现, miRNAs与恶性

肿瘤密切相关, 约52%调控miRNAs的编码基因

位于肿瘤相关基因位点和染色体区域[24,25]. 因此

miRNAs可能成为诊断肿瘤的新的分子标志和

判断肿瘤治疗及预后的分子靶点. 且由于miR-
NAs在转录后调节目的基因的表达, 这将更有利

于肿瘤的早发现、早诊断和早治疗, 这一发现

必将具有广泛的临床应用前景[26].
胰腺癌起病隐匿、发展迅速、死亡率高、

预后差, 被全球医学界列为“21世纪的顽固堡

垒”. 由于其不典型临床症状常被患者和医生

忽视而延误诊断, 早期诊断非常困难[27]. 从而迫

切需要寻找新的肿瘤标志物来进一步提高胰腺

癌的诊疗水平. 近年随着miRNAs研究的不断深

入, 发现大量异常表达的miRNAs通过调控靶基

因的表达而调节包括胰腺癌在内的多种恶性肿

瘤的发生发展, 因此大规模的筛选肿瘤发生发

展过程中异常表达的miRNAs将为人们全面认

识肿瘤的生物学特性发挥重要作用, 也为胰腺

癌的早期诊治提供了新的希望. Murakami等[18]

首次研究发现miR-224在肝癌呈过表达, 最近又

研究发现miR-224在大肠癌、卵巢癌以及前列

腺癌中的表达也失调[19,28,29], 但miR-224在胰腺癌

中的表达及其作用目前还不清楚.
我们首先通过TagMan MGB探针法定量分

析40例胰腺癌病人癌组织及对应的癌旁组织

miR-224的表达, 发现43%(17/40)的胰腺癌病人

癌组织miR-224表达上调(P<0.05). Krützfeldt等[30]

针对miRNA122及miRNA192的反义寡核苷酸能

够明显抑制小鼠不同组织中对应microRNAs的
表达, 表明针对miRNAs的反义寡核苷酸可以有

效抑制microRNAs的表达. 随后本研究同样利用

反义技术成功降低胰腺癌细胞Aspc-1和Bxpc-3
的miR-224表达, 并筛选出最佳作用浓度和时间. 
转染终浓度为100 nmol/L的AMO-miR-224经过

48 h后, 经荧光定量PCR反应检测发现miR-224
表达抑制率达74%, 同时我们利用MTT法检测发

现Aspc-1和Bxpc-3胰腺癌细胞的生长受到抑制. 
最后我们应用流式细胞术对转染AMO-miR-224

表 2 AMO-miR-224 转染Bxpc-3细胞, 降低miR-224 表
达后细胞周期变化

        分组                         G0/G1(%)  S(%)            G2/M(%)

空白对照组 61.74 33.74 4.52

随机对照组 69.39 20.40 10.21

 PBS组 68.01 21.50 10.49

AMO-miR-224组 86.54 10.00 3.45

表 1 AMO-miR-224 转染Aspc-1细胞, 降低miR-224 表达
后细胞周期变化

     分组 G0/G1(%)   S(%) G2/M(%)

空白对照组 49.55 26.57 23.87

随机对照组 46.98 21.93 31.09

PBS组 49.02 17.05 33.93

AMO-miR-224组 82.82   8.58   8.60

■同行评价
本研究试验设计
合理 ,  思路严密 , 
具有较好的临床
参考价值.

图 3 转染AMO-miR-224 及其他组的胰腺癌细胞生长. A: Aspc-1细胞系; B: Bxpc-3细胞系.
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后的细胞的细胞周期各期DNA的含量及细胞凋

亡情况进行分析, 其结果发现降低miR-224表达

后, 两组细胞的细胞周期主要停滞在G0/G1期, 而 
S期和G2/M期细胞的比例明显下降, 且两组细胞

的早期凋亡也明显增加.
总之, miR-224在胰腺癌的发生中发挥重要

作用, 很可能成为一个新的胰腺癌的癌前标记

物, 为胰腺癌基因治疗提供新的靶点. 但其具体

的作用机制, 如miR-224如何调控胰腺癌细胞的

生长? 下游靶基因是什么? 都有待于进一步深入

研究.
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■背景资料
肝星状细胞 ( h e -
patic stellate cells, 
HSC)在肝纤维化
的发生、发展过
程中发挥重要作
用. 静止的HSC被
TGF-β等炎症因
子 激 活 ,  转 化 为
MFB, 过度合成、
分泌胶原蛋白等
细胞外基质, 以及
基质金属蛋白酶
抑制剂的表达升
高等是肝纤维化
的关键. 
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Abstract
Activation of hepatic stellate cells (HSCs) plays 
an important role in hepatic fibrogenesis. More 
and more experimental and clinical data have 
shown that HSCs have the capacity of multi-
directional differentiation in special niches. He-
patic fibrosis may be prevented and reversed in 
part, if not all, by changing HSC fate. Thus, the 
research of HSC plasticity may break a new path 
for therapy of chronic hepatic diseases. This re-
view aims to elucidate the origin, structure and 
plasticity of HSCs, and identify HSCs as a poten-
tial therapeutic target for liver fibrosis. 

Key Words: Hepatic stellate cells; Hepatic fibrosis; 
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摘要

在肝纤维化形成过程中, 肝星状细胞(hepatic 
stellate cells, HSC)发挥着重要的作用. 基础和
临床研究结果显示, 在特殊的内环境因素的影
响下HSC具有朝多方向分化的潜能. 对HSC命
运的干预能够在一定程度上预防肝纤维化的
发生, 甚至逆转肝纤维化, 因此HSC的可塑性
研究可能为慢性肝病治疗开辟一条新途径. 本
文就HSC的起源、结构、可塑性及其对肝纤
维化的潜在治疗意义作一综述. 
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0  引言

肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSC)位于肝脏

的狄氏间隙, 处于肝细胞基底面与血管内皮细

胞之间, 其与肝纤维化的形成密切相关[1-3]. HSC
表面存在多种干细胞标记分子, 在一定体外条

件诱导下有继续分化的潜能 [4,5], 可塑性极强, 
HSC所处的狄氏间隙具有与干细胞内环境相类

似的特点, 为HSC作为靶点的慢性肝病治疗提供

了更为广阔的空间. 本文就HSC的可塑性及其对

肝纤维化的潜在应用价值作一综述. 

1  HSC的起源和结构

1.1 HSC的起源 1876年, 德国Kupffer发现了肝星

状细胞(sternzellen)的存在, 但具体结构并不明

确[6,7]. 日本学者发现肝窦周围有一种富含脂质

小滴、并且有网状纤维包绕的细胞, 并将其命

名为伊东细胞(Ito Cells)或贮脂细胞(lipocytes). 
直到1971年, Wake等Wake等等[7]证实贮脂细胞就是肝星状

细胞, 至此人们才揭开了肝星状细胞的真实面

目, 并开始对其功能进行了研究, 逐渐发现了他

与肝纤维化的相关关系[1-3,8]. 1995年国际上正式

将其命名为HSC. 
HSC的胚胎起源尚不确定, 一些学者认为

HSC可能是神经来源, 因为HSC中存在神经胶质
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原纤维酸性蛋白质(glial fibrillary acidic protein, 
GFAP)和其他神经外胚层蛋白, 也有学者认为可

能来自于内胚层的CD34+CK7/8+细胞[8]. 最近研

究证实小鼠的HSC来源于间充质细胞[9,10]. Baba
等[11]将带有绿色荧光标记的小鼠骨髓细胞移植

到年龄一致的C57BL/J小鼠骨髓中1 wk后, 在肝

脏中分离出了含有绿色荧光蛋白的细胞, 其中

一部分细胞存在结蛋白(desmin+)和GFAP+标记, 
提示HSC可能来自骨髓. 
1.2 HSC的结构 HSC位于肝脏的狄氏间隙内, 约
占肝内细胞总数的5%-15%, 同肝细胞、肝窦内

皮细胞、肝前体细胞及Kupffer细胞共处于一

个微环境, 通过细胞因子及信号通路相互交谈

(cross talking), 共同维持肝脏内环境的稳定[12,13]. 
HSC形态不规则、常伸出数个星状突起[14]. 正常

状态下, HSC胞质内富含大量维生素A(其中以

视黄醛居多)形成的脂质泡[15], 合成和分泌多种

胶原酶和少量细胞外基质(extracellular matrix, 
ECM), 释放肝细胞生长因子(hepatocyte growth 
fac tor, HGF), 转移生长因子β(t ransforming 
growth factor β, TGFβ)等参与肝脏的自我更新及

修复[16,17]. 

2  HSC的可塑性

2.1 HSC的表面特征 一般而言, 干细胞(s t em 
cells, SC)是一类具有自我复制能力的多潜能细

胞, 在一定条件下, 可以分化成各种不同功能

细胞. 干细胞表面的一些独特分子在已分化的

细胞中不再表达, 如中间丝蛋白Nestin, CD133, 
Oct-4等. 

Wiese等[18]研究表明, 在胚胎发育过程中, 
Nestin表达于迁移和增殖的细胞, 在成熟组织中, 
Nest in仅出现于一些再生区域, 是一典型的干

细胞标记分子. 2009年De Kock等[4]进一步发现, 
肝脏内前体细胞也会表达Nest in蛋白. 2011年
Reister等[19]发现, HSC表达干细胞标记分子, 具, HSC表达干细胞标记分子, 具
有分化潜能, 可能受HSC活化过程中的DNA甲

基化调控, 其中一些蛋白, 如CD133、Notch1、
Notch3基因在HSC活化过程中DNA被甲基化, 
而Nestin蛋白基因在HSC或者其他干细胞(如胚

胎干细胞和脐带血干细胞)中都无DNA甲基化

现象, 而在已分化细胞(如肝细胞)中发现有DNA
甲基化, 推测Nestin蛋白在未分化的HSC中可能

受制于其他调控机制, 如H3组蛋白甲基化作用. 
CD133(又称AC133), 是一类跨膜蛋白, 属于造血

干细胞和其他前体细胞的标记分子[20,21]. Kordes

等[22]通过分离大鼠HSC时发现, 一类CD133阳性

的HSC具有典型的中间干细胞特性, 表达HSC、
内皮前体细胞和单核细胞的标记分子, 如Oct-4
蛋白(Oct-4是一类胚胎干细胞和生殖细胞的标

记分子, 与很多细胞的分化相关[23]), 可继续分化

成为肌成纤维细胞(myofibroblast, MFB). 2010
年Fuji i等[24]利用四氯化碳损伤小鼠肝脏后, 发
现CD133的表达显著增加, 同时HSC的标记蛋

白desmin和GFAP表达亦增加, 并且CD133与
desmin呈共定位表达. 肝窦内皮细胞释放的基

质细胞衍生因子1(stromal cell-derived factor-1, 
SDF-1)是骨髓干细胞迁徙和归巢的一类必须蛋

白[25], 而无论是静止期HSC还是活化期HSC, 都
会表达SDF-1特异性受体CXCR4, 在肝脏受损的

早期阶段, HSC表面的CXCR4会与SDF-1蛋白特

异性结合, 促使活化的HSC迁移并与机体免疫反

应有关[26,27]. 
2.2 HSC的分化潜能及相关信号通路

2.2.1 HSC的分化潜能: Sawitza等[26,27]发现HSC除
表达SDF-1特异性受体外, 还有大量干细胞信号

通路分子的表达, 如Notch信号配体Jagged 1和其

靶基因Hes 1, 以及Wnt信号通路中的粘连素等. 
Friedman[8]发现, HSC处于肝脏内前体细胞的微

环境中, 在肝脏再生的过程中也发挥着重要作

用. 这些都间接说明狄氏间隙具有干细胞微环

境的特点, 为其多方向分化提供可能. 实验还证

明, HSC具有分化为肝细胞和内皮细胞的潜能. 
其中, Kordes等[27,28]在分离培养大鼠CD133+HSC
时发现, CD133+HSC除表达HSC特有蛋白外, 还
表达内皮前体细胞和单核细胞的标记分子, 在
CD133+HSC培养期间, 若在培养基中加入血管

内皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因子、红

细胞生成素以及白介素-6, HSC则会出现管状分

支样结构, 同时表达内皮细胞标记分子一氧化

氮合酶和血管内皮细胞钙E粘连蛋白; 若在培养

基中加入成纤维细胞生长因子、HGF、碱性成

纤维细胞生长因子以及白介素-6, 则导致HSC逐
渐变圆, 同时表达肝细胞标志分子甲胎球蛋白

和白蛋白; 而当CD133+HSC与血小板来源的生

长因子(platelet-derived growth factor BB, PDGF-
BB)共培养后, HSC表达内皮细胞和肝细胞的标

记分子就会被抑制[27]. 2010年Tuleuova等[28]发现, 
在胚胎干细胞中加入大量生长因子的混合物

(HGF, 碱性成纤维细胞生长因子, 骨形态生成蛋

白4)会促进其向肝细胞的转化, 若在培养过程中

加入HSC, 这种转化的能力则被增强. 
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国内外大量研究已证明, 肝脏受损后产生

大量炎症因子可以促使静止的HSC活化, 进而向

MFB转化[29-33]. 最近有研究表明, 活化的HSC参
与上皮-间质细胞转化(epithelial-to-mesenchymal 
transition, EMT)过程, HSC与内皮前体细胞的标

记分子在2个细胞系间相互交叉, 二者共同表达

内皮细胞与间质细胞的标记蛋白[34]. Choi等[35]

发现, 静止期HSC向肌成纤维样细胞转变的过

程就是EMT的过程, 此间促进EMT的典型分子

TGF-β大量表达, 静止期HSC具有的内皮细胞

特点逐渐消失, E钙粘蛋白的表达降低, 当加入

EMT抑制剂BMP7后, α-SMA和I型胶原蛋白的

表达受到抑制. 
2.2.2 HSC分化的相关信号通路: HSC的生长存

在类似干细胞的自我更新或自我调节的分子

机制, 如Wnt[36], Notch[37], Jak-Stat[38], Bmp, Ac-
tivin/TGF/ Nodal, Hedgehog等信号转导. 研究发

现分离的大鼠HSC中, Wnt信号通路处于活化状

态, 粘连素的降解加剧, Pitx2c蛋白表达增加[39], 
并有靶基因Myc高表达, 以维持HSC的静止状

态[40]. Sawitza等[27]发现HSC中Notch1蛋白会与

邻近实质细胞表面的Jag1结合, 调控HSC处于

静止期, 同时HSC中Notch1信号通路的靶基因

(Hes 1和Hey 1)表达上调. Hedgehog信号通路则

主导着HSC的活化[41], Hedgehog存在3种同源基

因SonicHedgehog(SHH)、Indian Hedgehog(IHH)
和Desert Hedgehog(DHH), 分别编码Shh、Ihh和
Dhh 3种蛋白, 在静止期HSC向肌成纤维样细胞

转变(即EMT)的过程中, Hedgehog的配体(Shh
配体)蛋白及其信号转导下游靶基因的表达均

明显升高, 而静止期HSC内Hhip(Hedgehog配
体的竞争性拮抗剂)的表达高于Shh配体, 发挥

主导作用, 若在培养4 d的肌成纤维样细胞中加

入Hedgehog信号通路的特异性阻断剂环杷明, 
α-SMA和Ⅰ型胶原蛋白的表达则明显降低[33]. 
在大鼠、小鼠和人的HSC中都有Hedgehog信号

转导通路下游分子α半乳糖甘酶的表达上调, 当
使用该信号通路的抑制剂Cyc后, HSC的活化程

度降低约50%[42]. 

3  HSC可塑性与肝纤维化

在各种病因导致的慢性肝损伤启动肝纤维化, 
进展成为肝硬化、甚至肝癌[43,44]过程中, 静止的

HSC被炎症因子(如转化生长因子, 结缔组织生

长因子, 血小板衍生因子, 表皮生长因子等)激
活, 活化的HSC向MFB转化, MFB异常增殖, 过

度合成、分泌ECM, 促进内皮素Ⅰ、血管加压

素和血管紧张素Ⅱ产生血管收缩性应答, 导致

肝内门静脉高压, 活化的HSC持续分泌的炎症

因子进一步放大对静止HSC的作用, 促进其活

化, 上调基质金属蛋白酶抑制剂的表达等, 使过

度沉积的ECM最终难以降解[45,46]. 新近的研究表

明, 在去除肝脏的损伤因素后, 肝纤维化尚有逆

转的可能[47]. 鉴于HSC在肝纤维化形成过程中发

挥的重要病理作用以及其潜在的可塑性, 我们

可能就以下两方面来调控肝纤维化的发展. 
3.1 通过改变HSC的内环境来控制其分化方向 
新近研究[48]发现, 以表达HGF的HSC株作为饲养作为饲养为饲养

细胞, 可以成功地将大鼠骨髓来源的Thy-1+β2M-

细胞诱导为肝细胞, 分析HGF、HSC及其产生的

细胞外基质为骨髓干细胞向肝细胞分化提供了

适宜的微环境. 临床研究显示, 将骨髓间充质干

细胞移植入受损的肝脏后, 可以改善肝脏的微环

境, 在一定程度上预防肝纤维化的发生[49]. Kordes
等[22,27]通过对大鼠肝脏内炎症因子类型的控制, 
间接地影响了HSC的分化方向, 避免MFB的大地影响了HSC的分化方向, 避免MFB的大影响了HSC的分化方向, 避免MFB的大

量产生, 取而代之的是向内皮细胞和肝细胞转化, 
从而实现了定向诱导的作用. 
3.2 通过逆转EMT的发生来降低MFB的病理作

用 实验证明, 在EMT过程中, 大量细胞因子及信

号通路参与其中, 典型的如TGF-β及Hedgehog信
号通路[49-51]. 因此, 控制相关细胞因子的活性以

及抑制信号通路的活化将可能成为逆转EMT的
关键. Kinoshita等[52]将表达BMP7的病毒载体感

染到大鼠的HSC中, 抑制了TGF-β的表达, 通过

smad1/5/8磷酸化转导BMP7介导的信号通路, 降
低了I型胶原蛋白的表达, 减少了细胞外基质的

沉积, 缓解了肝门静脉压力, 抑制了大鼠肝纤维

化的发展. 以TGF-β为靶点的抗肝纤维化的治疗

过程中发现, 特异性抑制大鼠HSC中TGF-β受体

的表达, 可以有效降低α-SMA和胶原蛋白的表

达, 并进一步抑制MFB的形成[53]. 

4  结论

迄今, 临床上尚无特异、有效的抗肝纤维化治

疗, 抗肝纤维化的基础研究主要集中在抑制HSC
的活化或者促进HSC的凋亡, 但效果尚不理想. 
HSC表面存在干细胞标记分子, 狄氏间隙与干细

胞微环境类似, 这些都为HSC的多向分化提供了

条件. 进一步摸索肝纤维化过程中不同状态下

HSC的特征, 尤其是HSC活化过程中炎症因子种

类或者比例等, 探索控制其分化方向的关键因

■创新盘点
本文总结了HSC
的可塑性, 并提出
其在肝纤维化治
疗应用中的可能
性, 为临床肝纤维
化的防治提供一
个新思路.
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素, 通过人工干预HSC的命运可能改变肝纤维化

进程, 这一策略可能为预防或逆转肝纤维化提

供新的思路. 
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甲胎蛋白(alpha-
fetoprotein, AFP)
是诊断肝细胞癌
的主要血清标志
物 ,  但 其 敏 感 性
只有60%-70%, 即
1/3左右的肝细胞
癌患者为AFP阴
性. AFP阴性肝细
胞癌是目前肝癌
诊断中的瓶颈问
题, 成为近年来的
研究热点. 
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Abstract
Alpha-fetoprotein (AFP) is an important mark-
er for hepatocellular carcinoma (HCC), and the 
detection of serum AFP is currently the princi-
pal method for the diagnosis of HCC. About on-
e-third of HCC patients have normal serum 
AFP concentration, and the diagnosis of HCC 
in these patients is challenging. In recent years, 
many studies have been done to seek other tu-
mor markers for HCC. In this paper, we review 
the recent progress in research of tumor mark-
ers for the diagnosis of HCC in AFP-negative 
patients.

Key Words: Alpha-fetoprotein; Hepatocellular carci-
noma; Tumor markers; Diagnosis

Wang T, Zhang KH. Progress in research of tumor marke-
rs for diagnosis of hepatocellular carcinoma in AFP-

negative patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 
19(33): 3420-3425

摘要

甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, AFP)是肝细胞癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)的主要标志物, 
测定血清AFP水平是目前诊断HCC的主要手
段. 约1/3的HCC患者血清AFP水平正常, 即所
谓的AFP阴性肝癌, 这部分患者的诊断是目前
肝癌诊断中需解决的关键问题. 多年来, 人们
一直在寻找能弥补AFP不足的肝癌标志物, 以
提高HCC的诊断水平. 本文综述了有关AFP阴
性肝癌的肿瘤标志物诊断研究进展, 主要内容
包括传统肝癌标志物对AFP阴性肝癌的诊断
价值, 新肝癌标志物对AFP阴性肝癌的诊断价
值, 以及对AFP阴性HCC具有潜在诊断价值的
生物标志物.

关键词: 甲胎蛋白; 肝细胞癌; 肿瘤标志物; 诊断
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的发病

率在世界范围内位列第5, 在我国位列第3, 且呈

逐年上升趋势[1,2]. HCC的5年生存率不足5%, 早
期诊断及手术治疗仍是目前改善患者预后最有

效的方法. 甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, AFP)是目

前临床上最主要、应用最广泛的HCC早期筛查

血清标志物, 但因其在转录水平上受多种因素调

控, 使部分HCC患者血清AFP水平正常(<20 μg/L), 
即所谓的AFP阴性HCC. 约1/3的HCC患者血清

AFP呈阴性, 小肝癌(瘤体≤3 cm)尤为常见. AFP
阴性HCC, 多为低分化型肝癌, 预后较差. AFP
阴性HCC的诊断多依赖于影像学和病理学检查, 
缺乏有价值而实用的标志物. 为了提高AFP阴性

肝癌的诊断水平, 人们进行了大量研究. 本文就

近几年对AFP阴性HCC的标志物诊断研究进展

作一综述. 

■同行评议者
施晓雷, 副主任医
师, 南京大学医学
院附属鼓楼医院
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■研发前沿
近 年 来 ,  高 通 量
生物技术的迅速
发 展 ,  为 寻 找 新
的肝细胞癌标志
物开辟了新途径, 
是目前AFP阴性
肝癌标志物的研
究 前 沿 .  被 认 为
有重要应用前景
的肝癌新标志物, 
如高尔基体蛋白
73(GP73)、磷脂
酰肌醇蛋白聚糖
3 (GPC3)等, 都是
通过蛋白组学技
术发现的.

1  传统肝癌标志物对AFP阴性肝癌的诊断价值

1.1 甲胎蛋白异质体 AFP是一组异质糖蛋白质, 
因糖基不同而与植物凝集素有不同的结合特

性. 能与扁豆凝集素(LCA)结合的甲胎蛋白异质

体(AFP-L3)是HCC的特异性蛋白, 其表达水平

与AFP并非一致[3], 测定血清中AFP-L3占总AFP
的比值, 对HCC的诊断价值优于AFP[4]. 因常规

方法检测AFP-L3的灵敏度不够, 临床上未被广

泛应用, 但若建立灵敏度高且临床实用检测方

法, 可能对AFP阴性肝癌的诊断有较大的价值. 
Toyoda等[5]建立了一种高敏感性方法测定血清

AFP-L3, 诊断AFP阴性HCC的敏感度达41.5%, 
特异度达85.1%, 而常规方法的敏感度只有7%. 
1.2 异常凝血酶原 异常凝血酶原(Des-γ-carboxy-
prothrombin, DCP)又称维生素K缺乏或拮抗诱导

蛋白(PIVKA-Ⅱ), 1984年首次发现其在HCC患
者和HCC手术切除后复发病例中显著升高, 因
而认为可作为HCC诊断和治疗后复发的标志物. 
血清中DCP水平与AFP水平无相关性[6], 对AFP
阴性HCC的诊断有一定的价值, 若与AFP联合应

用可有效提高HCC的早期诊断效率. Yoon等[7]检

测了45例AFP阴性肝癌患者血清中的DCP, 发现

有22例阳性, 即约半数AFP阴性肝癌血清DCP呈
阳性结果. 
1.3 γ-谷氨酰转肽酶同工酶Ⅱ γ-谷氨酰转肽酶同

工酶Ⅱ(GGTⅡ)是γ-谷氨酰转肽酶(GGT)同工酶

的一种, 在健康人体内几乎检测不到, 但在肝癌

患者血清中明显升高[8], 被认为是HCC特异性

标志物, 用于HCC的诊断敏感性可达74%左右. 
GGTⅡ与AFP水平及HCC大小无明显相关性, 在
AFP阴性HCC和小肝癌中有较高的阳性率[9]. 因
此, GGTⅡ在诊断AFP阴性HCC中有较大的价值. 
1.4 α-L- 岩藻糖苷酶 α-L-岩藻糖苷酶(AFU)是
一种溶酶体酸性水解酶, 广泛分布于机体的组

织细胞、血液和体液内, 参与含岩藻糖基的糖

蛋白、糖脂的分解代谢. 有研究在1984年首先

提出AFU有可能成为诊断肝癌的标志物. 由于

AFU在HCC与其他肝脏病中鉴别诊断不太理想, 
存在较明显的假阳性和假阴性, 因此未广泛用

于HCC的诊断. AFU活性与HCC恶性程度、肿

瘤大小、AFP浓度无明显相关性, 在排除其他肝

脏病变情况下, 可用于AFP阴性HCC的诊断, 尤
其对小肝癌患者有一定的诊断意义[10]. 

2  肝癌新标志物对AFP阴性肝癌的诊断价值

2.1 高尔基体蛋白73 高尔基体蛋白73(Go lg i 

membrane protein 73, GP73)是一种Ⅱ型高尔基

体跨膜糖蛋白, 是维持肝脏、肾脏等内脏器官

生长发育的重要分子, 主要表达于人类多种组

织的上皮细胞, 正常肝脏组织表达甚微, 但在肝

炎、肝硬化和HCC患者血清中水平升高. Mar-
rero等[11]研究显示, HCC患者血清GP73的水平明

显高于肝硬化患者, 诊断肝癌的敏感度和特异

度达69%和75%, ROC曲线下面积高于AFP(0.79 
vs  0.61), 诊断早期肝癌的敏感度(62%)也高于

AFP(25%), 且AFP阴性肝癌的阳性率也达到

57%, 提示GP73对肝癌有良好的诊断价值, 尤其

是早期肝癌和AFP阴性肝癌. 但新近2个来自国

内的研究显示, GP73似乎对肝癌的诊断价值并

不理想. Tian等[12]检测了535例肝细胞癌及其他

慢性肝病患者的血清GP73, 发现均有明显升高, 
认为只能作为早期筛查肝癌的一个标志物. Liu
等[13]检测了478正常对照和296肝病患者的血清

GP73水平, 发现肝病患者明显高于正常对照, 并
随肝病进展而不断升高, 而对肝癌的诊断并无

特别价值. 因此, GP73对肝癌, 包括AFP阴性肝

癌的诊断价值有待进一步评估. 
2.2 磷脂酰肌醇蛋白聚糖3 磷脂酰肌醇蛋白聚糖

3(glypican-3, GPC3)是一种参与细胞增殖和胚

胎发育的细胞膜糖蛋白, 在正常肝组织及良性

肝脏病变中检测不到, 而在HCC组织中高表达, 
在HCC患者血清中水平升高; 诊断HCC的灵敏

度和特异性均能与AFP媲美[14,15], 在诊断小肝癌

方面优于AFP(56.3% vs  31.3%)[16], 且表达水平

与血清AFP无相关性, 与AFP联合应用可显著提

高HCC的早期诊断率. 报道显示, GPC3基因在

69%-81%的AFP阴性HCC中呈现高表达[17]. Ding
等[18]检测了41例AFP阴性的肝癌及癌旁组织的

GPC3 mRNA, 前者阳性率为73.17%, 后者只有

9.76%; >5 cm的肝癌阳性率为79.31%, <5 cm者

为41.67%; 免疫组织化学显示GPC3主要在肝

癌细胞中表达, 其他细胞(正常肝细胞、胆管细

胞、血管内皮细胞、Ito细胞及成纤维细胞)均呈

阴性. 
2.3 血清结合珠蛋白 血清结合珠蛋白(haptoglo-
bin, HP)是一种分子量约为90 kDa血浆糖蛋白, 
是一种急性期蛋白, 当机体发生各种炎症时其

血浆中含量显著升高, HCC患者体内血清HP含
量也大量升高, 对肝癌具有诊断价值. Ang等[19]

发现血清HP水平在肝癌患者明显高于良性慢性

肝病患者, 其诊断HCC的灵敏度和特异度分别

为79%和95%, 且HP有不同的糖基化类型, 有的
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■相关报道
Jia等通过基因芯
片技术, 从肝细胞
癌中同时筛选出5
种肝癌过度表达
的基因: GPC3、
PEG10、MDK、
S E R P I N I 1 、
QP-C .  实时PCR
定 量 检 测 这 5 种
基 因 的 表 达 ,  发
现 A F P 阴 性 肝
癌 的 阳 性 率 达
67%-89%, 这在
AFP阴性肝癌的
诊治方面可能有
较好的应用前景.

类型为肝癌所特有. 有研究表明, HP用于AFP阴
性HCC的诊断有较大的价值, 其ROC曲线下面

积达0.763[20]. 因此, HP在诊断AFP阴性HCC具有

一定的潜在应用价值, 但有待更多的临床研究

证实. 
2.4 骨桥蛋白 骨桥蛋白(osteopontin, OPN)是一

种细胞外基质的分泌型糖蛋白, 在早期细胞免

疫应答、肉芽肿炎症、肿瘤发生和转移中发挥

重要作用. El-Din Bessa等[21]发现血清OPN水平

在肝癌患者明显高于良性慢性肝病患者, 诊断

肝癌的敏感度和特异度分别为88.3%和85.6%, 
诊断价值高于AFP(AUC = 0.918 vs  0.712), 且
表达水平与血清AFP无相关性. Shang等[22]证实

OPN对于诊断AFP阴性肝癌也有良好的诊断价

值, 且在肝癌发生前一年可检测到升高. 因此

OPN可作为AFP阴性肝癌的诊断指标之一. 

3  与AFP阴性肝癌相关的标志物

3.1 组织转谷氨酰胺酶2  组织转谷氨酰胺酶

2(TGM2)是转谷氨酰胺酶(Tgase: EC2.3.2.13)家
族中发现最早的一个成员, 是一种钙依赖的酰

基转移酶, 催化酰基转移反应. TGM2普遍分布

于人体各组织中, 其表达水平和活性高低可影

响到正常和肿瘤的细胞生长、分化和凋亡等生

理病理过程. Sun等[23]通过定量蛋白组学技术发

现, TGM2过表达于AFP缺陷的HCC细胞(SK-
HEP-1、Bel-7402)和约半数的血清AFP阴性的

HCC组织中(17/32), 而痕量表达于AFP阳性HCC
样本中(26/29), 且在组织中TGM2表达水平与

血清AFP水平呈负相关. TGM2存在于AFP阴性

HCC细胞的培养上清中, 通过siRNA沉默AFP阳
性HCC细胞中的AFP基因可诱导TGM2的产生. 
ELISA检测结果显示, HCC血清中的TGM2水平

明显高于正常血清. TGM2可能是AFP阴性HCC
的一种新型组织和血清标志物, 但有待更多的

研究证实. 
3.2 血管内皮生长因子和血小板衍化内皮细胞

生长因子 血管内皮生长因子(vascular endothe-
lial growth factor, VEGF)和血小板衍化内皮细胞

生长因子(platelet-derivedendothelial cell growth 
factor, PD-ECGF)是目前发现的作用最强的血管

生成刺激因子. 在许多实体肿瘤的生长过程中, 
肿瘤新生血管为肿瘤细胞生长存活提供营养成

分和促肿瘤生长细胞因子, 为肿瘤细胞侵袭及

转移提供“物质基础”, 而肿瘤细胞通过释放

VEGF和PD-ECGF等细胞因子支持血管内皮生

长, 两者相互促进. VEGF和PD-ECGF的表达

升高在肝癌患者的早期复发和转移中有重要

作用[24,25]. Hu等[26]采用肿瘤组织芯片(TMAs)检
测了162例接受手术切除治疗的AFP阴性HCC
患者的VEGF和PD-ECGF, 阳性率为60%左右, 
VEGF与PD-ECGF联合诊断AFP阴性HCC的敏

感度可达90%以上, 但特异度较差, 约35%. 血清

中VEGF和PD-VEGF水平对AFP阴性肝癌是否

有诊断价值尚不清楚. 
3 . 3  肝素结合细胞因子  肝素结合细胞因子

(MDK)是在维甲酸诱导细胞分化的胚胎癌早期

细胞中发现的一种胞外分泌蛋白. MDK表达与

AFP相似, 在胚胎发育过程中呈现高表达, 在成

人组织中除了肾组织其他组织几乎检测不到. 
约有1/3的肝癌标本中有MDK表达[27]. MDK基因

mRNA在92%AFP阴性HCC中呈现高表达, 且表

达水平与血清AFP含量和肿瘤大小无关[17]. 因此

MDK有望成为诊断AFP阴性HCC的候选标志物

之一. 
3.4 Nope蛋白 Nope(Neighbor of Punc E11)是一

种跨膜胚胎蛋白, 属于免疫球蛋白超家族. 他最

初在结、直肠癌中发现, 与punc和轴突引导受体

有高度同源性, 在胎儿肌肉、神经细胞及成人

海马中有表达. 另外, 通过cDNA微阵列技术发

现Nope还是小鼠胎肝干/祖细胞表面一个新标志

物[28]. Marquardt等[29]通过定量RT-PCR、免疫印

迹和免疫组织化学分析发现, Nope在10株小鼠

和人肝癌细胞中有8株表达, 在小鼠HCC模型中

均有表达, 而正常肝组织和肝癌前阶段均无表

达; 在人肝癌组织中, Nope的表明显高于相应的

正常肝组织和肝硬化组织, 且与AFP的表达无

关, 其对AFP阴性HCC的诊断价值值得进一步

探讨. 
3.5 β-连接蛋白 β-连接蛋白(β-catenin)是一种分

子量约为88 kDa的胞内糖蛋白, 具有双重功能, 
一是与钙黏蛋白结合形成复合体参与细胞间连

接, 二是游离的β-catenin作为Wnt信号途径的重

要环节, 在胚胎发育和肿瘤发生中起重要作用. 
正常细胞内游离β-catenin含量甚微, 常与上皮钙

黏附素形成复合体表达于细胞膜下参与细胞间

连接. 当发生癌变时, β-catenin的某些位点突变, 
胞内游离β-catenin不能被酶解而堆积并经核孔

进入到细胞核中, 与Lef/Tcf结合而启动与细胞增

殖有关的基因转录, 参与肿瘤的增殖; 同时, 其
在细胞膜上的表达减弱或消失, 使细胞黏附连

接功能减弱或丧失, 肿瘤细胞的侵袭力和远处
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■创新盘点
本文较全面地综
述了对AFP阴性
肝细胞癌具有诊
断或潜在诊断价
值的生物标志物, 
包括经典肝癌标
志物和几种新肝
癌标志物对AFP
阴性肝癌的诊断
价 值 ,  还 介 绍 了
新发现的可能对
AFP阴性肝癌具
有潜在诊断价值
的生物标志物, 对
较为特别的呼出
气中肝癌相关的
标志物也有介绍.

转移的能力因而大大增强. Görög等[30]采用免疫

组化法对37例AFP阳性和阴性HCC样品进行分

析, 发现AFP阳性HCC中β-catenin核染色全为阴

性, 而16例AFP阴性HCC中有7例β-catenin核染

色阳性; 还有研究表明β-catenin的表达与AFP表
达水平无关[31]. 因此, β-catenin可能是诊断AFP
阴性HCC的一个候选指标. 
3.6 衰老标记蛋白30 衰老标记蛋白30(SMP30)是
一种钙结合蛋白质, 分子量为33.4 kDa, 其基因位

于X染色体, 由7个外显子和6个内含子组成, 全长

约17.5 kb. SMP30在细胞内作为钙信号转导蛋白, 
参与酶活性的调节, 在抑制细胞增殖及调节脂类

代谢等肝脏功能中发挥重要作用. Zhou等[32]发现

在AFP阴性HCC患者血清中SMP30抗体阳性率

(43.6%)高于AFP阳性HCC患者(26.2%), 且与患

者年龄、肿瘤大小、是否转移及乙肝病毒感染

无关. 由此可见, SMP30可能是AFP阴性HCC诊
断的一种潜在标志物. 
3 .7  核糖体磷蛋白P0(r b P0)  核糖体磷蛋白

P0(rbP0)是核糖体中核糖体磷蛋白家族中的一

员, 具有与核糖体中的rRNA结合、连接P1/P2蛋
白相互作用和参与肽链延伸等生理功能, rbP0
在94.7%(36/38)的结肠癌组织的表达强于癌旁

正常组织. Lü等[33]研究发现rpP0蛋白在HCC肿
瘤组织中过度表达, 且AFP阴性HCC的表达率

(90.0%)明显高于AFP阳性HCC(68.2%). 由此可

见, rpP0蛋白在诊断AFP阴性肝癌方面可能具有

潜在应用价值. 
3.8 肽酶抑制剂1 肽酶抑制剂1(SERPINI1), 也称

中枢性丝氨酸蛋白酶抑制剂, 是丝氨酸蛋白酶

抑制剂家族的一员. SERPINI1由神经元细胞分

泌并具有抗心肌缺血的保护作用, 可防止缺血

性脑损伤[34]. 有研究显示SERPINI1基因在大部

分HCC标本中升高, 其中在AFP阴性HCC、小肝

癌和早期肝癌标本中, 通过定量RT-PCR检测的

阳性率分别为89%、100%和78%[17]. 可见, SER-
PINI1在诊断早期和AFP阴性HCC可能有一定的

价值. 
3.9 癌睾丸抗原 癌睾丸抗原(cancer testis antigen, 
CTA)基因在正常睾丸组织的生殖细胞和多种癌

细胞中特异表达, 在其他正常组织中不表达或

低水平表达. 自1991年鉴定出第1个癌睪丸抗原

基因后陆续发现众多的此类基因, 因血-睾屏障

的存在, 血液及其他体液或组织中的CTA基因表

达产物可能都与肿瘤有关, 故CTA成为研究肿瘤

诊断的重要靶标之一[35]. Wu等[36]采用RT-PCR检

测了2种CTA(SSX2和SSX5)的mRNA在肝癌组

织中的表达, 发现他们均有高表达率, 但癌旁组

织均不表达, 且他们的表达与血清AFP水平及年

龄、性别、肿瘤大小、TNM分期均无明显的相

关性, 因此, CTA可能对AFP阴性HCC有潜在的

诊断价值. 
3.10 父系表达基因10 父系表达基因10(pater-
nally expressed gene 10, PEG10)是2001年发现的

一种新型HCC相关印迹基因, 位于人类染色体

7q21, 在HCC组织和肝细胞再生的G2/M期中高

表达, 在良性肝病组织和正常人的外周血中均

检测不到[37]. 通过定量PCR检测发现PEG10基因

在HCC组织中过表达, 在AFP阴性HCC、小肝

癌和早期肝癌(Ⅰ期)肝癌患者的阳性率分别为

67%、71%和78%[17]. 因此, PEG10基因很可能成

为一种早期诊断HCC的新分子标志物, 在AFP阴
性HCC早期诊断方面具有其价值. 
3.11 QP-C基因 QP-C基因位于人类8号染色体上, 
是编码线粒体呼吸链中辅酶Q-细胞色素C氧化

还原酶的核基因, 常高表达于嗅球、齿状回、

小脑的颗粒细胞等脑组织. Jia等[17]发现QP-C基
因在大部分早期和小肝癌中均呈高表达(89%和

100%), 在2/3的AFP阴性HCC其mRNA阳性表达, 
而在AFP含量高的HCC组织和进展期肝癌患者

体内中表达逐渐下降. 由此可见, QP-C基因在诊

断早期AFP阴性HCC可能具有潜在应用价值, 但
需进一步证实. 

4  呼出气体中的肝癌相关标志物

通过分析人体呼出的挥发性有机化合物, 可以

对一些疾病做出临床诊断[38], 有人尝试应用呼

气试验诊断肝癌, 发现有一定的临床价值. Xue
等[39]对肝癌患者血液中的挥发性气体采用固相

微萃取后进行气相色谱/质谱分析, 在检测到的

47种气体中有19种阳性率在肝癌与正常对照中

有差异, 其中己烷、1-辛烯-3-醇和辛烷对肝癌

具有临床诊断价值, 他们诊断肝癌的敏感度分

别是94.7%、84.2%和84.2%, 特异度均为100%. 
呼气实验对AFP阴性肝癌的诊断也有价值. Qin
等[40]对HCC患者、肝硬化患者和健康志愿者的

呼出气体进行分析, 发现3-羟基-2-丁酮、苯乙

烯、癸烷对HCC具有诊断价值, 以三者建立判

别方程诊断HCC的敏感度达到86.7%, 特异度达

到91.7%; 这些呼出性气体的浓度与AFP表达水

平不相关, 16例AFP阴性HCC患者有14例阳性. 由
于呼气实验具有快速、简单、安全无创等优点, 
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用于肝癌的筛选和复查可能具有独特的优势. 

5  结论

当血清AFP水平明显升高时, 结合影像学检查, 
HCC的临床诊断已变得很简单, 因此AFP阴性

HCC成为目前肝癌诊断中的焦点问题. 近年来

在AFP阴性HCC诊断标志物的筛查方面进行了

大量研究, 虽然有不少发现, 但真正具有临床实

用价值者很少, 多数只是显示有一定潜在应用

价值, 还需要大量的临床研究进行评估和甄别. 
采用蛋白组学等生物学新技术, 有望为AFP阴性

HCC找到一些新的、具有良好应用前景的诊断

标志物[41,42]. 应用微流体芯片技术, 可使AFP-L3
的检测更为准确而简便[43]. 因此, 通过新技术不

断发现AFP阴性HCC相关的标志物, 并对有潜

在应用价值者进行多中心、大样本的临床评估, 
有望最终有效解决AFP阴性HCC的临床实验诊

断问题. 
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Abstract
The development of colorectal cancer is a multi-
factorial, multi-step process in which abnormal 
gene expression may play an important role. In 
recent years, it has been reported that microRNAs 
(miRNAs), which widely exist in eukaryotes, are 
closely related to gene expression regulation in 
colorectal cancer. These findings have greatly 
expanded our understanding of the pathogenesis 
of colorectal cancer and provide new ideas and 
methods for the diagnosis and treatment of this 
malignancy.
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摘要

大肠癌的发病是一个多因素、多步骤的演进
过程, 基因表达异常在其中起重要作用. 近年
来研究证实microRNA(miRNA, 微小核糖核
酸)广泛存在于真核生物体内, 与大肠癌相关
基因表达调控密切相关. 这些发现极大地扩展
了大肠癌的发病机制, 为大肠癌的诊断和分子
靶向治疗提供了新的思路和手段. 
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0  引言

miRNA是一类广泛存在于多种生物体内的长度

约18-25个核苷酸的非编码小分子RNA, 具有调

节基因表达的功能, 参与细胞增殖、分化、凋

亡等多种重要细胞活动的调控. miRNA基因以

多种形式存在于基因组中, 近来研究发现miR-
NA具有癌基因或抑癌基因样作用, 多种miRNA
在大肠癌组织及大肠癌细胞系中异常表达, 本
文就近年来有关miRNA与大肠癌关系作一综述. 

1  miRNA的生物学特点

1.1 miRNA发现与命名 miRNA是一类由内源基

因编码的长度约为18-25个核苷酸的非编码单链

RNA分子, 由具有发夹结构的约70-90个碱基大

小的单链RNA前体经过Dicer酶加工后生成. 成
熟miRNA的5'端带有磷酸基团(-HPO4), 3'端带有

羟基(-OH), 其本身不具有开放阅读框(ORF), 不
编码任何蛋白质, 而是在蛋白质合成中调节其

他基因. miRNA的研究始于1993年, Lee等[1]在秀

丽新小杆线虫中发现了第1个miRNA, 并命名为
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■研发前沿
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miRNA与大肠癌
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控 密 切 相 关 ,  这
些发现极大地扩
展了大肠癌的发
病 机 制 ,  为 大 肠
癌的诊断和分子
靶向治疗提供了
新的思路和手段.

lin-4. 2000年Pasquinelli等[2,3]又在对线虫发育调

控研究中发现了let-7, 从而揭开了miRNA的研

究序幕. 随后多个研究小组在包括人类[4-6]、果

蝇[7-9]、植物[10-12]等多种生物物种中鉴别出数百

个miRNA, 至2007年5月提交并已证实的在动植

物和病毒中有4 584个miRNA. 
miRNA具有高度保守性、时序表达特异性

和组织表达特异性, 广泛地存在于多种真核生

物中, 从低等生物到人类都有其存在的痕迹[13,15]. 
miRNA简写为miR, 其命名根据被克隆的先后

顺序加上阿拉伯数字组成, 如miR-21; 若高度同

源的miRNA则在数字后面加上英文小写字母

(a、b、c), 如miR-199a和miR-199b; 由不同染色

体上的DNA序列转录加工而成的具有相同成熟

序列的miRNA, 则在后面加上阿拉伯数字加以

区别, 如miR-199a-1和miR-199a-2; 如果1个前

体的2个臂分别加工产生miRNA, 则根据克隆

实验, 在表达水平较低的miRNA后面加“*”, 
如miR-199a和miR-199a*, 也可以将物种缩写

置于miRNA之前, 如has-miR-195; 在确定命名

规则之前发现的miRNA则保留原来的名字, 如
let-7, lin-4. 
1.2 miRNA合成及作用机制 miRNA的合成是十

分复杂的生理过程: 首先, 细胞核内的miRNA
基因转录成pri-microRNA(pri-miRNA), 由细胞

核内的酶Drosha RNase将其剪切成miRNA前体

(pre-miRNA), 核内的转运蛋白将pre-miRNA转

运到细胞质中. 然后细胞质中的另一种酶Dicer
把miRNA前体剪切成双链miRNA. 成熟的miR-
NA与其互补链结合成双螺旋结构, 然后双螺旋

打开, 其中1条会与RNA诱导的基因沉默复合物

(RNA-induced silencing complex, RISC)形成非

对称的RISC复合物(asymmetric RISC assembly), 
该非对称RISC复合物能够与目标靶mRNA相结

合. 
目前普遍认为miRNA主要通过2种机制介导

转录后基因调节: 一种是mRNA的降解, 而另一种

是翻译抑制. 关于miRNA与靶基因的作用方式有

3种: (1)当miRNA与靶基因的mRNA序列互补配

对程度高时, 通过RISC切割酶Argonaute(Ago-2)
作用引起靶基因在互补区的特异性断裂, 从而导

致基因沉默; (2)当miRNA与靶mRNA序列配对程

度低时, 抑制其翻译过程, 从而调控靶基因的表

达. 以线虫lin-4为代表, 这种miRNA是目前发现

最多的种类, 但其具体机制还不清楚; (3)同时具

有以上2种作用方式, 代表为let-7.

2  大肠癌中差异表达miRNA   

2.1 大肠癌中高表达miRNA miRNA是一类新

发现的具有调节基因功能的小分子RNA, 癌组

织与正常组织相比, 高表达的定义为原癌基因

性miRNA. 目前已经发现多种miRNA在大肠

癌组织中呈高表达, 如let-7b、miR-9、miR-17-
3p、miR-21、miR-29b-2、miR-31、 miR-132、
miR-141、miR-142-3p、miR-182、miR-194、
miR-194等[16-23]. miR-21是目前唯一的在几乎所

有肿瘤中表达上调的miRNA, 其参与了肿瘤细

胞的增殖、迁移、浸润以及肿瘤的血管生成等

多个环节. Schetter等[24]通过检测197例结肠癌

组织中miRNA的表达, 发现37种miRNA的表达

存在差异, 其中miR-20a、miR-21、miR-106a、
miR-181b及miR-203的表达升高, 而又以miR-21
的升高最显著, 且其在结肠癌中的高表达与较

差的分化、较差的化疗疗效及较低的生存率

相关. Yamamichi等[25]采用原位杂交技术分析

了miR-21在结直肠癌发展的不同期别中的表

达, 结果发现miR-21的表达从癌前病变到晚期

癌逐渐增加. PDCD4是与结直肠癌发生、发展

密切相关的miR-2l靶基因之一, Chang等[26]提出, 
miR-21和PDCD4呈负相关, 提示miR-21通过降

解mRNA在后转录水平调节PDCD4表达, 进而

提示药物调节miR-21/PDCD4轴可能是结直肠

癌新的治疗策略. 
2.2 大肠癌中低表达miRNA 癌组织与正常组

织相比, 低表达的定义为抑癌基因性miRNA. 
目前已经发现多种m i R N A在大肠癌组织中

呈低表达 ,  如 l e t-7a、m i R-15b、m i R-25、
m i R-30c、m i R-92、m i R-125、m i R-127、
miR-143、miR-145、miR-148、miR-191、
miR-299、miR-451、miR-486-3p等[27-33]. Akao
等[34]发现结肠癌细胞中miR-143和miR-145表
达极度下调, 提示两者可能发挥抑癌作用. 该研

究还显示, 人结肠癌细胞株DLD-1和SW480转
染miR-143和miR-145后, 肿瘤细胞生长显著受

抑．且证实ERK5是miR-143的靶基因. Chen等[35]

发现miR-143通过抑制癌基因KRAS蛋白表达

而抑制人结肠癌细胞株LoVo生长. Shi等[36]发

现miR-145靶向下调胰岛素受体底物-1(IRS-1)
蛋白表达, 引起人结肠癌细胞生长停滞. Gre-
gersen等[37]证实在结肠癌细胞中, YES和STATl
是miR-145的直接靶分子, miR-145的表达量与

癌细胞的分化程度、远处转移或浸润生长密切

相关. 
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生、发展, 包括肿
瘤的药物治疗和
分子靶向疗法提
供新的着眼点.

3  miRNA在大肠癌发生中的作用

3.1 miRNA参与大肠癌细胞增殖 Monzo等[38]发

现, miR-17-5p及其靶分子E2F转录因子1(E2F 
transcription factor 1, E2F1)在人类结肠的早期

胚胎发育和肿瘤的发生中存在着相似的表达

模式, 且肿瘤的恶性程度越高, 其表达模式越

接近胚胎中的表达, 提示胚胎发育期结肠组织

中miR-17-5p的高表达可通过下调E2F1的表达

促进细胞的增殖; 而结肠癌发生过程中miR-17-
5p的表达重新被激活, 并导致了细胞的恶性增

殖. Akao等[39]用RT-PCR 技术在结肠癌组织及细

胞系DLD-1、SW480、COLO-201中均检测到

miR-143、miR-145表达水平下降. 进一步研究

发现在增殖期的细胞中miR-143表达下降, 而在

凋亡的细胞中表达升高. 将miR-143、miR-145
的前体分别转染至细胞系DLD-1、SW480中, 
可检测miR-143、miR-145表达水平升高, 还
可观察到剂量依赖性细胞生长抑制作用, 提示

miR-143、miR-145有抑制癌细胞生长增殖作用. 
Tazawa等[40]对25例结肠癌组织进行检测, 其中9
例(36%)miR-34a表达较周围正常组织明显下降. 
把miR-34a导入大肠癌细胞系HCT116和PKO中, 
观察到细胞增殖受到完全抑制, 并呈现出衰老

样表现型. 应用免疫印迹和基因表达微阵列技

术进一步研究发现, miR-34a通过对E2F信号通

路的负性调节以及p53信号通路的正性调节, 发
挥抑制肿瘤细胞增殖的作用, miR-34a表达失调导

致细胞增殖失控, 与大肠癌的发生密切相关.
3.2 miRNA参与大肠癌血管新生 血管新生涉

及一系列基因的激活、表达及其调控作用. 近
年来, 随着人们对miRNA研究的兴起, 人们发

现miRNA在血管新生的调控中起着至关重要

的作用. miR-27a是一种具有癌基因作用样的

miRNA, 目前发现的其下游靶基因主要有抑制

素、ZBTBl0mRNA、Myt-1以及Wee-1等[41-45]. 
有些实验也证实ZBTBl0 mRNA是miR-27a的靶

目标. ZBTBl0被认为是一种锌指蛋白, 可以抑制

特殊蛋白(specificity protein, Sp)转录因子和Sp
依赖的基因的表达[46], 而Sp转录因子Spl、Sp3
和Sp4在结肠癌肿瘤细胞中高度表达, Sp可以调

节VEGF、VEGFRl、VEGFR2等血管源性基因

的表达以及抗凋亡基因存活素的表达[47]. Myt-1
和Wee-1也是miR-27a的靶目标, 他们可以抑制

Cdc2的活性. 通过下调miR-27a的水平, ZBTBl0
和Myt-1的表达增强, 从而在G2/M检查点处抑制

结肠肿瘤细胞的生长[45]. 

3.3 miRNA参与调控大肠癌细胞周期 近来认

为miRNAs控制超过30%的编码蛋白基因的表

达[48], 许多miRNA的靶基因调节细胞周期[49-52]. 

Wang[53]等通过无偏的微点阵生物信息学方法分

析敲除miR-21的结肠肿瘤细胞, 认为细胞周期

调节因子Cdc25A可能也是miR-21的靶目标. 他
们发现血清缺乏和DNA损伤会诱导miR-21的产

生, 而miR-21通过识别Cdc25A的3'-非翻译区域

(3'-UTR)抑制Cdc25A的表达, 进而负向调控细

胞G1-S的转换, 同时参与构成DNA损伤诱导的

G2-M检查点. 因此认为miR-21在机体应激后通

过调节Cdc25A参与细胞周期的调节, 从而成为

潜在的癌基因. 
3.4 miRNA参与大肠癌侵袭转移 大肠癌的复发

转移涉及miRNA的调节作用, 他们作为生物标

志可准确地诊断大肠癌, 并且能辅助预测大肠

癌的复发转移. 目前许多研究揭示miR-21在大

肠癌中高表达, 并参与肿瘤浸润转移[54-63]. 有报

道指出, 侵袭和迁移的肿瘤细胞miRNA的表达

量整体降低, PTEN抑制细胞侵袭, 阻止细胞外

基质金属蛋白酶(matrix metalloproteases, MMP)
的表达, 而miR-21通过与靶PTEN基因的结合

促进了细胞侵袭和迁移[64]. 最近报道了另一条

转移途径: 在结肠癌中, miR-21通过下调Pdcd4
的表达而促进癌细胞内渗、侵袭和转移, 抑制

miR-21和miR-17-92的活性与降低肿瘤的生长、

侵袭、转移相关[65]. miRNA在缓解和防止肿瘤

复发中有着潜在的重要作用, 他们可能成为肿

瘤基因治疗的重要靶点. Zhang等[66]通过分析

LoVo, SW480, HT29和Caco-2 4种大肠癌细胞株

发现, 11个miRNAs(hsa-let-7i、hsa-let-7g、hsa-
miR-30a、hsa-let-7a、hsa-let-7e、hsa-miR-7、
hsa-miR-584、hsa-miR-98、hsa-miR-149、hsa-
miR-429、hsa-miR-10a)与大肠癌复发转移密切

相关, 其中hsa-let-7i在大肠癌复发转移中表达量

最高. 

4  结论

目前研究已证实miRNA在大肠癌细胞增殖、凋

亡、侵袭或肿瘤血管形成等过程中都发挥着重

要的作用. 国内外已有很多大肠癌中miRNA表

达谱的研究[67], 有关miRNA与大肠癌关系的研

究也在不断深入, 但迄今为止许多与大肠癌相

关的miRNA仍不为人知, 有关其表达调节的研

究也不全面, 且对miRNA参与大肠癌的作用机

制尚未完全明确. 相信随着今后对有关研究的
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■同行评价
该论文阐述了近
年来有关miRNA
的定义、作用机
制及与大肠癌的
关系. 有助于人们
对miRNA的理解, 
并继续研究其与
肿瘤的关系, 有一
定研究价值.

深入和技术的不断进步, 可为进一步阐明大肠

癌发生、发展, 包括肿瘤的药物治疗和分子靶

向疗法提供新的着眼点. 
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不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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■背景资料
近年, 各国科学家
运用全基因组关
联分析在人类肿
瘤, 特别是在消化
系肿瘤的研究中
取得了一系列重
要的研究成果. 
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Abstract
Genome-wide association analysis is a new strat-
egy for discovering genetic characteristics affect-
ing the development of complex diseases, which 
uses human genome single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) as markers. Using high-through-
put techniques, genome-wide association analysis 
permits to genotype whole-genome SNPs and to 
explore their association with complex disease 
at one time. Over the past 5 years, genome-wide 
association studies have been proven to be a 
powerful approach for screening the susceptibil-
ity genes for complex disease. In recent years, a 
series of important achievements have been made 
in genome-wide association analysis of human 
cancers, especially digestive tract cancers. In this 
paper we will review the progress in genome-
wide association study of digestive tract cancers.

Key Words: Genome-wide association study; Es-

ophageal cancer; Gastric cancer; Colorectal cancer

Ma J, Chen YZ, Li F. Progress in genome-wide association 
study of digestive tract cancer. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2011; 19(33): 3432-3440

摘要  

全基因组关联分析(genome-wide association 
study, GWAS)是应用人类基因组中单核苷酸
多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)
为标记进行分析, 以期发现影响复杂性疾病发
生的遗传特征的一种新策略. 因其可在全基因
组范围内进行整体研究, 能够一次性对疾病与
基因的关联进行轮廓性概览, 所以在过去的5
年中, 全基因组关联研究方法已被证明是研究
复杂疾病一种有效手段. 近年, 各国科学家运
用全基因组关联分析在人类肿瘤, 特别是在
消化系肿瘤的研究中取得了一系列重要的研
究成果, 本文将综述消化系肿瘤GWAS研究进
展, 并展望GWAS所面临的挑战及可能的解决
策略. 

关键词: 全基因组关联分析; 食管癌; 胃癌; 结直肠癌
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0  引言

全基因关联分析(Genome-wide association stud-
ies, GWAS)是一种对全基因组范围内的单核苷

酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)
进行总体关联分析的方法, 即在全基因组范围

内选择遗传变异进行基因分型, 比较病例和对

照间每个变异频率的差异, 计算变异与疾病的

关联强度, 选出最相关的变异进行验证并最终

确认与疾病相关. 2007年4月,《Nature Genet-
ics》上同时发表了2篇关于前列腺癌的GWAS结
果[1,2], 这是GWAS在肿瘤研究领域的首次报道. 
迄今为止, 已经开展了对常见恶性肿瘤的多项

GWAS研究, 如前列腺癌[3-12]、乳腺癌[13-20]和肺癌
[21-25]等. 近年来, 消化系肿瘤的GWAS研究进展迅

■同行评议者
徐宁志 ,  研究员 , 
中国医学科学院
肿瘤研究所细胞
生物与分子生物
学实验室
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■创新盘点
本文对消化系肿
瘤(胃癌、食管癌
及 结 直 肠 癌 ) 中
GWAS研究进展
和GWAS面临的
挑战及可能的解
决策略做一综述.   

速, 并取得了重要的成果, 故本文将对消化系肿

瘤(胃癌、食管癌及结直肠癌)中GWAS研究进展

和GWAS面临的挑战及可能的解决策略作一综

述. 

1  消化系肿瘤的研究进展

1.1 食管癌 2009年, 日本学者[26]率先报道了日本

人群中的食管癌的GWAS研究结果, 随后又有中

国[27,28]及美国学者[29]陆续发表了中国人群中食

管癌的GWAS研究成果. 至今, 共报道了7个有

意义的食管癌易感性位点, 分别位于ADH1B、
ALDH2、C20orf54、PLCE1、RUNX1等基因

(表1). 
A D H1B和A L D H2是最早报道的有意义

的食管癌易感基因, 分别位于染色体4q21-23
和12q24. Cui等[26]在日本人群中利用2阶段的

GWAS研究, 在总数为1 070例日本食管癌病例

和2 836例对照人群中, 经过反复的筛选, 最终发

现了2个有意义的易感基因ADH1B(OR = 1.79)
和ALDH2(OR = 1.67). 这2个基因均编码的是与

酒精和烟草代谢相关蛋白, 而吸烟和饮酒是日

本人群中最为主要的与生活习惯相关的食管癌

的危险因素. 研究者的统计分析表明, 同时具有

遗传和生活习惯危险因素的个体, 比二者均无

的个体患食管癌的风险高出190倍. 2011-06, Wu
等[27]在中国人群中的GWAS食管癌研究结果也

发现这个位于12q24染色体的易感位点(OR = 
1.33), 与Cui[26]报道的结果一致. 

2010年8月 ,  来自中国 [27,28]和美国的研究

组 [29]同时报道了中国人群食管癌的G WA S研
究结果, 并发现了相同的食管癌易感基因—位

于染色体10q23的PLCE1. Wang等[28]在中国人

群中进行了2阶段GWAS研究(第1阶段: 1 077
例食管癌和1 733例对照, 506 666个S N P; 第

2阶段: 7 976例食管癌和11 568例对照, 18个
SNP), 结果发现了新的有意义的食管癌易感基

因-PLCE1(rs2274223, OR = 1.43). 同年同期的

Abnet等[29]和随后的Wu等[27]的中国人群食管癌

的GWAS研究, 也都报道和证实了该食管癌易感

基因的存在(PLCE1, OR = 1.34). PLCE1基因编

码的是磷脂酶, 他水解磷脂酰肌醇4, 5-二磷脂盐

而参与细胞内信号传导. 而且, PLCE1可结合Ras
家族的小G蛋白, 成为GTP酶类的效应器而调节

细胞生长、分化、凋亡、血管发生. 
值得关注的是, 在Wang等[28]报道中, 还发现

了另一个有意义的食管癌易感基因: 位于染色

体20p13的C20orf54(rs13042395). C20orf54作为

一个人类核黄素转移蛋白2(hRFT2), 编码一个

开放读码框蛋白, 其在核黄素的肠吸收中发挥

重要作用. 很多文献报道过细胞内稳态中核黄

素的作用, 且核黄素缺乏与患食管癌风险性的

增加相关, 补充核黄素被证实能够降低患食管

癌风险性. 因此, hRFT2很可能通过影响核黄素

吸收的作用, 而在食管鳞癌发生中发挥重要的

作用. 
Wu等[27]在中国人群食管癌的进行的GWAS

研究 ,  结果发现了位于5个区域的7个食管癌

的易感性位点(位于染色体5q11的rs10052657, 
21q22的rs2014300, 6p21的rs10484761, 10q23
的rs2274223和12q24的rs11066015, rs2074356, 
r s 11 0 6 6 2 8 0 ) ,  证实了已往的研究结果 ,  即
ALDH2(12q24), PLCE1(10q23)是食管癌的易感

基因. 此外还有5q11, 6p21和21q22为新发现的有

意义的食管癌的易感性区域, 而其涉及的易感

基因还有待进一步研究. 
1.2 胃癌 胃癌的GWAS研究结果也是日本学者

于2008年率先发表, 随后, 中国及美国学者也相

继报道了中国人群中的研究结果[28-31](表2). 

表 1 全基因组关联发现的有意义的食管癌易感位点和(或)区域

     染色体 候选基因      位 点 OR值 参考文献

4q21-23 ADH1B rs1229984 1.79    [26]

12q24 ALDH2 rs671, rs11066015

rs2074356

rs11066280

1.33-1.67 

1.56 

1.30

   [26,27]

   [27]

   [27]
10q23 PLCE1 rs2274223 1.34-1.43    [27-29]

20p13 C20orf54 rs13042395 0.86    [28]

5q11 PDE4D rs10052657 0.67    [27]

21q22 RUNX1 rs2014300 0.7    [27]

6p21 UNC5CL rs10484761 1.33    [27]
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■应用要点
GWAS开创了研
究肿瘤遗传易感
基因的方法一个
新时代, 他是增强
人们对肿瘤认识
的强而有力的工
具, 并对肿瘤发生
发展机制的研究
提供了新思路和
途径.

2008年3月, Sakamoto等[30]报道了日本人

群胃癌的GWAS研究结果: 位于8q24的前列腺

干细胞抗原基因(PSCA)内区的rs2976392(OR = 
1.62), 该位点与弥漫型胃癌的相关度远远高于

其与肠型胃癌的相关度. 他们发现PSCA在分化

的胃上皮细胞中有表达, 并在体外实验中证实

有抑制细胞分化的活性, 且其常常在胃癌中表

达沉默. 同样的危险等位基因在韩国人群的457
例病例390例对照中也证实与弥漫型胃癌显著

相关[30](OR = 1.90). 
Wang等[28]报道的中国人群中胃-贲门腺癌

的GWAS研究中发现2个有意义的易感基因: 位
于染色体10q23的PLCE1(OR = 1.55), 20p13的
C20orf54(OR = 0.91). 同期, Abnet等[29]也报道

了位于染色体10q23的PLCE1为中国人群中有

意义的胃腺癌易感基因(OR = 1.31). 2011年, 
Zhang[31]采用独立的病例-对照研究, 在中国的人

群中验证了这几个位点. 他们选取了1 681例胃

癌和1 858例对照, 结果发现位于染色体1q22的
MUC1(OR = 0.72)和10q23(OR = 1.42)的PLCE1
与胃癌的发生有显著的相关性, 且PLCE1与胃癌

相关性在女性(OR = 1.86)和胃腺癌(OR = 1.71)
中更显著. 他们联合2个多态性评估了其联合作

用, 发现随着危险等位基因数目增加, 胃癌的发

生危险度明显增加; 且携带2个危险等位基因

的个体比未携带危险等位基因的个体患胃癌的

风险高出3.28倍. 结果显示, 位于染色体1q22和
10q23的易感基因可能被作为易感胃癌的候选

标记物. 但他们并没有检测到位于染色体20p13
的rs13042395与胃癌有显著相关性. 
1.3 结直肠癌 2007年, 结直肠癌的GWAS研究即

已开始, 至今, 已有来自英国和加拿大的研究组

分别在英国和加拿大等人群中报道了10个有意

义的结直肠癌的易感位点[32-38](表3). 
2007年7月, Tomliuson[32]和Zanke[33]同时报

道了结直肠癌GWAS研究结果, 2个研究组同时

发现了相同的结直肠癌易感位点: 位于染色体

8q24的rs6983267(OR = 1.27). 此外, Broderick等
[34]对英国家族性结直肠肿瘤(627例结直肠癌、

313例腺瘤和965例对照)的GWAS研究发现, 除
8q24外, 最显著有意义的位点是位于SMAD7(染
色体18q21.1)第3内含子的rs4939827; 此后, 该课

题组对GWAS数据进一步挖掘并经过多个研究

的独立验证发现了另一个有意义的易感基因位

于染色体15q13.3的GREM1/SCG5(rs4779584)[35]

除了已经确定的3个易感区域(分别位于染色体

8q24、18q21.1和15q13.3), 研究者通过更大样本

多次验证, 最终确认了位于染色8q23上EIF3H基

因的rsl6892766和10q14的rsl0795668是结直肠

癌的易感位点[36]. 

表 2 全基因组关联发现的有意义的胃癌易感位点和(或)区域

     染色体 候选基因     位 点 OR值 参考文献

8q24 PSCA rs2976392 1.62    [30]

1q22 MUC1 rs4072037 0.72    [29,31]

10q23 PLCE1 rs2274223 1.31-1.55    [28,29,31]

20p13 C20orf54 rs13042395 0.91    [28]

表 3 全基因组关联发现的有意义的结直肠癌易感位点和(或)区域

     染色体 候选基因     位 点 OR值 参考文献

8q23 EIF3H rs16892766 1.25    [36]

8q24 - rs6983267 1.17-1.27    [32-34,36]

10q14 - rs10795668 1.11    [36]

11q23 - rs3802842 1.12    [37]

14q22 BMP4 rs4444235 1.11    [37]

15q13 GREM1/SCG5 rs4779584 1.23-1.26    [35,36]

16q22 CDH1 rs9929218 1.10    [38]

18q21 SMAD7 rs4939827 1.16-1.20    [34,36]

19q13 RHPN2 rs10411210 1.15    [38]

20q12 - rs961253 1.12    [38]
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■名词解释
全基因关联分析: 
是一种对全基因
组范围内的单核
苷酸多态性进行
总体关联分析的
方法, 即在全基因
组范围内选择遗
传变异进行基因
分型, 比较病例和
对照间每个变异
频率的差异, 计算
变异与疾病的关
联强度, 选出最相
关的变异进行验
证并最终确认与
疾病相关.

随后, Tenesa等[37]于2008年在苏格兰人群

中进行了3个阶段的GWAS研究(第1阶段: 1 012
例结直肠癌和1 012例对照, 555 510个SNP; 第
2阶段: 2 057结直肠癌和2 111例对照, 15 008
个SNP; 第3阶段: 14 500例结直肠癌和13 294
例对照, 5个SNP), 最终发现3个有意义的位点

(rs7014346、rs4939827和rs3802842)仍然显著. 
研究结果不仅验证了以往GWAS结果(位于染

色体8q24的rs7014346和18q2l的rs4939827), 还
发现了1处新的易感位点位于染色体1lq23.19的
rs3802842, 该位点具有明显的人群差异, 其效应

在日本人群明显低于欧洲人群. 
为发现更多低共显性的易感位点, 上述2个

GWAS研究组通过Meta分析的方式共享GWAS
数据 [38],  研究者共获得13 315例研究对象的

38 710个SNP信息, 经过8个研究组27 418例研

究对象的验证, 最终发现了4个新的结直肠癌

易感区域(分别位于染色体14q22.2、16q22.1、
19q13.1和20p12.3), 体现了数据共享在肿瘤

GWAS研究中的优势.  
尽管染色体8q24、10q14、11q23区域缺乏

我们已知的基因, 近期2个报道显示[39,40], 位于染

色体8q24的易感区域可能可增强Wnt通路的信

号, 而这个通路是我们众所周知的致癌机制之

一. 将近半数的结直肠癌的易感位点存在连锁

不平衡现象, 或是存在与致癌机制中转化生长

因子β(TGF-β)信号通路的附近[41,42], 结直肠癌的

GWAS研究结果报道的与TGF-β通路相关的基

因包括: SMAD7、RHPN2、BMP4和GREM1, 
而TGF-β表达的增多会导致结直肠癌的进展和

复发.  

2  GWAS面临的挑战及可能的解决策略

虽然GWAS在肿瘤研究中取得了令人鼓舞的成

绩, 发现了大量的易感基因/位点, 但目前GWAS
发现的一些变异多位于基因组的非编码区, 所
以需更深入的研究肿瘤易感基因的功能. 且目

前GWAS确定的易感基因/位点仅能解释一部

分肿瘤发生, 仍需采取有效的措施扩大GWAS
范围, 提高GWAS发现易感位点的能力. 因此, 
GWAS结果只提示某些基因与肿瘤具有关联性, 
为其机制的研究提供启示, 至于基因如何影响

肿瘤的发生发展还将是一个更大的挑战. 我们

应该在总结过去GWAS经验的基础上发现存在

的问题, 并采取合理的措施应对这些挑战, 以进

一步优化GWAS和后续研究, 更好地理解和应用

GWAS研究结果. 
2.1 深入分析研究结果 通过统计分析遗传因素

和肿瘤的关系, 确定与肿瘤关联的功能性位点

存在一定难度. 很多研究发现, 通过GWAS发现

的许多SNP位点的改变, 并不能影响蛋白质中

氨基酸, 这为解释SNP位点与肿瘤发生之间的

关系造成了一定的困难. 但由于肿瘤发生是多

因素的作用结果, SNP位点可能通过影响RNA
的转录或翻译效率等, 在基因表达上产生短暂

的或依赖时空的多种影响, 刺激调节基因的转

录表达或影响其RNA剪接方式. 所以我们需要

更加深入的研究和确定易感基因的功能以及在

肿瘤发生发展中的作用, 比如进行精细定位研

究寻找相关变异、易感基因的功能和结构以及

转录调节方面的相关研究. 因此, 我们在找寻某

种肿瘤相关变异时, 应同时注意到编码区和调

控区位点变异的重要性, 并进一步深入研究其

功能影响[43-45]. 
2.2 扩大遗传变异研究范围 目前报道的GWAS
所采用的基因分型通量大多可同时检测55万个

SNP位点(即550K)或低于这个水准, 为发现更

多的遗传易感位点/区域, 新一轮的GWAS可能

需要进一步提高标签位点的密度(达到100万个

SNP)[46]. 此外, 基因组拷贝数变异(copy number 
variation, CNV)的研究将是GWAS的一个新的研

究点. CNV是人类基因组中存在的多种类型的

染色体数目和结构变异, 指的是与参考序列相

比基因组中≥1 kb的DNA片段插入、缺失和/或
扩增, 及其互相组合衍生的复杂染色体结构变

异[47]. 与SNP相似, 部分CNV在不同人群中以不

同频率分离并具有显著性差异, 并可能影响基

因表达和表型改变, 因此CNV也是可能引起肿

瘤发生的一种重要遗传变异[48]. 由于肿瘤相关遗

传变异可能分布在不同染色体, 单纯以SNP为基

础的关联分析可能无法有效地区分受累个体和

健康对照, 而CNV可能通过数量作用和质量作

用2种机制引起的基因剂量改变导致表型改变, 
所以CNV全基因组关联分析可能更容易检测到

致病遗传变异[49]. 因此在进行GWAS时, 联合使

用SNP和CNV这2个具有互补性的遗传标志, 将
为深入理解复杂疾病的分子机制和鉴定易感基

因, 对研究肿瘤的遗传易感机制具有重要意义. 

3  结论

GWAS开创了研究肿瘤遗传易感基因的方法一

个新时代, 虽然该研究需耗费大量的精力和经
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费, 但值得的是我们会得到一个全面的肿瘤相

关基因组变异的组图, 他是增强我们对肿瘤认

识的强而有力的工具, 并为我们对肿瘤发生发

展机制的研究提供了新思路和途径. 
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■背景资料
肉桂在民间具有
广泛的药用价值, 
尽管有研究报道
肉桂可改善胰岛
素抵抗, 但其与代
谢综合征相关的
胰岛素抵抗, 脂质
代谢紊乱的关系
尚不明确. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of volatile oil from 
Cinnamomi Cortex (VOCC) on blood glucose 
and lipid metabolism in insulin-resistant mice 
and to investigate the possible mechanisms in-
volved. 

METHODS: Insulin resistance was induced by 
feeding a high-fat diet. After insulin-resistant 
mice were treated orally with VOCC, oral glu-

cose tolerance test and insulin tolerance test 
were performed. The body weight, blood glu-
cose, serum insulin, total cholesterol, triglycer-
ide, leptin, resistin, and adiponectin were deter-
mined using biochemical methods.

RESULTS: VOCC administration decreased 
body weight gain (30.3 ± 3.6 vs 34.6 ± 3.1, P < 0.05), 
blood glucose (7.6 ± 2.2 vs 9.2 ± 1.3, P < 0.05), se-
rum insulin (1.3 ± 0.1 vs 1.7 ± 0.2, P < 0.05), total 
cholesterol (70.1 ± 10.9 vs 65.4 ± 19.5, P < 0.05), 
triglyceride (93.2 ± 13.8 vs 102.3 ± 21.5, P < 0.05), 
leptin, and resistin levels. Treatment with VOCC 
also decreased insulin resistance by improving 
oral glucose tolerance and insulin tolerance.

CONCLUSION: VOCC improved blood glucose 
and lipid metabolism by reducing serum leptin 
and resistin in insulin-resistant mice, thereby en-
hancing insulin sensitivity.

Key Words: Volatile oil from Cinnamomi Cortex; 
Insulin resistance; Hypoglycemic and hypolipidemic 
effect; Leptin; Resistin

Chen XY, Peng XP, Wang L, Wei XH, Li WJ, He M. Effect 
of volatile oil from Cinnamomi Cortex on blood glucose 
and lipid metabolism in insulin-resistant mice. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(33): 3441-3445

摘要

目的: 研究肉桂油对胰岛素抵抗小鼠糖脂代
谢的影响, 探讨其作用机制.

方法: 采用高脂饲料喂养建立小鼠胰岛素抵
抗模型, 经肉桂油治疗后测定口服糖耐量及胰
岛素耐受, 观察体质量、血糖、血清胰岛素、

甘油三酯、总胆固醇、瘦素、抵抗素、脂联
素的变化.

结果: 肉桂油能降低胰岛素抵抗小鼠的体质
量(30.3±3.6 vs  34.6±3.1, P <0.05)、血糖(7.6
±2.2 vs  9.2±1.3, P <0.05)、血清胰岛素(1.3
±0.1 vs  1.7±0.2, P <0.05)、甘油三酯(70.1±
10.9 vs  65.4±19.5, P <0.05)、总胆固醇(93.2±
13.8 vs  102.3±21.5, P <0.05)、瘦素、抵抗素
水平, 同时改善口服糖耐量, 降低胰岛素抵抗.

■同行评议者
王学美 ,  研究员 , 
北京大学第一医
院中西医结合研
究室
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■研发前沿
中药治疗具有多
靶点和多途径作
用 的 特 点 ,  在 代
谢综合征的治疗
中具有良好的开
发 前 景 .  因 此 研
究肉桂油治疗代
谢综合征及其机
制具有十分重要
的价值.

结论: 肉桂油能有效改善胰岛素抵抗小鼠糖
脂代谢, 其作用与降低血清瘦素、抵抗素水
平, 增加胰岛素敏感性有关.

关键词: 肉桂油; 胰岛素抵抗; 降糖降脂作用; 瘦素; 

抵抗素
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3441-3445

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/3441.asp

0  引言

代谢综合征(metabolic syndrome, MS)是以肥

胖、胰岛素抵抗, 伴有脂质代谢紊乱等为病理

特点的一组疾病[1]. MS可增加糖尿病、心血管

疾病的发生以及心血管疾病死亡的危险性, 因
此已经成为全球关注的公共卫生和临床难题[2]. 
其中, 肥胖与胰岛素抵抗是MS中诱发2型糖尿病

和心血管疾病的关键因素[3]. 因此, 开发具有降

低胰岛素抵抗, 控制糖脂代谢异常的药物对于

减少MS相关疾病的发生具有重要临床意义和应

用价值. 中医药重视从整体上、多环节、多途

径、多靶点地对MS进行调节, 对高糖、高脂与

代谢紊乱等多危险因素进行综合防治, 与目前

临床治疗MS的主要目标相吻合[4]. 因此, 中医药

在MS的预防和治疗中显示出优越的开发前景. 
肉桂(Cinnamomum cassia Presl)为樟科植物肉桂

的干燥树皮, 在民间有广泛的药用价值[5,6]. Cou-
turier等[7]通过高胰岛素-正葡萄糖钳夹试验研究

发现, 肉桂提取物显著增加胰岛素抵抗大鼠葡

萄糖输注速率, 增强胰岛素敏感性. 最新临床研

究结果表明, 2型糖尿病患者连续食用肉桂40 d, 
停药20 d后仍可明显改善高血糖高血脂症状[8]. 
因肉桂本身为应用广泛的香辛料, 价格低廉, 将
其开发为治疗代谢综合征的天然药物具有广阔

的前景. 本实验拟采用高脂饲料喂养C57BL/6小
鼠, 建立胰岛素抵抗模型, 研究肉桂油(VOCC)对
胰岛素抵抗小鼠糖脂代谢的影响, 并通过对脂肪

细胞分泌相关因子的分析, 探讨其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SPF级C57BL/6小鼠, 4 wk, 15 g
±2 g, 由江西中医学院实验动物部提供, 许可证

号: SCXK(赣)2006-0001. 肉桂购自湖北省中药

材公司(经南昌大学药学院何明教授鉴定为樟科

植物肉桂Cinnamomum cassia Presl的干燥树皮); 
总胆固醇、甘油三酯试剂盒购自中生北控生物

科技有限公司; 小鼠瘦素、抵抗素、脂联素、

胰岛素ELISA试剂盒由R&D公司提供; 盐酸二

甲双胍由天津太平洋制药有限公司提供; 胰岛

素注射液(10 mL: 400 U, 江苏万邦生化医药有

限公司产品); 葡萄糖(Amresco公司); 快速血糖

测试仪(强生中国医疗器材有限公司); 高脂饲料

(上海鑫邦科技有限公司); AVE-852半自动生化

分析仪(长沙爱威科技实业有限公司); 酶标仪

(Thermo公司). 
1.2 方法

1.2.1 肉桂油的提取: 称取肉桂粗粉, 过20目筛, 
萃取压力35 MPa, 萃取温度31 ℃, 解析压力5.5 
MPa, 解析温度38 ℃, 超临界萃取4 h, 挥发油提

取率为3.0%. 
1.2.2 胰岛素抵抗糖尿病小鼠模型的建立: 健康

♂C57BL/6小鼠, 给予高脂饲料(50%脂肪, 36%
碳水化合物, 14%蛋白质), 自由饮水, 持续喂养8 
wk建立糖尿病小鼠模型[9]. 8 wk后, 禁食6 h, 选取

空腹血糖大于7.8 mmol/L小鼠作为胰岛素抵抗

模型, 模型成功率为80%左右. 
1.2.3 动物分组及给药: 造模成功的C57BL/6糖
尿病小鼠(n  = 30), 随机分为3组: 模型对照组、

阳性对照组和肉桂油组, 10只/组. 另设正常对照

组C57BL/6小鼠(n  = 10), 与模型对照组小鼠具

有相同周龄, 给予普通标准小鼠饲料(12%脂肪, 
62%碳水化合物, 26%蛋白质)喂养. 除正常对照

组外, 其余各组继续喂以高脂饲料直至实验结

束. 阳性对照组灌胃给予盐酸二甲双胍肠溶片

0.25 g/(kg·d), 相当于临床用量10倍; 肉桂油按生

药30 g/kg灌胃给药, 即相当于挥发油0.9 mL/kg; 
正常对照组和模型对照组灌胃给予等量生理盐

水, 0.1 mL/10g. 连续给药3 wk, 1次/d. 
1.2.4 口服糖耐量测试: 给药1 wk后, 小鼠禁食

6 h, 灌胃给予2 g/kg的葡萄糖, 分别在0、30、
60、90、120 min采集小鼠尾静脉血, 通过快速

血糖测试仪测定小鼠血糖. 
1.2.5 胰岛素耐量测试: 给药2 wk后, 小鼠禁食

2 h, 皮下注射胰岛素(0.28 U/kg), 分别在0、30、
60、90、120 min采集小鼠尾静脉血, 通过快速

血糖测试仪测定小鼠血糖.
1.2.6 血清生化指标测定: 给药3 wk后, 测定小

鼠体质量, 禁食6 h, 采集小鼠尾静脉血, 通过快

速血糖测试仪测定小鼠血糖. 摘眼球取血, 分离

血清, -20 ℃冻存. 检测血清总胆固醇、甘油三

酯水平, 采用半自动生化分析仪测定, 结果以

mg/dL表示. 血清瘦素、脂联素、抵抗素、胰岛
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■相关报道
Couturier等通过高
胰岛素-正葡萄糖
钳夹试验研究发
现, 肉桂提取物显
著增加胰岛素抵
抗大鼠葡萄糖输
注速率, 增强胰岛
素敏感性, 但深入
机制尚未阐明.

素测定按照ELISA试剂盒操作, 结果以ng/mL
表示. 

统计学处理 数据以(mean±SD)表示, 实验

数据以组间t检验处理, P <0.05具有统计学意义. 
数据统计由SPSS13.0软件包完成. 

2  结果

2.1 肉桂油对胰岛素抵抗糖尿病小鼠口服糖耐

量的影响 口服糖耐量测试结果显示, 给予葡

萄糖0.5 h后, 模型组血糖显著高于正常对照组

(P <0.001), 而肉桂油及二甲双胍均可快速降低

最大血糖浓度(P <0.01, 图1), 表明肉桂油可增加

组织对葡萄糖的利用. 
2.2 肉桂油对胰岛素抵抗糖尿病小鼠胰岛素耐

量的影响 采用胰岛素耐量试验评估外周胰岛

素抵抗, 通过外周组织对葡萄糖代谢来反映胰

岛素的敏感性. 结果显示, 给予胰岛素30 min
后, 模型组血糖下降程度明显低于空白对照组

(P <0.001), 表明模型组小鼠外周组织胰岛素抵

抗明显. 肉桂油组和二甲双胍组小鼠, 给予胰岛

素后, 可显著降低血糖, 其作用有显著性差异

(P <0.01), 表明肉桂油可增加外周组织对胰岛素

的敏感性(图2). 

2.3 肉桂油对胰岛素抵抗糖尿病小鼠体质量、血

糖、血清胰岛素和血脂水平的影响 给药3 wk后, 
与正常对照组相比, 模型组小鼠体质量、血糖、

血清胰岛素、总胆固醇和甘油三酯水平显著升

高(P <0.05), 表现为肥胖、高血糖、高血脂、高

胰岛素血脂的特点, 表明胰岛素抵抗糖尿病小鼠

造模成功. 给予肉桂油后, 小鼠体质量、血糖水

平、胰岛素水平、总胆固醇和甘油三酯水平均

明显低于模型组(P <0.05), 表明肉桂油可改善糖

尿病小鼠肥胖、高血糖、高血脂、高胰岛素血

症状态, 其作用于二甲双胍相当(表1). 
2.4 肉桂油对胰岛素抵抗糖尿病小鼠血清脂肪

素的影响 模型对照组小鼠血清瘦素, 抵抗素水

平显著高于空白对照组(P <0.05), 表明采用高脂

饲料喂养可造成小鼠脂肪素水平紊乱. 给予肉

桂及二甲双胍后, 小鼠瘦素和抵抗素水平显著

低于模型对照组(P <0.05). 此外, 各组小鼠血清

脂联素水平无显著性差异(图3). 

3  讨论

在MS的发病过程中, 甘油三酯合成的减少和脂

肪组织脂解作用的增加导致血浆游离脂肪酸的

增加, 最终导致脂质在内脏和骨骼肌中的沉积. 
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图 1 肉桂油对胰岛素抵抗糖尿病小鼠口服糖耐量的影响. 
cP<0.001 vs  正常对照组; bP<0.01 vs 模型对照组.

表 1 肉桂油对胰岛素抵抗糖尿病小鼠体质量、血糖、血清胰岛素、总胆醇和甘油三酯水平的影响 (mean±SD)

     分组 正常对照组 模型对照组 二甲双胍    肉桂油

体质量(g) 27.3±2.1b   34.6±3.1 33.2±2.9a 30.3±3.6a

血糖(mmol/L) 6.2±1.2b   9.20±1.3 7.20±1.8a   7.6±2.2a

血清胰岛素(ng/mL) 1.0±0.1b   1.70±0.2 1.20±0.1a   1.3±0.1a

血清总胆固醇(mg/dL) 88.2±18.3a 102.3±21.5 90.6±29.8a 93.2±13.8a

血清甘油三酯(mg/dL) 77.8±13.5a 65.40±19.5 63.5±12.7a 70.1±10.9a

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型对照组.

图 2 肉桂油对胰岛素抵抗糖尿病小鼠胰岛素耐量的影响. 
cP<0.001 vs  正常对照组; bP<0.01 vs 模型对照组.

■创新盘点
本研究首次报道
了肉桂油可以同
时改善糖脂代谢
紊 乱 ,  发 现 肉 桂
油降低胰岛素抵
抗, 改善脂质代谢
紊乱的作用机制
与降低血清抵抗
素、瘦素水平的
有关.
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脂质代谢障碍通过活化PKCs/JNK(Protein kinase 
C/Jun amino-terminal kinase)和诱导氧化应激等

方式促进全身的胰岛素抵抗. 游离脂肪酸还通

过直接作用于胰岛beta细胞而产生高胰岛素血

症. 因为胰岛素能刺激甘油三酯的合成和储存

并抑制脂解作用, 所以脂肪细胞中的胰岛素功

能受损反过来促进脂肪组织的脂质代谢障碍. 
因此, 胰岛素抵抗和脂质代谢紊乱构成了MS的
重要病理生理学机制[10]. 

本研究结果显示, C57BL/6小鼠采用高脂

饲料喂养, 体质量显著增加, 并表现为胰岛素抵

抗、脂质代谢紊乱、高瘦素血症及高抵抗素血

症等MS症状. 而肉桂油能有效控制胰岛素抵抗

小鼠的体质量, 降低血糖, 改善血清总胆固醇和

甘油三酯水平. 同时口服糖耐量及胰岛素耐量

测试均表明, 肉桂油具有增加胰岛素的敏感性, 
增加外周组织对葡萄糖的利用. 此外, 血清瘦素

及抵抗素水平亦得到改善. 说明肉桂提取物具

有改善MS相关症状的药理作用. 
胰岛素抵抗是代谢综合征重要的病理基础, 

表现为胰岛素在肌肉、脂肪、肝脏等外周组织

中敏感性降低[11]. 其中脂肪组织分泌的众多细胞

因子如脂联素、抵抗素、瘦素等通过自分泌、

旁分泌等途径影响胰岛素在外周组织的作用. 
当脂质代谢紊乱, 脂质沉积, 由此引发的脂肪细

胞代谢紊乱会造成这些因子的分泌出现失调, 
进而影响血糖的正常代谢, 是发生胰岛素抵抗

的重要原因之一[12]. 瘦素是人类肥胖(ob)基因编

码的多肽激素, 主要由白色脂肪组织合成分泌, 
其主要功能是抑制摄食, 增加能量消耗, 减少脂

肪堆积[13]. 当出现瘦素抵抗时, 瘦素对胰岛素的

抑制作用减弱, 正常的脂肪胰岛素反馈机制破

坏, 胰岛素大量分泌, 引起高胰岛素血症, 并降

低胰岛素受体数量, 导致IR的发生[14]. 抵抗素主

要表达于白色脂肪组织, 具有抵抗胰岛素的作

用, 可作用于脂肪、骨骼肌和肝细胞, 减弱这些

细胞对胰岛素的敏感性[15]. 因此, 瘦素和抵抗素

在胰岛素抵抗中扮演重要的角色, 是降低胰岛

素抵抗的重要靶点. 肉桂油具有调节脂肪细胞

因子的分泌水平, 从而降低了胰岛素抵抗, 进而

降低血糖, 改善脂质代谢. 
同时, 血清甘油三酯, 总胆固醇的含量的降

低, 以及肥胖小鼠体质量的减轻, 进一步促进了

脂质沉积减少, 该作用共同调节脂肪组织对脂

肪细胞因子的分泌. 以上作用提示, 肉桂油通过

改善胰岛素抵抗, 改善脂质代谢紊乱, 调节瘦

素、抵抗素的分泌, 对MS相关的多方面危险因

素进行防治.  
此外, 各组血清脂联素水平无显著变化, 说

明采用高脂饲料喂养C57BL/6小鼠不能造成脂

联素代谢紊乱. 脂联素主要通过增加胰岛素促

进的骨骼及胰岛素受体酪氨酸磷酸化改善全身

胰岛素抵抗, 尽管脂联素是胰岛素抵抗的重要

指标, 但其血清水平由遗传、环境等多种因素

控制[11], 因此在本研究中未发现胰岛素抵抗小鼠

脂联素水平的变化. 
总之, 肉桂油能增强外周组织对胰岛素的敏

感性, 增加葡萄糖的利用, 降低胰岛素抵抗小鼠

高血糖, 高血脂症状, 改善口服糖耐量, 同时降

低重要脂肪细胞因子瘦素和抵抗素的水平, 从
而最终改善胰岛素抵抗小鼠的糖脂代谢紊乱. 
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对胰岛素抵抗小
鼠的糖脂代谢影
响, 有着很好的现
实意义.
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Abstract
AIM: To evaluate the effect of vacA gene sequence 
variation on VacA activity by analyzing the full-
length sequence of the vacA gene of high- and 
low-cytotoxic Helicobacter pylori (H. pylori) strains 
isolated from China. 

METHODS: The full-length sequences of the vacA 
gene of four high- and four low-cytotoxic H. pylo-
ri strains were retrieved from GenBank database 
and analyzed using three bioinformatic programs 
(DNAMAN, Lasergene 7.0 and MEGA 5.0).

RESULTS: There existed significant sequence 
variations in the vacA gene among high- and 
low-cytotoxic H. pylori strains isolated from 

China and a high-cytotoxic H. pylori 60190 strain 
isolated from west country. These variations 
were mainly concentrated on the p55 domain of 
the vacA gene, resulting in transitions between 
hydrophobic and polar amino acids. Several in-
sertion variations were detected in low-cytotoxic 
H. pylori strains compared to the H. pylori 60190 
strain. High- and low-cytotoxic strains as well 
as strains isolated from China and west country-
were clustered as different H. pylori lineages.

CONCLUSION: Sequence and insert variation 
in the vacA gene might be an important reason 
resulting in VacA activity difference among H. 
pylori strains.

Key Words: Helicobacter pylori ; vacA  gene; DNA 
sequence; Amino acid sequence; Phylogenetic tree

Yang ZM. Relationship between full-length sequence 
characteristics of the vacA gene from high-cytotoxic 
and low-cytotoxic Helicobacter pylori in China and VacA 
activities. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(33): 
3446-3451

摘要

目的: 探讨中国幽门螺杆菌(H e l i c o b a c t e r 
pylori , H. pylori )强细胞毒株和弱细胞毒株
vacA基因序列差异对其VacA活性的影响.

方法: 从GenBank数据库下载4个强细胞毒
株和4个弱细胞毒株vacA 基因全长DNA和氨
基酸序列, 利用DNAMAN、lasergene 7.0、
MEGA 5.0 3个生物信息学软件对其进行分析.

结果: (1)中国H. pylori强细胞毒株、弱细胞毒
株和西方强细胞毒株60190株3者之间在vacA
基因序列上都存在明显的差异, 这些差异主要
集中在vacA基因p55结构域, 表现为疏水性氨
基酸与极性氨基酸之间的转换; (2)弱细胞毒
株还存在多个插入变异位点; (3)强细胞毒株
和弱细胞毒株, 中国和西方分离株在系统发育
树中分别聚类为不同的谱系.

结论: vacA 基因序列差异和插入突变可能是

■同行评议者
陈国忠, 副主任医
师, 广西中医学院
第一附属医院消
化内科
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■研发前沿
基因多态性是导
致 基 因 功 能 变
化 的 遗 传 基 础 . 
Va c A 氨 基 酸 序
列变异会改变其
空 间 结 构 ,  进 而
影 响 Va c A 的 毒
性, 因此, 通过不
同 Va c A 活 性 的
H. pylori 菌株的
vacA 基因序列分
析 ,  可 以 揭 示 导
致不同H. pylori
菌株VacA活性差
异的深层原因.

导致中国不同H. pylori  VacA活性差异的重要
原因.

关键词: 幽门螺杆菌; vacA 基因; DNA序列; 氨基酸

序列; 系统发育树
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )是一种

人类常见致病菌, 全世界有50%的人终身感染这

种细菌. 自从1982年Marshall和Warren发现H. py-
lori是导致消化性溃疡病的主要致病菌以来, 越
来越多的证据表明H. pylori与胃炎、胃溃疡、

胃癌、胃黏膜相关的淋巴样组织淋巴瘤(MALT)
和胃腺癌密切相关[1,2]. vacA基因编码的空泡毒

素A(Vacuolating Cytotoxin, VacA)是H. pylori产
生的重要毒力因子, 可导致上皮细胞的空泡变

性[3]. VacA是以140 kDa毒素前体的形式被翻译, 
在分泌过程中经过N-和C-端的水解产生N-端信

号肽(Signal Peptide, SP)(氨基酸残基-33-0)、88 
kDa的成熟毒素p88(氨基酸残基1-821)、未知功

能的分泌α肽(Secreted Alpha Peptide, SAP)(氨
基酸残基822-954)和C-端β-桶型结构域(Beta-
Barrel Domain, BBD)(氨基酸残基955-1254). p88
含有p33和p55两个结构域, 其中p33(氨基酸残

基1-311)与孔的形成有关, 而p55(氨基酸残基

312-821)含有一个或多个细胞结合区域. p33和
p55结构域共同介导VacA与靶细胞表面的相互

作用, 都是VacA发挥毒力作用所必需的[4]. 临床

发现所有H. pylori菌株都具有vacA基因, 但是不

同的菌株在表达空泡毒性的活性上存在明显的

差异[5,6]. 研究发现VacA毒性差异与vacA基因型

或序列多态性密切相关, 并且这种序列差异性

还表现出明显的地理差异性[7,8]. 根据vacA基因

s区(信号序列区)和m区(p55结构域的中间序列

区)是否存在标签序列以及两者之间的序列差

异, vacA等位基因能够被分成s1/s2、i1/i2、m1/
m2不同的家族[8-10]. 通常含有s1、i1和m1的vacA
等位基因的菌株更易导致溃疡性疾病或胃癌的

发生[8,10].
中国是一个H. pylori感染率高的国家, 也是

胃癌的高发区. 目前我国学者对不同省市H.  py-
lori的vacA基因型以及与胃肠疾病的相关性进

行了广泛的研究, 其中也有对vacA基因s区或m
区部分序列的对比分析[11-13], 但是对vacA基因全

长进行深入分析的报道还很少, 尤其是对具有

不同细胞毒性活性的H. pylori株的vacA基因全

长的对比分析还未见报道. 本研究通过对中国

H. pylori强细胞毒株和弱细胞毒株与西方强细

胞毒株60190株vacA基因DNA和氨基酸序列进

行了深入的对比分析, 探讨中国H. pylori强细胞

毒株和弱细胞毒株vacA基因序列的特点及其与

西方强细胞毒株的差异, 揭示导致中国H. pylori
不同细胞毒株VacA活性差异的原因. 并且利用

vacA基因序列构建了中国与西方H. pylori分离

株的系统发育树.

1  材料和方法

1.1 材料 本研究数据来源于GenBank数据库, 其
相关信息见表1.
1.2 方法 将高细胞毒性的菌株5060d, 5038c, 
4611a和3554a分为一组, 将弱细胞毒性的菌株

5147c, 5114a和3295b和无细胞毒性的菌株1811a
分为另一组. 以西方强细胞毒株60190株vacA基

因作为对照, 利用DNAMAN软件对中国H. pylori
弱细胞毒株和强细胞毒株的vacA基因DNA和氨

基酸序列进行相似性分析; 利用lasergene 7.0软
件的EditSeq功能模块分别对他们的DNA和氨基

酸序列进行碱基和氨基酸统计; 利用MEGA 5.0
软件采用邻接法(NJ)分别对中国和西方H. pylori
分离株vacA基因DNA和氨基酸序列构建系统发

育树, 采用Bootstrap的方法重复1 000次进行检验.

2  结果

2.1 vacA基因DNA和氨基酸序列相似性分析 中
国H. pylori强细胞毒株和弱细胞毒株与60190株
vacA基因DNA和氨基酸序列相似性分析结果如

表2. 本研究中H. pylori的vacA基因DNA和氨基

酸序列相似趋势一致, 并且DNA序列相似性略

高于氨基酸序列相似性. 就菌株而言, 组内相似

性明显高于组间, 组间相似性以强细胞毒株与

60190株为最高. 中国H. pylori分离株与60190株
vacA基因DNA序列平均相似性为87.24%, 氨基

酸序列平均相似性为85.27%.
vacA基因碱基和氨基酸统计分析显示, 本

研究中不同H. pylori分离株之间碱基数量虽有

差异, 但其百分含量没有明显差异(结果未显示). 
相对于60190株, 中国H. pylori分离株vacA基因

在氨基酸数量和不同类型氨基酸含量都存在明
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显的差异, 这种差异性表现为酸性、碱性和疏

水性氨基酸含量明显增加, 极性中性氨基酸含

量明显降低, 其中弱细胞毒株与60190株的差异

性更大(表3).
2.2 vacA 基因不同结构域氨基酸序列分析 与
60190株相比, 中国H. pylori分离株vacA基因氨

基酸变异位点有76个(不包括1个插入位点), 变
异率为5.91%. 这些差异位点分布在vacA基因不

同结构域中, 其中以p55区最多, 变异率最大, 氨
基酸变异大部分表现为疏水性氨基酸与极性氨

基酸(包括酸、碱和中性氨基酸)之间的转换. 并

且弱细胞毒株与60190株的差异性较强细胞毒

株的更大. 强细胞毒株与弱细胞毒株之间变异

位点有161个(不包括7个插入/缺失位点), 变异率

为12.51%, 仅次于弱细胞毒株与60190株之间的

变异率(15.07%, 表4). 此外, 弱细胞毒株在vacA
基因m区插入了21个氨基酸, 序列完全相同, 但
与西方无毒株Tx30a的插入序列有3个氨基酸残

基的差异.
2.3 vacA 基因DNA和氨基酸序列系统发育树构

建vacA基因DNA和氨基酸序列系统发育树具有

非常高的相似性, 其中强细胞毒株和弱细胞毒株

表 1 幽门螺杆菌菌株vacA 基因型及其DNA和氨基酸序列来源

     菌株名称 细胞毒性 菌株来源 基因型 GenBank登记号 文献来源

J128(95-54)     无   意大利 s1/m2 U95971; AAC25911 [14]

Tx30a     无   美国 s2/m2 U29401; AAA86834 [8]

CHN1811a     无   中国 s1/m2 AF050326; AAF26508 [15,16]

CHN5147c     弱   中国 s1/m2 AF050320; AAF26502 [15,16]

CHN5114a     弱   中国 s1/m2 AF050327; AAF26509 [15,16]

CHN3295b     弱   中国 s1/m2 AF050319; AAF26501 [15,16]

CHN5060d     高   中国 s1/m1 AF050328; AAF26510 [15,16]

CHN5038c     高   中国 s1/m1 AF361702; AAL83505 [16,17]

CHN4611a     高   中国 s1/m1 AF361701; AAL83504 [16,17]

CHN3554a     高   中国 s1/m1 AF361700; AAL83503 [16,17]

60190     高   英国 s1/m1 U05676; AAA17657 [18]

NCTC 11637     高   澳大利亚 s1/m1 AF049653; AAD04290 [7]

185-44     高    德国 s1/m1 Z26883; CAA81528 [19]

表 2 中国幽门螺杆菌高、弱细胞毒株和60190株vacA 基因DNA和氨基酸序列相似性比对 (%)

                      高细胞毒株                   弱细胞毒株                     60190株

氨基酸序列相

 似性平均值

DNA序列相

似性平均值

氨基酸序列相

  似性平均值

DNA序列相

似性平均值

氨基酸序列相

  似性平均值

DNA序列相

似性平均值
高细胞毒株    95.16      94.45      88.37      89.01

弱细胞毒株    84.98     96.01      95.93      85.47

60190株    88.45     82.09        100      100 

表 3 中国幽门螺杆菌高、弱细胞毒株和60190株vacA 基因各类氨基酸数量及其占总氨基酸的比例

      TA SBA SAA  HA PMA

60190株 1287 113 97 439 453 

0.0878 0.0754 0.3411 0.3520 

高细胞毒株 1294 118 99 451 441 

0.0910a 0.0761 0.3489b 0.3411a 

弱细胞毒株 1326 122 104 459 445 

0.0922a 0.0783b 0.3461b 0.3359b 

TA: 氨基酸总数; SBA: 强碱性氨基酸数量及所占比例(K, R); SAA: 强酸性氨基酸数量及所占比例(D, E); HA: 疏水性氨基酸数量及所

占比例(A, I, L, F, W, V); PMA: 极性中性氨基酸数量及所占比例(N, C, Q, S, T, Y). aP<0.01, bP<0.001.

■相关报道
Yoshiyuki等通过
对日本H. pylori有
细胞毒株和无细
胞毒株vacA 基因
全长的分析发现, 
50%无细胞毒株
存在内部复制、
大 片 段 删 除 、
1 bp插入等导致
VacA翻译提前终
止的突变, 然而有
细胞毒株不存在
这些突变.
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各自聚为一类, 在强细胞毒株和弱细胞毒株内部

中国分离株和西方分离株又各自聚为一个亚类, 
并且每一类或亚类都具有很高的支持率(图1).

3  讨论

vacA基因编码产物是H. pylori的一个重要毒力

因子. 虽然所有的H. pylori都存在vacA基因, 但
是临床分离的H. pylori菌株仅有50%或者更低的

能产生这种毒素. 究其原因, 可能与vacA基因序

列变异或多态性密切相关. Atherton等[8]通过对

强细胞毒株60190与无细胞毒株Tx30a遗传差异

性分析, 发现两者存在vacA基因型差异, 他们认

为特定的vacA基因型与其细胞毒性的活性和感

染的临床结果密切相关. 目前发现vacA基因主

要存在s1/s2, i1/i2和m1/m2 3个等位基因, 这3个
等位基因可以组合形成不同的vacA基因型. 此
外, vacA基因型的分布有明显的地理差异, 中国

各省市vacA基因型虽然存在一定的差异, s1/m2
和s1/m1都存在, 但以s1/m2为主[11-13,15]. 本研究

中, 强细胞毒株都为s1/m1型, 弱细胞毒株均为

s1/m2型(除Tx30a外). 这一定程度上为“含有s1, 
i1和m1 vacA等位基因的菌株更易导致溃疡性疾

病或胃癌的发生”的结果提供了依据.
VacA作为一种蛋白毒素, 特定的空间结构

是其发挥功能的必要条件. 然而蛋白空间结构

是由蛋白质的一级结构决定, 因此通过对vacA
基因DNA和氨基酸序列的分析, 有助于我们揭

示导致不同H. pylori菌株存在VacA活性差异的

原因. 通过序列相似性分析, 我们发现vacA基因

DNA和氨基酸序列相似性顺序为: 中国H. pylori
弱细胞毒株组内>强细胞毒株组内>强细胞毒株

-60190株>强细胞毒株-弱细胞毒株>弱细胞毒

株-60190株. 这一结果说明中国H. pylori分离株

vacA基因DNA和氨基酸序列在强细胞毒株和

弱细胞毒株组内都非常保守, 强细胞毒株、弱

细胞毒株和西方强细胞毒株60190株三者之间

相似性明显降低, 存在明显的差异, 并且这种差

异性表现为功能上的差异性小于地理上的差异

性, 以功能保守为首要的. Gangwer等[4]通过对来

自不同国家分离的H. pylori  vacA基因进行聚类

分析发现m1和m2型菌株各自聚为一类, 其中m1
型又分为亚洲分离株和非亚洲分离株两个亚型, 
m2型菌株虽然亚洲和非亚洲分离株没有完全

分开, 但是两者也存在一定程度的分离. 纪徐淮

等[15]研究发现不同来源的H. pylori菌株能够分

为m1型和m2型两个聚类群, 每一个聚类群又可

再分为中国株和西方株两个地理分类亚群. 本
研究对中国和西方H. pylori分离株的vacA基因

表 4 中国幽门螺杆菌高、弱细胞毒株和60190株vacA 基因不同结构域氨基酸序列对比分析

     
比较类型      

结构域

       SP       p33          p55        SAP      BBD

T A T A T A T A T A

中国分离株对60190株 1 0 10 7 43+1m 25+7n 6+1m 5+1n 16 12

弱细胞毒株对60190株 1 0 16 9+1n 147+7m 90+8n 9+1m 6+2n 21 14+2n

高细胞毒株对60190株 3 1 12 8+1n 67+1m 42+2n 8+1m 6+1n 18 12

高细胞毒株对弱细胞毒株 2 1 7 4+1n 139+7m 83+10n 7 1+3n 6 2+2n

T: 变异位点总数; A: 存在氨基酸残基极性差异的变异位点数; n组内存在氨基酸极性差异的变异位点数; m插入/缺失位点数.

 B WEST11637
WEST60190
WEST185-44

CHN5060d
CHN5038c
CHN3554a
CHN4611a

WESTTx30a
WESTJ128

CHN3295b
CHN5114a
CHN5147c

CHN1811a
93

100

100

100

100
99

100

56

100

55

0.01

WEST11637
WEST60190

WEST185-44
CHN4611a
CHN5060d

CHN3554a
CHN5038c

WESTTx30a
WESTJ128

CHN3295b
CHN5114a

CHN5147c
CHN1811a100

100
100

100

100

100

100
100

51

65

0.01

A

图 1 基于vacA 基因DNA和氨基酸序列构建的系统发育树. A: DNA序列分析结果; B: 氨基酸序列分析结果. WEST: 西方H. 
pylori分离株, CHN: 中国H. pylori分离株.

■创新盘点
本研究发现中国
H. pylori高细胞毒
株、弱细胞毒株
和西方高细胞毒
株60190株的vacA
基因序列存在明
显的差异 :  (1)序
列差异主要表现
为p55区的疏水性
与极性氨基酸之
间的转换 ;  (2)弱
细胞毒株存在多
个插入变异位点; 
(3)三者在系统发
育树中分别聚类
为不同的谱系.
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DNA序列和氨基酸序列进行聚类分析, 也发现

m1型强细胞毒株和m2型弱细胞毒株各自聚为

一类, 在每一大类内部中国分离株和西方分离

株又各自聚类为一个亚类. 这进一步说明中国

H. pylori强细胞毒株和弱细胞毒株在vacA基因

序列上存在明显的差异, 并且同为强细胞毒株的

中国和西方H. pylori分离株之间也表现为明显的

地理差异.
组成人类蛋白质的常见氨基酸有20种, 共分

为疏水性氨基酸、极性中性氨基酸、酸性氨基

酸和碱性氨基酸4种, 其中包括酸性、碱性和中

性的极性氨基酸常处于蛋白质的外侧, 疏水性

氨基酸常处于蛋白质的内侧, 因此蛋白质氨基

酸残基极性的改变会直接影响蛋白质空间结构, 
进而影响蛋白质的功能发挥. 通过对vacA基因

氨基酸序列的深入分析, 我们发现中国H. pylori
分离株与60190株相比, vacA基因在氨基酸数量

和不同类型氨基酸含量都存在明显的差异, 这
种差异性表现为酸性、碱性和疏水性氨基酸含

量明显增加, 极性中性氨基酸含量明显降低. 其
中弱细胞毒株与60190株的差异性更大. 通过

VacA不同结构域的进一步分析, 我们发现这些

氨基酸残基的差异位点分布在vacA基因不同结

构域中, 其中以p55区最多, 变异率最大, 氨基酸

变异同样表现为疏水性氨基酸与极性氨基酸(包
括酸、碱和中性氨基酸)之间的转换, 并且弱细

胞毒株与60190株的差异性表现更为明显. 这些

结果说明组成vacA基因氨基酸残基的极性变异

可能是导致VacA结构改变, 进而影响其毒性改

变的重要原因. 同时vacA基因p55结构域含有多

个细胞结合区域, 他在介导VacA和靶细胞的相

互作用方面具有重要作用, 因此, p55区氨基酸

残基的大范围变异可能会直接影响VacA与靶细

胞的结合, 进而影响VacA活性的发挥. 此外, 与
60190株相比, 我们还发现弱细胞毒株在p55结
构域中存在多个插入位点, 然而强细胞毒株只

存在1个中国H. pylori分离株共有的插入位点. 
这一结果说明中国H. pylori弱细胞毒株vacA基

因插入变异可能是导致其活性降低的另一原因.
另外, Ito等[7]通过对日本H. pylori有细胞毒

株和无细胞毒株vacA基因全长的分析发现, 50%
无细胞毒株存在内部复制、大片段删除、1 bp
插入等导致VacA翻译提前终止的突变, 然而有

细胞毒株不存在这些突变. 在我们的分析中, 弱
细胞毒株vacA基因没有发现这些突变, 这可能

是我们的样品量较少 ,  存在这些突变的中国

H. pylori菌株没有被采集到用于测序分析. 同时

也可能是导致VacA活性差异的原因也像vacA
基因型分布一样存在地理差异性.

总之, 通过对vacA基因序列的深入分析, 我
们发现中国H. pylori强细胞毒株、弱细胞毒株

和西方强细胞毒株三者之间在vacA基因DNA和

氨基酸序列上都存在明显的差异, 这些差异性

主要集中在vacA基因p55结构域, 表现为疏水性

氨基酸与极性氨基酸(包括酸、碱和中性氨基

酸)之间的转换. 而且, 弱细胞毒株还存在多个插

入变异位点 .  所有这些差异可能是导致不同

H. pylori  VacA活性差异的重要原因. 此外, 中国

和西方H. pylori分离株系统发育树分析显示, 强
细胞毒株和弱细胞毒株、中国和西方分离株分

别聚类为不同谱系.
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重症急性胰腺炎继发感染易感因素临床分析42例
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■背景资料
重症急性胰腺炎
因其高并发症、
高病死率和病情
的 多 变 性 ,  一 直
是临床医师最为
关注并付出大量
精力进行探索和
研究的疾病之一. 
后期病死率高达
20%-30%, 其主
要死亡原因是胰
腺继发细菌感染, 
如何有效控制感
染发生一直备受
关注. 
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Abstract
AIM: To conduct a systematic evaluation of pre-
disposing factors to infection secondary to severe 
acute pancreatitis (SAP). 

METHODS: The clinical data for 42 patients 
with infection secondary to SAP who were treat-
ed from January 2000 to January 2008 at Tianjin 
Nankai Hospital were retrospectively analyzed. 
Univariate and multivariate models were used 
to find predisposing factors to infection second-
ary to SAP.

RESULTS: The interval between onset and ad-
mission (effective treatment time), APACHE-Ⅱ
score, CT score, PO2, intestinal function recovery 
time, and BE were significantly associated with 
the development of secondary infection in pa-

tients with SAP (OR = 2.846, 7.286, 34.833, 0.350, 
24.273, 0.194, all P < 0.05).

CONCLUSION: The time from onset to admis-
sion, APACHE-Ⅱ score, CT score, PO2, intestinal 
function recovery time, and BE are predisposing 
factors to infection secondary to SAP.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Secondary 
infection; Predisposing factor

Qu PF, Cui NQ, Wang H. Predisposing factors to infection 
secondary to severe acute pancreatitis: an analysis of 
42 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(33): 
3452-3457

摘要

目的: 总结中西医结合治疗重症急性胰腺炎
(severe acute pancreatitis, SAP)继发感染易感
因素.

方法: 采集2000-01/2008-01天津市南开医院符
合SAP标准的患者217例, 统计分析符合重症
急性胰腺炎继发感染的42例患者的临床资料, 
对临床和实验室检查20项指标进行单因素、

多因素分析.

结果: 易感因素临床分析发现SAP患者发病至
入院时间(有效治疗给予时间)、APACHE-Ⅱ评
分、CT评分、PO2、肠功能恢复时间、BE六项
指标继发感染与未感染差异显著(OR = 2.846, 
7.286, 34.833, 0.350, 24.273, 0.194, 均P <0.05).

结论: 发病至入院时间(有效治疗给予时间)、
APACHE-Ⅱ评分、CT评分、PO2、肠功能恢
复时间、BE是SAP继发感染的易感因素.

关键词: 重症急性胰腺炎; 继发感染; 易感因素
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)

■ 同行评议者
陈海龙, 教授, 大
连医科大学附属
第一医院院办
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■研发前沿
胰腺感染是重症
急性胰腺炎后期
死亡的主要原因, 
目前对后期继发
感染的预测标准
很 少 ,  为 了 判 定
患者继发细菌感
染的可能是否存
在 ,  需 要 更 加 准
确 、 简 便 、 可
靠、可行的预测
坏死胰腺继发感
染的临床预测体
系, 来预测SAP继
发感染.

因其高并发症、高病死率和病情的多变性, 长
期以来一直是临床医师最为关注并付出大量精

力进行探索和研究的疾病之一. 近年来尽管在

发病机制研究、诊断、病情评估、重要脏器

功能维护和手术方式、手术时机选择等方面

有了长足进步, 但其病死率仍然居高不下. 急
性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是21世纪胰腺

外科面临的一大难题, 轻型急性胰腺炎(m i l d 
acute pancreatitis, MAP)病死率约为0%, SAP发
病率为3/10 000[1,2], SAP临床病理变化复杂, 起
病急, 进展快, 早期即可发生全身炎症反应综

合征(systemic inflammatory response syndrome, 
SIRS)、多器官功能障碍综合征(multiple organ 
dysfunction syndrome, MODS), 随着诊疗手段

的提高, 早期死亡率已明显降低, 而后期病死率

高达20%-30%, 其主要死亡原因是胰腺继发细

菌感染[3], 其中80%与继发感染有关[4]. 如何降

低SAP感染并发症的发生及如何有效控制感染

发生一直备受关注, 继发感染的早期预测对指

导治疗极其重要, 然而临床上对继发感染相关

因素在感染发生的判断中一直没有一个明确

的标准, 作者通过回顾性分析天津市南开医院

2000-01/2008-01收治的217例SAP患者的临床资

料, 归纳、分析、总结继发感染的易感因素, 为
继发感染的临床预测提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 2000-01/2008-01天津市南开医院共收

治符合诊断标准的SAP患者217例, 男117例, 女
100例, 年龄25-89岁, 平均年龄(54.89±14.71)
岁, 其中继发感染患者42例. 诊断标准参照2000
年中华医学会外科学分会胰腺外科学组《重症

急性胰腺炎诊治原则草案》[5], 及2006年中华医

学会外科学分会胰腺外科学组《重症急性胰腺

炎诊治指南》SAP的诊断标准及继发感染诊断

标准[6].
1.2 方法 对每一份病历进行详细分析总结, 参
考Ranson指标、APACHE-Ⅱ评分系统等选取指

标, 作为预处理的易感因素, 观察各参数与胰腺

继发感染的OR值、95%CI、P值. 纳入指标如下: 
(1)年龄≥55岁; (2)发病至入院时间(有效治疗给予

时间)≥7 d; (3)性别; (4)心率≥130次/L; (5)红细胞

压积HCT<30.0%或HCT≥46.0%; (6)APACHE-
Ⅱ评分≥10分; (7)C T评分≥5分; (8)白蛋白

ALB<30 g/L; (9)总胆红素T-BIL≥34 µmol/L; 
(10)T≥38.5 ℃; (11)白细胞WBC≥19.0×109/L; 

(12)氧分压PO2<60 mmHg; (13)肌酐 CR<54 µmol/L
或GR≥129 µmol/L; (14)肠功能恢复时间≥5 d; 
(15)血糖GLU≥11.1 mmol/L; (16)血淀粉酶AMY
≥220 U/L; (17)酸碱度pH值≥7.45或PH值<7.35; 
(18)剩余碱BE<-4 mmol/L; (19)C-反应蛋白CRP
≥8.2 mg/L; (20)血钙Ca<2.0 mmol/L. 

统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计

学分析, 采用四表格χ2检验及前向逐步Logistic
回归分析, 求得各指标与胰腺继发感染相关的

OR值、95%CI、P值, 建立SAP继发细菌感染的

Logistic回归方程. 

2  结果

2.1 中西医结合治疗SAP病死率及感染率 继发

感染率19.35%, 217例患者死亡26例, 死于继发

感染后的10例, 总病死率11.98%, 感染导致的病

死率38.46%. 
2.2 SAP继发感染的易感因素 纳入分析的20项
与继发感染有关的指标通过四表格χ2检验及前

向逐步Logistic回归分析, 所选定的20项指标处

理结果(表1). 其中6项指标中的继发感染与未感

染差异显著(P <0.05). 即: 发病至入院时间(有效

治疗给予时间)、APACHE-Ⅱ评分、Balthazar 
CT重症度指数、PO2、肠功能恢复时间、BE, 
是重症胰腺炎继发感染的易感因素. 
2.3 Logistic回归方程的建立 对纳入的6因素进行

非限定量多元条件Logistic回归分析, 整理后结

果见表2. 共有4个变量进入回归方程, 即: Baltha-
zar CT重症度指数、肠功能恢复时间、BE、发

病至入院时间, 他们相应的偏回归系数(B)分别

为0.713、0.420、-0.167、0.002, 标准化参数估

计值Exp(B)分别为2.041、1.521、0.846、1.002, 
常数为-8.037. 

B E的偏回归系数为负值 ,  表明B E越低

感染的危险性越大; 而Balthazar CT重症度指

数、肠功能恢复时间、发病至入院时间3项
指标的偏回归系数为正值, 表明Balthazar CT
重症度指数、肠功能恢复时间、发病至入院

时间数值越高则感染的危险性大, B a l t h a z a r 
C T重症度指数标准化参数估计值为2.041大
于其他标准化参数估计值, 故Balthazar CT重
症度指数的相对贡献要较B E、肠功能恢复

时间、发病至入院时间的贡献大 .  方程中设

Balthazar CT重症度指数为X1, 单位为分; 肠功

能回复时间为X2, <5 d为0, ≥5 d为1; 设BE为
X3, 单位为mmol/L; 发病至入院时间为X4, 单
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■相关报道
有研究报道APAC
HE评分能很好地
预测SAP坏死、
感 染 坏 死 ,  在 多
变量分析中被发
现与继发感染有
关, Balthazar CT评
分、PO2、HCT、
BE血钙等亦表明
与继发感染相关.

位为d.  根据上述统计结果得出回归方程 :  Y 
= logit(odds) = β0+β1X1+β2X2+...+βPXP+ε; Y = 
0.713X1+0.420X2-0.167X3+0.002X4-8.037. 
2.4 SAP肺、肠功能损伤与感染 依据MODS肺
功能不全和胃肠功能不全诊断标准, 判断肺、

肠损伤与SAP继发感染的关系, 分析资料发现

PO2≥70 mmHg时SAP继发感染17例, 未感染

149例; PO2<70 mmHg时SAP继发感染25例, 未
感染68例, 经四格表χ2检验P  = 0.012<0.05, 有统

计学意义. 腹胀, 不能耐受进食5 d以上发生SAP
继发感染32例, 未感染19例, 5 d以内的感染10例, 
未感染152例, 经四表格χ2检验P = 0.000<0.01, 
差异显著 (表3) .  说明肺功能损伤 ,  P O 2<70 
mmHg, 胃肠功能损伤, 腹胀、不能耐受进食5 d
以上时SAP继发感染容易发生. 

3  讨论

经中西医结合治疗, 继发感染率19.35%, 明显低

于国外报道30%, 217例患者死亡26例, 死于继发

感染后的10例, 总病死率11.98%, 明显低于同期

国外报道的40%[7], 感染导致的病死率38.46%, 
明显低于国外报道的80%. 感染是重症急性胰

腺炎常见的并发症, 是引起死亡的重要危险因

素, 坏死胰腺继发感染使SAP预后更差, 并使死

亡率增加3倍[8]. 胰腺坏死中无菌性坏死死亡率

为0%-10%, 而感染后病死率则增大到30%[9-11]. 
感染的发生与胰腺及胰周组织的坏死关系密切, 
坏死的范围越大感染发生的机会越多[12,13]. 胰腺

坏死超过30%, 感染发生率为30%-40%[14,15]. Be-
ger等[12]报道胰腺组织坏死量超过50%, 其感染

率达100%, 这是因为坏死组织是细菌生长理想

的培养基. 另外, 坏死组织周围血管内血栓的形

表 1 各因素的OR 值、95%CI、P 值

     因素 感染(n ) 无感染(n ) OR 值 95%CI P 值

年龄 21 89 0.961 0.394-2.432 0.930

发病至入院时间 16 46 2.846 1.138-7.117  0.022a

性别 15 89 0.813 0.333-1.987 0.649

心率 13 34 1.755 0.638-4.830 0.272

HCT 13 64 0.710 0.266-1.848 0.471

APACHE-Ⅱ评分 36 95 7.286   2.043-25.987  0.000a

Balthazar CT 39 45 34.833    7.630-159.033  0.000a

ALB 14 56 1.113 0.431-2.874 0.825

T-BIL 13 35 1.674 0.601-4.510 0.328

T  4 20 0.736 0.152-3.561 0.702

WBC 11 39 1.182 0.419-3.337 0.752

PO2 25 140 0.350 0.136-0.903  0.026a

CR 14 71 1.390 0.544-3.549 0.490

肠功能恢复时间 32 20 24.273   7.949-74.115  0.000a

GLU 14 63 0.929 0.362-2.384 0.878

血AMY 32 109 1.839 0.671-5.040 0.232

PH值 13 81 0.396 0.150-1.037 0.054

BE 30 56 0.194 0.730-5.140  0.000a

CRP 23 118 0.582 0.236-1.438 0.238

血Ca 27 97 0.733 0.294-1.832 0.506

aP<0.05.

表 2 多元条件Logistic回归分析结果

     Variable B Sig of the change Exp(B)

Balthazar CT(X1) 0.713 0.000 2.041

肠功能恢复时间(X2) 0.420 0.000 1.521

BE(X3) -0.167 0.009 0.846

发病至入院时间(X4) 0.002 0.047 1.002

常数(constant) -8.037

表 3 SAP肺、肠功能损伤与感染

     脏器     判断指标 感染  未感染 P 值

肺 PO2<70 mmHg 25   68 0.012

PO2≥70 mmHg 17 149

肠 腹胀、不能进食≥5 d 32   19 0.000

腹胀、不能进食<5d         10 152
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■创新盘点
本文就多个指标
进行非限定量多
元条件Logistic回
归 分 析 ,  为 临 床
SAP继发感染建
立回归方程.

成和低灌流使抗菌素不能到达坏死的胰腺及其

周围组织[16], 使这一区域成为细菌繁殖的有利

场所. 
SAP感染坏死的发展在预测和治疗过程中

是至关重要的, 因此判断患者发展成为继发胰

腺感染的早期临床诊断极其重要, 一系列生化

指标和几个多因子评分系统在判断胰腺炎患者

是否属于重症胰腺炎方面已被采用, 但是这些

标志物在确定患者是否是胰腺坏死继发感染方

面的作用仍不确定[17]. 研究发现[18]在SAP继发细

菌感染方面最合适CRP的阈值为300 mg/L(敏感

性83%, 特异性78%, 准确度84%, AUC = 0.86). 
R iché等[19]研究发现IL-6在胰腺坏死(感染和无

菌)都增高, 但在坏死感染的SAP发病头3 d中升

高更明显(P <0.04), 另外曲线下面积IL-6高于急

性生理评分Ⅱ(SAPSⅡ), Ranson评分, 和CTSI评
分, 分别为0.77、0.75、0.65、0.67. Rau等[20]发

现IL-8在SAP发病第1天集中中值在坏死感染病

人明显高于无菌坏死, 最好阈值为112 pg/mL(敏
感性72%; 特异性75%; 准确度74%, A U C = 
0.70). 最近研究[21.22]表明, IL-6<400 pg/L结合

P C T<2 n g/L能最好预示胰腺继发感染发生率

可能性不大和预防性使用抗生素无用, 监测血

清PCT是一个非侵袭性的、准确的预测感染性

坏死的新标志物. 术前细针穿刺诊断感染坏死

和无菌坏死的准确性为84% (敏感性90%; 特异

性79%)而PCT为87% (敏感性80%; 特异性93%). 
PCT在坏死感染(8.5 ng/mL±4.8 ng/mL)显著高

于发病第1周无菌坏死(<1.2 ng/mL), 综合上述研

究发现APACHⅡ评分、CRP、IL-6、IL-8、PCT
等指标可能对预测SAP继发胰腺感染有价值.  

目前研究表明感染并发症是重症急性胰

腺炎死亡的主要原因, 占重症胰腺炎死亡人数

的80%以上[14]. 胰腺感染是疾病后期死亡的主

要原因, 因此了解影响感染的因素对提高生存

率尤为重要. 目前对重症胰腺炎后期继发感染

的预测标准很少, 为了判定患者继发细菌感染

的可能是否存在, 我们需要更加准确、简便、

可行的预测坏死胰腺继发感染的临床预测体

系, 综合临床研究显示我们仍然没有一个理想

模型预测SAP患者胰腺坏死继发感染, 因此需

要一个更加可靠的临床预测体系来预测SAP继
发感染. 我们对217例资料完整的重症胰腺炎患

者进行分析, 结果表明发病至入院时间(有效治

疗给予时间)、APACHE-Ⅱ评分、Balthazar CT
重症度指数、PO2、肠功能恢复时间、BE是重

症胰腺炎继发感染的易感因素, 通过对非限定

参数指标进行多元条件Log is t ic回归分析发现

Balthazar CT重症度指数、肠功能恢复时间、

B E、发病至入院时间 ,  他们相应的偏回归系

数(B)分别为0.713、0.420、-0.167、0.002, 标
准化参数估计值Exp(B)分别为2.041、1.521、
0.846、1.002, 常数为-8.037. 建立回归方程为: Y 
= 0.713X1+0.420X2-0.167X3+0.002X4-8.037. 说明

该4项指标对感染发生的意义最大, 需要给予高

度重视. 
在预测S A P后期继发细菌感染方面, H a-

lonen等[23]研究表明在预测SAP继发感染的预测

中目前所用的评分系统或临床检测指标不是十

分一致, APACHE评分能很好地预测SAP坏死、

感染坏死, 在多变量分析中被发现与继发感染

有关. 通过分析我们的结果与之相符. 
PO2是SAP的早期预测指标, 低氧血症本身

会促使大量钙离子流入细胞内, 钙离子内流一

方面激活磷脂细胞系统, 导致溶酶体膜破坏和

酶的释放, 另一方面促发大量毒性炎症介质的

释放, 进一步促使胰腺、肺、肾、脑、心等组

织细胞膜磷脂结构分解, 加重多脏器的损害, 可
能是一种早期的MODS信号, 应及早识别和纠

正. 我们研究发现肺功能损伤, PO2<70 mmHg时
SAP继发感染更容易发生. Polyzogopoulou等[24]

研究发现, 基线动脉氧分压<60 mmHg是急性胰

腺炎患者发生严重肺部并发症, 如急性呼吸窘

迫综合征的独立危险因素, 也是急性胰腺炎患

者死亡的独立危险因素. 雷俊宝等[25]研究表明

SAP患者早期即可出现显著的PO2下降和CRP升
高, 且PO2、CRP的动态变化与疾病的严重程度

密切相关. 血CRP>120mg/L同时PO2<60 mmHg, 
常提示SAP有并发症, 预后差, 是提示胰腺病变

严重程度及可能发生重要器官功能损害的高

危因素, 可作为重症急性胰腺炎的早期预测指

标. 徐晓等[26]研究发现水肿型和坏死型胰腺炎

比较BE分别是1.87±4.85和-2.35±5.89, 两组间

比较P <0.05, 差异显著. 坏死型组PCO2、PO2、

HCO3
-、BE均明显低于水肿型组, PH、阴离子

隙(AG)两组无显著差异, 坏死型组酸碱紊乱较

严重. 提示急性胰腺炎发病后48 h内行动脉血气

分析并对其进行连续监测, 对判断病情严重度

及预后有重要意义. 
CT评分指标于1990年由Balthazar和Ranson

提出[27], 能准确地描述胰腺坏死的存在和范围, 
与胰腺炎严重程度、死亡率、住院天数和坏死
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组织切除术存在明显相关性[28,29]. CT扫描和动态

增强扫描对照, 是诊断SAP的“金标准”[30], 他
可以对疾病做出正确的诊断, 判断炎症反应分

期及发现并发症, 特别是能发现胰腺实质和胰

腺周围坏死的定性和定量分析, CT对比增强扫

描不仅能区分水肿和出血性胰腺炎, 为临床提

供合理的治疗方案, 甚至还可以发现病因、判

断预后. 作为一种非侵入性的检查方法, 是目前

公认的最有价值的影像学检查手段. CT如显示

胰周有积气, 胰腺大片坏死, 患者高热不退则高

度怀疑胰腺感染[1]. 研究发现[31]进行一次及多次

CT扫描与增强扫描对比, 诊断及严重度区分准

确率达82%. CT评分7-10分的患者并发症发生率

与病死率明显高于评分<7分者. 出现器官衰竭

和发生胰腺坏死者见于D、E两级. 
胰腺坏死, 腹腔内大量体液渗出以及休克, 

致肠蠕动功能丧失, 肠道黏膜上皮因缺血大量

坏死脱落, 肠黏膜结构破坏, 造成肠道正常屏障

功能破坏, 导致肠道微循环改变, 肠功能衰竭, 
加速肠菌易位, 造成继发感染[32]. SAP的胃肠麻

痹发生可导致肠道内压力增高和细菌毒素的过

度产生, 进一步引起肠道内细菌和毒素的移位, 
从而使SAP严重化, 可致再次出现MODS. 急性

胰腺炎的肠运动状态是决定病程和预后的重要

因素之一[33]. 我们研究发现SAP伴有肠麻痹患

者, 肠功能≥5 d恢复者的继发感染率明显高于

<5 d内恢复者. P = 0.000, P <0.01, 差异显著. 同是

我们通过分析发现SAP患者发病至入院治疗时

间, 即有效治疗给予距发病时的时间越长, 后期

继发细菌感染的几率越大, 两者比较P = 0.022, 
P <0.05, 差异具有显著性. 

重症急性胰腺炎继发细菌感染与患者的

预后有极大的相关性, 继发感染以后病死率明

显高于无感染患者, 临床上对继发感染的预测

相当重要. 目前对重症胰腺炎后期继发感染的

预测标准很少, 为了判定患者继发细菌感染的

可能是否存在, 我们需要确定更加准确, 简便, 
可行的预测坏死胰腺继发感染的临床预测体

系. 因此本文对217例资料完整的重症胰腺炎

患者进行研究, 分析继发感染的易感因素, 结
果表明发病至入院时间(有效治疗给予时间)、
APACHE-Ⅱ评分、Balthazar CT重症度指数、

P O2、肠功能恢复时间、B E是重症胰腺炎继

发感染的易感因素, 通过对非限定参数指标进

行多元条件Logistic回归分析发现Balthazar CT
重症度指数、肠功能恢复时间、B E、发病

至入院时间, 他们相应的偏回归系数(B)分别

为0.713、0.420、-0.167、0.002, 标准化参数

估计值Exp(B)分别为2.041、1.521、0.846、
1.002, 常数为-8.037. 建立回归方程为: Y = 
0.713X1+0.420X2-0.167X3+0.002X4-8.037. 说明

该4项指标对感染发生的意义最大, 需要给予高

度重视. 
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Abstract
AIM: To systematically assess the efficacy and 
safety of low-dose tricyclic antidepressants 
(TCAs) for irritable bowel syndrome (IBS). 

METHODS: PubMed, The Cochrane Central 
Register of Controlled Trials and Chinese Bio-
medical Literature Database, and CNKI were 
searched for double-blind, placebo-controlled 
trials investigating the efficacy of TCAs in the 
management of IBS. The Revman4.2 software 
provided by the Cochrane Collaboration was 
used for assessment.

RESULTS: Eight placebo-controlled, double-
blind, randomized trials including 334 patients 
were involved in this analysis. TCAs used in 
these studies included amitriptyline, imipra-

mine, desipramine, doxepin and trimipramine. 
Compared to placebo (40.76%), TCAs (72.43%) 
were associated with a higher rate of global 
symptom relief [40.76% vs 72.43%; RR = 1.79, 
95%CI = (1.48, 2.17), P < 0.05]. There was a great-
er improvement in abdominal pain score [SMD 
= -1.68, 95%CI = (-3.13, -0.23), P < 0.05)] with 
TCAs than placebo. There was no significant 
difference in the incidence of serious adverse 
events between the TCA and placebo groups [RR 
= 1.34, 95%CI = (0.91, 1.96), P > 0.05].

CONCLUSION: Low-dose TCAs may be effec-
tive and safe in relief of the symptoms of IBS 
patients, especially in the improvement of ab-
dominal pain score.

Key Words: Tricyclic antidepressants; Irritable bow-
el syndrome; Systematic review; Meta-analysis
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摘要

目的: 系统评价三环类抗抑郁药治疗肠易激
综合征的疗效和安全性.

方法: 计算机检索PubMed数据库、Cochrane
图书馆临床对照试验数据库、中国生物医学
文献数据库、中国期刊全文数据库, 查找三
环类抗抑郁药治疗肠易激综合征的双盲安慰
剂随机对照试验, 应用Cochrane协作网提供的
Revman4.2软件进行分析评价.

结果: 共纳入8项试验, 334例患者. 治疗使
用的药物包括阿米替林、米帕明、地昔帕
明、多虑平、三甲丙咪嗪. 高质量的随机对
照试验表明, 三环类抗抑郁药改善肠易激综
合征总体症状缓解率(72.43%)明显高于安慰
剂(40.76%)[RR  = 1.79, 95%CI = (1.48, 2.17), 
P <0.05], 改善腹痛评分疗效优于安慰剂[SMD 
= -1.68, 95%CI(-3.13, -0.23), P <0.05], 不良反

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科
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■研发前沿
多 项 报 道 表 明 , 
抗抑郁药可以改
善 I B S 患 者 症 状
及生活质量且安
全 性 好 ,  但 是 亦
有结果相反的报
道 .  本 研 究 对 小
剂量三环类抗抑
郁 药 治 疗 I B S 的
安慰剂随机对照
试验进行荟萃分
析 ,  证 明 小 剂 量
三环类抗抑郁药
方案的有效性及
安 全 性 ,  为 临 床
应用提供参考.

应的发生率与安慰剂组相比无明显统计学差
异[RR  = 1.34, 95%CI = (0.91, 1.96), P >0.05].

结论: 小剂量三环类抗抑郁药对减轻肠易激
综合征患者的各种症状、特别是缓解腹痛方
面是有效和安全的.

关键词: 三环类抗抑郁药; 肠易激综合征; 系统评

价; 荟萃分析
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0  引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome, IBS)是
一种常见的胃肠道功能紊乱性疾病, 临床表现

为腹痛、腹胀、排便习惯改变和大便性状异常

等症状, 但病理上缺乏可以解释的器质和结构

改变[1]. 许多IBS患者同时伴有焦虑抑郁症状, 我
国的一项大型流行病学调查表明, IBS人群抑

郁、焦虑症状患病率为24.8%, 其中69.6%的患

者症状较重, 达到了抑郁和(或)焦虑障碍的诊断

标准[2]. 目前临床上治疗IBS的方法很多, 但均不

甚理想. 近年来, 临床和基础研究发现, 抗抑郁

药可通过改变IBS患者内脏痛觉传入神经及胃

肠道运输制等多种机制改善患者的肠道及精神

心理症状, 提高患者的生存质量. 其中三环类抗

抑郁药(tricyclic antidepressants, TCAs)较早应用

于临床治疗IBS, 取得较好疗效, 现对其疗效及

安全性进行系统评价.

1  材料和方法

1.1 材料 检索PubMed数据库(1966/2011-02)、
C o c h r a n e 图书馆临床对照试验数据库(T h e 
Cochrane Central Register of Controlled Tri-
a l s ) ( 2 0 11年 )、中国生物医学文献数据库

( 1 9 7 8 / 2 0 1 1 - 0 2 )、中国期刊全文数据库

(1979/2011-02); 检索词: 三环类抗抑郁药、阿米

替林、阿莫沙平、氯丙咪嗪、地昔帕明、多虑

平、丙咪嗪、去甲替林、或曲米帕明, 肠易激

综合征, 随机对照. 由2名研究者分别对检索到

的文献进行筛选, 确定符合纳入标准的文献, 并
对纳入研究的实验进行质量评价和资料提取, 
遇意见不一致, 则通过讨论解决或由第3位研究

人员协助解决分歧. 质量评价采用Jadad评分法[3]

评分: (1)作者叙述为随机法; (2)随机方法正确或

(和)采用分配隐藏; (3)双盲; (4)描述盲法, 指出

对照和研究干预的不可辨别性; (5)全程随访并

指出失访及退出人数及理由. 每点1分, 总分≥3
分为高质量研究, ≤2分为低质量研究.
1.2 方法 临床试验纳入标准: (1)研究设计: 双盲

安慰剂随机对照试验; (2)研究对象: 成人IBS患
者以Manning或罗马标准为诊断标准; (3)研究内

容: 三环类抗抑郁药对IBS的疗效; (4)疗效评价: 
以各研究定义的疗效判断为准, 并对症状改善

加以分析. 排除标准: (1)未设对照或以健康人作

为对照组; (2)研究对象年龄<18岁; (3)IBS诊断

标准不明; (4)摘要等非全文文献; (5)质量评分低

于2分的低质量文献.
统计学处理 应用Cochrane协作网提供的

Revman4.2进行数据分析. 对试验结果采用χ2检

验进行异质性分析, 若有异质性(P <0.05), 选用

随机效应模型计算; 反之, 用固定效应模型. 总
体疗效以各研究定义的疗效判断为准. 对于二

分变量使用相对危险度(relative risk, RR ), 对连

续性变量使用标准化均差(standardized mean 
difference, SMD), 两者均采用95%的可信区间

(confidence interval, CI). 若各临床试验提供的数

据无法进行荟萃分析, 则只进行描述性的定性

系统评价. 若荟萃分析结果显示疗效差异有统

计学意义, 则进行敏感性分析判断结果的稳定

性; 漏斗图分析发表偏倚.

2  结果

2.1 纳入试验状况 根据纳入标准共131篇文献

入选. 通过阅读标题、摘要、查阅全文, 并排除

Jadad评分≤2分的低质量随机对照试验, 最后共

有8个临床试验[4-11]纳入本次分析, 包括334例患

者. 其中Morgan等[7]的试验对象为女性患者, 其
余实验同时研究男女患者. 2篇研究[8,9,11]腹泻为

主型IBS, 2篇[4,6]未提及分型, 其余4篇包含各型

IBS患者. 试验使用的三环类抗抑郁药包括阿米

替林4篇、地昔帕明1篇、丙咪嗪2篇、三甲丙

咪嗪1篇. 其中Talley等[8]应用丙咪嗪、西酞普兰

与安慰剂对照, 其余为安慰剂对照. 各临床试验

特征描述见表1.
2.2 纳入试验的方法学质量评估 采用Jadad评分

法评分, 方法学质量评估结果见表1. 纳入研究

的试验评分都在3分或3分以上, 均属高质量研

究. 试验均采用盲法, 除1篇[11]采用单盲对照外, 
其余均为双盲对照, 其中3篇[8-10]采用电脑随机数

表分组, 并介绍了分配隐藏; 试验中有5篇[5,7,10]记

■相关报道
Abdul-baki等人的
研究显示抗抑郁
药对IBS的疗效不
依赖剂量, 低剂量
抗抑郁药对痛觉
和神经的调节作
用要强于其抗抑
郁作用.
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录了退出及理由, 1篇[6]只记录了退出人数, 2篇[4,11]

试验中所有患者全部完成了试验.
2.3 疗效评价

2.3.1 总体症状缓解率: 以各研究定义的疗效判

断为标准(表2), 对试验结果进行异质性分析, 结
果无异质性(P >0.05), 选用固定效应模型计算. 
TCAs总体症状缓解率为72.43% (n  = 185), 明显

高于安慰剂组40.76%(n  = 184), 且两组间差异

有统计学意义[RR  = 1.79, 95%CI = (1.48,2.17), 
P <0.05], 说明TCAs治疗IBS疗效优于安慰剂(图
1). 由于纳入试验过少, 无法进行亚组分析. 漏斗

图示不对称, 表示存在发表偏倚(图2).
2.3.2 症状疗效评价: (1)腹痛: 纳入的Green-
baum[5]和Talley[8]2项试验研究了腹痛评分(疼痛

程度与每周疼痛时间乘积)变化, 对试验结果进

行异质性分析, 结果存在异质性(P <0.05), 选用

随机效应模型计算. TCAs对腹痛评分的改善优

于安慰剂, 且差异有统计学意义[SMD = -1.68, 
95%CI = (-3.13, -0.23), P <0.05](表2, 图3). 其中

Greenbaum等[5]进行亚组分析示: 地昔帕明在

改善腹泻为主型IBS的疼痛评分较安慰剂组有

统计学差异(P <0.025); (2)排便不尽感、水样

■应用要点
在治疗过程中从
小剂量开始应用
三环类抗抑郁药, 
监测不良反应, 并
根据个体差异对
药物进行调整可
以到达较好疗效.

■创新盘点
传统认为三环类
抗抑郁药不良反
应影响其临床应
用, 本研究证明小
剂量三环类抗抑
郁药治疗IBS是安
全有效的.

表 1 纳入研究的试验特征及质量评估

     作者  年份 平均年龄    女/男 IBS类型  TCA类型         剂量 疗程(wk) 质量学评分

Myren等[4] 1982    39.2 61(33/28)  ND 三甲丙咪嗪 50 mg/d (4 wk)  4 5

Green-baum等[5] 1987    45.2 28(17/11) D-IBS, 

C-IBS

地昔帕明 50 mg/d (第1周), 100 

mg/d (第2周), 150 mg/d 

(第3-6周)

 6 4

Rajagopalan等[6] 1998    34.8 22(11/11) ND 阿米替林 25 mg/d (第1周), 

50 mg/d (第2周), 

75 mg/d (第3-12周)

12 4

Morgan等[7] 2005    39 19(19/0) D-IBS, 

C-IBS, 

Alt-IBS

阿米替林 25 mg/d (第1周), 

50 mg/d (第2-4周)

 4 4

Talley等[8] 2008    N 34(21/13) D-IBS, 

C-IBS, 

Alt-IBS

丙咪嗪 25 mg/d (第1周), 

50 mg/d (第2-12周)

12 4

Vahedi等[9] 2008    36 50(21/29) D-IBS 阿米替林 10 mg/d (8 wk)  8 5

Abdul-baki等[10] 2009    43.8 56(-/-) D-IBS, 

C-IBS,

Alt-IBS

丙咪嗪 25 mg/d (第1-12周), 必

要者25 mg/d (第1周) 50 

mg/d (2-12 wk)

12 4

蒋小猛等[11] 2009    41 64(22/42) D-IBS 阿米替林 12.5 mg/d(6 wk) 6 3

D-IBS: 腹泻型肠易激综合征; C-IBS: 便秘型肠易激综合征; Alt-IBS: 交替型肠易激综合征; N: 年龄不清楚; ND: IBS类型未区分.

表 2 症状改善及安全性评价

     
作者 年份 总体缓解率观察指标

   总体缓解率                   腹痛疗效  不良反应

  TCA    PL        TCA          PL TCA PL

Myren等[4] 1982 患者主观感觉健康 25/30 21/31

Green-baum等[5] 1987 总体症状改善 15/28   5/28 -58.96±19.37 -13.93±17.76

Rajagopalan等[6] 1998 总体症状改善   7/11   3/11

Morgan等[7] 2005 IBS症状改善 13/19   5/19

Talley等[8] 2008 IBS症状缓解   9/9   9/13 -45.3±26.3 -7.4±46.9

Vahedi等[9] 2008 试验结束时症状完全

消失或至少有2项症

状消失

17/25   7/25 16/25 10/25

Abdul-baki等[10] 2009 主观总体症状缓解，

生活质量

25/31 12/25 14 /59 6 /48

蒋小猛等[11] 2009 治疗症状改善 23/32 13/32 11/32 13/32
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便、腹泻: Vahedi等[9]的试验显示, 阿米替林组

和安慰剂组在排便不尽感症状缓解率分别为

36%(n  = 25)、4%(n  = 25), 水样便症状缓解率分

别为: 44%(n  = 25)、12%(n  = 25), 阿米替林组疗

效优于安慰剂组(P <0.05). Greenbaum等[5]的试

验对腹泻为主型患者进行亚组分析显示, 地昔

帕明缓解腹泻症状的疗效优于安慰剂(P <0.025
和P <0.005); (3)症状平均分: Vahedi等[9]的试验

中, 症状平均分较治疗前下降, 阿米替林组由2.5
降至0.5, 安慰剂组由2.4降至1.6; 蒋小猛等[11]的

试验中, 阿米替林组分值2.9降至0.8, 安慰剂组

分值2.6降至1.7. 2项试验均显示阿米替林组疗

效优于安慰剂, 且差异均有统计意义(P <0.05). 
Rajagopalan等[6]的试验显示, 治疗组每周自觉症

状缓解时间较安慰剂组更多, 阿米替林的疗效

优于安慰剂, 且差异有统计学意义(P <0.05); (4)
焦虑抑郁状态: Greenbaum等[5]试验显示, 地昔帕

明、阿托品、安慰剂3组中, 各组的腹泻为主型

IBS患者均较便秘为主型IBS患者抑郁评分有明

显降低, 且2组差异有统计学意义(P <0.05). Ab-
dul-baki等[10]试验显示, 丙咪嗪组患者的健康调

查简表(SF-36)评分在治疗后明显提高(P <0.01).
Talley等[8]试验显示, 丙咪嗪对IBS患者HADS抑
郁评分、SF-36精神评分的改善优于安慰剂, 但
两组差异无统计学意义(P  = 0.08和P = 0.07).
2.3.3 不良反应: TCAs的不良反应主要是抗胆

碱能副作用, 包括嗜睡、心悸、便秘、头昏、

排尿困难. 除3项研究[4,9,10]未报道不良反应外, 
5项研究 [5,8-11]均报道有不良反应, 对于可提取

数据的试验 [9-11]进行异质性分析, 结果无异质

性(P >0.05), 选用固定效应模型计算. 结果发现

TCAs组不良反应发生率为35.34%(n  = 116), 略
高于安慰剂组27.62%(n  = 153), 但两组间差异无

统计学意义[RR  = 1.34, 95%CI = (0.91, 1.96), 
P >0.05], 说明TCAs治疗肠易激综合征安全性

好(表2, 图4). 漏斗图分析显示对称, 表示无发

表偏倚.

3  讨论

本次研究共纳入8项试验, 均采用安慰剂对照、

使用盲法、有失访及退出记录, 方法学质量评

分大于或等于3分, 均为高质量研究. 检索材料

时发现, 国内观察TCAs治疗IBS疗效的临床试验

虽然较多, 但大多没有采用盲法或没有随机分

组, 造成质量评分低而被排除. 最终8项试验共

334例患者纳入本次分析.
本次纳入的试验均应用较小剂量的TCAs, 

低于其常规抗抑郁的剂量. 荟萃分析显示小剂

量TCAs在改善IBS总体症状评分、缓解腹痛症

图 1 三环类抗抑郁药治疗IBS总体症状缓解率的Meta分析.
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图 2 三环类抗抑郁药治疗IBS总体症状缓解率的敏感性
分析.

■同行评价
作者通过荟萃分
析, 系统评价三环
类抗抑郁药治疗
IBS的疗效和安全
性, 方法适当, 结
论可靠.

Study                                        治疗组                    对照组                              RR (fixed)                 Weight                    RR (fixed)
or sub-category                n /N            n /N                  95% CI                (%)         95% CI

Myren                              25/30          21/31              27.80            1.23[0.92, 1.65]

Greenbaum              15/28            5/28                6.73            3.00[1.26, 7.13]

Rajagopalan                            7/11            3/11                                4.04            2.33[0.81, 6.76]

Morgan                              13/19            5/19                6.73            2.60[1.15, 5.86]

Talley                                      9/9                        9/13                                                            9.91            1.44[1.01, 2.08]

Vahedi                                  17/25            7/25                9.42            2.43[1.23, 4.81]

Abdul-Baki                           25/31                    12/25                                                          17.88           1.68[1.08, 2.62]

Jiang Xiaomeng              23/32          13/32               17.50           1.77[1.10, 2.84]

Total(95% CI)               185            184               100.00         1.79[1.48, 2.17]

Total events: 134(治疗组), 75(对照组)
Test for heterogeneity: Chi2 = 11.09, df = 7(P  = 0.13), l2 = 36.9%
Test for overall effect: Z = 6.03(P<0.00001)

               0.1  0.2    0.5   1     2       5    10
Favours 对照组 Favours 治疗组
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状等方面均优于安慰剂, 且安全性较好. Green-
baum等[5]对腹泻为主型患者进行亚组分析发现, 
TCAs对腹泻为主型IBS在腹痛、腹泻症状的疗

效优于其他类型. Abdul-baki等[10]应用不同剂量

丙咪嗪治疗IBS患者的研究显示, 患者症状缓解

与增加剂量无关. Halpert等[12]亦证明抗抑郁药对

IBS的疗效不依赖剂量, 低剂量抗抑郁药对痛觉

和神经的调节作用要强于其抗抑郁作用. 对无

法进行荟萃分析的数据进行定性系统评价发现: 
小剂量TCAs可以改善患者的抑郁评分及生活质

量评分. IBS患者生活质量降低与多种心理社会

参数异常呈明显的负相关[13]. IBS患者常伴随的

焦虑抑郁症状可与消化道症状相互加剧. 精神

心理因素与肠道生理功能之间主要通过脑-肠轴

相互影响[14]. 抗抑郁药具有镇静、抗抑郁和安眠

作用, 可有助于减轻IBS患者的精神心理学症状. 
TCAs的不良反应与剂量相关, 剂量越大, 不良反

应越多. 本研究纳入的文献均应用低于常规抗

抑郁的剂量, 荟萃分析显示试验组与安慰剂组

的不良反应发生率无统计学差异, 说明小剂量

TCAs治疗IBS是安全有效的.
IBS是多因素共同作用的结果, 其病理生理

变化呈现多样性, 但其特征是对多种生理性或

非生理性刺激的反应性增高. 主要涉及胃肠动

力异常、内脏感觉过度敏感、中枢及周围神经

系统高敏感、肠道炎症与免疫功能改变、社会

心理因素等[15]. 目前研究结果认为, 内脏敏感性

增强和脑肠轴中枢痛觉感受调节失调在IBS的
病理生理中起着主要作用. IBS患者结肠和直肠

对于气体扩张和电刺激的痛觉阈值较低[16], 磁共

振机能成像显示IBS患者大脑扣带前部皮质回

及岛脑区较正常人变薄[17], 在磁共振机能成像下

IBS患者直肠扩张疼痛时, 大脑扣带前部皮质回

异常活动. 三环类抗抑郁药阿米替林可通过中

枢性调控作用减少这些异常激活, 从而降低IBS
患者的痛觉感受[7]. TCAs的作用机制被认为是

通过调整脑肠轴失衡, 从而部分提高患者的痛

觉阈值[14]. 也有研究证实[18]TCAs仅对腹泻为主

的IBS患者有疗效, 主要是抗胆碱能作用的结果. 
抗胆碱能作用可减少患者胃肠运动, 从而减少

腹泻次数、腹痛频率、改善肠痉挛等不适症状.
本荟萃分析初步显示小剂量TCAs可改善

IBS患者的总体症状评分、缓解患者的腹痛、

腹泻及焦虑抑郁等症状, 明显改善患者的生活

质量。且由于低于常规抗抑郁剂量, 不良反应

发生率较低, 安全性较好. 但由于TCAs的抗胆碱

能和抗组织胺副作用以及患者对抗抑郁药的心

理接受程度等原因导致临床上应用TCAs治疗

IBS的随机对照试验开展较少, 高安慰剂反应也

会影响试验结果[19]. 因此本次分析纳入的符合条

件的高质量文献较少, 敏感性分析也显示存在

发表偏倚, 所以期待进行更大规模的随机对照

图 3 三环类抗抑郁药治疗IBS腹痛评分的Meta分析.

Study                   治疗组                         对照组            SMD (random)   Weight                 SMD (random)
or sub-category        N              Mean(SD)               N            Mean(SD)              95%CI          (%)                        95%CI

Greenbaum            28       -58.96(19.37)          28       -13.93(17.76)                            51.94           -2.39[-3.09, -1.69]
Talley             9        -45.30(26.30)         13     -7.40(46.90)                              48.06           -0.91[-1.81, -0.01]

Total(95% CI)         37                          41                                       100.00          -1.68[-3.13, -0.23]
Test for heterogeneity: Chi2 = 6.47, df = 1(P  = 0.01), I2 = 84.5%
Test for overall effect: Z = 2.28(P  = 0.02)

                      -10      -5      0        5       10
Favours 治疗组 Favours 对照组

图 4 三环类抗抑郁药治疗IBS不良反应的Meta分析.

Study             治疗组                对照组                            RR (fixed)        Weight     RR (fixed)
or sub-category                      n /N                     n /N                                 95%CI           (%)                         95%CI

Vahedi                               16/25                 10/25                                                   33.76                1.60[0.91, 2.81]
Abdul-Baki          14/59                   6/48                                                          22.34                1.90[0.79, 4.56]
Jiang Xiaomeng                11/32                  13/32                                                          43.89                0.85[0.45, 1.60]

Total(95% CI)                     116      105                                         100.00                1.34[0.91, 1.96]
Total events: 41(治疗组), 29(对照组)
Test for heterogeneity: Chi2 = 2.99, df = 2(P  = 0.22), I2 = 33.1%
Test for overall effect: Z = 1.48(P  = 0.14)

          0.1  0.2  0.5   0     2       5   10
Favours 治疗组 Favours 对照组



www.wjgnet.com

王西艳, 等. 小剂量三环类抗抑郁药治疗肠易激综合征疗效及安全性的荟萃分析              3463

临床试验, 以进一步验证TCAs对IBS的疗效及安

全性.
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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