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Abstract
Surgical treatment is still the first choice of 
management for patients with rectal cancer, but 
the results were unsatisfied. The difficulties in 
treatment of rectal cancer are high local recur-
rence, poor postoperative life quality and low 
long term survival. First of all, reduction of local 
recurrence should be our goal and introduction 
of total mesorectal excision (TME) has signifi-
cantly improved the outcomes following the 
curative resection hence the local recurrence rate 
has reduced to less than 10% and 5-year sur-
vival rate has been achieved to 78%. Meanwhile, 
the sphincter preservation resection has been 
increased to 70% and become the first choice of 
procedures in rectal cancer surgery. On the other 
hand, postoperative genitourinary function has 
also been improved significantly, so the post-
operative quality of life in patients with rectal 
cancer is now much better than before. Applica-
tion of neoadjuvant chemoradiation has further 
improved the surgical and oncological results in 
patients with locally advanced low rectal can-
cer (T3 and T4 stage) when combined with TME 
technique. Advances of systemic therapy with 
new chemotherapeutic agents have been proved 

to further improve disease-free survival and 
overall survival in patients with stage Ⅲ colorec-
tal cancer. In general, treatment for patients with 
rectal cancer has entered into a multidisciplinary 
treatment era, and the outcomes of the patients 
with rectal cancer may be further improved ef-
fectively upon a new basis. 
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摘要
外科手术仍是直肠癌患者治疗的首选方式, 但
疗效不能令人满意. 直肠癌患者治疗面临3大
难题, 局部复发率高, 术后生活质量差和长期
生存率低. 我们的目标是降低局部复发率. 全
直肠系膜切除(TME)的采用使根治性切除术
后疗效有了明显的提高, 局部复发率降至10%
以下, 5 a生存率达到78%. 同时保肛手术增至
70%, 成为直肠癌术中首选术式. 另一方面术
后生殖排尿功能也有了显著改善. 故现在直肠
癌患者术后的生活质量比过去已有了很大的
提高, 新辅助化放疗的应用在与TME技术结
合的同时更进一步提高了局部进展期低位直
肠癌(T3和T4病变)的手术和肿瘤学效果. 全身
治疗特别是新化疗药物的发展已证实可进一
步提高Ⅲ期结直肠癌患者的无瘤生存和总生
存率. 总之, 直肠癌患者的治疗进入了多学科
治疗的年代, 可望在新的基础上进一步有效的
提高疗效. 

关键词: 直肠癌; 全直肠系膜切除; 化学治疗; 放射

治疗; 化学药物; 局部复发; 疗效

郁宝铭 .  当前直肠癌治疗的策略 .   世界华人消化杂志  

2007;15(22):2371-2376

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2371.asp

0  引言

直肠癌在我国发病率不断上升, 对人民健康的
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■背景资料
长期以来直肠癌
治疗面临的困惑
是如何在保证手
术根治的基础上
降低局部复发率, 
提高5 a生存率和
改善术后生活质
量. 自1990年代起
全直肠系膜切除
操作原则的执行
使手术后局部复
发率有了明显降
低 ,  随之5  a生存
率相应提高, 保肛
手术比例显著上
升, 自主神经保留
后生殖排尿功能
明显好转, 生活质
量明显提高. 



危害和生命的威胁也日益加重. 无疑, 早期发

现、早期诊断和早期治疗乃是保证和提高疗效

的根本. 如能进一步做到预防在前, 降低发病率, 
将疾病消灭于萌芽之中当然更好. 遗憾的是目

前既缺乏有效的预防措施, 又无法做到早期发

现和早期诊断, 因而临床上约有3/4病例就诊时

已属中后期, 治疗效果欠佳是意料之中, 可以理

解的. 显然从加强卫生宣教, 预防为主来降低发

病率, 同时提高早期发现率, 早期诊断率和早期

治疗, 应是最有效的, 也是最根本的办法. 但如

何在现有条件下来改变以往5 a生存率低, 局部

复发率高和生活质量差的3大难题, 这是摆在我

们面前必须解决的问题. 本文从4个方面来叙述

当前对达到上述3项目标所采取的措施、认识

和效果.

1  预防复发和转移是外科治疗的永恒目标

至今外科手术切除肿瘤依然是首选的治疗手段. 
而复发和转移的出现乃是手术失败2大主要原

因. 自1908年Miles提出腹会阴切除术治疗直肠

癌, 并作为直肠癌的金标准术式以来, 外科医师

为降低术后复发不断探索扩大手术切除的范围, 
以求更好的疗效. 然而一直至80年代, 局部复发

率高达30%-50%[1-5], 几代人的努力并未收效. 从
对上述复发病例的进一步分析中表明病期对局

部复发起着重要的决定性作用. 在Gunderson et al
的资料中, Ⅱ期直肠癌有20%-30%的复发机会, 
而Ⅲ期直肠癌的复发危险性高达50%以上[1]. 美
国胃肠道肿瘤协作组(GISTSG) 7175研究中Ⅱ

/Ⅲ期直肠癌的局部复发率为24.1%[2-3], 美国国

家乳腺和肠道外科辅助治疗项目(NSABP) R-01
研究的结果相仿, 局部复发率为25%[4]. 瑞典直

肠癌试验(SRCT)报道的结果显示Dukes B和C
期手术后的复发率分别为21%和36%[5]. 这些资

料均表明病期在决定预后中是不容忽视的因素. 
那么难道外科手术就无法改变这一局面了吗? 
Heald et al提出全直肠系膜切除(TME)乃直肠根

治性切除的操作原则, 遵循这一操作要求直肠癌

根治性切除后的局部复发率可明显的下降[6]. 起
初人们对他提出的观点并未予以重视, 直至他

的第1篇治疗结果的资料发表后[7], 迅速引起了

外科界的关注. 随后的研究也确实证明了TME
在降低局部复发率上的作用. 而且在与传统手

术操作进行的对比中清晰地显示出TME对降低

局部复发率的确切疗效[8-11]. 在局部复发率降低

的同时, 5 a生存率也明显地提高了. 在TME操作
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原则的指导下, 术后局部复发率已降至10%以

下, 5 a生存率则达到78%左右[12-15]. TME操作原

则的提出对直肠癌外科手术的疗效提高是一个

突破, 成为一个新的里程碑. 因而当前TME操作

原则已被国际上公认为直肠癌根治性切除术的

金标准操作规范. 
在贯彻TME操作原则后, 疗效提高不但反

映在局部复发率的降低和5 a生存率的提高, 更
表现在患者术后生活质量的改善. 具体说, 保肛

手术的比率增加了, 排尿生殖功能障碍的发生

率减少了. 原因是按照全直肠系膜的操作要求, 
直肠游离更充分, 将直肠系膜全部切除后, 肿瘤

远端肠段切除1-2 cm即可[16-18], 只要肛提肌和肛

管无肿瘤浸润的情况下都可施行保肛手术 [19]. 
同时由于直肠游离在骶前间隙中进行, 可以更

清晰地看到腹下交感神经主干及其分支和盆腔

内的副交感神经丛而予保护免受损伤[20,43]. 事实

上直肠癌根治手术后患者的生活质量问题自80
年代起即逐渐引起重视. 术后保持正常的排便

控制功能和排尿生殖功能已日趋被视为与长期

生存率同样重要的治疗目标. 当前保肛手术亦

已成为直肠癌的首选术式[19], 腹会阴切除术则

成为最后一种术式选择[20]. 而所有上述这一切

都是在TME的原则指导下所取得的. 无疑, 直肠

癌外科治疗效果在质和量2方面都取得了突破

性的进展. 然而我们还必须看到还有10%的局部

复发和<80%的5 a生存率. 还有没有可能在已取

得成绩的基础上再进一步提高? 这就是摆在我

们面前需要解决的新任务. 在进一步分析TME
操作下局部复发病例的原因中, 我们再次看到

Dukes B期复发率为2.33%, Dukes C期为12.5%, 
Dukes D期为53.85%. 病期显然仍是决定复发的

重要因素[22]. 但病期并不是外科医师或患者自

己所能决定. 因此如能改变病期, 那么就可能实

现进一步提高的目标.

2  提高术后生活质量是不容忽视的坚定追求

长期以来, 人们有一种错觉, 认为手术切除范围

越大越彻底, 越符合根治要求. 因此几十年来将

腹会阴切除术视为直肠癌的金标准术式, 腹部

永久性结肠造口是直肠癌患者必须接受的一个

结局和为争取长期生存所必须付出的代价, 甚
至争取作扩大淋巴清扫范围的手术来达到手术

的彻底性. 当然患者为此付出的代价就不只是

结肠造口的问题, 而是排尿生殖功能的长期障

碍. 在这些学者的心目中为达到手术的彻底, 器
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■创新盘点
本文对当前直肠
癌的治疗策略进
行了深入浅出的
论述, 从4个方面
叙述了现阶段为
了达到改变5 a生
存率, 降低局部复
发率以及提高生
活质量3个目标所
采取的措施, 有较
好的参考价值.
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官功能是次要的. 遗憾的是至今扩大的淋巴结

清扫术还不能提供循证医学上令人满意的良好

疗效证明, 反之, 长期指导腹会阴切除术的Miles
关于直肠癌淋巴转移3个方向的理论被证明是

错误的. 直肠逆行扩散的研究又否定了直肠远

切端必须5 cm的原则[23-26], 再加上从解剖学上证

明正常直肠躺在弧形骶窝上, 一旦充分游离后

尚有3-5 cm的自然延伸, 这样就从理论上完全动

摇了直肠癌唯腹会阴切除术为选的基础, 也为

施行保肛手术提供了可能性和合理性. 大量临

床资料反复证明直肠癌时选作保肛(保留括约功

能)手术的疗效丝毫不比腹会阴切除术差[27]. 术后

生活质量的提高则是显而易见的. 随着TME手
术操作原则的出现和实行, 不但局部复发率出

现了令人惊喜的下降, 保肛手术的成功率显著

提高. 同时通过对直肠系膜解剖的了解和熟悉, 
为识别和保留自主神经提供了解剖学基础, 从
而为进一步保全排尿生殖功能和改善术后总的

生活质量提供了保证[21]. 与此同时, 手术器械的

不断改进, 双吻合器的应用和Cantor弧形闭合器

的问世, 使低位和超低位前切除术成功率更高, 
更安全. 为了进一步改善低位和超低位前切除

术后的控便功能, 手术改进上出现了结肠袋肛

管吻合术和结肠成形结肠肛管吻合术. 这些手

术已被证实术后可更迅速地使低位前切除与超

低位前切除术后患者的排便功能恢复正常[28-33]. 
经过近一个世纪几代人的努力, 直肠癌的外科

治疗从理论上到手术操作到术式选用, 最后手

术疗效都有了突破. 保肛手术已成为直肠癌的

首选术式. 目前保肛手术的比例已达50%-70%, 
在专科医院中可能更高. 术后排尿生殖功能约

有70%左右恢复正常. 在术后生活质量提高的同

时, 术后局部复发率已下降至10%左右, 5 a生存

率提高到了70%以上. 这表明生活质量的提高

并没有牺牲或妨碍患者生存率的提高. 这充分

反映了“功能”与“根治”这二者的紧密结合, 
丝毫不相矛盾. 也许正是这种重视“功能”, 让
人更注意操作的“根治”. 也正是由于要追求

“功能”的效果, 在手术操作上提出了更高的

要求和一致的意见: (1)不论保肛手术或腹会阴

切除术, 都必须遵循TME手术操作原则来进行; 
(2)手术不但要求直肠系膜筋膜的完整健全, 远
切端必须阴性. 一般肿瘤远端肠段切除2 cm已足

够[16], 同时还必须环切缘阴性, 即组织学上肿瘤

距直肠系膜筋膜≥2 cm; (3)肠系膜下动脉在左

结肠动脉起始部平面结扎切断即可, 无需常规

在肠系膜下动脉起始部进行结扎离断[34]. 

3  新辅助放化疗促进肿瘤降期是进一步提高疗

效的有效措施

鉴于病期是影响患者预后最主要的因素. 可是

病期既不是患者自己主观能决定, 更不是医生

所能左右的. 这样一种无能为力的状况, 一旦确

诊, 唯有争取尽早尽快进行手术, 这已成为一个

共识. 至于手术发现病变已晚, 手术已达不到根

治要求, 为控制肿瘤的发展, 延长患者的生存期, 
术后可以进行放射治疗作为一种辅助治疗, 也
许这是唯一的选择. 这也体现了长时期来放射

治疗在直肠癌治疗中的地位. 之后发现放疗作

为一种辅助手段能用于根治性切除的病例中, 
直肠癌的复发率可明显降低. 但放射治疗会带

来一系列不良反应, 因此在剂量和病例选择上

需严格掌握, 不能盲目扩大应用范围. 放疗可以

降低术后局部复发的发生, 这个结论已被确认, 
而且不论术后放疗或术前放疗对降低局部复发

的作用都是相同的. 随后发现放化疗联合应用

效果尤为明显[30-34]. 因而90年代起, 对Dukes B和
C期的进展期直肠癌, 术后加作辅助治疗被视作

标准治疗方案[35]. 以后发现术前放化疗比术后放

化疗更具有几大优点, 特别对低位直肠癌和低

位局部进展期T4直肠癌可使原来不能切除的肿

瘤由于肿瘤降期得以切除; 可以使低位病变切

除后得以保留括约功能, 肿瘤缩小, 手术野中已

播散肿瘤细胞被杀灭, 术中发生种植再播散机

会减少; 吻合口不在照射野中, 小肠在腹腔中活

动度更大, 也不易受到放射的伤害, 故比术后放

疗引起的并发症相对较轻、较少[36]. 最近德国的

一项随机对照研究比较了术前放化疗与术后放

化疗的优缺点. 结果表明对局部复发率的降低, 
括约功能的保留, 吻合口狭窄的发生率和放射

引起的3/4级毒副反应均以术前放化疗优于术后

放化疗[37]. 因而术前放化疗已被包括欧洲和美国

接受作为局部进展期低位直肠癌的标准治疗方

案[16,38-39]. 这种术前放化疗由于术前短期放疗迅

速手术的方案, 达不到增加保肛手术和提高切

除率的疗效, 术后副反应引起的并发症反而增

加, 故目前推荐的是中等放射剂量(45-50 Gy)/5 
wk+5 FU/LV, 然后休息6-8 wk再行手术. 

为什么术前放化疗受到青睐被推荐? 从当

前发表的一些资料中我们可以找到答案. Memo-
rial Sloan-kettering癌症中心对T3期直肠癌给予

5-FU/LV+放疗, 之后按TME进行手术, 术后再

■应用要点
采用术前放化疗
治疗进展期结直
肠癌, 提高了其根
治性切除率和保
肛手术成功率. 而
且随着90年代以
来全身化疗的迅
速发展, 辅助化疗
地位的确立也为
进一步提高中晚
期患者的长期生
存提供了可能. 本
文综合上述进展, 
为直肠癌特别是
低位直肠癌疗效
的进一步提高提
供了理论指导.
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给予5-FU/LV. 结果显示病理完全消退(pCR)达
13%, 并达到极高保肛手术率. 在判断需作APR
的病例中89%完成了低位前切除(LAR). 局部复

发率仅2%, 3 a生存率95%[40]. 通过肿瘤缩小完成

保肛; 肿瘤降期则是治疗后的重要参数. 此后采

用手术前放化疗取得保肛手术的比率高达70%
以上, 而且75%以上病例功能良好[41-44]. 如此高

的保肛成功率关键得益于肿瘤降期, 肿瘤缩小, 
特别是至少有13%-20%的病理肿瘤完全消退[16]. 
而最近另一些报道的pCR可能还要高. 包括作者

最近一组采用以卡培他滨与放疗相结合的60例
T3/T4期局部进展期低位直肠癌pCR 28%, 保肛

成功率高达96.67%[45]. 究竟肿瘤降期和病理肿

瘤完全消退意味什么呢? 这是从根本上改变病

期和治疗效果的有力措施. 这一结论不是推测, 
而是有事实依据的. 最近Habr-Gama et al报道的

一组资料是迄今为止病例数最多, 随访观察时

间最长, 也是说服力最大的. 在260例低位直肠

癌手术前放化疗的结果中显示临床肿瘤完全消

退(c0期)22%未手术, 临床未完全消退的病例中

又有9%病理肿瘤完全消退(p0期), 总共肿瘤完

全消退(0期)93例占37%. c0期无盆腔复发, 总复

发7%, 无癌肿相关死亡, 5和10 a癌肿相关总生

存率均为100%. 0期总共有6例发生全身性转移

(6.4%), 2例死于疾病进展(2.2%), 直肠内复发2
例, 经局部切除或腔内放疗获救. 10 a总生存率

97%. 全组随访期间盆腔复发15例(5.7%), 全身

性转移34例(13%)[46]. 
新辅助放化疗的出现对传统理念是一个极

大的挑衅. 患了直肠癌不立即手术, 先进行放化

疗, 行吗? 万一病情进展了, 不能手术或不能根

治性切除怎么办? 虽术前放化疗的肿瘤降期率

并非100%, 但至少至今尚无报道这种病情变化

不能切除的情况. 从作者的经验来看, 亦未见有

病情进展恶化而不能切除的病例. 无疑应用新

辅助放化疗很重要的一点就是病例的选择. 按
目前国际上的共识, T3和T4期不论N0或N1都是适

于术前放化疗的病例. 为了保证病例选择的适

当, 特别强调术前必须通过腔内B超和MRI成像

对病期进行评估[47-51], 以确保不致“过度治疗”

的发生, 因为T1或T2期病变是无需先行放化疗

的. 但由于新辅助放化疗产生的肿瘤降期效应

是那么令人向往, 他不但宣告了对原先认为病

期偏晚的病变可转变为中期甚至早期病变, 还
使很大一部分原先认为需行腹会阴切除术的病

例最终可安全的施行保肛手术, 极大地改善了

患者术后的生活质量. 最近有学者特别对T2期

术前判断必须作腹会阴切除术的患者给与术前

放化疗. 结果竟有78%的病例最终完成了保肛手

术, 15%完全缓解(pCR). 保肛手术的5 a无病生

存(DFS) 77%, 总生存率(OS) 85%, 局部复发率

10%, 5 a统计局部复发率13%[52]. 虽然这是1个例

数不多的小资料, 其结果还是诱人的. 同时给我

们传递了1个信息即当前国际上对患者生活质

量的重视. 至于今后是否又会成为新辅助放化

疗的1个特殊适应证, 尚有待更多资料来证实.

4  加强术后辅助化疗可减少远处转移的发生, 

从而提高长期生存

放疗可以降低局部复发率, 但对预防远处转移

却无能为力. 因此预防远处转移的任务就落到

了化疗的身上. 术后辅助化疗被证明能提高Ⅲ

期结直肠癌的5 a生存率, 就得益于化疗对微转

移灶的有力杀灭作用. 5FU-/LV方案是第1个被

国际公认为结直肠癌根治性手术后的标准辅助

化疗方案. 按照美国每月连续应用5 d为1疗程, 
术后应用6 mo亦即6个疗程; 如按欧洲每2周应

用2 d为1周期, 2个周期为1疗程则应用12周期; 
按德国每周1次, 连用6 wk休息2 wk为1疗程, 共
用3疗程, 总共术后辅助化疗时间都是6 mo. 最
近MOSAIC研究证明FOLFOX方案即奥沙利铂

(OXA)+5-FU/LV每3周1次的疗效明显优于单用

5-FU/LV. 前者对Ⅱ/Ⅲ期结直肠癌的无病5 a生存

可达78%, 高于后者的73%[47]. 因而被美国FDA
批准作为Ⅲ期结直肠癌新的辅助化疗标准方案

取代5-FU/LV. 接着X-ACT研究又证明单药卡培

他滨的疗效至少与5-FU/LV相同, 可能更好, 使
用更方便, 毒副反应更轻, 故于2005年相继被欧

洲药监总局和美国FDA批准, 作为单药治疗方

案用于Ⅲ期结直肠癌, 取代5-FU/LV. 这样, 可
供选用的辅助化疗方案已有3个. 对病理证实淋

巴结有癌细胞侵犯的Ⅲ期病例, 无疑首选应用

FOLFOX方案为佳. 对术前未进行放化疗治疗

的病例, 术后应给予6个疗程, 对术前已经给予

化放疗的病例术后应给予4个疗程[48]. 因为术前

已应用了8-10 wk的化疗, 相当于2个疗程. 对于

Ⅱ期病变术后辅助化疗的效果没有Ⅲ期那么明

显, 故目前尚不主张对Ⅱ期结直肠癌常规给予

辅助化疗, 仅对高危病例应用辅助化疗, 包括伴

梗阻、穿孔、高恶性低分化癌肿、T4期癌肿、

淋巴管或血管有癌栓以及神经周围有浸润的病

例. 至于术前已给予放化疗, 术后病理提示局部

■同行评价
本文从4个方面谈
目前直肠癌治疗
策略 ,  论述深入 , 
文献使用得体, 依
据推理充分, 对指
导临床治疗有意
义, 是一篇较好的
指导性文献.
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尚有癌肿而淋巴结阴性的病例考虑术前极有可

能淋巴结是阳性的, 故术后仍宜给予辅助化疗. 
但此时考虑淋巴结已转阴性, 故可给卡培他滨

po  4个疗程, 就无需再用FOLFOX. 因为无淋巴

结转移的Ⅱ期病例在MOSAIC研究中FOLFOX
与LV5-FU2 2组疗效无明显差别, 因此用卡培他

滨取代5-FU/LV同时又避免奥沙利铂的毒副反

应, 这是最合理的给药方案. 
总之, 直肠癌的治疗已步入了综合治疗的

年代, 尽管外科手术依然是主要手段, 但合理地

在手术前后辅以化疗与放疗, 将是取得长期生

存和良好生活质量双重目标的主要支柱. 随着

新药开发, 生物治疗、基因治疗的介入, 直肠癌

的疗效有望在新的基础上不断提高.
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Abstract
AIM: To explore the feas ibi l i ty of smal l 
interfering RNA (siRNA) for inhibiting livin 
gene expression, and to investigate the apoptotic 
susceptibility of SGC-7901 cells to siRNA-
mediated silencing of the livin gene. 

METHODS: Two siRNAs (si-livin1 and si-livin2) 
that specifically target the livin gene were de-
signed based on their coding regions and were 
synthesized in vitro. They were then transfected 
into gastric cancer SGC-7901 cells. Expression 
level of livin mRNA was assayed by RT-PCR. 
Apoptosis was assessed by flow cytometry. 
Growth of SGC-7901 cells and 50% inhibitory 
concentration (IC50) of 5-fluorouracil (5-FU) and 
cisplatin for cell growth were analyzed by the 
MTT method.

RESULTS: The expression level of livin mRNA 

treated for 48 hours by si-livin1 was significantly 
decreased in SGC7901 cells (livin α, 0.167 ± 0.013 
vs 0.403 ± 0.036, 0.389 ± 0.053; livin β, 0.181 ± 
0.028 vs 0.413 ± 0.041, 0.404 ± 0.029, all P < 0.01) 
with an inhibited cell growth state, but not in si-
livin2-treated cells. IC50 of 5-FU and cisplatin in 
SGC-7901 cells treated by si-livin1 was decreased 
(5-FU, 34.07 ± 2.98 vs 74.39 ± 4.91, 69.85 ± 4.57; 
cisplatin, 4.56 ± 0.35 vs 9.07 ± 0.44, 7.96 ± 0.64, all 
P < 0.01). The spontaneous apoptosis rate of cells 
was increased when they were treated by si-
livin1 (11.07 ± 1.36 vs 3.54 ± 2.89, 6.72 ± 1.77, P < 
0.01, P < 0.05), and cells treated by si-livin1 were 
more susceptible to proapoptotic stimuli (5-FU 
and cisplatin) than control groups (5-FU, 34.90 ± 
1.76 vs 11.54 ± 0.83, 13.54 ± 2.55; cisplatin, 48.14 ± 
2.70 vs 14.51 ± 0.35, 15.71 ± 0.34, all P<0.01).

CONCLUSION: siRNA can silence livin gene 
expression in SGC-7901 cells and induce cell 
apoptosis; thus, livin might serve as a new target 
for apoptosis-inducing therapy against gastric 
cancer.

Key Words: Small interfering RNA; livin  gene, 
SGC-7901 cells; Apoptosis; Reverse transcription 
polymerase chain reaction; Flow cytometry

Wang TS, You SH, Ge HM, Lin P. Induction of apoptosis 
in SGC-7901 cells by small interfering RNA-mediated 
silencing of the livin gene. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(22): 2377-2381

摘要
目的: 研究l i v i n特异性小分子干扰R N A 
(siRNA)沉默胃癌SGC-7901细胞livin基因及
对促胃癌细胞凋亡的影响. 

方法: 设计针对人源livin基因的两条SiRNA: 
si-livin 1和si-livin 2, 分别转染至对数生长期的
胃癌SGC-7901细胞; 逆转录酶链式反应(RT-
PCR)检测转染前后胃癌SGC-7901细胞livin基
因表达的变化, MTT法检测转染前后该细胞
对5-FU、顺铂的半数抑制浓度(IC50)的变化
以及检测转染前后细胞增殖能力的变化, PI染色
后流式细胞仪检测转染前后细胞凋亡的变化.

www.wjgnet.com
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■背景资料
细胞凋亡过程调
控异常与肿瘤发
生发展以及对药
物的抵抗密切相
关. livin是近年来
发现的人类凋亡
抑制蛋白(IAP)家
族的新成员, 在多
种肿瘤组织中表
达, 能抑制凋亡诱
导剂诱发的细胞
凋亡 ,  因此抑制
IAP表达可以促进
癌细胞凋亡, 增加
肿瘤对化疗药物
的敏感性.



结果: livin特异性siRNA转染胃癌SGC-7901细
胞48 h后, si-livin 1组livin α mRNA(灰度值表
示)表达较空白对照组和阴性对照组显著减少
(livin α: 0.167±0.013 vs  0.403±0.036, 0.389
±0.053; livin β: 0.181±0.028 vs  0.413±0.041, 
0.404±0.029, 均P <0.01). 而si-l iv in 2组l iv in  
mRNA表达相比于空白对照组和阴性对照无
显著差异; 转染siRNA后, si-livin 1组胃癌细胞
生长缓慢, 生长曲线较对照组平缓; si-livin 1组
细胞对5-FU和顺铂半数抑制浓度IC50较空白
对照组和阴性对照组显著降低(5-FU: 34.07±
2.98 vs  74.39±4.91, 69.85±4.57; 顺铂: 4.56±
0.35 vs  9.07±0.44, 7.96±0.64, 均P <0.01); 转
染siRNA后, si-livin 1组胃癌细胞自发凋亡率
较空白对照组和阴性对照组增加(11.07±1.36 
vs  3.54±2.89, 6.72±1.77, P <0.01, P <0.05). 
5-FU和顺铂作用后, s i-l iv in 1组胃癌细胞凋
亡率较空白对照组和阴性对照组显著增加
(5-FU: 34.90±1.76 vs  11.54±0.83, 13.54±
2.55; 顺铂: 48.14±2.70 vs  14.51±0.35, 15.71
±0.34, 均P <0.01).

结论: RNA干扰可有效沉默livin基因表达从
而抑制胃癌SGC-7901细胞生长及增加该细胞
凋亡敏感性, livin可能成为胃癌凋亡治疗途径
的一个分子靶点.

关键词: RNA干扰; livin基因; SGC-7901细胞; 凋亡; 
逆转录酶链式反应; 流式细胞术
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0  引言

细胞凋亡过程调控异常与肿瘤发生发展密切相

关[1-2], 随着对凋亡研究不断深入, 人们发现许多

抗肿瘤药物是通过诱导细胞凋亡而发挥作用

的[3-4], 诱导细胞凋亡已成为开发新的抗癌药物

的研究热点之一. l iv in是近年来发现的人类凋

亡抑制蛋白(inhibitor of apoptosis protein family, 
IAP)家族的新成员[5-7], 特异的分布于多种肿瘤

组织[8-13], 并能抑制多种凋亡刺激剂诱发的细胞

凋亡[14], 阻断凋亡抑制蛋白后可以促进癌细胞的

凋亡[15-16]. 本实验室的前期研究发现, livin基因

在部分胃癌组织中表达上调, 因此我们设计了

以livin为靶标的siRNA, 观察RNA干扰对胃癌细

胞系SGC-7901 livin基因mRNA的抑制作用及对

胃癌细胞凋亡敏感性的影响.
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1  材料和方法

1.1 材料 胃腺癌细胞SGC-7901由本实验室保存; 
RPMI-1640培养基及小牛血清购自美国Hyclone
公司; RT-PCR试剂盒购自美国Promega公司, 
RNA抽提试剂盒TRIzol购自美国Invitrogen公
司、PCR仪为美国MJ Research公司PTC-200型; 
PCR引物、siRNA和荧光标记的阴性对照及转染

用的RNAi-mate试剂来自上海吉玛生物公司; 二
甲基亚枫(DMSO)、MTT试剂购自南京生兴生

物技术有限公司; 5-FU(250 g/L)和顺铂(20mg/支)
购自齐鲁制药厂. livin  siRNA的设计: 同时设计

两条siRNA的异构体, 首先自Genbank下载livin
序列, 避开头尾非编码区及两条异构体有差异的

部分, 采用麻省理工学院Whitehead研究所的设

计程序设计livin  siRNA序列, 即寻找到“NA”

(N代表任一碱基)开头的序列, 连续取其3'端19
个碱基, 经同源性比较分析唯一后, 将末尾再加

上dTdT, 委托上海吉玛生物技术公司合成, 其正

义链序列及起始位点分别为si-livin 1: 5'-GGUG
CUUCUUCUGCUAUGGdTdT-3'(539), si-livin2: 
5'-GAGAGGUCCAGUCUGAAAGdTdT-3'(788).
1.2 方法 将呈指数生长的SGC-7901细胞接种于

细胞板上(96孔板每孔5×103细胞, 用于MTT试
验, 12孔板每孔细胞数5×104, 用于流式细胞仪

检测, 6孔板每孔细胞数1.5×105, 用于RT-PCR检
测). 
1.2.1 SiRNA转染及RT-PCR检测转染效果 细胞

培养24 h后进行2条siRNA转染, 96孔板每孔在

总量200 μL液体中加入0.6 μg siRNA, 12孔板在

1 mL液体中加入2 μg siRNA; 6孔板中2 mL液体

中加5 μg. 应用RNAi-Mate转染试剂, 按说明优

化转染条件. 设未转染的空白对照组及转染带

荧光标记的无效siRNA做为阴性对照组, 同时在

荧光显微镜下观察和判断转染效果(本实验转染

效率65%). RT-PCR检测转染前后livin两条异构

体mRNA的表达水平. 6孔板内各孔接种细胞数

1.5×105培养24 h后, 设4组(si-livin 1组、si-livin 2
组、空白对照组和阴性对照组), 每组设3复孔, 
siRNA转染48 h后收获细胞提取总RNA. RT-PCR
方法及所需引物参照文献[17]. 以β-actin为内参

照, 实验重复3次. 获得PCR扩增实验所需l iv in
和β-actin基因的扩增引物. 根据GenBank提供的

mRNA序列, 应用引物设计软件Primer Premier 
5.0自行设计, 序列见表1. 用美国Promega公司的

PCR扩增试剂盒进行PCR. PCR反应条件: 94℃
预变性5 min, 94℃变性30 s, 59℃退火30 s, 72℃

www.wjgnet.com

■研发前沿
许多抗肿瘤药物
是通过诱导细胞
凋亡而发挥作用
的, 肿瘤细胞对药
物诱导的凋亡产
生抵抗可能是耐
药的重要原因之
一. 因此, 肿瘤凋
亡诱导治疗研究
将是克服肿瘤耐
药的研究热点, 探
索各种诱导肿瘤细
胞凋亡的途径是亟
待研究的问题.
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延伸30 s, 循环32次, 72℃终末延伸5 min, 目的

和内参引物同时加入, 同管扩增. PCR反应后取5 
μL PCR产物进行15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 紫外照

相并进行扫描分析, 以livin /β-actin进行livin基因

表达水平半定量分析. 细胞转染前后livin /β-actin
之差与转染前livin /β-actin之比结合转染率计算

抑制效率.
1.2.2 MTT法测定细胞生长曲线、顺铂和5-FU的
半数抑制浓度(IC50) 取状态良好的对数生长期

的细胞, 消化后用含小牛血清的培养液配成单

细胞悬液, 每孔5×103接种于96孔板, 设3组(si-
livin 1组、空白对照组和阴性对照组)每组设6个
复孔, 培养24 h后, 按照上述方法转染, 分别于

转染后0, 24, 48, 72和96 h各孔加入5 g/L的MTT
液20 μL, 继续培养4 h, 弃上清, 每孔加入DMSO 
150 μL溶解, 492 nm波长测定各孔吸光度值(A ), 
描绘时间-吸光度值曲线, 吸光度与活细胞数呈

正相关. 将未转染及经siRNA转染48 h后的各组

SGC-7901细胞, 调整细胞浓度, 在96孔板每孔中

加入5×103细胞数和不同浓度的5-FU和顺铂稀

释液, 终体积200 μL, 培养48 h后, 同样以MTT法
测定各孔吸光度值(A ), 每组设3个复孔, 重复实

验3次, 绘出浓度-抑制率曲线, 计算出半数抑制

浓度(IC50), 比较各组差异.
1.2.3 流式细胞仪检测各组细胞凋亡率 将未转

染及经siRNA转染48 h后的各组SGC-7901细胞, 
调整细胞浓度按每孔5×104细胞数接种至12孔
板, 分为未加药组、顺铂组(终浓度为4 g/L)和
5-FU(终浓度为20 g/L)组, 培养48 h后, 收集细胞, 

700 mL/L的乙醇(乙醇溶于PBS中)固定(-4℃保

存备用), 送本校基础公用实验室进行PI染色后

流式细胞仪检测. 每份标本计数10 000个细胞, 
位于G0-G1亚二倍体峰为凋亡峰, 所占的比率为

凋亡率, 重复实验3次.
统计学处理 用SPSS13.0进行统计学处理, 

各组内比较用LSD检验, 组间比较采用方差分

析, 所有数据用mean±SD表示, 以P <0.05为有统

计学显著性.

2  结果

2.1 SiRNA对livin  mRNA表达的抑制 SGC-7901
细胞经siRNA处理48 h后, si-livin 1组livin表达水

平显著下调(P <0.01), si-l iv in 2和阴性对照组则

下调不明显(P >0.05), si-livin 1对livin  α抑制率为

83.7%, 对livin  β抑制率为80.2%(图1, 表2).
2.2 SiRNA对细胞增殖的抑制 由于si-l iv in 2对
livin  mRNA抑制效果不明显, 故以下实验不再对

si-livin 2进行研究. 实验结果显示si-livin 1对细胞

增殖有抑制作用, si-livin 1生长曲线较空白和阴

性对照组平缓(图2).
2 . 3  S i R N A转染后药物敏感性实验  胃癌

SGC-7901细胞对5-FU和顺铂的IC50值, si-livin 1
组低于空白对照组和阴性对照组(P <0.01)(表3). 
2.4 s iRNA转染前后SGC-7901细胞对化疗药

■相关报道
2001年Elbashir et al
首次报道siRNA在
体外培养的哺乳
动物细胞内成功
诱导基因特异阻
抑, 相继有人用靶
向mdr1的siRNA
转染人耐药肿瘤
细胞, 结果表明靶
向mdr1的siRNA
对内外源的mdr1
基因均有沉默作
用, 并可以恢复细
胞对化疗药物的
敏感性. Crnkovic-
Mertens I及国内
孙建国  e t  a l在
Hela细胞和肺癌
S P C - A 1细胞中
阻断凋亡抑制蛋
白l iv in表达后可
以促进癌细胞的
凋亡.

表  1  livin 和actin PCR引物序列

     
基因			   引物序列			          扩增片段长度(bp)

livin  α和livin  β     上游: 5'-TCCACAGTGTGCAGGAGACT-3'	           312和258

	             下游: 5'-ACGGCACAAAGACGATGGAC-3'	     	  

β-actin	            上游: 5'-AGCGCAAGTACTCCGTGTG-3'		  501

	            下游: 5'-AAGCAATGCTATCACCTCCC-3'

M        1       2       3        4        5
100 bp
200 bp
300 bp
400 bp
500 bp
600 bp

Livin  β
Livin  a
β-actin

图  1  siRNA对SGC-7901细胞livin  α和livin  β mRNA表达的抑
制. M: Marker; 1: si-livin 1; 2: si-livin2; 3: 阴性对照; 4: 空白
对照; 5: 试剂对照.

■创新盘点
目前研究RNA干
扰在胃癌中的应
用主要集中在沉
默胃癌靶基因及
耐药基因等方面, 
用RNA干扰沉默
胃癌细胞l iv in基
因的表达尚未见
报道 .  本研究结
果表明, siRNA能
够有效沉默l iv in
基因 ,  抑制胃癌
SGC-7901细胞生
长及增加该细胞
对化疗药物的敏
感性.
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图  2  siRNA转染后SGC-7901细胞生长曲线变化.
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物诱导凋亡的反应 在不加化疗药的情况下s i-
l iv in 1组凋亡率高于空白对照组和阴性对照组

(P <0.05), 而加入5-FU和顺铂后, si-livin 1组细胞

凋亡率比空白对照组和阴性对照组更为明显

(P <0.01)(图3).

3  讨论

细胞凋亡过程调控异常不仅与肿瘤发生相关, 
而且随着近年来对细胞凋亡研究的不断深入, 
人们发现许多抗肿瘤药物是通过诱导细胞凋亡

而发挥作用的[3-4], 诱导细胞凋亡已成为开发新

的抗癌药物的研究热点之一. 胃癌是我国常见

的恶性肿瘤之一, 发现时多属中晚期, 除手术外, 
化疗是胃癌的重要治疗手段, 肿瘤细胞对化疗

药物产生抵抗可导致治疗失败, 其原因是多方

面的, 癌细胞对药物诱导凋亡的抵抗可能是原

因之一[18-19]. 凋亡抑制蛋白(inhibitor of apoptosis 
protein family, IAP)家族在凋亡缺陷中的重要作

用已受到人们重视. l iv in是IAP家族的新成员, 
特异的分布于多种肿瘤组织, 参与了凋亡过程

的调节, 能抑制多种凋亡刺激剂诱发的细胞凋

亡, 有望成为肿瘤肿瘤治疗的一个新靶点[20]. 初
步研究结果显示, 通过各种手段阻断凋亡抑制

蛋白livin表达后可以促进癌细胞的凋亡[15-16]. 2001
年, Elbashir et al [21]首次报道siRNA在体外培养

的哺乳动物细胞内成功诱导基因特异阻抑以

后, s iRNA是否可应用于人类疾病的治疗受到

了广泛的关注. 相继有人用靶向多药耐药蛋白

1(mdr1)的siRNA转染人耐药肿瘤细胞(乳腺癌

MCF27/AdrR细胞[22]、胰腺癌EPP85-181RDB细

胞、胃癌EPG85-257RDB细胞[23]等), 研究结果

显示, 靶向mdr1的siRNA对内外源的mdr1基因

均有沉默作用, 并恢复细胞对化疗药物的敏感

性, 为siRNA应用于人类疾病治疗积累了基础研

究经验. 目前研究RNA干扰在胃癌中的应用主

要集中在RNA干扰沉默胃癌靶基因及耐药基因

等方面[24]. 本实验室前期研究结果显示l iv in在
人胃癌组织中过表达, 尤其在淋巴结阳性的胃

癌组织有较高表达率[17], 因此我们针对l iv in基
因设计了2条siRNA序列(si-livin 1, si-livin 2), 分
别转染SGC-7901细胞. RT-PCR检测发现其中一

条siRNA(si-livin 1)能够有效的抑制livin两条异

构体的表达, 抑制效果在80%左右. 同时细胞经

si-livin 1作用后细胞增殖受到抑制, 自发凋亡及

对5-FU和顺铂凋亡敏感性均增加, 对5-FU和顺

铂的半数抑制浓度(IC50)则降低. 本研究结果与

Crnkovic-Mertens et al [15]及国内孙建国 et al [25]在

Hela细胞和SPC-A1细胞所获得结果相似. 本实

验结果显示RNAi技术操作简单, 基因沉默效率

高, 序列特异性好, 是肿瘤基因干预治疗的良好

工具, 但本实验所采用化学合成法合成的siRNA
在细胞内存在时间较短, 不能长期稳定表达, 长
期的沉默效果不确定, 而采用以病毒为siRNA表

达载体进行RNAi可获得长期稳定的表达而产

生持久的作用. siRNAs在哺乳动物的作用目前

尚不十分清楚, 其主要的作用机制可能是介导

表  2  siRNA对SGC-7901细胞livin  mRNA表达的影响(n  = 3, mean±SD, 相对灰度)

     
	            空白对照                阴性对照              si-livin 1               si-livin 2     

Livin  α   	       0.403±0.036      0.389±0.053     0.167±0.013b    0.360±0.036 

Livin  β                   0.413±0.041      0.404±0.029     0.181±0.028b    0.395±0.042 

bP<0.01 vs  空白对照或阴性对照.

■应用要点
本研究目前还处
于体外研究阶段, 
但最近有研究报
道直接将s iRNA
注射至小鼠体内
抑制基因表达获
得成功, 本文为进
一步了解RNAi在
体内发挥的效果
提供了实验依据. 
预计在肿瘤的临
床治疗中将具有
应用前景.

表  3  细胞对5-FU和顺铂的敏感性(n  = 3, mean±SD)

分组                             5-FU(IC50)                       顺铂(IC50)

空白对照                 74.39±4.91                  9.07±0.44

阴性对照                 69.85±4.57                  7.96±0.64

si-livin1                  34.07±2.98b                 4.56±0.35b

bP<0.01 vs  空白对照或者阴性对照.

图  3  转染SiRNA转染后SGC-7901细胞对药物诱导细胞凋
亡的反应. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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同源R N A降解 .  最近有两个研究小组报道直

接将s i R N A注射至小鼠体内抑制基因表达获

得成功 [26-27], 提示siRNA用于临床治疗将成为

可能. 我们将进一步进行体内实验研究, 以了解

RNAi在体内发挥的效果. 另外由于肿瘤细胞的

凋亡缺陷形成除了l iv in表达上调外, 尚可能有

survivin及bcl- 2等多种基因参与, 如有研究显示

siRNA或反义核酸作用于survivin可使胃癌细胞

增殖受到抑制和凋亡率增加[28-30]. 因此联合应用

针对各种不同凋亡缺陷机制的siRNAs, 将可能

更有效地逆转肿瘤细胞的凋亡缺陷, 促进和增

强对恶性肿瘤的临床治疗效果.
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■同行评价
本文采用s iRNA
的 技 术 研 究 了
l iv in基因及其对
胃癌细胞凋亡的
影响 ,  选题先进 , 
设计合理, 实验数
据较详实, 证据充
足; 论文科学结论
较明确, 对进一步
的临床基础研究
有一定的指导作
用. 反映了我国或
国际胃肠病学临
床和基础研究的
先进水平.
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Abstract
AIM: To explore the effect of glutamine (Gln) 
and dexamethasone (Dex) on the production of 
tumor necrosis factor alpha (TNF-α) and matrix 
metalloproteinase 3 (MMP3) in the liver of young 
rats with endotoxemia.

METHODS: Endotoxemia models were estab-
lished by intraperitoneal injection of lipopoly-
saccharide (LPS) in 88 18-day-old young wistar 

rats. The rats were then randomly divided into 
three groups: control group (C, normal saline 1 
mL/kg ip, n = 8), LPS group (L, LPS 4 mg/kg 
ip, n = 40) and treatment group (T, LPS 4 mg/kg 
ip, followed 1 hour later by Dex 5 mg/kg plus 
13.46% Gln 1 mL/kg ip, n = 40). The rats were 
sacrificed at 0, 2, 4, 6, 24 and 72 h. Liver was 
isolated, fixed and cut into slices to examine the 
protein expression of TNF-α and MMP3 by im-
munohistochemistry.

RESULTS: The protein expression of TNF-α in 
the L group gradually increased with disease de-
velopment, until it peaked at 6–24 hours, which 
was significantly higher than that in the control 
group (P < 0.01); it then slowly decreased until 
72 hours but was still higher than that in the 
controls (P < 0.05). The variation in the T group 
was paralleled to that in the L group but signifi-
cantly milder than that in the L group (P < 0.01). 
In the L group, the change in MMP3 was similar 
to that for TNF-α; the peak was at 24 hours, but 
at 72 hours, it was still higher than in the con-
trols (P < 0.01). In the T group, the production 
of MMP3 was significantly higher than that in 
the controls (P < 0.01), but significantly lower 
than that in the L group (P < 0.01). There were 
positive correlations between the expression of 
TNF-α and MMP3 during sepsis (L group, r = 
0.928; T group, r = 0.939).

CONCLUSION: Combination of Gln and Dex 
can prevent the damage and rebuilding of liver 
with sepsis by decreasing the productions of 
TNF-α and MMP3.

Key Words: Glutamine; Dexamethasone; Matrix 
metalloproteinase3; Liver rebuilding

Wang H, Sun M, Zhou Z. Effects of glutamine and 
dexamethasone on the expression of tumor necrosis 
factor alpha and matrix metalloproteinase 3 in rat liver 
with sepsis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(22): 
2382-2386

摘要
目的: 通探讨谷氨酰胺(Gln)和地塞米松(Dex)

®

■背景资料
肝脏胶原纤维对
肝细胞及其周围
血管有维持形态
和支持的作用 , 
M M P是降解细
胞外基质的酶 , 
MMP活性与肝硬
化形成明显相关. 
已知地塞米松和
谷氨酰胺对脓毒
症引起的某些脏
器MMP过度合成
有抑制作用, 但在
肝脏中作用尚未
见报道. 
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对脓毒症肝损伤的保护作用.

方法: ip大肠杆菌脂多糖(LPS)制备幼年大鼠
脓毒症模型, 按照ip药物不同分为对照组(C, n  
= 8, ip生理盐水1 mL/kg); 内毒素组(L, n  = 40, 
ip LPS 4 mg/kg)，治疗组(T, n  = 40, ip LPS 4 
mg/kg 后1 h ip Dex 5 mg/kg+Gln 1 mL/kg), 在
注射内毒素后0 h(只限对照组), 2, 4, 6, 24 和
72 h取肝右叶, 采用免疫组化的方法测定肝组
织中肿瘤坏死因子(TNF-α)和基质金属蛋白
酶3(MMP3)蛋白质合成水平. 

结果: 与C相比, L组TNF-α蛋白质表达明显
高于对照组(P <0.01), 24 h达高峰, 72 h虽然
有所降低但仍明显高于对照组(P <0.05). T组
各时点TNF-α蛋白质表达均高于对照组，但
增高幅度明显低于L组(P <0.01), 与对照组相
比, L组MMP3蛋白质表达明显升高, 24 h达高
峰, 72 h有所降低, 但仍高于对照组(P <0.01); 
T组较L 组明显减低(P <0.01). L和T组肝脏组
织中TNF-α与MMP3改变均呈明显正相关(r  = 
0.928, r  = 0.939).

结论: 联合应用谷氨酰胺与地塞米松可以抑
制TNF-α和MMP3的合成, 从而减轻脓毒症幼
年大鼠的肝脏损伤和重塑.

关键词: 谷氨酰胺; 地塞米松; 基质金属蛋白酶3; 肝

脏重塑
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0  引言

肝脏胶原纤维对肝细胞及其周围血管有支持和

维持形态的作用, 一旦其胶原纤维代谢异常, 将
引起肝组织重塑, 肝脏纤维化, 进一步影响肝脏

的形态和功能. 脓毒症时可以有心、肺、肝等

多脏器功能衰竭, 此时是否伴有肝脏胶原纤维

的代谢异常, 尤其是是否存在肝脏形态的改变

目前尚未见相关报道. 肿瘤坏死因子(TNF-α)的
增加是脓毒症时引起多器官损害的关键, 地塞

米松(dexamethasone, Dex)在脓毒症时可以抑制

TNF-α以及NO[1]和IL-6的合成, 减少肝脏组织中

Toll样受体4的表达, 减少级联免疫反应而保护

肝脏[2], 谷氨酰胺(glutamine, Gln)作为自由基清

除剂也可以减少脓毒症小鼠的多器官损害和死

亡率[3], 但在脓毒症中是否对肝脏胶原代谢有保

护作用, 目前还没有相关报道. 观察Gln与Dex对
幼年大鼠脓毒症肝脏TNF-α以及胶原代谢的影

响, 从而为临床感染性休克的治疗尤其在肝脏

的保护方面提供一些理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 参照文献[4]建立幼年大鼠内毒素血症模

型, 选健康18日龄Wistar大鼠88只, 体质量28.1±4.9 g,  
不分雌雄, 由我院实验动物中心提供. 分组如下: 
对照组(Ctrl, n  = 8)ip生理盐水1 mL/kg; 内毒素

组(L, n  = 40, ip LPS 4 mg/kg); Gln与Dex治疗组

(T, n  = 40, ip LPS 4 mg/kg, 1 h 后ip 13.46 g/L Gln 
1 mL/kg+Dex 5 mg/kg). 各组于加LPS后0(仅限

于对照组), 2, 4, 6, 24及72 h分别取8只大鼠处死, 
分离肝脏右叶, 用冰盐水冲洗后放入0.1 mol/L 
PBS配制的40 g/L多聚甲醛中固定12-18 h, 常
规石蜡包埋, 切片, 用免疫组化方法测定TNF-α
和MMP3蛋白质的表达. 大肠杆菌精制内毒素

(LPS, Escherichia coli O55: B5)由美国Sigma公
司提供. TNF-α及MMP3抗体以及即用型试剂盒

由武汉博士得生物医学工程公司提供.
1.2 方法 将石蜡切片经常规脱蜡至水, 30 mL/L 
H2O2, 室温5-10 min灭活内源性酶. 热修复抗

原, 加5 g/LBSA封闭, 室温20 min, 甩去多余液

体, 不洗. TNF-α指标测定加稀释160倍的小鼠抗

TNF-α, 而MMP3指标测定加稀释160倍的小鼠

抗MMP3, 37℃, 60 min, 加生物素化山羊抗小鼠

IgG, 37℃, 20 min, 加SABC, 37℃, 20 min, PBS洗
4次, 每次5 min. DAB显色, 充分水洗, 苏木素复

染, 充分水洗, 酒精脱水, 二甲苯透明, 封片. 各
时点随机取8张组化染色片, TNF-α阳性者表现

为肝细胞质内棕黄色颗粒, MMP3阳性表现为在

肝肝血管周围以及肝细胞周围有棕黄色颗粒沉

积, 在8张切片上随机选取24个视野照相, 采用

日本产Olympus摄像系统和MetaMorph/BX41型
图像数据分析系统测定积分吸光度值(Integrated 
A  Total, IA T), 再随机取3个测定的数据计算其平

均值作为1个统计数据, 每个时点共取8个统计

数据再进行数据分析.
统计学处理 采用SPSS11.0数据分析软件系

统, 数据均以(mean±SD)表示, 各组间比较采用

Dunnett t检验, P <0.05为显著性差异. TNF-α与
MMP3的关系采用相关回归方程表示.

2  结果

2.1 脓毒症幼年大鼠肝脏T N F-α的表达(表1) 
L组肝脏T N F-α表达明显高于对照组(图1A, 

■创新盘点
有研究证实脓毒
症时肝脏细胞外
基质确实受到损
害, 另有研究报道
地塞米松和谷氨
酰胺分别在脓毒
症时对小肠、心
脏的损害有保护
作用, 本文首次将
其合用作保护大
鼠肝脏损害的药
物, 取得了满意的
效果.
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P <0.001), 24 h达高峰(图1B), 72 h虽然有所恢复

但仍强于对照组(P <0.05). T组TNF-α表达趋势

与LPS组一致, 但明显低于L组(图1C, P <0.01). 
本实验中可以观察到肝脏大体标本在脓毒症

时, 其表面可以见到点状坏死, 镜下也可以证

实确有灶性坏死(图1D). 脓毒症幼年大鼠肝脏

MMP3表达: 脓毒症幼年大鼠肝脏从2组各个时

间点表达均强于0 h对照组(图2A); L组最高点

在24 h(图2B), 其增高趋势与该组TNF-α增高趋

势一致, 到72 h虽然呈现下降趋势但仍高于对照

组, 差异有显著(P <0.01). T组MMP3表达趋势于

L组一致, 但明显低于L组(P <0.01, 图2C). LPS组
TNF-α与MMP3相关系r  = 0.928, 相关回归方程

为: Y  = 1.059X+7.625; 而治疗组r  = 0.939, Y  = 
1.467X+3.419.

3  讨论

基质金属蛋白酶(MMP)是一组由不同类型细胞

分泌的依赖钙离子并且与锌离子结合的酶,他可

以降解所有的细胞外基质成份[5-6]. 在生理状态

下, MMP以无活性的MMP酶原的形式被分泌到

细胞外, 很多神经激素、肾上腺皮质激素、细

胞因子(尤其是白介素-1, 肿瘤坏死因子α和β)还
有细胞外基质金属蛋白酶成份可以影响MMP3
的基因传递[7], MMP3的调节包括MMP3的合成

和酶原的激活, 此外内源性基质金属蛋白酶组

织抑制因子的抑制也参与了这一病理过程[8]. 一
旦这种调节失衡, 将会导致组织结构重塑, 引发

很多疾病, 如: 关节炎、炎症反应、肿瘤的发

生与转移等[9-18]. 酒精中毒性肝炎、乙型、慢性

肝损伤和丙肝通过MMP活性增强, 导致肝脏细

胞坏死增加以及肝细胞周围具有支持功能的

胶原纤维的降解增加, 均有可能导致肝脏的形

态和结构改变(肝硬化)[19-22], 本研究中脓毒证时

MMP3合成明显增加, 那么推测脓毒症后幸存

表  1  脓毒症幼年大鼠肝脏TNF-α和MMP3的表达(n = 8, mean±SD, ×103)

     
分组                                     0 h                    2 h                      4 h                      6 h                    24 h                     72 h

TNF-α         L             1.1±0.3        12.9±1.4d        31.5±3.5d        46.8±3.0d        55.4±4.7d          23.8±3.6d

                    T              1.1±0.3           8.3±0.5da        18.9±1.3da        25.9±2.3da        31.3±2.5da        18.9±2.0da

MMP3         L              1.6±3.0         23.2±2.2d        33.4±3.2d        55.2±3.2d        65.1±3.4d         48.9±2.1d

                    T              1.6±3.0         19.6±1.9da        22.9±1.7da       42.2±2.9da        47.4±2.8da        40.0±2.7da

aP<0.05 vs  L组; dP<0.01 vs  0 h.

图  1  幼年大鼠肝细胞TNF-α表达(SABC×100). A: 正常; B: 脓毒症24 h; C: 脓毒症治疗组24 h; D: 脓毒症72 h.

A

DC

B

■应用要点
地塞米松已广泛
用于临床抑制炎
症反应, 谷氨酰胺
在心肌缺血再灌
注损伤的防治中
作用也比较突出, 
进一步了解二者
的作用机制有望
成为脓毒症脏器
损伤的保护剂.
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的大鼠有可能发生肝脏重塑. 对已经受损的肝

脏组织, 重组人肝脏再生细胞因子可以促进其

MMP3的表达[23]. 此外LPS 还可以使小肠上皮细

胞凋亡增加[24], 而同时有增生作用的细胞核抗原

表达减少[25], 使小肠的屏障作用降低. TNF-α是
引起多脏器损害的主要细胞毒性因子, 他可以

增加肝脏细胞的凋亡和坏死以及MMP3表达增

强, 同时还可以通过诱导NO合成酶, 合成过量的

NO, 使血管内皮损伤, 抑制呼吸链电子传递而引

起肝细胞的损害并促进血清IL-8分泌以及抑制血

清IL-10 的分泌[26], 从而延缓损伤组织的修复. 
Dex为糖皮质激素, 可以抑制细胞因子的

合成, 广泛应用于减轻炎症反应. 有报道12-氧-
十四烷佛波醇-13-醋酸盐能促进野生型MMP3
转录活性, 后者有较高的促进人类结肠癌基因

的表达, Dex可钝化其促进野生型MMP3转录

活性的作用, 使直肠癌症发生率降低, 小剂量的

糖皮质激素就可以抑制MMPs的合成[27]. IL-1和
TNF-α可以诱导人类齿龈以及关节滑膜细胞的

MMP3表达Dex可以抑制这种表达[28], 我们也证

实了用Dex治疗组其肝内TNF-α与MMP3的合

成均较LPS组明显减轻, 而且二者的变化趋势一

致, 说明二者有一定的相关性. 
由于Dex的副作用较大, 临床医生在应用时

往往会产生一些顾虑, 因此人们在不放弃应用

糖皮质激素的同时, 又在努力寻找另外的在抗

炎方面与之有协同作用且副作用较小的药物. 
近年来已经有报道观察到规律进食Gln可以保

持小肠基底膜的完整性, 减少其分解[4], ip Gln也
可以减轻内毒素对小肠的损伤[29]. 对肿瘤细胞, 
Gln能够使其对TNF-α的敏感性增强而凋亡[30]. 
本人在以往的研究中也同样发现Gln能够通过减

轻内毒素对心肌收缩蛋白合成的抑制作用[31]和

减少心肌重塑[32]保护心肌收缩功能, 从而保护内

毒素血症大鼠的脏器损伤. 本试验中Gln与Dex
有协同作用, 在脓毒症发生至72 h之内, 均能使

肝脏的TNF-α以及MMP3合成减低, 说明Gln对
维持肝细胞的形态和功能可能有一定的保护

作用. 
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Abstract
AIM: To ascertain the effectiveness of genechip 
for screening the same differentially expressed 
genes of hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: Total RNAs were isolated from 
tissues of two cases of HCC and one normal 
liver by the TRIzol method, and then purified, 
reverse-transcribed to cDNA incorporating 
a biotin-labeling probe, and hybridized with 
genechip (covering 18 400 transcripts, represent-
ing 14 500 distinct genes). Picture signals of the 
fluorescence in the gene array were scanned and 
compared by computer analysis to the differen-
tial expression of the genes in the two tissues. 

RESULTS: The same differentially expressed 
genes were 2756 (19.01%) and the same up regu-
lated and downregulated genes were 1772 and 
984, respectively, in two HCC and one normal 
liver tissues. These genes were initially classi-

fied according to function, and further analysis 
showed that they play an important role in the 
pathogenesis of HCC. 

CONCLUSION: The analysis of the gene expres-
sion profile of HCC using genechip can rapidly 
select associated abnormal genes, while further 
analysis of the obtained genes can help elucidate 
the pathogenicity of HCC.

Key Words: Genechip; Hepatocellular carcinoma; 
Gene expression profile

Zhang H, Huang JF, Huang XP, Huang DF, Wei Q, Bao 
BJ, Hua TY. Genechip used for screening differentially 
expressed genes in hepatocellular carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(22): 2387-2393

摘要
目的: 探讨基因表达谱芯片技术在筛查肝细
胞癌(HCC)相关基因群表达中的作用.

方法: TRIzol法抽提2例HCC及正常肝脏组
织总RNA, 分离纯化两种组织的mRNA; 逆
转录合成掺入生物素标记的cDNA合成探针, 
与基因芯片(涵盖了18 400个转录本, 代表了
14 500个明晰的基因)杂交, 扫描芯片荧光信
号图像, 计算机分析, 比较2种组织基因表达
谱差异. 

结果: 2例HCC组织与正常肝脏组织相比, 有
2756条基因(19.01%)共同表达差异, 其中共
同上调基因1772条和共同下调基因984条. 对
2756条共同差异表达基因作了初步功能分类, 
这些基因与HCC的发病机制存在相关性.

结论: 基因表达谱芯片技术可以筛选出HCC
表达异常的相关基因群, 有助于认识肝癌的发
病机制.

关键词: 基因芯片; 肝细胞癌; 基因表达谱
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■背景资料
肝癌是我国较为
常 见 的 恶 性 肿
瘤, 居恶性肿瘤死
亡率的第2位. 肝
癌与其他肿瘤一
样, 其发生发展是
一个复杂的多因
素、多步骤的过
程, 是许多肿瘤相
关基因表达失常
或多种肿瘤抑制
基因失活所致, 因
此对肿瘤组织癌
变过程中相关基
因及基因组的变
化研究显得尤为
重要.



0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是我国

较为常见的恶性肿瘤, 占肿瘤发病率中的第3位. 
该病具有较高的死亡率, 占恶性肿瘤死亡的第2
位. HCC未能切除者1 a生存率低于30%, 即使行

根治术, 5 a复发率达80%左右, 小HCC的复发率

也高达40%-50%, 可见其治疗的关键在于早期

发现和早期诊断. 基因芯片技术是近几年发展

起来的一项新的技术, 可在一次实验中快速, 准
确, 高效的检测成千上万种基因的表达, 是探知

基因在肿瘤组织与正常组织中表达差异的重要

手段, 现已被广泛地用于肿瘤发生的分子生物

学研究领域. 我们通过基因表达谱芯片技术检

测HCC和正常肝脏组织中基因群表达的不同, 
筛选出相关的基因群, 为进一步深入研究其在

肝癌的发生、发展中的作用提供新的线索. 

1  材料和方法

1.1 材料 HCC组织标本2例由南通大学附属医院

手术切除组织提供, 正常肝组织1例由上海生物

芯片有限公司-生物芯片上海国家工程研究中心

提供. HCC组织取肿瘤中无坏死、出血及淤胆

的组织. 分别于标本切取后立刻(10 min内)将所

取组织放入液氮中冻存备用. 所有标本均由病

理证实. 所用基因芯片为美国Affymetrix公司的

U133 A 2.0基因表达谱芯片, 由上海生物芯片有

限公司-生物芯片上海国家工程研究中心提供. 
Affymetrix U133 A 2.0基因表达谱芯片涵盖了

18 400个转录本(RNA), 代表了14 500个明晰的

基因.
1.2 方法 每例切取肝组织50-100 mg, 再加入

TRIzol 1 mL, 然后用匀浆器将组织彻底打碎. 均
质化的肝组织在15-30℃放置5 m in, 然后加入

0.2倍体积的氯仿, 盖子盖紧后剧烈振摇15 s混
匀, 15-30℃放置2-3 min, 4℃ 5600 g离心15 min, 
离心后形成下层红色的酚氯仿相, 中间相和上

层无色水相. 上层水相转移至一个新的离心管

(水相的体积大约为均质化时所用TRIzol体积

的60%), 加入0.8倍体积的异丙醇, 剧烈振摇使

混匀, 4℃ 5600 g离心15 min, 弃上清. 加入700 
mL/L酒精, 颠倒离心管数次以洗去沉淀所含盐

分. 如沉淀较大可用Tip头先将沉淀打散. 然后

4℃ 5600 g离心10 min, 弃上清. 重复以上步骤

1次. 15-30℃晾干, 然后加入适量的无RNase的
水溶解. 用分光光度计分析RNA浓度, 在260 nm 
1A = 40 mg/L的RNA. A 260/A 280应接近2.0为较纯
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的RNA(比值在1.9-2.1均可). 10 g/L琼脂糖电泳

按Qiagen Oligotex Direct mRNA kit提供的操作

手册提取Poly(A)+mRNA.
1.2.1 由RNA合成双链DNA第1链cDNA合成 在
Eppendorf管中加入逆转录试剂, 然后70℃温浴

10 min, 稍微离心, 立即放置冰上至少2 min. 在
相应Eppendorf管中再加入dNTP及缓冲液, 混
合均匀, 42℃温浴1 h, 反应结束放置冰上至少2 
min. 第2链DNA合成在第1链合成的管中加入第

2链反应试剂, 混匀后稍微离心, 16℃放置2 h. 加
2 μL 10 U/μL T4 DNA聚合酶, 16℃放置5 min. 
再加0.5 mol/L EDTA 10 μL终止反应. 纯化双

链DNA, 在合成的双链cDNA产物中加入cDNA 
Binding Buffer 600 μL, 然后混匀待用. 把500 μL
样品加入cDNA Cleanup Spin Column, ≥8000 g
离心1 m in, 弃流出液. 把剩余的样品加入离心

柱, 以上述同样的方法离心. 弃流出液和收集管. 
把离心柱转移至一个新的收集管. 加入cDNA 
Wash Buffer 750 μL至离心柱内. ≥8000 g离心

1 min, 弃流出液. 打开离心柱管盖, 以最大速度

离心5 min(≥25 000 g ), 弃流出液和收集管. 打
开管盖离心可以确保离心柱内膜的干燥. 把离

心柱转移至一个新的1.5 mL收集管, 加入cDNA 
Elution Buffer 14 μL. 室温下静置1 min. 以最大

转速(≥25 000 g )离心1 m in洗脱DNA. 一般14 
μL的洗脱液可以收集到约12 μL流出液. 严格按

Qiagen RNeasy Total RNA Isolation kit试剂盒提

供的操作手册纯化生物素标记的cRNA. 用分光

光度计分析RNA浓度. 
1.2.2 杂交和分析 芯片使用前需平衡至室温, 杂
交炉中45℃, 60 r/min预杂交芯片10 min. 配制杂

交液, 加等体积处理好的杂交液, 然后在杂交炉

中45℃, 60 r/min杂交芯片16 h. 把杂交好的芯片

进行洗脱、染色, 最后扫描芯片. 用Affymetrix 
扫描仪扫描芯片后, GCOS1.2软件读取、处理

数据. 差异基因筛选标准: change为Increase或
Marginal Increase, log ratio(实验组和对照组比

值取Log2后的值)≥1, 实验组(肝癌组)Detection
为Present的为上调基因; change为Decrease或
Marginal Decrease, log ratio≤-1, 对照组(正常

组)Detection为Present的为下调基因.

2  结果

2.1 样品总RNA的质量和基因芯片检测 所抽

提的总RNA, 经分光光度计检测A 260, A 280的吸

光度, 确定样品的浓度和纯度. 算得A 260/A 280均

www.wjgnet.com

■研发前沿
基因芯片技术在
肝癌中的研究不
过短短几年, 但已
涉及到致癌分子
的机制, 肝癌的复
发、转移和预后
相关基因的表达
以及对化疗药物
敏感性的评价和
中药对肝癌的治
疗. 目前的研究趋
势是应用基因芯
片技术对肿瘤表
型进行分类, 提高
早期诊断率, 预测
预后, 指导临床治
疗.
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>1.9, 表明所提取总RNA纯度较高, 而且没有

蛋白质和DNA残留. RNA样品高分化HCC为

1.256 g/L; 低分化HCC为1.465 g/L; 正常肝组织

为1.806 g/L; cRNA A值分别为1.93, 1.95, 1.94.
经10 g/L甲醛变性琼脂糖凝胶电泳后, 18 S和28 
S电泳条带清晰, 28 S条带无明显降解(图1), 说
明总RNA质量完好, 结果合格, 可以进行芯片实

验. 2例基因芯片检测结果显示, 符合质控标准, 
信号强度达到要求, 5'/3'比值正常. 正常肝组织

cRNA、HCC组织cRNA分别与含18 400条转录

本的芯片杂交, 图2A, B以散点图的形式描述了

HCC组织/正常肝组织对应的184 00条转录本的

信号平均强度. 按差异显著性标准从18 400个转

录本(代表了14 500个明晰的基因)中筛选出在

HCC组织中共同差异表达基因共有2756条, 占
筛选基因总数的19.01%, 其中上调表达的基因

有1772条, 下调表达的基因有984条.
2.2 HCC中共同差异表达的基因 两例HCC组织

中共同差异表达的基因中有1772条基因上调包

括抗氧化活性相关基因、凋亡或肿瘤相关基

因、结合蛋白相关基因、代谢相关基因、细胞

周期相关基因、酶活性调节相关基因、分子马

达相关基因、营养储备相关基因、分子功能退

化相关基因、信号传导相关基因、结构分子相

关基因、转录调控相关基因、翻译调控相关基

因和物质运输相关基因. 在2例组织中未发现共

同上调的包括未知分子功能相关基因和分子伴

侣调控相关基因(表1). 两例肝癌组织中共同差

异表达的基因中有984条基因下调. 包括抗氧化

活性相关基因、凋亡或肿瘤相关基因、结合蛋

白相关基因、代谢相关基因、细胞周期相关基

因、酶活性调节相关基因、分子马达相关基

因、分子功能退化相关基因、信号传导相关基

因、结构分子相关基因、转录调控相关基因、

翻译调控相关基因和物质运输相关基因. 在2例
组织中未发现共同下调的分子伴侣调控相关基

因、未知分子功能相关基因和营养储备相关基

因(表2). 很多基因具有多功能, 参与细胞周期, 
信号传导, 结合蛋白, 转录, 翻译, 凋亡. 这些基

因均至少参与两种不同的细胞活动过程(表3). 

3  讨论

众所周知, 肿瘤的发生、发展是一个复杂的多

因素、多步骤的过程, 是许多肿瘤相关基因表

达失常或多种肿瘤抑制基因失活所致, 因此肿

瘤组织癌变过程中相关基因及基因组的变化研

究显得更为重要. 随着人类基因组计划的完成, 
基因芯片作为后基因时代发展起来的一项DNA
分析技术, 该技术具有高通量、高效率、样本

少等特点, 满足了对多种样本中基因差异表达

研究的要求, 已被广泛地用于肿瘤发生、发展

的分子生物学研究中. 本实验中我们采用了美

国Affymetrix公司的U133 A 2.0基因表达谱芯片, 
在肝癌组织中筛选出2756条差异表达的肝癌相

关基因, 占筛选基因总数的19.01%, 其中上调表

达的基因有1772条, 下调表达的基因有984条. 
这些差异基因初步分为16类, 包括凋亡或肿瘤

相关基因、细胞周期、分子马达、信号传导、

结构分子、转录调控、翻译调控等. 我们的结

果表明肝癌的发生发展是一个多基因参与的复

■创新盘点
本 文 利 用 美 国
Affymetrix公司寡
核苷酸基因芯片
对肝癌进行了基
因表达谱的分析, 
并对差异表达基
因进行了分类, 初
步分为1 6类 ,  包
括细胞周期、信
号传导、结构分
子、转录调控、
翻 译 调 控 、 代
谢相关、分子马
达、营养储备、
物质运输、酶活
性调节、凋亡或
肿瘤相关基因等. 
具有一定的创新
性.

图  1  RNA的琼脂糖凝胶电泳
检测图. 1: 高分化肝癌; 2: 低分
化肝癌; 3: 正常肝组织.

   1          2        3

28 S

18 S

图  2  HCC基因表达散点图. A: 高分化; B: 低分化; 红点: 两
组中该基因的Detection均为Present; 蓝点: 两组中有一个值

不是Present的; 黄点: 两组均为Absent; X轴: 正常肝信号值; 

Y轴: 高分化HCC信号值.
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■应用要点
本文应用基因芯
片技术从 2例肝
癌组织中筛选出
2756条差异表达
基因, 为认识肝癌
发病的分子生物
学机制提供了科
学依据. 为肝癌的
基因治疗和寻找
出肝癌早期诊断
的分子生物学标
志物具有十分重
要的意义.

表  1  HCC组织中共同差异表达为上调的部分基因

     
功能分类		  GenBank ID	 基因名称			   基因代码 	                 染色体定位

             Signal

 										                      Log Ratio

抗氧化活性	 NM_002083	 谷胱甘肽过氧化物酶	 GPX2		  chr14q24.1	 2.7

		  NM_003330	 硫氧还蛋白还原酶		  TXNRD1		  chr12q23		 3.9

凋亡或肿瘤相关	 NM_001467	 v-myc			   MYC		  chr8q24.12	 1.4

		  NM_013250	 r-ras癌基因同系物2		 RRAS2		  chr11p15.2	 4.7

		  NM_003350	 死亡相关蛋白		  DAXX		  chr6p21.3		 3.1

		  AI582238		 肿瘤排斥抗原		  TRA1		  chr12q24.2	 2.1

结合蛋白相关	 NM_012325	 微管相关蛋白		  MAPRE1		  chr20q11.1	 1.8

		  NM_001903	 细胞选择蛋白α1		  CTNNA1		  chr5q31		  3.0

		  NM_006396	 核仁蛋白5A		  NOL5A		  chr20p13		 1.6

代谢相关		  NM_021299	 醛酮还原酶		  AKR1B10		 chr7q33		  1.7

		  NM_002402	 葡萄糖-6-磷酸脱氢酶	 G6PD		  chrXq28		  6.4

		  NM_003745	 丝裂原活化蛋白激酶1	 MAPK1		  chr22q11.2	 1.5

		  NM_004396	 RNA解旋酶		  DDX5		  chr17q21		 2.1

细胞周期相关	 NM_002786	 细胞分裂周期2		  CDC2		  chr10q21.1	 3.7

		  NM_003237	 细胞周期素 A2		  CCNA2		  chr4q25-q31	 3.3

		  NM_001592	 增殖细胞核抗原		  PCNA		  chr20pter-p12	 1.6

酶活性调节	 NM_002734	 cAMP依赖的蛋白激酶	 PRKARIA		 chr17q23		 2.0

		  NM_004039	 钙结合蛋白A2		  ANXA2		  chr15q21		 3.3

		  NM_006241	 蛋白磷酸酶1调节亚单位2	 PPP1R2		  chr2q29		  1.6

分子马达相关	 AF250307	 细胞质动力蛋白		  DNCI		  chr2Q31.1	 1.0

		  BF432550	 肌球蛋白IB		  MYOIB		  chr2q12		  1.3

		  NM_016141	 细胞质动力蛋白多肽1	 DNCLI1		  chr3p23		  2.0

营养储备相关	 NM_005637	 关节肉瘤			   SS18		  chr18q11.2	 2.8

退化分子功能相关	 AI761759		 钙联接蛋白		  CANX		  chr5q35		  1.3

		  AU146237	 剪接因子11		  SFRS11		  chr1p31		  2.2

		  U40763		  亲环蛋白G		  PPIG		  chr2q31.1		 2.2

信号传导相关	 NM_007354	 肿瘤相关钙信号转导物1	 TACSTD1		 chr2p21		  4.8

		  NM_001315	 信号传导子及转录激活子1	 STAT1		  chr2q32.2		 1.9

		  NM_002875	 胰岛素样生长因子1受体	 IGF1R		  chr15q26.3	 3.9

结构分子相关	 NM_005582	 分泌型磷蛋白1		  SPP1		  chr4q21-q25	 4.2

		  NM_007227	 层粘蛋白α3		  LAMA3		  chr18q11.2	 3.7

		  NM_001224	 角蛋白18			   KRT18		  chr12q13		 1.6

转录调控相关	 NM_006315	 信号传导子及转录激活子1	 STAT1		  chr2q32.2		 1.9

		  NM_014739	 BCL2相关转录因子1	 BCLAF1		  chr6q22		  2.0

		  NM_001518	 转录因子Ⅱ		  GTP2L		  chr7q11.2		 1.4

翻译调控相关	 NM_015904	 真核翻译起始因子5B	 EIF5B		  chr2p11.1		 4.0

		  NM_004730	 真核翻译起始因子1		  EIF1		  chr5q31.1		 2.0

		  NM_002453	 线粒体翻译起始因子2	 MTIF2		  chr2p14		  2.3 

转运活性相关	 NM_003100	 分类连接蛋白2		  SNX2		  chr5q23		  2.4

		  NM_001444	 脂肪酸结合蛋白5		  FABP5		  chr8q21.1		 6.6

		  AI816243		 突触融合蛋白12		  STX12		  chr1p35		  2.0

杂的变化过程, 涉及到许多相关基因的变化.
在我们筛选出的差异表达基因中有一些是

原癌基因和抑癌基因. 原癌基因是生长因子信

号系统的组成成分, 在恶性肿瘤中其改变常为

点突变、扩增、染色体易位、基因剪切等. 许
多原癌基因的表达产物对细胞膜的稳定、受体

的活性、信号传递、酶的活性和基因的表达

具有显著的调节作用. 抑癌基因是正常的细胞

基因, 有诱导组织分化、细胞凋亡和调节细胞

生长等功能, 一旦突变和缺失, 可导致癌发生. 
MYC基因是一种细胞癌基因, 定位于8号染色体

上, 可通过染色体易位及DNA扩增而活化. 常见
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■名词解释
1 基因芯片: 指将
许多特定的寡核
苷酸片段或基因
片段作为探针, 有
规律地排列固定
于支持物上, 样品
D N A / R N A通过
PCR扩增、体外
转录等技术掺入
标记分子, 然后按
碱基配对原理进
行杂交, 再通过检
测系统等对芯片
的杂交信号进行
量化, 得出所要的
信息.
2 基因表达谱: 常
被称为是某一生
理 病 理 现 象 的
“分子图像”. 这
类复杂的“分子
图像”, 可用于同
时检测成千上万
个基因的表达水
平, 再经专门的计
算机软件解读出
来. 研究人员通过
比较源于不同病
理条件下的“分
子图像”的结果,
可以识别出引发
癌症等复杂疾病
的标志物.

表  2  HCC组织中共同差异表达为下调的部分基因

     
功能分类 		 GenBank ID	 基因名称			   基因代码		  染色体定位

            Signal 

										                      Log Ratio

抗氧化活性相关	 NM_000962	 前列腺素内过氧 		  PTGS1		  chr9q32-q33.3	 -1.2

				    化物合酶1

		  BC001453	 谷胱甘肽转移酶zeta1	 GSTZ1		  chr14q24.3	 -3.4

凋亡或肿瘤相关	 NM_000358	 转化生长因子β1		  TGFBI		  chr5q31		  -1.5

		  X07868		  胰岛素样生长因子Ⅱ	 IGF-Ⅱ		  chr11p15.5	 -4.2

		  NM_005538	 抑制素βC			  INHBC		  chr12q13.1	 -3.3

结合蛋白相关	 X07868		  胰岛素样生长因子Ⅱ	 IGF-Ⅱ		  chr11p15.5	 -4.2

		  NM_005125	 超氧化物歧化酶		  CCS		  chr11q13		 -1.7

				    铜伴侣蛋白

		  NM_002162	 细胞间黏附分子3		  ICAM3		  chr19p13.3-p13.2	 -2.7

代谢相关		  M33318		  细胞色素P450家族2, 	 CYP2A6		  chr19q13.2	 -5.1

				    亚科A, 多肽6

		  NM_004563	 线粒体磷酸烯醇丙酮	 PCK2		  chr14q11.2	 -3.8

				    酸羧激酶2 

		  NM_013267	 肝线粒体谷氨酰胺酶2 	 GLS2		  chr12q13		 -4

细胞周期相关	 NM_000592	 补体成分4A/4B		  C4A / C4B	 chr6p21.3		 -1.5

		  N33167		  周期素依赖性蛋 		  CDKN1C		  chr11p15.5	 -1.6

				    白激酶抑制子1C

		  NM_000064	 补体成分3		  C3		  chr19p13.3-p13.2	 -3.1

酶活性调节相关	 NM_000125	 雌激素受体1		  ESR1		  chr6q25.1		 -3.2

		  NM_021131	 蛋白质磷酸酶2A,		  PPP2R4		  chr9q34		  -1.9

				    调节亚单位B'

		  NM_006944	 分泌的磷蛋白2, 24 kDa	 SPP2		  chr2q37-qter	 -4.7

		  M13149		  富含组氨酸糖蛋白		  HRG		  chr3q27		  -1.7

分子马达相关	 BF593594	 驱动蛋白2		  KNS2		  chr14q32.3	 -1.5

		  X98507		  肌球蛋白IC		  MYO1C		  chr17p13		 -1.1

分子功能退化相关	 NM_004343	 钙网织蛋白		  CALR		  chr19p13.3-p13.2	 -1.2

		  NM_003097	 核内小分子核糖 		  SNRPN 		  chr15q11.2 	 -2.5

				    核蛋白多肽N

		  NM_006275	 富含精氨酸/丝氨		  SFRS6		  chr20q12-q13.1	 -2.1

				    酸胱硫醚γ-裂解酶-6

信号传导相关	 X07868		  胰岛素样生长因子Ⅱ	 IGF-Ⅱ		  chr11p15.5	 -4.2

		  NM_000358	 转化生长因子β		  TGFBI		  chr5q31		  -1.5

		  NM_005538	 抑制素βC			  INHBC		  chr12q13.1	 -3.3

		  NM_003227	 转铁蛋白受体2		  TFR2		  chr7q22		  -2.8

结构分子相关	 NM_006097	 肌球蛋白轻肽9调节子	 MYL9		  chr20q11.23	 -1.8

		  NM_007234	 动力蛋白激活蛋白3		  DCTN3		  chr9p13		  -1.6

		  AY029208	 VI型胶原α2		  COL6A2		  chr21q22.3	 -1.6

		  L27624		  组织因子通道抑制剂2	 TFPI2		  chr7q22		  -4.8

转录调控相关	 NM_003195	 转录延伸因子A2		  TCEA2		  chr20q13.33	 -2.5

		  NM_005693	 细胞核受体亚科1,		  NR1H3		  chr11p11.2	 -1.6

				    组H, 成员3

		  NM_004364	 CCAAT/增强子结合蛋白α	 CEBPA		  chr19q13.1	 -2.7

		  AI524138		 转录因子EB		  TFEB		  chr6p21		  -1.7

翻译调控相关	 NM_003321	 线粒体Tu翻译延伸因子	 TUFM		  chr16p11.2	 -2.1

		  NM_001961	 真核翻译延伸因子2		  EEF2		  chr19pter-q12	 -1.1

		  AB014564	 KIAA0664蛋白		  KIAA0664		 chr17p13.3	 -2.2

物质运输相关	 NM_006623	 磷酸甘油酸脱氢酶		  PHGDH		  chr1p12		  -4.1

		  NM_000690	 线粒体醛脱氢酶2家族 	 ALDH2		  chr12q24.2	 -2.5

		  NM_002899	 细胞视黄醇结合蛋白 1	 RBP1		  chr3q23		  -3.1

		  NM_000898	 B型单胺氧化酶		  MAOB		  chrXp11.23	 -2.5
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的是通过8号染色体与14号染色体易位, 使得8
号染色体上的MYC基因与14号染色体的免疫球

蛋白重链融合而被活化, 活化的MYC基因在细

胞的生长调控中发挥作用. 朱波 et al [1], Niu et al [2]

认为MYC基因可促使HCC细胞增殖, 使HCC癌
细胞具有更强的侵袭力, 与HCC的发生发展密

切相关. Ras基因定位于人类第12号染色体上, 正
常细胞中Ras基因对细胞生长分化具有重要作

用, Ras基因的突变被认为在癌变过程中起启动

作用并是一个早期事件[3-4]. 最常见的激活方式

是点突变, Ras基因编码的鸟苷酸结合蛋白在细

胞增殖分化信号从激活的跨膜受体传递到下游

蛋白激酶的过程中起作用, 从而产生具有致癌

活性的P21蛋白[5], 导致Ras蛋白与GTP的持续结

合继而促进细胞生长. 因此Ras基因的突变以及

扩增被认为是肿瘤发生的重要原因. 我们的结

果中这两种基因及其相关基因群均呈上调表达, 
表明与HCC的发生发展密切相关.

肿瘤的发生是细胞凋亡与细胞增殖失衡

的结果 ,  凋亡减弱/增殖增强是肿瘤的重要发

生机制. 我们检测到survivin基因呈上调表达. 
survivin基因位于17q25, 其表达产物survivin是
凋亡抑制蛋白家族的新成员, 近年来研究证实他

能抑制细胞凋亡, 促进细胞增殖. 也有研究表明, 
survivin还参与血管的生成. 肿瘤血管形成是肿

瘤生长、转移的基础[6-7]. 有研究报道[8-9]survivin

■同行评价
本文采用了基因
表达谱芯片技术
对肝癌表达异常
的相关基因群进
行了筛选, 有助于
认识肝癌的发病
机制 ,  方法成熟 , 
设计合理, 对临床
有一定的意义.

在结肠癌组织中呈高度表达, 而癌旁组织不表

达, 并与结肠癌的转移有关联性. 因此survivin在
结肠癌的发生发展及转移过程中发挥着重要作

用. 同样我们推测其在HCC发生发展及转移过

程中也发挥着重要作用. 肿瘤从原位增殖到侵

袭转移的过程中, 肿瘤细胞必须具备降解细胞

外基质和血管基底膜的能力, 必须借助某些酶. 
基质金属蛋白酶家族(MMPs)是具有降解细胞外

基质及基底膜的一种酶. MMPs家族具有多个成

员, 其表达上调、活性增强是促进多种恶性肿

瘤侵袭和转移的重要机制. 有研究表明, HCC组
织中MMPs蛋白的高表达促进了肿瘤细胞的运

动及对基底膜的侵袭能力, 从而导致HCC细胞

发生转移, 影响患者预后[10]. 本研究结果中基质

金属蛋白酶家族成员基因表达谱在HCC中呈上

调表达, 这一结果表明肝癌具有高转移性、高

侵袭性的生物学特征.
我们在对差异表达基因进行分类时发现有

许多基因具有多种功能, 参与多种细胞活动过

程, 涉及到细胞凋亡或肿瘤相关、结合蛋白相

关及信号传导等多个方面. 例如胰岛素样生长

因子2(IGF-2)就具有这样的功能, 该基因位于人

类染色体11 p15.5, 他的表达产物IGF-2是一种

多功能调节因子, 对促进机体正常发育具有重

要作用, 在胚胎发育、细胞增殖分化、机体物

质代谢等方面均有重要功能[11-13]. 近来研究显示

表  3  HCC组织中共同差异表达且具有多功能的部分基因

     
	 GenBank ID	              基因名称		  基因代码		  染色体定位           Signal Log Ratio

上调	 NM_007315	 信号传导及转录激活因子1	 STAT1		  chr2q32.2		    3.1

	 NM_004539	 天冬酰氨酰-tRNA合成酶	 NARS		  Chr18q21.2	    1.6

	 NM_007145	 锌指蛋白146		  ZNF146		  Chr19q13.1	    3.0

	 NM_002398	 核仁磷蛋白		  NPM1		  Chr5q35		     2.5

	 NM_004501	 不均一核糖核蛋白U		 HNRPU		  Chr1q44		     1.6

	 NM_003750	 真核翻译起始因子3		  EIF3S10		  Chr10q26		    1.8

			   亚单位10θ

	 AI582238		 肿瘤排斥抗原		  TRA1		  Chr12q24.2	    2.1

	 NM_002734	 cAMP依赖的蛋白激酶	 PRKARIA		 Chr17q23		    2.0

下调	 NM_002997	 多配体1			   SDC1		  chr2p24.1		  -1.8

	 NM_021913	 AXL受体酪氨酸激酶		 AXL		  chr19q13.1	  -1.4

	 NM_000029	 血管紧张素原		  AGT		  chr1q42-q43	  -1.5

	 NM_004364	 CCAAT/增强子结合蛋白, α	 CEBPA		  chr19q13.1	  -2.7

	 BC005174	 转录激活因子5		  ATF5		  chr19q13.3	  -2.3

	 NM_000125	 雌激素受体1		  ESR1		  chr6q25.1		  -3.2

	 NM_002567	 前列腺结合蛋白		  PBP		  chr12q24.23	  -2

	 NM_006006	 锌指和BTB 域封闭物16	 ZBTB16		  chr11q23.1	  -1.9

	 NM_002387	 结肠直肠癌突变体		  MCC		  chr5q21-q22	  -1.6

	 X07868		  胰岛素样生长因子Ⅱ	 IGF-Ⅱ		  chr11p15.5	  -4.2
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IGF-2还是干细胞分化的重要因子[14-15]. IGF-2基
因属于印迹基因, 是第1个被证实的内源性印迹

基因, 该基因正常情况下在成人大脑脉络丛、

软脑膜及肝组织为双等位基因表达, 其他组织

中是父系等位基因表达, 而母系等位基因印迹. 
在哺乳动物基因组中只有一小部分基因属于

印迹基因, 由于各种原因引起的印迹基因异常

表达如过高、过低或缺失均可导致肿瘤的发

生[13,16-17]. 在本研究中IGF-2基因表达呈下降, 而
IGF-2基因在肝细胞中是呈双等位基因表达, 该
基因在肝癌中的低表达是否与该基因的印迹或

突变有关有待进一步研究.
目前, 基因芯片技术正在被广泛地应用于对

各种肿瘤复杂发生发展过程认识的研究及通过

基因表达谱的分析来认识肿瘤的发病机制, 为
肿瘤的诊断和治疗提供了科学依据. 本研究结

果表明, 共有16类基因群2756条基因在HCC组

织中异常表达, 表明HCC中很可能存在着互相

协调的共同表达的基因群. 因此利用基因表达

谱芯片技术对HCC进行基因群水平研究, 筛选

在肿瘤相关的多个环节上起重要作用的分子和

起关键调节作用的基因, 以揭示HCC在基因水

平上的本质, 为HCC的早期诊断和早期治疗提

供理论依据.
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Abstract
AIM: To construct a prokaryotic cell expression 
vector for a new gene, CHBP2, associated with 
cryptogenic hepatitis, and to abundantly express 
and purify CHBP2 protein.

METHODS: The open reading frame (ORF) of 
CHBP2 was amplified by reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR), in which 
an mRNA template was extracted from Huh7 
cells and ligated into the pGEM-T cloning vec-
tor. After sequencing, the correct DNA fragment 
was inserted into inducible Escherichia coli BL21. 
After the CHBP2 protein was induced with 
Isopropyl-beta-d-thiogalactopyranoside (IPTG), 
it was analyzed by SDS-PAGE and western 
blotting. Expressed bacteria were atomized by 
ultrasound and analyzed with SDS-PAGE. The 
expressed product was purified and renatured 

by Ni+ affinity column chromatography.
 
RESULTS: The prokaryotic cell expression vec-
tor pET-32a(+)-CHBP2 was successfully con-
structed and CHBP2 protein was abundantly ex-
pressed. The protein’s specificity was verified by 
western blotting. Protein production was mainly 
in the inclusion body, as shown by SDS-PAGE 
analysis, and was purified and renatured by Ni+ 
affinity column chromatography. Purified pro-
tein was successfully obtained.

CONCLUSION: Expression and purification of 
CHBP2 protein will be useful for studying the 
biological functions of CHBP2.

Key Words: Cryptogenic hepatitis, CHBP2; Prokary-
otic expression; Protein purification
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摘要
目的: 构建隐源性肝炎相关新基因CHBP2原
核表达载体, 在大肠杆菌中进行表达, 并纯化
CHBP2融合蛋白. 

方法: 应用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR), 
以提取的Huh7细胞mRNA为模板, 扩增获得
CHBP2基因片段, 连接到pGEM-T载体, 测序
正确后插入至原核表达载体pET-32a(+)中, 构
建原核表达载体pET-32a(+)-CHBP2, 转化大
肠杆菌BL21, 以异丙基-β-D -硫代半乳糖苷
(IPTG)诱导, 获得CHBP2融合蛋白的可诱导性
表达, 通过SDS-PAGE电泳、Western blot免疫
印迹分析证实蛋白表达的特异性. 超声破碎表
达细菌, SDS-PAGE分析. 利用镍离子亲和柱
对表达蛋白进行纯化及柱上复性. 

结果: 成功构建原核表达载体p E T-32a(+)-
CHBP2, 并将CHBP2融合蛋白成功表达, 通过
Western blot免疫印迹, 证实了蛋白表达的特异
性. SDS-PAGE分析表明其为包涵体表达, 并
对蛋白成功进行了纯化和复性, 获得了表达蛋

®

■背景资料
隐源性肝炎是一
组异质性疾病, 又
称未分类肝炎、
特发性肝炎, 其病
因和发病机制隐
匿, 肝组织学特征
不明显. 目前关于
隐源性肝炎病因
及发病机制的研
究较多, 但存在诸
多争议. 
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白的纯品.

结论: 成功表达、纯化CHBP2蛋白, 为研究
CHBP2蛋白的生物学功能打下了基础.

关键词: 隐源性肝炎; CHBP2; 原核表达; 蛋白纯化
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0  引言

隐源性肝炎是一组异质性疾病, 又称未分类肝

炎、特发性肝炎[1], 占暴发性肝炎的24%-47%[2], 
急性肝炎的10%-20%[3-4], 慢性肝炎的5%[5], 其病

因和发病机制隐匿, 肝组织学特征不明显. 关于

隐源性肝炎病因及发病机制的研究较多, 但至

今尚未有某种学说得到公认. 陈京龙 et al [6]用噬

菌体表面展示技术筛选隐源性肝炎血清蛋白结

合蛋白, 得到相应基因序列, 我们对其筛到的新

基因进行原核表达, 并将所表达的蛋白纯化和

复性, 为进一步研究蛋白功能, 探讨隐源性肝炎

发病的分子生物学机制提供了条件.

1  材料和方法

1.1 材料 肝瘤细胞系Huh7及大肠杆菌DH5α, 
B L21为本室保存 ,  Ta q酶 ,  T4D N A连接酶、

pGEM-T, IPTG及X -Gal购于Promega公司, 玻
璃奶回收试剂盒购自博大泰克公司, 限制性核

酸内切酶XhoⅠ, Bam HⅠ购自TaKaRa生物公

司, 质粒提取试剂盒, BCA蛋白分析试剂盒购自

Sigma公司. 抗His mAb、HRP标记羊抗鼠IgG均

购自北京中杉金桥生物公司, ECL化学反光试剂

盒购自GE公司. AKTA purifier、His Trap-FF 5亲
和层析柱为GE公司产品. 引物合成由上海生工

生物技术公司完成, 测序由奥科生物公司完成.
1.2 方法 
1.2.1 新基因CHBP2的PCR扩增 陈京龙 et al [6]用

噬菌体表面展示技术筛选隐源性肝炎相关基因, 
挑选克隆测序, 与GenBank数据库进行初步比

较, 发现一个新基因, 将该未知功能基因命名为

CHBP2, 发现其开放读码框长564 bp, 编码164个
氨基酸残基. 根据CHBP2的全长编码基因, 设计

2条引物, 有义链引物5'-GGATCCATGAAGCAT
TCAAAGAAGAC-3', 引入Bam HⅠ酶切位点, 反
义链引物5'-CTCGAGATTTCCTCGCAGCTTT-3', 

引入XhoⅠ酶切位点, 提取Huh7细胞的总RNA, 
进行反转录, 以反转录产物cDNA为模板进行

PCR, PCR参数如下: 95℃ 5 min预变性, 95℃ 30 s
变性, 58℃ 30 s退火, 72℃ 40 s延伸, 共35个循环, 
72℃延伸10 min. 获得该基因的PCR产物. 
1.2.2 重组表达质粒的构建 将PCR产物在10 g/L
琼脂糖凝胶中电泳, 切取目的片段, 玻璃奶法回

收PCR产物, 与pGEM-T载体连接, 转化DH5a感
受态细菌, 在含氨苄青霉素的LB/X-gal/IPTG培

养板上, 37℃培养12-16 h, 挑取在培养板上生长

的白色菌落提取质粒, 经酶切(Bam HⅠ/XhoⅠ)
及测序鉴定. Bam HⅠ/XhoⅠ双酶切重组质粒

pEGM-T-CHBP2, 玻璃奶纯化回收酶切产物, 定
向克隆至pET-32a(+)载体, 构建成重组质粒pET-
32a(+)-CHBP2, 小量提取质粒酶切鉴定. 
1.2.3 重组蛋白的表达和纯化 将鉴定为阳性的

质粒转化大肠杆菌BL21, 挑取单菌落, 37℃振摇

培养12 h, 37℃转摇, 至A 600 = 0.6, 加入IPTG至终

浓度1 mmo1/L. 同时设阴性对照, 继续37℃振摇

培养2, 4 h. 对经SDS-PAGE电泳证实的表达菌

株, 进行大量诱导, 超声裂解破碎, 分别收集裂

解上清和沉淀. 将沉淀用包涵体洗液洗涤, 溶于

8 mol/L尿素(pH8)中. 
1.2.4 融合蛋白的柱上复性和纯化 配制尿素浓

度分别为0.5, 1, 2, 3 mol/L的包涵体洗液(其余

成分为20 mmol/L Tris-HCl pH8.0, 5 mmol/L 
EDTA, 100 mmol/L NaCl, 10 g/L Triton), 探索

最佳洗液条件并依此条件洗涤沉淀3次. 离心收

集洗涤后包涵体. A液(8 mol/L尿素, 0.5 mol/L 
NaCl, 20 mmol/L PB, 20 mmol/L咪唑)充分溶

解包涵体 (置摇床低速转摇助溶 ) .  离心收集

上清, 经0.22 µm滤膜滤过后进行复性和纯化. 
具体步骤如下: 样品上经5个柱床体积A液洗

涤的亲和层析柱, 然后用B液(20 mmol/L咪唑,  
0.5 mol/L NaCl, 20 mmol/L PB)逐渐按线性梯

度降低尿素浓度至零进行蛋白柱上复性 (共
40 mL复性液, 流速为5 mL/min), 最后以20- 
500 mmol/L的咪唑线性梯度洗脱已经复性的融

合蛋白, 分别收集洗脱峰, 得到融合蛋白纯品. 
蛋白分析试剂盒测定纯化蛋白浓度, SDS-PAGE
分析蛋白纯度. 
1.2.5 Western blot检测 SDS-PAGE电泳后将凝胶

按常规方法转膜(45 V, 1.5 h), 50 g/L脱脂奶粉封

闭1 h, 抗His mAb(1∶200)孵育3 h, TBST洗膜3
次(10 min/次); HRP标记羊抗鼠IgG(1∶2500)孵
育1 h, TBST洗膜3次(10 min/次), 最后加入显

■创新盘点
本文所表达的新
基因CHBP2, 经检
索, 尚未有人对其
进行功能研究. 某
种致病因素导致
了该基因的异常
表达, 或者该基因
导致了隐源性肝
炎的发病, 均是一
个新的领域, 值得
探讨. 蛋白的复性
是蛋白功能研究
中的难点. 该研究
应用镍离子亲和
层析柱, 完成了蛋
白纯化和复性的
双重过程. 这也为
研究蛋白功能创
造了条件.
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色液, X光片曝光.

2  结果

2.1 新基因CHBP2的扩增 应用PCR技术扩增新

基因CHBP2(图1), 其CDS共564 bp,将该序列上

传美国国立医学图书馆(NLM)国立生物工程中

心(NCBI)建立的核苷酸序列数据库(GenBank)
并被收录, 编号为EF413023, 编码187个氨基酸

残基, 经检索, 未发现该基因功能的相关研究.
2.2 CHBP2重组表达载体的构建 CHBP2的PCR
扩增产物连接至pGEM-T载体, 经测序及酶切鉴

定正确后, 插入表达载体pET-32a(+)相应的酶切

位点上, Bam HⅠ/XhoⅠ酶切鉴定表明原核表达

载体pET-32a(+)-CHBP2构建成功(图2).
2.3 CHBP2融合蛋白的检测 pET-32a(+)-CHBP2
重组质粒转化大肠埃希菌BL21, 经1 mmol/L 
IPTG诱导2, 4 h后进行SDS-PAGE电泳, 发现在

约42 kDa处有一特异条带, 与预测的蛋白分子量

一致, 并随着时间增加蛋白表达量呈增多趋势

(图3). Western blot结果表明, CHBP2蛋白特异性

强且条带清晰(图4). 
2.4 CHBP2融合蛋白的大量获得 经IPTG 37℃诱

导4 h后, 离心集菌. 超声破碎菌体, 1 mL超声产

物离心分离上清及沉淀 ,  分别常规制样后取

10 µL进行SDS-PAGE. 结果表明, 融合蛋白大量

诱导表达成功, 表达物基本都存在于沉淀中, 即
为包涵体形式. 蛋白沉淀电泳显示明显融合蛋

白条带, 分子量约42 kDa(图5).
2.5 CHBP2融合蛋白的柱上复性和纯化 超声后

离心分离沉淀, 不同浓度的包涵体洗液洗涤沉

淀, 发现尿素浓度为0.5 mol/L时洗涤效果最好. 
收集充分洗涤后的包涵体, 再用包涵体溶解液

充分溶解, 上清经Ni+亲和层析柱纯化、复性. 取
10 µL纯化融合蛋白进行SDS-PAGE, 软件分析

显示纯化融合蛋白纯度在95%左右(图5). BCA
蛋白分析试剂盒测定蛋白浓度为0.5 g/L.

3  讨论

隐源性肝炎的诊断, 首先需排除甲-戊型病毒性

肝炎. 这也使人们有理由猜测, 应该还有新型的

嗜肝病毒存在. 随着1997年TT病毒(TTV)[7]及随

后SEN病毒(SENV)、TTV样微小病毒(TTV-like-
mini virus, TLMV)等相关病毒的发现, 国内外关

■应用要点
本研究成功表达
了隐源性肝炎相
关新基因, 为进一
步制备该基因的
多克隆抗体、单
克隆抗体以及研
究该基因的功能, 
探索隐源性肝炎
的发病机制及新
的治疗方案, 打下
坚实的基础.
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图  2  pGEM-T-CHBP2及pET-32a(+)-CHBP2的酶切鉴定. 
M: Marker; 1-2: pGEM-T-CHBP2的BamHⅠ/XhoⅠ酶
切鉴定; 3-4: pET-32a(+)-CHBP2的BamHⅠ/XhoⅠ酶切
鉴定.

图  3  CHBP2融合蛋白表达的SDS-PAGE分析. M: 蛋白
Marker; 1: 带有空pET32a(+)载体的未诱导菌株; 2: 带有空

pET32a(+)载体的诱导菌株; 3: 带有pET32a(+)-CHBP2的未

诱导菌株, 摇菌2 h; 4: 带有pET32a(+)-CHBP2的菌株, 诱导

2 h; 5: 带有pET32a(+)-CHBP2的未诱导菌株, 摇菌4 h; 6: 带

有pET32a(+)-CHBP2的菌株, 诱导4 h.
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图  1  CHBP2 PCR产
物电泳图. M: Marker; 
1-2: CHBP2电泳条带

(564 bp).
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图  4  Western blot. 1: 带有空pET32a(+)载体的诱导菌株; 
2: 带有pET32a(+)-HCBP12的诱导菌株; 3: 带有pET32a(+)-

HCBP12的未诱导菌株.
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于新型肝炎病毒的研究和争论就没有停止过. 
TTV在献血员的感染率为1.9%-62%, 各国报道

差距较大[8-14]. 有研究者发现, TTV在各种肝病患

者中的检出率要高于献血员[14-15], 有的研究则从

临床或病理方面证实了TTV的致病性[7,16-18]. 但
近年来持相反意见的研究者占了多数, 有人认

为TTV的感染率在献血员和肝病患者之间无明

显差异[19-20], TTV感染与血清转氨酶的升高及肝

脏组织学损伤无明显相关性[21-26], TTV与其他肝

炎病毒无相互作用[27]. 其他几种新病毒的情况也

类似. 另外, 有研究证实, 在乙型肝炎高流行区, 
隐匿性乙型肝炎病毒感染在隐源性肝炎患者中

占比例较高[28-29], 而在中低流行区所占比例则较

低[30-31]. 研究者均认为, 仍有比例不等的隐源性

肝炎患者病因不明, 需进一步研究. 
本研究将陈京龙 et al [6]应用噬菌体表面展

示技术筛选得到的隐源性肝炎相关新基因进行

原核表达, 并将所表达的蛋白纯化和复性. 我们

采用柱上复性法对所表达的蛋白包涵体进行复

性. 首先, 带有His标签的已融于高浓度变性剂的

蛋白包涵体与固定化镍离子相结合, 杂蛋白因

为不带有His标签而被除去; 随后, 结合于柱上

的融合蛋白在变性剂浓度降低过程中逐渐复性; 
最后, 通过增加咪唑浓度或降低pH值将复性蛋

白从柱上洗脱下来, 从而完成蛋白纯化和复性

的双重过程. 这也为研究蛋白功能创造了条件. 
发现一种新的基因, 同时把其编码的新蛋白的

结构与生物学功能、与生物学和临床医学之间

的相互关系、以及新基因表达调节的机制阐明, 
是目前基因的分子生物学研究领域中最具挑战

性的工作[32]. 有研究指出, 病毒等病原体基因组

编码的蛋白与宿主肝细胞之间相互作用, 可能

是病原体致病的重要分子机制[33]. 某种致病因素

导致了新基因CHBP2的异常表达, 或者该基因

的表达导致了隐源性肝炎的发病, 均值得进一

步探讨. 我们将隐源性肝炎相关新基因CHBP2
编码蛋白成功表达、纯化、复性, 为进一步研

究蛋白功能, 探讨隐源性肝炎发病的分子生物

学机制, 打下了坚实的基础. 
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• 消息 •

关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中社

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)
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Abstract
AIM: To explore the e f fect and poss ib le 
mechanism of quercetin on alcoholic fatty liver 
(AFL) in rats. 

METHODS: Forty-eight male wistar rats were 
randomly divided into four groups: normal 
control, model, quercetin and naloxone groups. 
By the end of the fourth week, all rats were 
weighed, narcotized, sacrificed, and tested for 
expression levels of aspartate aminotransferase 
(AST), alanine aminotransferase (ALT) and tu-
mor necrosis factor-alpha (TNF-α) in plasma. 
Liver samples were analyzed for common his-
topathological changes and the expression of 
nuclear factor kappaB (NF-κB) was measured by 
immunohistochemical staining. 

RESULTS: Levels of AST, ALT, and TNF-α in 

plasma were markedly lower in the quercetin 
and naloxone groups than the model group 
(quercetin, 150.7 ± 23.6 U/L, 57.4 ± 8.4 U/L, 0.83 
± 0.27 µg/L; naloxone, 148.3 ± 21.4 U/L, 55.2 ± 7.3 
U/L, 0.85 ± 0.34 µg/L vs 205.0 ± 31.5 U/L, 70.5 
± 9.2 U/L, 4.08 ± 1.23 µg/L; P < 0.05), but were 
higher in the quercetin and naloxone groups 
than in the normal contrast group (127.6 ± 17.8 
U/L, 47.9 ± 7.1 U/L, 0.22 ± 0.10 µg/L; P < 0.05). 
Compared with the model group, the degree 
of liver fatty degeneration in the quercetin and 
naloxone groups was slight, and the expression 
level of NF-κB in liver tissue was clearly lower 
in the quercetin group (60.27/HP vs 28.49/HP, P 
< 0.05). 

CONCLUSION: Quercetin may have a role in 
preventing alcoholic fatty liver by inhibiting ex-
pression of NF-κB and TNF-α. 

Key Words: Alcoholic fatty liver; Quercetin; Tumor 
necrosis factor-alpha; Nuclear factor kappaB; Rat
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2007; 15(22): 2399-2402

摘要
目的: 探讨檞皮素对大鼠酒精性脂肪肝的防治
作用及其可能机制. 

方法: Wistar♂鼠48只, 随机分为: 正常对照、
酒精性脂肪肝模型、檞皮素处理、纳洛酮处
理4组. 实验4 wk末, 处死所有大鼠, 检测血
AST, ALT和TNF-α, 并行肝脏病理组织学及核
转录因子(NF-κB)表达的检测. 

结果: 檞皮素和纳洛酮组血AST, ALT和TNF-α
明显低于模型组(檞皮素组: 150.7±23.6 U/L, 
57.4±8.4 U/L, 0.83±0.27 µg/L; 纳洛酮组: 
148.3±21.4 U/L, 55.2±7.3 U/L, 0.85±0.34 
µg/L vs  205.0±31.5 U/L, 70.5±9.2 U/L, 4.08
±1.23 µ g/L; P <0.05), 而高于正常对照组
(127.6±17.8 U/L, 47.9±7.1 U/L, 0.22±0.10 
µg/L; P <0.05). 檞皮素和纳洛酮组肝脏脂肪变
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■背景资料
酒精性肝病在我
国发病率越来越
高, 目前国内外尚
无针对酒精性脂
肪肝的满意治疗
药物. 檞皮素具有
较强的抗氧化、
清除自由基、降
血糖、降血脂及
降低血压作用. 本
研究通过其干预
实验性酒精性脂
肪肝大鼠的体内
研究, 探讨其作用
机制.



程度较模型组轻, 且檞皮素组肝内NF-κB表
达水平显著低于模型组(60.27个/HP vs  28.49
个/HP, P <0.05).

结论: 檞皮素可能通过抑制NF-κB及TNF-α 
的表达, 发挥防治酒精性脂肪肝的作用.

关键词: 酒精性脂肪肝; 檞皮素; 肿瘤坏死因子-α; 
核转录因子; 大鼠
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0  引言

随着生活水平及生活方式的改变, 酒精消耗量

逐年增加, 酒精性肝病在我国发病率也越来越

高[1]. 目前国内外尚无针对酒精性脂肪肝的满意

治疗药物[2-7]. 檞皮素是一种从植物中提取的具

有多种生物活性且无明显毒副作用的黄酮类化

合物, 具有较强的抗氧化、清除自由基、降血

糖、降血脂及降低血压作用[8-11]. 我们通过建立

大鼠酒精性脂肪肝模型, 以探讨檞皮素对大鼠

酒精性脂肪肝的防治作用及其可能作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 檞皮素购自Sigma公司. 二锅头白酒

(520 mL/L,150 mL/L)由北京双庆和酒业有限责

任公司生产,  NF-κB p50兔抗鼠多抗, 购自中山

生物公司分装Santa Cruz公司, 生物素标记的的

兔抗大鼠与兔抗山羊IgG(二抗)购自Sigma公司; 
SABC复合物与DAB显色试剂盒购自Sigma公
司. 免疫组织化学LsAB kit购自武汉博士德公司. 
健康♂Wistar大鼠48只, 体质量180-220 g, 购自

武汉市实验动物中心.
1.2 方法[12] 大鼠正常喂养1 wk后, 随机抽取12只
作为正常对照组, 给予生理盐水15 mL/kg ig, 每
日上午1次; 喂以普通饲料; 其余36只大鼠d1-3给
予150 mL/L二锅头白酒15 mL/kg ig, 每日上午1
次; d 4起再随机分为模型组(n  = 12) 、檞皮素处

理组(n  = 12)和纳洛酮处理组(n  = 12), 给予520 
mL/L二锅头白酒15 mL/kg ig, 每日上午1次, 饲
以自制饲料(普通饲料∶猪油为85∶15, 每千克

饲料加硫酸亚铁5 g). 所有大鼠自始至终均自由

饮水. 在二锅头白酒ig后1 h, 模型组给予生理盐

水5 mL/kg, ip; 檞皮素处理组给予檞皮素0.5 mg/
kg, ip; 纳络酮处理组给予纳络酮0.08 mg/kg, ip; 
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正常对照组给予生理盐水5 mL/kg, ip. 4 wk末, 
所有大鼠禁食禁水一晚, d 2上午称体质量, 麻醉, 
心尖部采血, 离心, 随后处死动物, 取全肝称质

量. 计算肝指数: 肝脏湿质量/鼠质量(g/kg). 血清

AST, ALT应用日立7060全自动生化分析仪测定, 
严格按照试剂盒说明书操作. 肝组织块, 40 g/L
甲醛固定, 石蜡包埋,  5 μm厚切片,  HE染色, 光
镜下观察肝脏脂肪变性的程度: 脂肪变肝细胞

达30%-50%者为轻度, 50%-75%者为中度, 大于

75%者为重度. 血清TNF-α的测定采用双抗体夹

心法. 用抗TNF mAb T5和T6包板, 以100 mL/L
小牛血清封闭, 加入待测血清及倍比稀释的标

准TNF-α, 继之加入TNF-α抗体及辣根过氧化物

酶羊抗兔抗体, 底物显色剂, 中止反应后测A值, 
根据标准曲线计算TNF-α的浓度(试剂盒由军事

医学科学院生产). 另石蜡切片, 常规抗原修复, 
阻断内源性过氧化氢酶, 用抗鼠的NF-κB抗体检

测, 最后DAB复合底物显色.
统计学处理 检测结果以mean±SD表示,采

用t检验, 用SPSS10.0软件进行数据分析. 组间比

较采用方差分析, P <0.05为组间差异有统计学 
意义.

2  结果

2.1 肝指数及体质量 模型组和檞皮素处理组各

有1只大鼠因酒精误呛入肺而死亡. 纳络酮处

理组有2只大鼠因i g不慎而致胃穿孔死亡. 死
因均经术后病理解剖证实. 体质量变化模型组

与檞皮素处理组、纳络酮处理组之间差别不

大(P >0.05), 与正常对照组相比差异有显著性

(P <0.05). 模型组与纳络酮处理组、檞皮素处理

组、正常对照组相比, 肝指数逐渐降低, 差异有

显著性(P <0.05); 檞皮素处理组和纳络酮处理组

之间差别不大(P >0.05). 
2.2 肝组织病理学 正常对照组肝脏颜色红润, 质
软. 模型组肝脏肿大, 呈明显红白花纹, 整个肝

脏颜色黄腻. 檞皮素处理组和纳洛酮处理组肝

脏大多颜色红润, 但个别可见红白花纹. 光镜下

观察, 正常对照组肝细胞排列整齐, 肝脏结构完

全正常. 模型组表现为中度或重度脂肪肝, 病变

成弥漫性, 肝细胞索排列紊乱, 肝细胞内脂滴大

小不等, 肝细胞核被挤压移位, 肝细胞肿胀呈气

球样变, 可见炎性细胞浸润. 处理组(檞皮素处理

组、纳络酮处理组)表现为轻度脂肪肝, 有少数

炎性细胞浸润.
2.3 血AST、ALT及TNF-α 模型组与正常对照

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文采用檞皮素
干预实验性酒精
性脂肪肝大鼠模
型 ,  检测血AST, 
ALT和TNF-α的
含量, 并行肝脏病
理组织学及核转
录因子(NF-κB)表
达的检测. 分析了
檞皮素的作用机
制. 为临床应用檞
皮素治疗酒精性
脂肪肝提供了实
验依据.
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组相比, AST, ALT活性和TNF-α含量明显升高

(P <0.05); 处理组与模型组相比, AST, ALT活性

和TNF-α含量明显下降(P <0.05); 檞皮素处理组

和纳络酮处理组之间差别不大(P >0.05, 表1). 
2.4 肝组织NF-κB的表达 部分肝细胞胞质呈阳

性染色反应. 阳性细胞的数量在模型组(60.27±
11.43个/HP)(图1B)较正常对照组(28.49±9.77
个/HP)(图1A)明显增高(P <0.05), 且多为沿血管

区表达, 与脂肪细胞浸润伴行. 与之相比, 檞皮

素治疗组(图1C)肝组织NF-κB阳性细胞数目明

显减少, 且散在分布, 与血管无明显相关性.

3  讨论

近来, 平均每年约有12%的酒精性脂肪肝患者

发生肝硬化, 一小部分甚至可发展成肝癌. 纳络

酮对酒精性脂肪肝有防治作用[13-14]. 檞皮素及其

衍生物是植物界分布最广、具有多种生物活性

的黄酮类化合物, 近年来发现他有许多新作用

和多种生物效应如抗肿瘤、抗氧化、抗病毒等. 
其部分作用机制可能与TNF-α有关[15-16], 但其对

抗脂肪肝的作用目前还不十分清楚, 我们通过

酒精性脂肪肝动物模型探讨了檞皮素与TNF和
NF-κB之间的某些关系. 给予酒精及高脂饮食4 
wk后, 模型组AST, ALT明显升高, 且肝脏发生水

样变性和脂肪变性的病理改变, 表明酒精中毒

性脂肪肝模型成立. 我们发现, 檞皮素及纳洛酮

组血浆AST, ALT和TNF-α含量明显低于模型组

(P <0.05), 而高于正常对照组(P <0.05). 且TNF与
转氨酶之间也存在一定的关系, 转氨酶升高者, 
TNF的水平也显著升高. 在模型组中, 肝组织中

可见炎性细胞浸润, 此为TNF产生的基础, 肝脏

内生成的TNF可直接作用于肝细胞造成坏死和

炎症, 同时TNF-α引发的中性粒细胞通过释放蛋

白酶或氧自由基也可造成肝损害. 提示TNF等多

种细胞因子在酒精性肝损害模型中起着一定的

作用[17-21]. 在檞皮素、纳洛酮组肝脏脂肪变性程

度较模型组轻, 免疫组织化学检查显示, NF-κB

在檞皮素处理组的大鼠肝组织中表达明显少于

模型组, 与正常对照组肝脏镜下表现接近; 檞皮

素组与模型组相比, 肝指数明显下降. 这些也都

从侧面说明了檞皮素对酒精性脂肪肝的形成具

有一定防治作用. 原因为: 檞皮素能清除氧自由

基, 减轻或抵消酒精及其代谢物乙醛产生的脂

质过氧化损伤, 增加肝脏的能量代谢, 起到保护

肝脏的作用. 据报道, 檞皮素能抑制许多酶的活

A

B

C

图  1  大鼠肝组织NF-κB表达(SABC×400). A: 正常肝组织; 
B: 模型组; C: 檞皮素治疗组.  

表  1  檞皮素、纳洛酮对大鼠肝指数、体质量, 血AST、ALT和TNF-α变化的影响(mean±SD)

     
分组              n         肝指数(g/kg)     体质量变化(g)         AST(U/L)            ALT(U/L)        TNF-α(μg/L)

正常对照    12        3.5±0.3a         37.9±5.3a      127.6±17.8a      47.9±7.1a      0.22±0.10a

模型            11        5.4±0.4          19.2±7.3       205.0±31.5       70.5±9.2      4.08±1.23

檞皮素        11        4.2±0.6a         26.8±6.0       150.7±23.6a      57.4±8.4a      0.83±0.27a

纳洛酮        10        4.2±0.4a         27.0±5.4       148.3±21.4a      55.2±7.3a      0.85±0.34a

aP<0.05 vs  模型.

■应用要点
本研究证实了檞
皮 素 能 降 低 血
AST, ALT浓度并
可抑制NF-κB及
TNF-α的表达, 发
挥防治酒精性脂
肪肝的作用, 进一
步为临床应用檞
皮素治疗酒精性
脂肪肝提供了理
论依据.

■名词解释
ā皮素: 檞皮素化
学名为3, 3', 4', 5, 
7-五羟基黄酮, 是
一种从植物中提
取的具有多种生
物活性且无明显
毒副作用的黄酮
类化合物, 具有较
强的抗氧化、清
除自由基、降血
糖、降血脂及降
低血压作用.
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性例如蛋白酶C和酪氨酸激酶, 其抗炎作用机制

与其抗氧化作用密切相关[10-11]. 檞皮素是一种非

特异性蛋白激酶抑制剂和TNF-α诱导的NF-κB
活化的抑制剂, 他可能是通过阻断IKBα的降解

从而阻断接下来的NF-κBp65亚基的核转位而发

挥作用[22-24].
此外, 我们在实验中也发现, 虽然檞皮素可

以改善酒精性脂肪肝的生化指标, 但未能将这

些生化指标调节到正常水平, 可能与檞皮素用

量不足或其他因素有关. 值得在以后的研究中

进一步探索.
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■同行评价
本文研究了檞皮
素对大鼠酒精性
脂肪肝的作用, 结
果提示他可能通
过可能通过抑制
NF-κB及TNF-α
的表达, 发挥防止
酒精性脂肪肝的
作用 .  分析有据 , 
论证有理, 结构严
谨, 数据可信, 有
一定的可读性. 
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Abstract
AIM: To observe the effect of high mobility 
group box 1 protein (HMGB1) on adhesion 
to pulmonary capil lary endothelial cel ls 
(PCECs) and transendothelial migration of 
polymorphonuclear leucocytes (PMNs), and to 
investigate the mechanism involved. 

METHODS: PMNs and PCECs of rats were iso-
lated and cultured. PCEC monolayers were cul-
tured with different concentrations of rHMGB, 
10, 10, 100, 1000 or 10 000 μg/L. The adhesion 
rate of PMNs was then detected. A migration 
model of a boyden chamber was used to evalu-
ate chemotaxis of HMGB1 to PMNs. Transendo-

thelial migration was also investigated. PMNs 
were cultured with 100 μg/L rHMGB1 and the 
expression of CD11a/CD18 and CD11b/CD18 
was detected by flow cytometry. 

RESULTS: With increasing rHMGB1 concentra-
tion, adhesion and transendothelial migration 
rates of PMNs gradually increased (adhesion 
rate, 2.5 ± 0.5%, 5.1 ± 0.9%, 10.7 ± 1.7%, 14.6 ± 2.6%, 
and 25.4 ± 4.3%; transendothelial migration rate, 
0%, 1.1% ± 0.3%, 6.3 ± 1.2%, 12.4 ± 2.7%, and 14.2 
± 3.1%). rHMGB1 could increase CD11a/CD18 
and CD11b/CD18 expression of PMNs (both P < 
0.05). 

CONCLUSION: HMGB1 is not a chemotactic 
factor for PMNs but it can promote their adhe-
sion and transendothelial migration by increas-
ing expression of CD11a/CD18 and CD11b/
CD18 on the surface of PMNs. 

Key Words: High mobility group box 1 protein; 
Polymorphonuclear leucocytes; Pulmonary capillary 
endothelial cell; Cell adhesion; Transendothelial mi-
gration; CD11/CD18; Flow cytometry

Yang ZY, Tao J, Zhou F, Xiong JX, Wu HS, Wang 
CY. Effect and mechanism of high mobility group 
box 1 protein on adhesion to pulmonary capillary 
endothelial cells and transendothelial migration of 
polymorphonuclear leucocytes. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(22): 2403-2407

摘要
目的: 探讨高迁移率族蛋白1(HMGB1)对多形
核白细胞(PMN)黏附和游出肺毛细血管内皮
细胞(PCEC)的影响机制. 

方法:  分离培养大鼠P M N和P C E C,  分别
加入0, 10, 100, 1000和10 000 μg/L浓度的
rHMGB1与PCEC单层培养. 记录PMN黏附率. 
在Boyden小室迁移模型中加入上述浓度的
rHMGB1, 观察PMN穿过PCEC的迁移率. 将
PMN与100 μg/L的rHMGB1孵育, 流式细胞仪
检测其表面CD11a/CD18和CD11b/CD18的表
达率.  
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■背景资料
HMGB1一直被认
为只是1种D N A
结合蛋白 .  近年
来发现, 在细胞外
HMGB1是1种重
要的炎症介质, 与
多种炎性疾病的
发生发展密切相
关. HMGB1在数
种急性肺损伤动
物模型中均高表
达, 但其作用并不
完全清楚.



结果: 随着rHMGB1浓度的增加, PMN的粘附
率(2.5%±0.5%, 5.1%±0.9%, 10.7%±1.7%, 
14.6%±2.6%, 25.4%±4.3%)和穿过PCEC的
游出率(0%, 1.1%±0.3%, 6.3%±1.2%, 12.4%
±2.7%, 14.2%±3.1%)逐渐增加, 但对向下室
的迁移率无影响. rHMGB1可明显增加PMN表
面CD11a/CD18和CD11b/CD18表达的阳性率
(均P <0.05). 

结论:  H M G B1通过上调C D11a/C D18和
CD11b/CD18的表达增加PMN对PCEC的黏附
率和游出率.

关键词: 高迁移率族蛋白1;多形核白细胞; 肺毛细血

管内皮细胞; 黏附; 游出; CD11/CD18; 流式细胞仪
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0  引言

高迁移率族蛋白1(high mobility group box 1 
protein, HMGB1)是一类广泛存在于真核细胞内

的非组核蛋白[1-2]. HMGB1在是一个重要的转录

调节因子[3-6], 与细胞的生长、分化有关[7-11]. 近
年来, 研究显示HMGB1在细胞外是一种重要

的炎症因子, 在脓毒症、风湿性关节炎、弥散

性血管内凝血、出血性休克、急性肺损伤等多

种疾病中发挥作用[12-20]. 我们的前期研究显示, 
HMGB1在急性出血坏死性胰腺炎大鼠肺部高

表达, 提示其可能作为晚期炎症因子参与了急

性肺损伤(ALI)的发展, 但机制并不十分清楚. 
多形核中性白细胞(PMN)的过度激活在急

性胰腺炎ALI的发生中起重要作用, 具体表现为

PMN聚集和最终脱颗粒释放蛋白水解酶、炎

症细胞因子、氧自由基、血管活性物质等启动

炎症级联反应导致肺损伤. 有研究显示HMGB1
可激活PMN合成IL-1β、IL-8和TNF-α; 小鼠气

管内滴入HMGB1可导致ALI, 表现为PMN在肺

部聚集、肺水肿、肺组织学评分增加[21], 提示

HMGB1可使PMN向肺部聚集、分泌炎症因子

导致肺损伤. 但是PMN向肺组织渗出要经过趋

化、贴壁、滚动、黏附和游出一系列的过程, 
HMGB1在此过程中所起的作用及其机制未见

报道. 本课题对此进行了进一步研究.

1  材料和方法

1.1 材料 Ⅰ型胶原酶、rHMGB1(美国Sigma公
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司); 小牛血清、牛血清白蛋白、RPMI 1640培
养基、DMEM培养基、胰蛋白酶(美国Gibco公
司); Transwell嵌套培养板(6.5 mm×12孔、聚

碳酸酯膜、微孔直径5 μm, 丹麦Costar Corning
公司); 抗CD11a/CD18抗体和抗CD11b/CD18抗
体(小鼠IgG1 mAb)、FITC标记抗小鼠IgG1抗体

(美国Genzyme公司); Ⅷ因子抗体、碱性磷酸酶

标记的二抗、苏木精染液、淋巴细胞分离液(北
京中山生物公司); 免疫组化SP试剂盒(武汉博士

德公司); 清洁级成年♂SD大鼠(200-250 g, 华中

科技大学同济医学院实验动物学部). 实验通过

同济医学院医学伦理委员会审核. 
1.2 方法 
1.2.1 大鼠肺毛细血管内皮细胞(PCEC)分离培养 
成年SD大鼠, 断颈处死. 10 g/L活力碘浸泡消毒. 
无菌下开胸暴露肺组织, 沿肺叶边缘2-3 mm剪

下肺组织, 放入D-Hank's液2 mL中漂洗2次. 洗净

的肺组织剪成1 mm3的组织碎块, 剪时可在瓶中

滴入DMEM培养液2-3滴和小牛血清1滴, 将剪碎

的肺组织吸入100 mL培养瓶, 平铺于瓶底, 放入

37℃, 50 mL/L CO2-950 mL/L空气贴壁2-3 h[22], 
加入DMEM培养液(100 mL/L小牛血清)5 mL后, 
培养60-72 h后, 换液去掉肺组织碎片. 继续培养

7-10 d, 每隔2 d换液1次, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化

传代. 倒置光学显微镜下观察细胞生长、传代

过程中的形态学变化, 以及细胞内的显微结构, 
并进一步采用Ⅷ因子免疫组化染色鉴定[2]. 取
2-3代细胞做实验.
1.2.2 PMN分离培养 PMN分离培养参照文献[3]
方法进行. 大鼠以10 g/L戊巴比妥钠(35 mg/kg)ip
麻醉成功后, 颈动脉插管采血, Hanks液(含50 
mL/L小牛血清)2倍稀释后加在淋巴细胞分离液

层面上, 500 g离心8 min, 吸弃上层血浆和单个

核白细胞, 向下层粒细胞和红细胞中加入5倍体

积的红细胞溶解液, 0℃溶解15 min后400 g离心

10 min, Hanks液洗2次后弃上清, RPMI 1640(含
100 mL/L小牛血清)重悬, 调细胞浓度1×109/L, 
涂片Gimsa染色分类计数PMN纯度>92%, 台盼

蓝染色活细胞计数>95%.
1.2.3 PMN黏附试验 将PCEC(1×106/well)接
种在包被纤维连接蛋白的12孔培养板中, 在50 
mL/L CO2-950 mL/L空气37℃培养箱中培养24 
h; PCEC融合成单层后, 去血清培养24 h; 换新鲜

无血清RIMP 1640培养液(含10 g/LBSA), 按实

验分组分别加入PMN 100 μL(106个)和终浓度为

0, 10, 100, 1000和10 000 μg/L的rHMGB1培养30 

www.wjgnet.com

■研发前沿
A L I是急性胰腺
炎患者最常出现
的胰外脏器损伤, 
致损伤机制还不
完全明了 .  我们
的前期研究提示
H M G B 1参与了
急性胰腺炎A L I
的发展. 本研究有
助于进一步认识
A L I持续进展的
机制. 
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min; Hank's液洗涤2遍去除未黏附的PMN; 在光

学倒置显微镜下进行10个200倍视野下EC和黏

附的PMN计数, 并计算黏附率 = 黏附的PMN数

/EC数[4].
1.2.4 PMN游出单层PCEC试验 在Transwell上室

接种PCEC, 细胞密度为1×105/well(100 μL), 下
室加入新鲜培养液600 μL; PCEC融合成单层后, 
去血清培养24 h; 换新鲜无血清RIMP 1640培养

液(含10 g/LBSA), 50 mL/L CO2-950 mL/L空气

37℃培养24 h; 弃去培养液, 用Hank's液洗涤2遍; 
换新鲜无血清RIMP 1640培养液(含10 g/L BSA), 
上室加入PMN 105个, 按实验分组下室培养液分

别含0, 10, 100, 1000和10 000 μg/L的rHMGB1, 
50 mL/L CO2-950 mL/L空气37℃培养3 h; 弃去

培养液, 用Hanks液洗涤2遍; 在光学倒置显微镜

下进行游出单层PCEC的PMN计数. 穿过率为已

穿过单层血管内皮的PMN占总数的百分比[5]. 
1.2.5 PMN表面CD11a/CD18、CD11b/CD18表达
的检测 PMN 1 mL(107个)加入终浓度100 μg/L
的rHMGB1在50 mL/L CO2-950 mL/L空气37℃
分别孵育30 min和3 h; 500 g离心10 min, PBS洗
涤2次, 取PMN悬浮液100 μL(106个)加入小鼠抗

CD11a/CD18和CD11b/CD18 mAb 20 μL; 阴性对

照组加入PBS, 25℃室温放置15 min, 离心后去

上清液, 用PBS清洗1次后加20 μL异硫氰酸荧光

素标记的二抗, 室温放置3 min, 离心PBS清洗2
次, 然后在美国Becton-Dicknson公司的FACSort
型流式细胞仪上测量C D11a/C D18和C D11b/
CD18免疫阳性细胞数, 在5000个白细胞中计算

免疫阳性细胞数及百分率.

统计学处理 采用SPSS11.0统计软件, 计量

资料作t检验, P <0.05有显著统计学意义. 

2  结果

倒置显微镜下观察, 可见PCEC不断生长, 由圆

形逐渐变为梭形、多边形, 当其铺满培养瓶瓶

底时呈鹅卵石镶嵌排列. 细胞胞质内可见对EC
具有特异性的W-P小体. Ⅷ因子免疫组化染色

显示细胞内有棕黄色沉淀, 说明有Ⅷ因子抗原 
存在.
2.1 HMGB1对大鼠PCEC细胞PMN黏附的影响 
随着HMGB1刺激浓度的增加, PMN的黏附率

由5.1%(10 μg/L)逐渐增加至25.4%(10 000 μg/L), 
P<0.05; 分别为2.5%±0.5%, 5.1%±0.9%, 10.7%±

1.7%, 14.6%±2.6%和25.4%±4.3%(图1).
2.2 HMGB1对PMN穿过大鼠PCEC迁移率的
影响 随着HMGB1处理浓度的增加, PMN穿过

PCEC单层的迁移率由1.1%(10 μg/L)逐渐增加

至14.2%(10 000 μg/L), P <0.05; 分别为0, 1.1%
±0.3%, 6.3%±1.2%, 12.4%±2.7%和14.2%±

3.1%. 但无细胞穿过聚碳酸酯膜迁移到下室.
2.3 HMGB1对PMN细胞表面CD11a/CD18和
CD11b/CD18表达的影响 100 μg/L HMGB1刺
激30 min和3 h后, 表达CD11a/CD18和CD11b/ 
CD18的阳性PMN细胞比例均明显升高(图2).

3  讨论

正常情况下组织中少见PMN, 而循环中的PMN
呈非活化状态, 必须在趋化因子和激活剂作用

下才被激活, 继而侵入炎症组织中. PMN向肺组

■相关报道
研究显示, HMGB1
在数种急性肺损
伤动物模型中均
高表达, 小鼠气管
内滴入rHMGB1
可导致A L I的发
生.

■创新盘点
诸 多 研 究 显 示
H M G B 1可激活
多种炎症细胞释
放炎症因子. 但对
HMGB1在PMN
向肺组织聚集过
程中的作用并不
清楚. 本课题对此
过程中的趋化、
黏附和游出3个环
节进行了研究.

D E

CBA

图  1  HMGB1对PMN内皮黏附率的影响(×200). A: 阴性对照组; B-E: 10, 100, 1000, 10 000 μg/L.



www.wjgnet.com

2406                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2007年8月8日      第15卷     第22期

织渗出要经过趋化、贴壁、滚动、黏附和游出

一系列的过程[26]. 我们按成熟的方法分离PCEC, 
鉴定结果显示倒置显微镜下可见PCEC瓶底时

呈鹅卵石镶嵌排列; 高倍镜下可见具有内皮细

胞特异性的W-P小体; Ⅷ因子免疫组化染色阳

性. 说明PCEC的分离培养是成功的. 我们采用

Boyden小室趋化模型来研究HMGB1对PMN
是否具有趋化作用, 经向下室加入不同浓度的

HMGB1(假定“趋化物质”), 结果并无PMN穿

过聚碳酸酯膜进入下室. 说明HMGB1并非PMN
的趋化因子. 但在PMN的黏附试验中, 我们观察

到随着HMGB1刺激浓度的增加, PMN对PCEC
的黏附逐渐增加, 其黏附率由5.1%逐渐增加至

25.4%. 同时, HMGB1对PMN游出也有促进作用, 
随着HMGB1作用浓度的提高, PMN穿过PCEC
单层到EC与聚碳酸酯膜之间的迁移率由1.1%逐

渐增加至14.2%. 
上述结果表明, HMGB1并非PMN的趋化

因子, 但可促进PMN向血管内皮黏附和游出. 
PMN向血管内皮黏附和游出与细胞表面黏附

分子的相互作用有关. CD11/CD18和ICAM-1参
与PMN和血管内皮细胞的黏附, 抗CD11/CD18
抗体可明显减少穿越内皮细胞层的PMN数[27], 
CD11/CD18表达升高和L-选择素表达下降, 则
有利于PMN穿越内皮细胞侵入组织[28]. 有研究

证实, HMGB1可刺激HUVEC合成和表达黏附分

子ICAM-1[29]. 可激活PMNs表达IL-1β、IL-8和 
TNF-α[30], 但对于CD11/CD18表达的影响并无研

究报道. 
本研究结果显示, HMGB1刺激30 min和3 h

后, PMN细胞表面CD11a/CD18和CD11b/CD18
的表达均有升高. 因此, 我们认为H M G B1可
能通过上调血管内皮表面黏附分子ICAM-1和

PMN表面黏附分子CD11a/CD18和CD11b/CD18
的表达, 促进肺毛细血管内的PMN黏附、游出, 
并同时刺激PMN合成并分泌炎症因子导致肺 
损伤.
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T N F - α和 I L - 1 β
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窄. HMGB1高表
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了良好的靶点. 
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Abstract
AIM: To investigate the relation between 
polymorphism of esophageal cancer related 
Gene (ECRG2) (short tandem repeat) STR and 
susceptibility in Xinjiang’s esophageal squamous 
cell cancer (ESCC).

METHODS: A case-control study was con-
ducted with 178 case of esophageal cancer (94 
of Kazakh and 84 of Han) and 153 populations 
(100 of Kazakh and 53 of Han) based controls in 
high incidence area of ESCC of Xinjiang. ECRG2 
genotypes were detected by polymerase chain 
reactionsingle strand conformation polymor-
phism (PCR-SSCP) method.

RESULTS: The frequencies of ECRG2 STR geno-
types , TCA3/TCA3, TCA4/TCA4, TCA3/TCA4 
were 58.8%, 7.8% and 3.3% in metastasis esopha-
geal cancer, and 14.2%, 40.9% and 44.9% in cases 
who have no metastasis, respectively, There was 
statistical difference between the two groups 
(χ2 = 40.74, υ = 2, P < 0.01). In both of the Han 
and Kazakh populations, subjects who carried 
the TCA3/TCA3 genotype were at an increased 
risk of ESCC compared to those carrying the 
TCA4/TCA4 genotype, with the adjusted odds 
ratios (ORs) being 3.25 (95% CI, 1.25-8.45) for 
the subjects of Han population and 4.06 (95% CI, 
1.69-9.74) for the subjects of Kazakh population.

CONCLUSION: Subjects who carried the TCA3/
TCA3 genotype are an increased risk of ESCC 
and metastasis compared to those carrying the 
TCA4/TCA4 genotype.

Key Words: Esophageal cancer related gene 2; Gene 
polymorphism; Esophageal cancer; Short tandem re-
peat; Polymerase chain reactionsingle strand conforma-
tion polymorphism

Chen XC, Pang LJ, Chen L, Yang L, Zhang JF, Qi Y, 
Li HA, Jiang JF, Yang L, Li F. Relationship between 
polymorphism of esophageal cancer related gene 2 and 
esophageal squamous cell cancer in Han and Kazakh 
populations in Xinjiang Uygur Autonomous Region. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(22): 2408-2412
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■背景资料
食管癌相关基因
(ECRG)是从食管
癌组织中筛选出
的与食管癌发生
高度相关的基因, 
近年来其遗传多
态性与食管癌的
关系受到关注 , 
但国内外有关其
遗传易感性在新
疆哈萨克族食管
癌中的研究尚无
报道. 
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摘要
目的: 研究食管癌相关基因2(E C R G2)短串
联重复序列(STR)多态性与新疆哈萨克族和
汉族食管癌易感性的关系. 

方法:  新疆地区食管癌哈萨克族94例 ,  汉
族84例; 人群对照哈萨克族100例, 汉族53
例 ,  采用聚合酶链反应单链构象多态性分
析(PCR-SSCP)技术检测研究对象的ECRG2 
STR基因型. 

结果: ECRG2 STR呈多态性, 可分为3种类型: 
TCA3/TCA3, TCA4/TCA4和TCA3/TCA4. 3
种基因型在有转移的食管癌中分布为58.8%, 
7.8%和33.3%, 在无转移的食管癌中分布为
14.2%, 40.9%和44.9%, 两者相比有显著差异
(χ2 = 40.74, υ = 2, P <0.01), 携带TCA3/TCA3
基因型个体更容易发生转移. 汉族人群中, 携
带TCA3/TCA3基因型个体患食管癌的风险
比TCA4/TCA4基因型个体高3.25倍(95%的可
信区间为1.25-8.45); 在哈萨克族人群中, 携带
TCA3/TCA3基因型个体患食管癌的风险比
TCA4/TCA4基因型个体高4.06倍(95%的可信
区间为1.69-9.74).

结论: 携带ECRG2基因TCA3/TCA3基因型个
体与TCA4/TCA4基因型个体比较, 增加了患
食管癌和发生转移的风险.

关键词: 食管癌相关基因2; 基因多态性; 食管癌; 短

片断重复序列; 聚合酶链反应单链构象多态性
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0  引言

食管癌是我国常见的十大恶性肿瘤之一[1], 在高

发区, 食管癌的发生具有明显的家族聚集倾向, 
这说明遗传易感性以及与此相关的环境因素在

该肿瘤的发生中起到了重要作用[2]. 食管癌在种

族方面有很大的差异, 中国部分少数民族食管

癌死亡情况的比较统计结果表明, 以新疆哈萨

克族食管癌最多见(表1), 其男女合计死亡率比

其他少数民族高2-31倍, 比全国平均水平高2.3
倍[3], 其调整死亡率达68.88/10万, 是其他民族调

整死亡率(5.13/10万)的10倍之多[4-5], 严重威胁着

哈族人民的健康.

食管癌相关基因(esophageal cancer related 
gene, ECRG1-4), 是Su et al [6]在1998年从食管癌

组织中筛选出的4个在基因库中无同源序列且

与食管癌的发生高度相关的基因, 其中ECRG2
基因定位于5q33.1. Yue et al [7]最近研究发现, 食
管癌相关基因2(ECRG2)外显子4处有一短串联

重复序列(short tandem  repeat, STR), 其中有3个
基因型TCA3/TCA3, TCA3/TCA4, TCA4/TCA4, 
在同一患者的癌组织、癌旁组织和血样中检

测的基因型是相同的, 他们选取了北京和食管

癌高发区河南林县的汉族人群分别做了病例

对照研究, 认为携带TCA3/TCA3基因型其患食

管癌的危险性高于TCA4/TCA4基因型. 我们采

用PCR-SSCP方法对新疆哈萨克族食管癌患者

ECRG2基因STR多态性与食管癌易感性进行了

研究.

1  材料和方法

1.1 材料 新疆石河子大学医学院第一附属医

院、新疆伊犁州友谊医院、新华医院、农四师

医院病理科1980-2004年病理诊断为食管癌的石

蜡包埋的组织中收集哈萨克族食管癌患者94例, 
男52例, 女42例; 高分化鳞癌17例, 中分化鳞癌

68例, 低分化鳞癌9例, 有淋巴结转移23例; 汉族

食管癌84例, 男47例, 女37例; 高分化鳞癌21例, 
中分化鳞癌44例, 低分化鳞癌19例, 有淋巴结转

移28例. 所有标本均用40 g/L甲醛固定, 石蜡包

埋后保存; 所有病例均经过2名资深病理医师复

查. 同时在当地收集相近年龄组无肿瘤史的一

般体检人群血样作为对照, 哈萨克族100例(男59
例, 女41例); 汉族53例(男29例, 女24例), 对照组

人群抽静脉血, 肝素钠抗凝, 液氮保存.
1.2 方法 每例石蜡组织5 μm 10张入2.0 mL消毒

的EP管中, 经脱蜡水化后, 加细胞裂解液(0.02 
mmol/L Tris HCl, 0.02 mmol/L EDTA, 20 g/L 

■研发前沿
近年来基因多态
性与遗传易感性
是食管癌研究的
热点之一, 基因型
多态性是以STR
为核心, 依据核心
序列重复次数不
同而形成的. 这种
遗传标记具有丰
富的多态性, 他的
杂合度和所含信
息较高 ,  所以对
STR的应用越来
越受到人们重视.

表  1  我国部分少数民族食管癌的年龄调整死亡率(1/10万)[3]

     
民族                          男                           女                     合计

哈萨克族              39.27                    27.08              33.90

回族                      18.90                     6.32              13.14

蒙族                      12.89                     5.73                  9.85

维吾尔族              12.87                      7.93              10.60

藏族                        7.8                       5.34                6.45

朝鲜族                   5.82                      1.62                3.73

彝族                        1.67                     0.91                1.72

苗族                        1.61                     0.63                1.09

全国                      19.68                     9.85               14.59
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SDS), 蛋白酶Ｋ(终浓度0.3 g/L)55℃水浴振荡过

夜. 待组织完全裂解后依次加入等体积的Tris饱
和酚(pH8.0), 酚/氯仿为1∶1, 氯仿/异戊醇为

24∶1, 各抽提1次, 无水乙醇沉淀DNA, 干燥, 加
入TE(pH8.0)50-80 μL溶解DNA沉淀12-24 h, 测定

所提取DNA的A 260, A 280并计算A 260/A 280以确定

DNA的质量和纯度, 提取的DNA置于-20℃冰箱

保存备用. 血样DNA的提取采用上海生工的小

剂量DNA抽提试剂盒提取基因组DNA. 特异扩

增ECRG2基因多态性的引物参照文献, 引物为

ECRG2-forward: 5'-cttgtgctaatgaatcttgtgaactgtg-3' 
ECRG2-reverse: 5'-aaactttctccattcagtcaagattac-3', 
引物由上海生工生物工程有限公司合成, 引物

扩增的目的片段长度为235 bp. PCR扩增体系为25 
μL, 内含基因组DNA 40-50 ng, 10×Buffer 2.5 μL, 引
物终浓度0.2 μmol/L, 200 μmol/L的各种dNTP和Taq 
DNA聚合酶8.34 nkat/L. 扩增条件为: 95℃预变

性2 min, 然后进行36个循环(95℃ 30 s, 55℃ 30 
s, 72℃ 1 min), 最后1次循环在72℃延伸7 min. 
选用PCR扩增产物测序确定是ECRG2基因阳性

的食管癌标本作为阳性对照, 以高压双蒸水代

替DNA模板作为空白对照. 反应完成后取反应

产物5 μL在20 g/L的琼脂糖凝胶上电泳, 检查扩

增情况. 取5 μL反应产物, 加入等体积的变性缓

冲液(950 g/L的甲酰胺, 25 g/L溴酚蓝, 25 g/L二
甲苯青, 10 mmol/L EDTA)混匀, 95℃变性10 min
后迅速置冰浴上, 120 g/L聚丙烯酰胺凝胶(预电

泳20 min)上样, 电压100 V, 电泳3-5 h. 凝胶用

100 mL/L乙酸溶液固定15 min, 去离子水冲洗3
次, 2 g/L硝酸银和1 g/L甲醛染色20 min, 去离子

水冲洗3次, 30 g/L Na2CO3, 1 g/L甲醛及100 g/L硫
代硫酸钠染色至清楚, 100 mL/L乙酸终止显影. 选
取部分PCR产物由上海申速生物技术公司纯化

并测序(其中在聚丙烯酰胺凝胶电泳上单一条带

样本双向测序1次, 两条带样本双向测序多次).
统计学处理 数据采用χ2检验.

2  结果

食管癌178例和正常对照组153例的ECRG2 STR
基因型的检测见图1-3. 在所有食管癌中, 性别、

分化程度与基因型分布无显著差异; 哈萨克族

食管癌高、中与低分化之间基因型分布无显

著差异; 汉族食管癌高、中与低分化之间基因

型分布无显著差异; 哈萨克族和汉族食管癌病

例组和对照组中基因型分布无显著差异. 汉族

食管癌中, TCA3/TCA3, TCA4/TCA4, TCA3/
TCA4这3种基因型在有转移的食管癌中分布为

67.9%, 7.1%, 25.0%, 在无转移的食管癌中分布

为14.3%, 44.6%, 41.1%, 两者相比有显著差异(χ2 

=  40.74, υ = 2, P <0.01), 携带TCA3/TCA3基因型

个体更容易发生转移. 病例对照研究中, ECRG2
基因型TCA3/TCA3, TCA4/TCA4, TCA3/TCA4
在食管癌组中所占比例分别为32.1%, 32.1%, 
35.7%, 而正常对照组中分别是15.1%, 49.1%, 
35.8%(表2), 比较两组中3种基因型总构成比有

显著差别(χ2 = 6.100, υ = 2, P = 0.047). 与TCA4/
TCA4基因型相比, 携带TCA3/TCA4基因型汉族

个体患食管癌的风险增加, 其OR值为1.52(95%
的可信区间为0.69-3.34), 而TCA3/TCA3基因

型汉族个体患食管癌的风险则更大, 其OR值为

3.25(95%的可信区间为1.25-8.45).
哈萨克族食管癌中, TCA3/TCA3, TCA4/

TCA4, TCA3/TCA4, 3种基因型在有转移的食

管癌中分布为47.8%, 8.7%, 43.5%, 在无转移

的食管癌中分布为14.1%, 38.0%,  47.9%, 两者

相比有显著差异(χ2 = 13.77, υ = 2, P <0.01), 携
带T C A3/T C A3基因型个体更容易发生转移 . 
病例对照研究中, ECRG2基因型TCA3/TCA3, 
TCA4/TCA4, TCA3/TCA4在食管癌组中所占比

例分别为22.3%, 30.9%, 46.8%, 正常对照组中分

别是10.0%, 56.0%, 34.0%(符合Hardy-Weinberg
平衡定律, 表2), 比较两组中3种基因型总构成

比, 有显著差别(χ2 = 13.589, υ = 2, P <0.01). 与
TCA4/TCA4基因型相比, 携带TCA3/TCA4基
因型哈萨克族个体患食管癌的风险增加 ,  其

■相关报道
近年来一些研究
已报道 ,  ECRG2
基因多态性与汉
族食管癌的发生
有关 ,  认为携带
T C A 3 / T C A 3基
因型显著增加汉
族食管癌的发病
风险.

■创新盘点
本研究以新疆哈
萨克族、汉族食
管癌为研究对象, 
首次表明, ECRG2
基因TCA STR与
新疆地区食管癌
之间的相关性, 携
带T C A 3 / T C A 3
基因型个体患食
管 癌 的 风 险 与
TCA4/TCA4基因
型个体之间发病
风险不相同, 哈萨
克族略高于汉族.

1 2 3 4 5 6

图  2  ECRG2聚丙酰胺凝胶电泳图. 1: TCA3/TCA3型; 2-3: 
TCA3/TCA4型; 4-6: TCA4/TCA型.

图  1  ECRG2基因PCR 产物琼脂糖凝胶电泳图. 

1 2 3 4 5 6      -Marker

242 bp 235 bp
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OR值为2.50(95%的可信区间为1.33-4.71), 而
TCA3/TCA3基因型哈萨克族个体患食管癌的

风险则更大, 其OR值为4.06(95%的可信区间为

1.69-9.74).
将汉族和哈萨克族两个人群合并之后 , 

TCA3/TCA3, TCA4/TCA4, TCA3/TCA4, 3种基

因型在有转移的食管癌中分布为58.8%, 7.8%, 
33.3%, 在无转移的食管癌中分布为14.2%, 
40.9%, 44.9%, 两者相比, 有显著差异(χ2 = 40.74, 
υ = 2, P <0.01), 携带TCA3/TCA3基因型个体更

容易发生转移. 在病例对照研究中, ECRG2基
因型TCA3/TCA3, TCA4/TCA4, TCA3/TCA4食
管癌组中所占比例分别为27.0%, 31.4%, 41.6%, 
正常对照组中分别是11.8%, 53.6%, 34.6%(表
2), 比较两组中3种基因型总构成比, 有显著差别

(χ2 = 20.24, υ = 2, P <0.01). 与TCA4/TCA4基因

型相比, 携带TCA3/TCA4基因型个体患食管癌

的风险增加, 其OR值为2.05(95%的可信区间为

1.25-3.34), 而TCA3/TCA3基因型个体患食管癌

的风险则更大, 其OR值为3.91(95%的可信区间

为2.06-7.40).

 3  讨论

在E C R G1-4中E C R G2基因定位于5q33 .1 . 
ECRG2基因包含4个外显子, 全长3540 bp, 编码

1条85个氨基酸的多肽. Cui et al [8-9]研究发现, 生
物信息学分析显示ECRG2蛋白97%的氨基酸序

列与KAZAL型的丝氨酸蛋白酶抑制剂同源, 而
KAZAL型的丝氨酸蛋白酶抑制剂与肿瘤发生

高度相关; 荧光定位技术显示ECRG2基因与金

属硫蛋白2A(MT2A)基因共转染后分布在细胞

的同一部位, 因而ECRG2基因编码的蛋白质与

M T2A基因编码的蛋白质之间存在相互作用; 
ECRG2基因不但可以抑制食管癌细胞系的增殖, 
还可以抑制MT2A基因的促细胞增殖作用, 同时

ECRG2基因不仅可以诱导食管癌细胞系的凋亡, 
而且在细胞凋亡方面与MT2A基因存在负相关

性. 最近还有研究表明, ECRG2基因对EC9706细
胞的恶性增殖有抑制作用[10]. 

基因型多态性是以STR为核心, 依据核心序

列重复次数不同而形成的. 这种遗传标记具有

丰富的多态性, 他的杂合度和所含信息较高, 所
以对STR的应用越来越让人们重视. 雄激素受体

■应用要点
本研究为进一步
研究新疆哈萨克
族食管癌的遗传
背景和肿瘤遗传
易感基因及其作
用机制奠定基础, 
提供一个较为明
确的参考信息.

     
	                              汉族                                                   哈萨克族	                                                合并

                           病例          对照         OR (95%)             病例          对照         OR (95%)             病例            对照          OR (95%) 

TCA4/TCA4      27             26           
1.00
                  29             

 
56           

1.00
                  56              82          

1.00
                        (32.1)        (49.1)                               (30.9)         (56.0)                                (31.4)          (53.6)

TCA3/TCA4      30            19            1.52                  44              34           2.50                  74               53          2.05

                        (35.7)        (35.8)        (0.69-3.34)       (46.8)         (34.0)       (1.33-4.71)       (41.6)          (34.6)     (1.25-3.34)

TCA3/TCA3       27              8            3.25                  21            10            4.06                  48                18          3.91

                         (32.1)       (15.1)        (1.25-8.45)      (22.3)        (10.0)       (1.69-9.74)       (27.0)          (11.8)     (2.06-7.40)

基因型

表  2  ECRG2 TCA STR 基因型分布与食管癌风险的关系

图  3  ECRG2 STR 3种基因型测序图. A: TCA3/TCA3型测序图(双向一致); B: TCA4/TCA4型测序图(双向一致); C: TCA3/
TCA4型测序图(正向); D: TCA3/TCA4型测序图(反向).
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基因定位与Xq11-12, 其编码的雄激素受体涉及

了细胞增殖和分化的调控. 雄激素受体基因第

一外显子区含有两个多态性三联体质量复序列

(CAG)n和(GGC)n. Dietzsch et al [11]的研究显示, 
在非洲食管癌患者中, (GGC)n的平均长度远远

小于健康对照组(P = 0.018). 
我们用PCR-SSCP方法检测了ECRG2基因

STR在新疆汉族和哈萨克族食管癌中的多态性

分布, 可以看到该多态性在所检测的人群中普

遍存在, 并且与食管癌的易感性高度相关. 在汉

族人群中, 携带TCA3/TCA3基因型个体患食管

癌的风险比TCA4/TCA4基因型的个体高3.25倍
(95%的可信区间为1.25-8.45); 在哈萨克族人群

中, 携带TCA3/TCA4基因型个体患食管癌的风

险比TCA4/TCA4基因型个体高2.50倍(95%的

可信区间为1.33-4.71), 携带TCA3/TCA3基因型

个体患食管癌的风险比TCA4/TCA4基因型个

体高4.06倍(95%的可信区间为1.69-9.74), 这提

示ECRG2基因TCA STR与食管癌之间的相关

性具有明显的等位基因剂量效应, 与Yue et al [7]

的研究结果相类似. 我们还比较了有淋巴结转

移和无淋巴结转移的食管癌病例中ECRG2基因 
TCA STR的分布, 发现他们之间差异显著, 携带

TCA3/TCA3基因型与携带TCA4/TCA4基因型

食管癌患者比较, 更容易发生转移. 
我们的研究首次表明, E C R G2基因T C A 

STR与新疆地区食管癌之间的相关性, 在地理

环境相近的新疆地区的两个不同人群哈萨克族

和汉族之间, 携带TCA3/TCA3基因型个体患食

管癌的风险与TCA4/TCA4基因型个体之间发病

风险不相同, 哈萨克族略高于汉族, 这与哈萨克

族的食管癌高发相一致, 因此推测除了环境因

素以外, 遗传因素也可能影响了ECRG2基因活

性. 同时也从侧面说明食管癌的发生是一个多

基因多步骤的复杂过程, 是多个基因参与、基

因－基因相互作用以及基因－环境相互作用的

受遗传因素和环境因素共同影响的结果. 我们

认为ECRG2基因TCA STR可能是新疆地区食管

癌的特异性多态位点, 对新疆食管癌高发人群

ECRG2基因TCA STR的检测有助于早期诊断和

发现食管癌. 
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Abstract
AIM: To evaluate the effects of neoadjuvant 
radiochemotherapy on the pathologica l 
stage and prognosis of middle and advanced 
esophageal carcinoma. 

METHODS: Between January 1991 and Decem-
ber 2000, 473 patients with middle and advanced 
esophageal carcinoma were randomly divided 
into four groups; neoadjuvant radiotherapy (n 
= 118), neoadjuvant chemotherapy (n = 119), 
neoadjuvant radiochemotherapy (n = 118) and 
control (surgery alone) (n = 118). The differences 
in resection rates, pathological stage, treatment-
related complications and survival rates were 

statistically analyzed. 

RESULTS: The data showed that the radical 
resection rate for patients in the radiotherapy, 
chemotherapy and radiochemotherapy groups 
was increased compared with that of the control 
group (97.5%, 86.6% and 98.3% vs 73.7%, all P < 
0.01). The pathological stages of the radiothera-
py and radiochemotherapy groups were more 
significantly regressed than that of the control 
group (P < 0.01). The chemotherapy group did 
not show the same effect. Treatment-related 
complications of the three neoadjuvant groups 
showed no significant difference from that of 
the control group (P > 0.05). The 3-year survival 
rates of the radiotherapy and radiochemother-
apy groups were significantly higher than that 
of the control group (69.5% and 73.7% vs 53.4%, 
both P < 0.01). The 5-yr survival rate of the ra-
diochemotherapy group was higher than that of 
the radiotherapy group, but did not demonstrate 
statistical significance (45.0% vs 40.7%, P > 0.05). 

CONCLUSION: The rational application of neo-
adjuvant radiochemotherapy appears to provide 
a modest survival benefit and to improve the 
quality of life for patients with middle and ad-
vanced esophageal carcinomas. 

Key Words: Esophageal carcinoma; Neoadjuvant 
radiochemotherapy; Pathological stage; Prognosis

Cao XF, Wang S, Wu BC, Huang ZH, Zhu HW, Wang 
HM, Huang SQ, Zhu B, Ji L, Xiao J. Effects of neoadjuvant 
radiochemotherapy on pathological stage and prognosis 
of middle and advanced esophageal carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(22): 2413-2417

摘要
目的: 评估新辅助放化疗对中晚期食管鳞癌
病理分期及预后的影响. 

方法: 1991-01/2000-12中晚期食管鳞癌患
者473例, 随机分为4组, 新辅助放疗组(n  = 
118)、新辅助化疗组(n  = 119)、新辅助放化疗
组(n  = 118)及对照组(单纯手术)(n  = 118). 统
计分析4组在切除率、病理分期、并发症、生
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■背景资料
食管鳞癌新辅助
放化疗能否延长
患者的术后生存
期众说纷纭, 本文
选择可以外科治
疗的食管鳞癌患
者, 进行新辅助放
化疗的前瞻性研
究, 并探讨其对该
类患者切除率、
病理分期、并发
症及术后1, 3和5 
a生存率的影响.



存期等方面的差别. 

结果: 放疗组、化疗组、放化组与对照组
相比均可提高根治性切除率(97.5%, 86.6%, 
98.3% vs  73.7%, 均P <0.01); 放疗组、放化组
与对照组相比有明显降期作用(P <0.01); 而化
疗组没有明显降期作用. 放疗组、化疗组、
放化组与对照组相比, 手术并发症无明显增
加(P >0.05), 放疗组、放化组的3 a生存率相比
对照组显著提高(69.5%, 73.7% vs  53.4%, 均
P <0.01). 放化组的5 a生存率优于放疗组, 但无
统计学意义(45.0% vs  40.7%, P >0.05). 

结论: 合理应用新辅助放化疗可提高中晚期
食管鳞癌患者生存期并提高其生存质量.

关键词: 食管肿瘤; 新辅助放化疗; 病理分期; 预后
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0  引言

食管鳞癌新辅助放化疗(neoad juvan t r ad i o-
c h e m o t h e r a p y)是否能延长患者的术后生存

期众说纷云[1-2], 我们通过前瞻性研究[3], 选择

1991-01/2000-12收治的可以外科治疗的食管鳞

癌患者1080例, 把其中愿意接受该项研究的473
例临床分期属Ⅱb期或更晚的患者随机分为新

辅助放疗组(放疗组)、新辅助化疗组(化疗组)和
新辅助放化疗组(放化组)及对照组(单纯手术),
并比较各组的切除率、病理分期、并发症和术

后1, 3和5 a生存率.

1  材料和方法

1.1 材料 Ⅱb期或更晚的食管鳞癌患者473例, 剔
除非鳞癌患者, 随机分为放疗组、化疗组、放

化组和对照组. 术前各组的一般情况相似(表1).
1.2 方法 放疗组采用瓦里安6MV医用电子直线

加速器, 每次单次剂量2 Gy, 每周5次, 总量40 Gy. 
化疗组采用PFM方案, 即丝裂霉素C(MMC)8-10 
mg, iv, d 1; 顺铂(DDP)20-30 mg, iv, d 1-5; 5-氟
尿嘧啶(5-FU)1000-1250 mg, iv, d 1-5. 放化组先

采用化疗组的方案进行治疗, 待化疗结束后1-2 
wk进行放疗, 放疗方案同放疗组. 临床反映评估

一般于放疗结束后2 wk复查内镜、食管超声和

CT. 评估参照WHO制订的标准, 分为临床症状

完全缓解(ycCR), 部分缓解(ycPR), 缓解不明显
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(ycMR)和无变化(ycNC). CT作为常规的检查应

用在每位患者的评估上, 由有经验的放射科专

家负责评估肿瘤的长径和肿瘤侵犯管径的深度

在新辅助放化疗前后的变化. 所有检查结果由

主持实验的肿瘤学家收集和评估, 并由肿瘤外

科, 内科以及放疗科组成的专家委员会讨论通

过. 对照组患者接受综合评估后限期手术,  术式

采用标准的经胸食管鳞癌切除术加二野淋巴结

清扫, 消化道重建采取胃代食管, 胃拖入胸腔或

颈部与食管残端吻合. 手术切除标本在24 h内用

50 g/L甲醛固定, 整体标本制作成石蜡标本, 将
石蜡标本切成5 μm的薄片并用HE或PAS染色, 
供病理检查, 切片取材要求包含肿瘤所在的食

管全壁, 吻合圈, 近端和远端切除组织以及所有

检出的淋巴结. 所有的病理标本由两位有经验

的病理学家参照UICC标准进行病理分期. 病理

反应评估分为病理完全缓解(ypCR), 大部分缓

解(ypSR), 部分缓解(ypPR), 缓解不明显(ypMR)
和无病理变化(ypNC). ypCR的标准为病理检查

中没有发现残留的有活力的肿瘤细胞; ypSR指
有活力的肿瘤细胞所占百分比<10%; ypPR指有

活力的肿瘤细胞占10%-50%; ypMR指有活力的

肿瘤细胞占>50%, ypNC指没发现肿瘤细胞有任

何消退的迹象.
统计学处理 应用SPSS10.0软件进行统计学

分析, 采用卡方检验, 确切概率法和logrank法. 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

本组中晚期食管鳞癌放疗组、化疗组、放化组

的根治性切除率分别为97.5%、86.6%和98.3%, 
与对照组(73.7%)相比均有显著统计学意义(χ2

1 = 
32.53, P 1<0.001; χ2

2 = 6.90, P 2<0.01; χ2
3 = 34.90, 

P 3<0.005). 放疗组、放化组术后病理分期中Ⅱa
期的比例分别为50.8%, 54.2%, 与对照组(0%)比
较有显著统计学意义(χ2

1 = 80.45, P 1<0.005, χ2
2 

= 76.45, P 2<0.005)(表3). 放疗组、化疗组、放

化组的临床完全缓解率分别为27.2%, 1.7%和

33.89%, 放化组、放疗组与化疗组比较有显著

统计学意义(P <0.05). 放疗组、化疗组、放化组

的病理完全缓解率分别15.2%, 1.7%和22.3%(表
2) .  各组1 a生存率比较均无显著统计学意义

(P >0.05), 3 a生存率比较, 放疗组(69.5%)与对照

组(53.4%)相比有显著统计学意义(χ2 = 13.32, P  
= 0.005); 化疗组为57.1%, 与对照组相比无显著

统计学意义(χ2 = 0.34, P >0.05); 放化组(73.7%)
与对照组相比有显著统计学意义(χ2 = 10.43, 
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■研发前沿
本研究主要探讨
新辅助放化疗对
中晚期食管鳞癌
病理分期及预后
的影响, 为提高根
治性切除率和延
长这类患者的生
存期提供了比较
有价值的论据.

■相关报道
食管鳞癌选用新
辅助放化疗是否
能提高切除率和
延长生存期尚无
定论 .  H e r m a n n 
et  al研究认为辅
助放化疗可以降
低肿瘤分期 ,  提
高中晚期食管鳞
癌的手术切除率. 
Schneider et al研
究显示多种基因
在新辅助治疗后
的食管鳞癌切除
标本中的表达水
平大幅下降.
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P <0.005). 5 a生存率比较4组无显著统计学意义

(P >0.05)(表3).

3  讨论

食管鳞癌应进行综合治疗以提高切除率和延长

患者的术后生存期[4-7]. Hermann et al [8]研究认为

辅助放化疗可以降低肿瘤分期, 提高中晚期食

管鳞癌的手术切除率, 另有研究认为辅助放化

疗可改善患者术后生活质量和延长生存期[9-12], 
但同时有增加并发症和死亡率的危险[13-14]. 目
前仍缺乏足够证据证明辅助放化疗可以提高食

管鳞癌术后5 a生存率[15-16]. 本研究显示术前放

疗和同时进行的放化疗能显著降低食管鳞癌的

临床病理分期, 并能显著提高Ⅱb期及更晚期患

者的根治性切除率; 化疗虽能提高手术切除率, 
但降低手术病理分期的作用有限(P >0.05). 新辅

助放疗组和新辅助放化组都可有效提高食管鳞

癌患者的临床和病理完全缓解率, 而化疗组则

无明显作用. 放化组在临床和病理缓解率上虽

均高于放疗组, 但无显著统计学意义(χ2 = 3.21, 
P >0.05). 分析术后1, 3和5 a生存率, 说明术前放

疗和放化疗组能显著提高食管鳞癌患者术后3 a
生存率, 但均不能提高5 a生存率.

本研究说明中晚期食管鳞癌单纯外科治疗

已经不能再提高手术切除率和生存期, 合理应

用综合治疗方法如辅助放化疗可以增加手术切

除率和疗效[17-18]. 但应注意到影响辅助放化疗

的疗效的因素是十分复杂的, 比如患者的全身

情况、新辅助治疗的方法以及手术相关因素等 
等[19-21]. 如食管鳞癌患者与食管腺癌患者的转归

与预后通常有明显差异, 鳞癌患者一般年龄较

大且有烟酒等不良嗜好, 而腺癌患者则有可能

出现心血管方面的危险[22-24]. 这些因素都可能影

响治疗结果, 有时甚至是致命的. 同时, 术者的

手术方式以及熟练程度对食管鳞癌的预后也有

关联, 随着手术例数的增加和手术技术的提高, 
食管鳞癌患者的手术死亡率以及并发症的发生

率呈下降趋势[25-26]. 还应注意到, 只有部分食管

鳞癌患者在新辅助治疗中得益[27-29]. 因此, 引发

■创新盘点
本文将中晚期食
管鳞癌的大宗病
例分组, 进行新辅
助放化疗的对照
研究 ,  其结论是 : 
合理应用新辅助
放化疗可提高中
晚期食管鳞癌患
者生存期和生存
质量, 是食管癌综
合治疗中的一个
重要手段.

表  1  食管鳞癌患者3组术前一般情况比较(n )

     
	                 性别                              年龄                                             病灶归段

                              男         女     40-49   50-59    60-69   ≥70    颈段    胸上段    胸中段   胸下段

放疗       118      70        48       12         36         48       22         8         35           60        15

化疗       119      65        54       14         36         50       19         6         33           63        17

放化       118      60        58       15         40         42       21         5         28           61        24

对照       118      67        51       15         35         47       21         5         32           59        22

合计       473    262      201       56       147       187       83       19       128         243        78

分组            n                      

表  2  食管鳞癌患者辅助治疗结果比较(n )

     	                 临床评估                           病理检查              

                     ycCR  ycPR  ycMR  ycNC   ypCR  ypSR  ypMR  ypNC

放疗  118    32a    53    24      9      18      42     40      18

化疗  119      2     12    97      8        2      12     66      29

放化  118    33a    51    25      9      22      43     35      18

对照  118     0        0      0   118      0         0       0    118

合计  473    74   116  142   141     47    108   127     181

分组       n                      

aP<0.05 vs  化疗.

表  3  食管鳞癌患者手术切除情况, 并发症, 术后病理分期和术后生存率比较

     
	                 切除情况n                     病理分期n                          手术并发症n                                  术后生存率n (%)                   

                          根治   姑息 探查   Ⅱa    Ⅱb        Ⅲ      Ⅳ   瘘   狭窄  出血   乳糜胸   死亡       1 a               3 a               5 a

放疗     118     115b      2     1       60b    16        41      1     1      1      1          0         1     104(88.1)    82(69.5)b    48(40.7)

化疗     119     103b    14     2         3     15        97      4     0      0      1          2         1     101(84.9)    68(57.1)     36(32.8)

放化     118     116b      2     0       64b    16        37      1     3      2      1          1         1     103(87.3)    87(73.7)b    53(45.0)

对照     118       87     25     6         0       6      103      4     1      1      2          1         1     105(89.0)    63(53.4)     37(31.4)

合计     473     423     41     9     127     53      278    10     5      4      5          4         4

分组          n                      

bP<0.01 vs  对照.
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了一个关键性的问题, 在治疗之前如何区分这

些可能的受益者而使其得到有效治疗, 而非受

益者可免遭不必要的打击和减少治疗带来的高

额费用? 在食管鳞癌的治疗中, 许多学者意识到, 
患者是否在新辅助治疗中得益可能存在着基因

表达的差异, 带有某种分子标志的人群可能对

新辅助治疗敏感[30]. Schneider et al [31]研究显示多

种基因在辅助放化疗后有改变, 如胸苷酸合成

(TS), 二氢嘧啶脱氢酶(DPD), 错配切除修复蛋

白1(ERCC1), 谷胱甘肽硫转移酶Pi(GST-Pi), 表
皮生长因子受体(EGFR)以及HER2基因在新辅

助治疗后的食管鳞癌切除标本中的表达水平大

幅下降; Xi et al [32]研究表明, 行辅助放化疗的食

管鳞癌患者术后标本环氧合酶-2(COX-2)蛋白

高表达预示治疗反应差和预后不良, 但目前尚

无确凿证据证明某些基因可以指导新辅助治疗. 
总之, 本研究结果显示, 辅助放化疗作为一种新

的治疗食管鳞癌的方法, 对提高其切除率, 降低

肿瘤分期, 提高患者的生存期和改善生存质量

都有积极的意义. 在肿瘤分子生物学研究突飞

猛进的时代, 应当结合肿瘤的分子生物学特性, 
遵照循证医学的原则, 有针对性地制定个体化

的治疗方案, 更加“精确”地治疗每个食管鳞

癌患者, 以最大化的提高疗效. 这将是未来食管

鳞癌辅助放化疗研究的主要方向, 他必将给食

管鳞癌患者带来真正的福音.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical application of 
diffusion-weighted imaging (DWI) for detecting 
liver lesions.

METHODS: DWI and routine non-enhanced 
MRI were used in 91 persons who included 30 
cases with primary hepatic carcinoma, 12 with 
hepatic hemangioma, 13 with hepatic cyst and 
36 with normal liver; b values were set at 500 
and 800 s/mm2, respectively. After identifying 
definitively diagnosable cases, mean apparent 
diffusion coefficient (mADC) and exponential 
apparent diffusion coefficient (eADC) images 
were acquired using MRI machine software. The 
four items—mADC, eADC, DI (diffusion index; 
the ratio of ADC values in lesion/liver), and 

the ratio of eADC values in lesion/liver—were 
measured. Then, one-way analysis of variance 
was applied to compare different groups of liver 
foci with the same item, and further, a least sig-
nificant difference test (LSD test) was utilized to 
multiply and compare means in those groups 
where the mean difference was statistically sig-
nificant.

RESULTS: The mADC level in normal liver 
(1.89 ± 0.62 10-3 mm2/s) was lower than that in 
hepatic cyst (2.93 ± 0.46 10-3 mm2/s) and hem-
angioma (2.26 ± 0.45 10-3 mm2/s) (P < 0.01, P < 
0.05) but higher than hepatic carcinoma (1.43 
± 0.52 10-3 mm2/s, P < 0.01); that in hepatic 
cyst higher than in hepatic hemangioma and 
carcinoma (both P < 0.01); that in hemangioma 
higher than in hepatic carcinoma (P < 0.01). The 
eADC level in normal liver (0.155 ± 0.07) was 
higher than that in hepatic cyst (0.052 ± 0.03, P 
< 0.05), but lower than in hemangioma (0.23 ± 
0.10) and hepatic carcinoma (0.31 ± 0.22) (P < 
0.05, P < 0.01); that in hepatic cyst lower than in 
hemangioma and hepatic carcinoma (both P < 
0.01); that in hemangioma lower than in hepatic 
carcinoma (P < 0.01). The ratio of ADC values in 
the lesion/liver values in hepatic cyst (1.93 ± 0.43) 
was higher than that in hemangioma (1.43 ± 0.44) 
and hepatic carcinoma (0.95 ± 0.45, both P < 
0.01); that in hemangioma higher than in hepatic 
carcinoma (P < 0.01). The ratio of eADC values 
in lesion/liver values in hepatic cyst (1.00 ± 0.57) 
was lower than that in hemangioma (1.63 ± 0.36) 
and hepatic carcinoma (1.46 ± 0.74) (P < 0.01, P < 
0.05); that in hemangioma higher than in hepatic 
carcinoma, but insignificant (P > 0.05).

CONCLUSION: DWI has advantages for detect-
ing focal liver lesions. Differential diagnoses can 
be improved by comprehensively utilizing items 
such as mADC and eADC.

Key Words: Magnetic resonance imaging; Diffusion-
weighted imaging; Liver; Liver neoplasm 

Bian DJ, Hu DX, Xiao EH, Si-Tu WJ, Yuan SW, Bai ML, 
He Z, Du WP, Yang LP. Clinical application of diffusion-
weighted imaging for detecting liver lesions. Shijie 
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■背景资料
磁共振弥散加权
成像是一种很有
价值的MR成像技
术. 近年来, 随着平
面回波成像(echo 
planar imaging, 
EPI)等快速序列
的应用及硬件的
发展, 弥散加权成
像在肝脏疾病的
研究方面亦显示
出良好的前景.
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摘要
目的: 探讨磁共振扩散加权成像(d i f fus ion 
weighted imaging, DWI)对肝脏局灶性病变诊
断和鉴别诊断的价值. 

方法: 原发性肝癌30例, 肝血管瘤12例, 肝囊
肿13例, 正常肝36例, 行常规MRI检查加DWI, 
b值取500 s/mm2和800 s/mm2, 利用MRI工作
站软件Functool 2.6.6i, 500 s/mm2扫描的图像
得到ADC图及eADC图, 800 s/mm2扫描的图
像测出mADC, eADC及瘤肝ADC比值及瘤肝
eADC比值等指标, 利用SPSS12.0软件进行统
计学处理. 

结果: mADC值正常肝(1.89±0.62 10-3 mm2/s)
低于肝囊肿与肝血管瘤(2.93±0.46 10-3 mm2/s, 
2.26±0.45 10-3 mm2/s, P <0.01, P <0.05)而高于
原发性肝癌(1.43±0.52 10-3 mm2/s, P <0.01); 
肝囊肿高于肝血管瘤(P <0.01)与原发性肝癌
(P <0.01); 肝血管瘤高于肝细胞癌(P <0.01). 
e A D C值正常肝高于肝囊肿而低于肝血管
瘤与原发性肝癌(0.155±0.07 v s  0.052±
0.03, 0.23±0.10, 0.31±0.22, P <0.05, P <0.05, 
P <0.01); 肝囊肿低于肝血管瘤(P <0.01)与原
发性肝癌(P <0.01); 肝血管瘤低于肝细胞癌
(P <0.01). 瘤肝ADC比值肝囊肿高于肝血管瘤
与原发性肝癌(1.93±0.43 vs 1.43±0.44, 0.95
±0.45, 均P <0.01); 肝血管瘤高于原发性肝癌
(P <0.01). 瘤肝eADC比值在不同组间比较: 肝
囊肿低于肝血管瘤与原发性肝癌(1.00±0.57 
vs  1.63±0.36, 1.46±0.74, P <0.01, P <0.05); 
肝血管瘤高于原发性肝癌, 但无显著性差异
(P >0.05).

结论: D W I有利于显示肝脏病变, 综合运用
mADC和eADC可进一步提高鉴别诊断的正
确率.

关键词: 磁共振成像; 扩散加权成像; 肝; 肝肿瘤
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0  引言

磁共振水分子弥散加权成像(diffusion weightedi-
maging, DWI)在显示疾病的敏感性以及诊断和

鉴别诊断方面具有重要的价值. 近年来, 随着平

面回波成像(echo planar imaging, EPI)等快速序列

的应用及硬件的发展, 弥散加权成像在肝脏疾病

的研究方面亦显示出良好的前景[1-3]. 利用DWI
及所测得的平均ADC值将有助于进一步鉴别诊

断[1-11]. 我院MRI机器自带软件Functool2.6.6i还
可测出eADC值, 进一步可得瘤肝ADC比值及瘤

肝eADC比值等指标, 而研究此类新指标的文献

报道较少, 我们利用DWI并提出新的指标来探

讨肝脏局灶性病变的鉴别.

1  材料和方法

1.1 材料 住院原发性肝癌患者30例, 共35个病

灶, 男26例, 女4例, 年龄16-74(平均49.9±13.29)
岁, 全部经CT, MRI, 肝动脉造影, AFP检测等临

床综合诊断确诊, 其中手术病理证实为肝细胞

癌7例, 所有患者均符合2001年全国肿瘤防治办

公室、中国抗癌协会制定的原发性肝癌临床

诊断标准[12]. 肝血管瘤组12例, 共17个病灶, 男
7例, 女5例, 年龄34-70(平均52.5±10.6)岁. 全
部病例经64层螺旋CT增强扫描和MRI动态增

强临床综合诊断确诊, 其中3例经手术病理证

实. 肝囊肿组13例, 共14个病灶, 男9例, 女4例, 
年龄37-78(平均59.3±11.7)岁, 其中2例手术病

理证实. 正常肝组36例, 男21例, 女15例, 年龄

14-63(平均43.2±11.6)岁. 检查前询问志愿者确

认无肝炎及肝硬化, 近1 wk无服药史, 无饮酒史, 
并常规检查肝炎生化、肝功能及肝脏B超、CT
及MRI, 除外肝脏疾患. 应用GE Signa Horizon 
LX, 1.5T双梯度磁共振仪, Body线圈.
1.2 方法 肝脏DWI检查采用SE-EPI序列, 体部

Body线圈, TR4000 ms, TE Min, 带宽166.67 Hz, 
层数10, 层厚8 mm, 层距1.5 mm, NEX 1, FOV36 
cm×36 cm, 采集矩阵128×128, 参照相关文献

[3-5], b值取500 s/mm2和800 s/mm2, 扩散敏感梯

度场的施加方向为All, 频率编码方向: R/l. 利
用工作站软件Functool2.6.6i处理原始数据, 得
到ADC值图像及eADC值图像, 选定足够大的

感兴趣区(ROI)并避开较大血管、伪影及坏死

区, 测出平均ADC值(mean apparent diffusion 
coefficient, mADC), 指数化ADC值(exponential 
apparent diffusion coefficient, eADC)、瘤肝ADC
比值、瘤肝eADC比值4个指标, 其中ADC = 
l n(S低/S高)/(b 高-b 低), 式中S低和S高分别指用低、

高b值成像所测得的组织信号值; eADC = exp(-
ADC*b ); 瘤肝ADC比值 = 病灶ADC值/灶周

ADC值; 瘤肝eADC比值 = 病灶eADC值/灶周

eADC值.
统计学处理 采用SPSS12.0软件包分析整理

各病种组内数据, 以(mean±SD)表示, 之后分别

■创新盘点
本研究显示 eAD
C值、瘤肝ADC
比值及瘤肝eADC
比值在肝脏局灶
性病变诊断和鉴
别诊断中具有重
要作用.
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在同种指标内不同病组间采用单因素方差分析

比较各病种组有无差异, 在有统计学差异的组间

采用Fisher LSD法行多重比较.

2  结果

各指标在不同病组间的差异均有显著的统计学

意义, 进一步用Fisher LSD法行多重比较表明, 
在α = 0.05的概率水平, 肝血管瘤与肝癌瘤肝

eADC比值无显著性差异外, 余病组各指标差异

均有显著性(P <0.05, 表1-2及图1-5).

3  讨论

从病灶的形态学特点分析, 认为磁共振的信号

强度与肿瘤的分化程度相关, 可以客观地反映

病变的内部空间结构和组织成分[13-14]. 检查过程

多先采用自旋回波、平面回波等快速成像序列

平扫, 发现病变后, 再注射磁共振对比剂加做增

强扫描, 提高对病灶的检出率和定性、定位的

诊断能力[15-16]. 但常规T1和T2加权成像判断病

变性质的准确率为70%-90%, 即使是动态增强

MRI扫描, 对部分病变尤其是小病灶的鉴别仍有

困难. 动物实验和临床研究已表明, mADC值的大

小取决于成像物质及其内部分子的空间分布[17]. 
肝脏海绵状血管瘤及肝囊肿主要由液体成分构

成, 水分子的运动相对自由, mADC值明显高于

实性肿块; 血管瘤内常有纤维间隔、瘢痕及出

血, 且血窦中所含的血液黏度高于囊肿的囊液, 
因而其mADC值又低于囊肿[18-19], 这样便造成了

表  2  瘤肝ADC和eADC比值在不同病组间的统计结果

     
分组                    ADC比值                 95% CI                     eADC比值                 95% CI

肝囊肿	        1.93±0.43          (3.57, 3.73)            1.00±0.57           (0.67, 1.32)

肝血管瘤	        1.43±0.44b         (1.28, 1.73)            1.63±0.36b          (1.45, 1.82)

肝癌	        0.95±0.45bd        (1.67, 2.17)            1.46±0.74a          (1.20, 1.70)

aP<0.05, bP<0.01 vs 肝囊肿: dP<0.01 vs 肝血管瘤.

表  1  mADC和eADC在不同病组间的统计结果

     
分组               mADC (10－3mm2/s)                  95% CI                       eADC                       95% CI  

正常肝              1.89±0.62                   (1.66, 2.09)          0.155±0.07          (0.132, 0.184)

肝囊肿              2.93±0.46b                  (2.59, 3.12)          0.052±0.03a         (0.036, 0.067)

肝血管瘤           2.26±0.45ad                 (2.05, 2.52)           0.23±0.10ad           (0.179, 0.277)

肝癌                  1.43±0.52bdf                 (1.66, 2.09)           0.31±0.22bdf          (0.238, 0.391)

aP<0.05, bP<0.01 vs 正常肝: dP<0.01 vs 肝囊肿; fP<0.01 vs 肝血管瘤.

图  1  男, 19岁, 肝右叶原发性肝癌. A: T2WI, 肝右后叶5 cm×6 cm×4 cm混杂信号, 边界清楚; B: b  = 500的DWI图像边界
非常清楚为混杂信号, 实质部分为高信号, 坏死囊变部分为低信号; C: b  = 800的DWI图像, 随着b值的增加病灶信号稍有下
降; D, E: b  = 500的ADC图和eADC图, 病灶显示低信号; F, G: b  = 800的ADC图和eADC图, 病灶低信号显示更清晰; H:原发
性肝细胞癌II－III级, 侵犯肝被膜, 周边肝组织肝硬化, 间质炎症细胞浸润(HE×100).

A DC

G H

B

E F

■应用要点
本文探讨了磁共
振扩散加权成像
对肝脏局部病变
诊断和鉴别, 结果
显示在临床中综
合使用eADC值、
瘤肝ADC比值及
瘤肝eADC比值可
提高病灶的检测
率.
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实体肿瘤、海绵状血管瘤和囊肿mADC值之间

存在着显著差异. 因为原发性肝癌多为实体成

分, 所含自由水相对较少, 扩散运动较慢, 扩散

系数较低; 血管瘤主要由纤维间隔和血窦组成, 
血窦内充满血液, 分子运动相对自由, 扩散运动

较快, 因此扩散系数大于肝脏恶性肿瘤. 而血管

瘤内血液黏滞系数较大以及周围大量的纤维间

隔, 相对限制了血液的扩散运动, 扩散系数小于

肝囊肿; 肝囊肿内含大量由水, 扩散不受限制, 
mADC值最高, 也最接近D值. 

Yamada et al [20]认为采用低b值, 测得ADC值
偏高是因为融合了部分微循环血流灌注的影响; 
而采用高b值, 血流灌注的影响基本上可以被忽

略, 故测得ADC值较接近肝脏的D值, 更能反映

组织的扩散特性. 但低b值时解剖结构显示比较

清晰, 而高b值时信号衰减明显, 信噪比下降, EPI
序列的各种伪影如化学位移伪影、磁敏感性伪

影、鬼影增多, 有时甚至难以观察, 无法选取感

性趣区, 而且容易漏诊. 因而本组结果提示大b
值不宜超过800 s/mm2, 而b值为500 s/mm2 左右

较为适宜, 虽然所得肝脏病变的mADC值不够精

确, 距实际D值仍有差距, 但是可以相对地减少

血流灌注的影响, 而且图像质量较好, 便于实际

操作. 本研究显示mADC值于不同肝脏病变中不

同, 可能原因是肝囊肿主要成分为液性, 水分子

的运动较自由, mADC值明显高于实性肿块和海

图   2   女, 28岁, 肝右叶
原发性肝癌. A (T2WI ) ; 
B(T1WI): 肝右叶8 cm×

6 cm×9 cm不均匀混杂信

号; C: b  = 500, DWI图, 病
灶呈高信号; D: b  = 800, 
DWI图,  病灶信号更高; 

E-F: b  = 500的ADC图和
eADC图, 病灶显示低信号; 

G-H: b  = 800的ADC图和
eADC图, 病灶信号显示更

低; I: 手术切除标本; J: 肝

细胞癌肝癌III级, 癌组织

大片坏死, 呈结节状侵犯

周边肝组织(HE×100).

A B C

D

HG

FE

I

A B C

FED

G H I

图  3  男, 49岁, 肝右叶原
发性肝癌并肝内多发转移, 
经导管肝动脉造影证实肝
右叶有多个大小不等肿瘤
血管染色区, 第1次介入术
前. A: T2, 肝右叶7 cm× 9 
cm×10 cm大小不均匀混

杂信号, 余肝见多个圆形

高信号病灶;  B-E: 为同层

MRI动态增强图像, 病变

于动脉期出现强化, 延时

期病灶内信号仍高于正常

肝组织, 病变中心亦有未

强化区; F: b  = 500, DWI
图, 病灶呈高信号; G: b  = 
800, DWI图, 病灶信号更

高; H-I: b  = 500的ADC
图和eADC图, 病灶呈低信

号.

■名词解释
1 瘤肝ADC比值: 
病灶ADC值/灶周
ADC值.
2 瘤肝eADC比值: 
病灶eADC值 /灶
周eADC值.
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绵状血管瘤, 恶性肿瘤主要由分化差的实性成

分构成, 水分子运动受限, 因此其mADC值明显

低于肝囊肿和海绵状血管瘤, 海绵状血管瘤为

大小不等的血窦组成, 其内充满血流, 血管腔隙

间充填有纤维组织及基质, 甚至有出血存在, 所
以其黏滞度比囊肿内液体高, 因而其mADC值

虽然高于恶性病变, 但低于囊肿, 在较高b值的

DWI上病灶信号降低较明显. 瘤肝ADC比值在

各病组间少有重叠, 最能体现各病组间的差异, 
其原因可能是此指标是个相对数, 无量纲, 受仪

器性能、扫描参数、血流灌注的影响较小, 或
者说比值变换后可能部分消除个体差异, 减少

血流灌注的影响. 故我们认为瘤肝ADC比值是

不同肝脏病变中较好的鉴别指标, 在同类研究

中具有较大的可比性. 肝癌与血管瘤瘤肝eADC
比值无显著性统计学差异, 可能的原因是癌组

织学特点不同, 水分子运动受限的程度变化范

围大, 因而测得的数据变异大, 与血管瘤的数据

容易重叠, 甚至无显著的统计学差异. 
决定DWI图像信号高低的并不只是mADC

值, 若以mADC值判断病变信号强弱, 囊肿和血

管瘤应该很低, 但实际上二者在DWI图像上信

号均较高, 这说明了组织的T2特性也参与了成

像, 也就是说DWI既是水分子扩散加权成像也

是T2加权成像. 对于肿瘤来说, ROI的选择应尽

量避开坏死区, 虽然坏死也是肿瘤尤其恶性肿

A B C

D E F

G H I

图  5  男66岁, 肝内多发
囊肿. A-B: 肝右后叶及左
内叶病灶, T2WI呈明显高

信号, 有部分T2穿透效应

的影响, T1WI呈均匀低信

号; C: b  = 500, DWI图, 病
灶呈高信号; D: b  = 800, 
DWI图,  病灶信号更高; 

E-F: b  = 500的mADC图
和eADC图, 病灶显示高信

号; G-H: b  = 800的mADC
图和eADC图, 病灶信号显

示更高; I: 符合多发性肝囊

肿, 囊肿壁主要为立方上

皮(HE×100).

A B C

D E F

G H I

图  4  女56岁, 肝内多发
海绵状血管瘤. A: T2WI, 
左肝外段8 cm×5 cm×

7 cm, 右肝前段6 cm×4 

cm×6 cm边界清楚病灶, 

T2为高信号, 呈分叶状; 

B: T1WI, 病灶为低信号; 

C-F: 为MRI同层动态增

强图像, 病灶信号逐渐增

强, 延迟期病灶被造影剂

充填, 呈均匀高信号; G: b  
= 500的DWI图像, 病灶为

高信号; H: mADC图, 病灶

呈略高信号; G: 海绵状血

管瘤, 肿块内纤维组织增

生, 其余肝细胞浊肿, 脂变

(HE×100).

■同行评价
本文利用DWI及
所测得的值来鉴
别诊断肝脏局部
病变 ,  行文流畅 , 
结果可信, 对临床
工作具有一定的
指导意义.
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瘤的特点之一, 但他仅仅是肿瘤生长过程中的

继发性表现, 不代表肿瘤的组织学上的本质特

征, 若ROI的选取不避开坏死区, 则使测值偏高. 
总之, DWI 是一种很有价值的MR成像技术, 

从分子水平为疾病的鉴别提供全新的信息, 属于

功能成像, 但在肝脏病变的应用时还需克服EPI技
术所产生的伪影, 并选取合适于肝脏成像的b值, 
使DWI的图像清晰、信噪比高、所测得mADC, 
eADC值准确, 这还需更深一步的研究. 
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Abstract
AIM: To use the surface-enhanced laser 
desorption and ionization time-of-flight mass 
spectrometry (SELDI-TOF-MS) technique to 
screen for tissue biomarkers in patients with 
hepatocellular carcinoma (HCC), but with 
different clinicopathological features.  

METHODS: Proteomic spectra were examined 
and analyzed by mass spectroscopy in 44 cases, 
including 26 specimens of HCC tissue that had 
been pathologically confirmed in patients aged 

34–68 years, and 18 specimens of liver cirrhosis 
tissue in patients aged 38–70 years. The spectra 
obtained were analyzed using the biomarker 
wizard system, and the biomarkers were defined 
by searching www.ExPasy.org.  

RESULTS: A total of 16 distinguished pro-
teomic biomarkers, 7 up-regulated and 9 down-
regulated, were detected from screening HCC 
tissue, in contrast with liver cirrhosis tissue. 
There were significant differences in the protein 
peaks of different molecular masses of 4.7, 7.2 
and 9.8 kDa between HCC and liver cirrhosis 
tissues. Eleven distinguished proteomic bio-
markers were screened when comparing cases 
of moderately and highly differentiated HCC 
tissue. All proteins were confirmed by searches 
of www.ExPasy.org.

CONCLUSION: The SELDI-TOF-MS technique 
offers a unique platform for proteomic detec-
tion in HCC. It is also a non-invasive method for 
studying proteomic changes in the development 
and progression of HCC. 

Key Words: Spectrometry Mass Matrix-assisted 
laser desorption-ionization; Hepatocellular carci-
noma; Tissue proteomic spectra

Li D, Zhang JZ, Zheng YH, Ji XL, You H, Shu QM, Fan 
LN, Li XC. Using protein chip technology to screen tissue 
proteomic profiles and tumor markers in hepatocellular 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(22): 
2424-2430

摘要
目的: 应用表面增强激光解吸附电离飞行时间
质谱技术(SELDI-TOF-MS)对肝细胞癌组织的
蛋白表达谱进行分析, 从中筛选出标记蛋白. 

方法: 采用CM10芯片及SELDI-TOF-MS技
术对肝细胞癌组织26例和肝硬化组织18例进
行蛋白指纹图谱检测分析; 比较高、中、低
分化肝细胞癌组织, 不同TNM分期肿瘤以及
AFP阴、阳性肝细胞癌组织的蛋白表达差异, 

®

■背景资料
肝细胞癌作为最
常见和恶性程度
较高的恶性肿瘤
之一, 难于早期诊
断, 仅有少数患者
能够及时接受手
术, 因此在HCC临
床治疗没有取得
突破性进展之前, 
研究重点是建立
完整的HCC差异
蛋白表达谱, 并从
中发现新的治疗
靶分子以及早期
诊断的分子标记
物.
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所得结果均采用Biomarker Wizard软件进行分
析; 通过查询蛋白库, 对特定分子质量所对应
的标记蛋白进行初步确定. 

结果: 肝细胞癌和肝硬化组织蛋白表达图谱
之间存在16个稳定的标志蛋白, 7个蛋白在肝
细胞癌组织中表达上调, 9个蛋白在肝细胞癌
组织中表达下调, 其中4.7 kDa, 7.2 kDa和9.8 
kDa蛋白峰差异性最明显; 中分化和高分化肝
细胞癌之间存在11个标志蛋白; 通过查询蛋白
库ExPasy并进行筛选, 初步确定特定分子质量
所对应的蛋白. 

结论: 采用SELDI-TOF-MS技术, 证实在肝细
胞癌组织中存在多种高度特异性低分子蛋白.

关键词: 基质辅助激光解吸附电离; 肝细胞癌; 组织

蛋白谱

李冬, 张建中, 郑燕华, 纪小龙, 尤红, 舒清明, 范丽娜, 李享春. 
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0  引言

在全世界范围内, 肝细胞癌(HCC)在所有恶性

肿瘤中的发病率居于第5位, 致死率在所有恶性

肿瘤中位居第3[1], 每年大约造成1 000 000人死 
亡[2]. HCC通常伴发其他慢性肝病, 主要为肝硬

化[3]. HCC的致病因素包括慢性病毒性肝炎、

酒精肝、代谢性疾病或其他环境因素[4], 其中

HBV感染是我国肝硬化和HCC的主要病因. 由
于HCC对化疗不敏感, 手术, 包括病灶切除或者

肝移植, 是目前唯一可能治愈HCC的疗法. 然而, 
由于HCC常常晚期才表现出明显的临床症状, 
因此难于早期诊断. 实际上, 仅有约15%的患者

能够及时接受手术. 总体而言, HCC的5 a存活率

始终低于5%[5]. 在HCC的临床治疗取得突破性

进展之前, 研究重点是发现新的治疗靶分子以

及早期诊断分子标记物. 最近的研究已经证实, 
与甲胎蛋白相比, 还存在其他有诊断价值的分

子标记物[6-7], 然而, 到目前为止, 还没有哪种标

记物具有足够的特异性; 同时, 大多数相关研究

都是关联性或回顾性的. 因此, 有必要采用新的

蛋白质组学方法寻找具有HCC诊断、预后和治

疗意义的蛋白分子. 最直接的方法是采用蛋白

质谱对HCC组织和血清进行分析, 从中寻找差

异蛋白, 因为恶性肿瘤的起始和演进都源于蛋

白表达水平改变及其累积效应.

传统的双向凝胶电泳(2D-PAGE)是分离复

杂蛋白复合物时最常用的方法[8], 并且在HCC
蛋白组学研究中应用最为广泛. 2D-PAGE可以

同时观察到上千个蛋白位点, 允许对蛋白进行

分离, 可重复性好, 并且具有足够的敏感度. 但
2D-PAGE并不是一种可以进行大规模样本分析

的技术, 也无法观察到所有种类的蛋白(例如膜

蛋白, 低丰度蛋白). Ciphergen公司的蛋白芯片技

术通过将固相色谱和质谱测量结合[9-11], 可以对

组织液、细胞裂解液等生物样本进行分析. 这
种所谓的表面增强激光解吸附和离子化飞行时

间(SELDI-TOF)方法由Yip et al [12]首次描述, 他
利用芯片表面的具有特殊亲和力的分子和样本

中的蛋白结合, 在激光照射下使其解吸附, 通过

特定电场, 并根据其带电量的多少和通过电场

的时间来推算出分子质量, 可以俘获fmoL级的

小分子(<2500 kDa)、低丰度蛋白质, 大大提高

了实验的精确性和特异性.
蛋白芯片技术目前已经广泛应用于各种癌

症的血清学分析[13-14], 但少见于对新鲜组织进行

的分析[15-16]. 我们通过对肝细胞癌和肝硬化组织

蛋白指纹图谱的初步观察, 筛选HCC特异的标

志蛋白, 并分析不同病理学特征肿瘤组织蛋白

表达的差异, 旨在发现并鉴定参与HCC肿瘤发

生有关的各种蛋白, 并探讨其在临床诊断、预

后以及治疗上的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 尿素、乙腈、三氟乙酸、Tr i s-H C l 
pH9.0、CHAPS、DTT、NaAc、HPLC H2O、

Hepes购自Sigma公司, 丝氨酸蛋白酶抑制剂

(PMSF)购自Solarbio公司. 收集解放军306医
院武警总医院及北京友谊医院手术时切除的

新鲜HCC组织26例, 男25例, 女1例, 平均年龄

55.5(34-68)岁, 低分化3例, 中分化13例, 高分化

10例, 癌结节直径大于2 cm 15例, 小于2 cm 11
例, 根据免疫组化染色甲胎蛋白(AFP)阳性15例, 
阴性11例; 收集武警总医院肝移植手术中切除

的肝硬化组织18例, 平均年龄52(30-70)岁, 男15
例, 女3例. 所有新鲜肝癌组织均仔细切割, 保证

未带有癌旁组织, 手术切除后的组织被立刻投

入液氮中. 材料被分为肿瘤和非肿瘤2组. 蛋白

飞行时间质谱(protein chip biology system): 美国

Ciphergen公司生产, 型号PBSⅡ-C. 蛋白质芯片: 
采用CM10(弱阳离子交换芯片), 表面结合弱阴

型离子羧基, 可以和被分析物表面的正电荷基

团相互作用而俘获蛋白, 用于检测高等电点的

■研发前沿
目前发现除甲胎
蛋白以外, 还存在
其他具有HCC诊
断价值的分子标
记物. 采用新的蛋
白质组学方法, 可
以直接对HCC组
织和血清进行分
析 ,  具有灵敏度
高、检测样本量
大的优点 .  其中 , 
SELDI蛋白指纹
技术作为一种较
新的质谱技术, 擅
长于检测小分子
低丰度蛋白分子. 
目前其在美国已
应用于卵巢癌和
前列腺癌的诊断, 
其特异性和敏感
性远远高于传统
方法.
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蛋白质和生物标记物.
1.2 方法 融解冰冻组织, 每个样品取100 mg, 放
入匀浆器中加U9缓冲液1 mL和少量PMSF在
冰上将组织匀浆. 匀浆后液体取出置于1.5 mL
离心管中以8500 g  4℃离心10 min. 每个样品取

750 μL置于2 mL专用离心管, 以26000 g  15℃离

心2 h. 分离上清液并以50 μL分装冻存于-80℃. 
实验前采用考马斯亮蓝法确定裂解液中蛋白含

量在2-10 g/L. 将已加样处理的CM10芯片装入

Bioprocessor中, 每孔加入 200 μL结合缓冲液, 
室温振荡洗涤2次, 每次5 min, 甩干. 每孔加入

样品混合液100 μL, 振荡孵育1 h, 甩去样品, 用
洗脱缓冲液(100 mmol/L, NaAc, pH4.0) 200 μL
室温振荡洗涤2次, 每次5 min, 甩干; 再用HPLC 
H2O洗涤1次, 立即甩干. 拆开Bioprocessor, 取出

芯片, 晾干后, 每点加2次SPA 0.5 μL, 晾干后上

机测试. 采用蛋白飞行质谱仪对结合在弱阳离

子CM10芯片上的血清蛋白进行读取分析, 设定

最高检测分子质量为200 kDa, 优化范围为2-20 
kDa, 激光强度185, 检测敏感度为9. 考虑到基质

峰的存在, 将1 kDa以下的峰滤去, 以免基质峰对

结果造成影响. 仪器每天采用塞弗吉公司提供

的ALL-IN-ONE蛋白质标准分子校正, 系统的质

量偏差≤0.1%. 采用Ciphergen Proteinchip3.1版
本的分析软件自动采集数据.
统计学处理 采用Ciphergen Proteinchip 

3.1软件对数据进行统计学处理 ,  确定两组间

蛋白峰比较时, P <0.01时具有统计学意义, 以
Biomarker patterns system软件分析数据建模.

2  结果

2.1  HCC蛋白峰 对HCC和非HCC组蛋白表达谱

进行对比分析后, 发现两组间存在16个稳定的

差异表达蛋白, 其中7个表达上调, 9个表达下调

(表1, 图1-2). 通过检索ExPasy蛋白数据库(http: 
//www. expasy.org), 初步确定特定分子质量所对

应的候选蛋白, 检索时分子质量设定为质/核比

±0.1%, PI值9.0±5.0. 检索结果见表2. 分析检

索结果表明, 一些蛋白或肽分子只有一个候选

结果, 可初步判定检索结果即为该分子质量标

记蛋白, 其他多候选结果者, 根据其组织来源、

生物学功能, 初步进行筛选(表3). 根据AFP免疫

组化染色结果, 将HCC组织病例分为AFP(-)和
AFP(+)组, 对其蛋白表达谱进行分析, 结果显示

二者之间并没有统计学差异.

2.2 不同分化HCC组织蛋白表达谱 通过对3例低

分化, 13例中分化和10例高分化HCC的蛋白表

达谱进行对比分析, 寻找具有统计学意义的标记

蛋白. 低分化组和中分化组、高分化组蛋白表达

谱之间都没有统计学意义的差异. 中分化组和高

分化组蛋白表达谱之间存在11个具有统计意义

的标记蛋白, 其中3个在中分化HCC中低表达, 8
个在中分化HCC中高表达. 通过检索ExPasy蛋白

数据库, 初步确定特定分子质量所对应的候选蛋

■相关报道
目前利用SELDI
技术已发现HCC
患者和正常人的
血清蛋白质指纹
图谱之间有17个
稳定的标志蛋白, 
并筛选出两个标
志蛋白建立起一
个HCC的诊断模
型, 对HCC的诊断
特异性为97.06%, 
灵敏度为91.18%. 

表  1  HCC组织中的标志蛋白

     
分子质量(Da)	  蛋白表达	                               P    

2273                              ↓                        0.0077157109

2641                              ↓                        0.0025471256

4524                              ↓                        0.0065551667

4674                              ↓                        0.0001131722

4974                              ↑                        0.0071142201

6758                              ↓                        0.0083623824

7219                              ↓                        0.000175627

7431                              ↓                        0.0077157109

7576                              ↑                        0.0055540603

7678                              ↑                        0.002125878

9846                              ↓                        0.0000063936

10747                            ↓                        0.0002695077

15137                            ↑                        0.0046930365

15341                            ↑                        0.0051071705

31037                            ↑                        0.0036265565

31748                            ↑                        0.0016126005 

“↑”表示在HCC患者组织中蛋白表达上调, “↓”表示在

HCC组织中蛋白表达下调.
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图  1  HCC与肝硬化对照在7200－7800 Da区间的蛋白指纹
图谱. 图中显示随机抽取的肝癌患者7219, 7431, 7576和7678 
Da蛋白峰. 其中在肝硬化组中出现的7219和7431 Da在肝癌

组明显下调, 而肝癌组中的7576和7678 Da较肝硬化组明显

上调. 下面4道为上述结果的模拟电泳图谱.  
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白, 检索时分子质量设定为质/核比±0.1%, PI值
9.0±5.0. 根据组织来源和生物学功能, 对所得候

选蛋白(肽段)进行筛选(表4).

3  讨论

目前 ,  H C C发生的分子机制还不是十分清

楚, 但经常观察到非整倍体和多基因改变, 如
P53, β-catenin, c-myc以及cyclin-D1[17-19], 同时

杂合子丢失(LOH)也可伴有肿瘤抑制基因的失 
活[20-22]. 此外, 一些生长因子也证明参与HCC
的发生, 其中AFP已被证实与HCC的侵袭性相

关. 然而, 这些发现并不能整合成一个清晰的

表  2  SWISS-PROT数据库中检索的人HCC肝组织差异蛋
白(肽段)

     
分子量(Da)	                                     检索结果

	         Anaphase-promoting complex subunit 11

                         (Q9NYG5)

                         Cyclin-dependent kinases regulatory sub-

                         unit 2 (P33552)

                         Pro-MCH-like protein 2 (Q9BQD1)

                         Protein transport protein Sec61 subunit 

                         beta (P60468)

9846.428          Caspase-9 subunit p10 (P55211)

4674.091	         Bax protein, cytoplasmic isoform gamma

                         (Q07815)

7219.294	         Platelet basic protein precursor (P02775)

	         Cholecystokinins precursor (P06307)

                         NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4L 

                         (P03901)

10747.82          Protein S100-A5 (P33763)

31748.55          Nit protein 2 (Q86X76)

	         S-adenosylmethionine decarboxylase 

                         proenzyme (P17707)

7678.362          Platelet factor 4 variant precursor (P10720)

2641.05	         Endothelin-3 precursor (P14138)

31037.76	         enoyl-coenzyme A hydratase 1, short-

                         chain (Q58EZ5)

	         vascular endothelial growth factor (VEGF) 

                         isoform

15137.76	         Growth/differentiation factor 9 precursor

                         (O60383)

                         Beta-glucuronidase-like protein 1

                         (Q9NQQ0)

                         Interleukin-2 precursor (P09105)

15341.82          Interleukin-2 precursor (P60568)

7576.037	         Dipeptidyl-peptidase 1 precursor (P53634)

4524.928	         Orexigenic neuropeptide QRFP precursor 

                         (P83859)

	         Beta-defensin 107A precursor (Q8IZN7)

4974.046          Gastric inhibitory polypeptide precursor 

                         (P09681)

2273.905	         Prolactin-releasing peptide precursor 

                         (P81277)

	         Guanine nucleotide-binding protein G(I)/

                         G(S)/G(O) gamma-T2 subunit precursor

                         (O14610)

7431.591          Growth-regulated protein alpha precursor 

                         (P09341)

	         Cytochrome c oxidase polypeptide VIIa-

                         heart, mitochondrial precursor (P24310)

6758.022         WAP four-disulfide core domain protein 

                        10A precursor (Q9H1F0)

括号内为蛋白分子在ExPasy数据库中的编号.

表  3  初步确定的肝细胞癌标记蛋白

     
分子量(Da)                确定的HCC蛋白(肽分子)

9846.428	             Caspase-9亚单位p10

4674.091	             BAX蛋白, 胞质异构体gamma

7219.294	             血小板碱性蛋白前体

10747.82	             胆囊收缩素前体

31748.55	             Nit蛋白2

7678.362	             血小板因子Ⅳ变异体前体

2641.05	              内皮素3前体

31037.76	             烯酰辅酶A水解酶1, 短链

15137.76	             血管内皮生长因子(VEGF)异构体

15341.82	             β-葡糖苷酸酶样蛋白1

7576.037	             二肽基肽酶1前体

4524.928	             促食肽QRFP前体

4974.046	             β-防卫素107A前体

2273.905	             催乳素释放肽前体

7431.591	             生长调节蛋白α前体

6758.022	             WAP 4-二硫化物核心区蛋白10A前体
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图  2  HCC患者与肝硬化9500－1600蛋白指纹图谱. 随机抽
取HCC患者9846, 10747, 15137和15341蛋白峰. 其中在肝硬

化组中出现的9846和10747在HCC组明显下调, 而HCC组中

的15137和15341较肝硬化组明显上调. 下面4道为上述结果

的模拟电泳图谱.  

■创新盘点
我 国 几 乎 所 有
HCC均起源于肝
炎后肝硬化, 与国
外HCC发病情况
相比, 病因学有很
大不同, 本文为建
立适用于我国人
群的肝细胞癌差
异蛋白库提供了
实验依据, 在寻找
特异诊断分子和
临床治疗靶分子
方面具有重要的
意义.
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亡信号时, Caspase酶原被蛋白酶裂解而活化, 在
目前研究已知的14种Caspase中, Caspase-3, -8, 
-9和细胞凋亡的关系最为密切. 考虑到9846 Da
蛋白在HCC组织和肝硬化组织中表达的高特异

性, 该蛋白的低表达很可能在肝硬化向HCC转

化过程中发挥了重要作用, 并且有可能成为新

的HCC诊断和治疗靶分子.
通过结合检索结果和Melle et al [29]以前的研

究, 有理由认为15.13 kDa代表一个糖基化的血

管内皮生长因子异构体(VEGF110+ N-Glyc, 分
子质量15128 Da). VEGF可以促进微血管形成, 
促进肿瘤侵袭和转移, 是目前肿瘤病理学和免

疫治疗的一个热点. 31.74 kDa和31.03 kDa分别

代表Nit蛋白2(Nit 2)和乙酰辅酶A裂解酶1(enoyl 
-coenzyme A hydratase 1)的短链, 这也和先前的

研究相符[30], Nit2和乙酰辅酶A裂解酶均参与线

粒体的能量代谢, 他们在HCC中的高表达可能

与肿瘤细胞旺盛的能量消耗有关.
在中分化、高分化HCC组织蛋白中存在11

HCC蛋白谱, 同时, 这些生物标记物不具有足够

的生物特异性, 因为HCC是一种异质性肿瘤[23], 
在分子和亚细胞水平可能存在肿瘤发生发展

过程中的多重改变. 为了解决这一问题, 需要

可以在蛋白和RNA/DNA水平上进行复杂分析

的自动化和高通量技术. 蛋白组学继基因组学

之后, 更彻底的改变我们对肿瘤生物学的理解. 
通过比较正常组织和病变组织或体液(血清、

尿液等)中的蛋白改变, 可以鉴定出与肿瘤进展

侵袭和转移相关的蛋白, 进一步推断出肿瘤复

发和转移的可能性. 此外还可以发展出更具有

特异性的个性化肿瘤治疗. 然而, 相关的新标

记物仅在个别肿瘤中得到初步建立[24]. SELDI
技术是发现肿瘤标记物最有希望的工具之 
一[25-26], 被广泛应用于体液以及组织蛋白的分

析, 但不论是血清还是组织, 个体之间的蛋白表

达谱都存在差异. 性别、激素水平、炎症都可

以明显改变蛋白表达谱, 因此, 具有特异性的蛋

白必须有很高的表达水平, 以便在这些差异分

析中被观察到. SELDI技术可以得出蛋白或肽段

的近似分子质量, 但却无法鉴定是何种蛋白, 较
简便的解决方法是采用查询蛋白库, 如ExPasy
蛋白文库, 可以初步确定某分子质量代表何种

蛋白. 但是, 这种办法也有其局限性, 许多蛋白

在生物体内是经过修饰, 如糖基化或甲基化, 分
子质量已发生变化, 因此, 检索时可能出现误差. 
就目前而言, 最准确的方法仍需要将蛋白纯化

后再进行鉴定.
根据此前进行的预实验 [27],  本实验在蛋

白检测时采用C M10(弱阳离子)芯片, 而未采

Chiphergen公司的强阴离子交换芯片、疏水芯

片和固定金属亲和表面芯片, 以便能够俘获更

多的差异蛋白, 但我们并不排除其他芯片也可

能获得少量蛋白峰. HCC和肝硬化组之间共有

16个具有统计意义的标记蛋白, 其中差异最明

显的蛋白峰出现4674, 7219和9846 Da, 通过蛋

白库检索, 可以初步确定其代表Bax蛋白细胞质

异构体γ, 血小板基本蛋白前体和细胞周期蛋白

激酶调节亚基, Bax是一种细胞凋亡的促进因子, 
其促进凋亡的作用可能通过诱导Caspase的释

放, 激活来自线粒体的细胞色素C实现. 目前认

为, Bax是一种具有抑癌作用的蛋白分子[28]. 与
之相对应, 9846 Da对应的应为Caspase-9亚单位

P10. Caspase是半胱氨酸蛋白的一种酶, 在细胞

凋亡中发挥关键性作用. Caspase家族正常情况

下均以无活性的酶原形式存在, 当细胞接受死

表  4  初步确定的中分化与高分化HCC标记蛋白

      
分子量(Da)      蛋白表达            P 	           对应HCC蛋白(肽段)

10945.197         ↓	       0.00919         60S 核糖体

                                                              蛋白 L37(P61927)

11675.955         ↓	       0.000349      糖蛋白激

                                                              素α-2前体(Q96T91)

11893.256         ↓	       0.003095       Caspase-2

                                                              前体(P42575)

2553.324           ↑	       0.005411      内皮素-2前

                                                              体(P20800)

2911.205           ↑	       0.007077      Orexin前

                                                              体(O43612)

3099.609           ↑	       0.00919        神经肽B前

                                                              体(Q8NG41)

3627.127           ↑	       0.00929         Apelin前

                                                              体(Q9ULZ1)

6186.219           ↑	       0.005411      60S核糖体蛋

                                                              白L40(P62987)

6554.271           ↑	       0.004107       表面活性相

                                                              关蛋白G(Q6UW10)

9627.260           ↑	       0.005411       细胞色素C氧

                                                              化酶多肽VIa-liver,                                                                                          

                                                              线粒体前体(P12074)

7155.589            ↑	       0.00919        FXYD区粒子

                                                              迁 移调节子3前

                                                              体(Q14802)

“↑”为在中分化HCC组织中高表达, “↓”为在中分化HCC

组织中低表达, 括号内为蛋白质在ExPASY数据库中的编号.

■应用要点
本文采用蛋白芯
片技术建立HCC
组织蛋白谱, 并筛
选出一些标志蛋
白, 为下一步进行
分离纯化鉴定这
些蛋白提供了依
据, 有助于更深层
次的理解HCC基
因组学和蛋白组
学改变.
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个标记蛋白, 其中11893 Da在中分化HCC中低表

达, 经检索发现其应为Caspase-2前体. Caspase2
作为细胞凋亡级联反应的早期因子, 可通过调

控Caspase-8, -9参与细胞凋亡, 目前认为通常定

位于细胞核, 但对于其在肝脏中的表达情况尚

缺乏相关研究. 2553 Da对应的蛋白经分析应为

内皮素(endothelin)前体, 内皮素是一组缩血管活

性很强的多肽物质, 其作用十分广泛且与恶性

肿瘤生长有关. 已有研究证明, HCC患者血清的

内皮素水平要明显高于正常人群[31], 但本实验首

次证实其在HCC组织中的存在. 同时, 分析发现

中分化与低分化HCC、高分化和低分化HCC之
间并不存在具有明显差异的标记蛋白, 分析其

原因, 应当是低分化HCC的病例太少(3例), 不具

有统计学意义. 根据AFP表达情况将HCC分为阳

性(15例)和阴性(11例)对照分析后发现, 两组肿

瘤之间并不存在明显差异. 分析其原因, 一是因

为AFP属于大分子蛋白(70 kDa), 超出SELDI的
检测范围, 二是因为不同病理医生在诊断时的

尺度把握有所差异, 以及免疫组化染色存在差

异, 造成AFP阴性、阳性没有绝对意义. 如果以

患者血清AFP水平为分组标准, 则可能发现某些

有统计意义的差异蛋白.
比较本实验与此前进行的H C C血清标记

蛋白的研究, 并未发现二者的蛋白谱之间存在

明显相关性, 但由于缺乏HCC组织对应的血清

样本, 无法进行相应分析. Scarlett et al [32]采用

SELDI-TOF-MS技术对胆管癌(CC)患者的血清

和组织蛋白进行分析后, 曾发现一个重合的稳

定高表达的蛋白峰. 考虑到血清学检测是HCC
早期诊断最有效的手段, 因此, 在以后的实验重

点应采用SELDI-TOF-MS技术对同一病例组织

和血清的蛋白谱进行分析比较, 进一步完善具

有诊断和预后意义的HCC蛋白表达谱系.
总的来说, 此研究显示蛋白芯片技术可以

绘制较完整的H C C低分子质量差异蛋白表达

谱, 并用来找到新的肿瘤蛋白标记. 然而, 鉴于

SELDI蛋白质谱技术的局限性, 还需要进一步的

研究, 如分析这些蛋白在血清中的表达是否有

所差异、分离纯化并鉴定这些蛋白, 这将会有

助于更深层次的理解HCC基因学、蛋白组学改

变以及其对肿瘤发生机制的认识.
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采用的技术先进, 
设计合理, 得出的
结果和结论较可
信, 有一定的参考
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Abstract
AIM: To evaluate and compare the methods 
of 99mTc-labeled macro-aggregates of albumin 
(MAA) lung and brain scanning, and whole-
body scanning for diagnosis of hepatopulmonary 
syndrome (HPS) in patients with cirrhosis.

METHODS: We studied 55 consecutive inpa-
tients with cirrhosis seen in 2004, along with 
eight healthy volunteers. 99mTc-labeled MAA 
lung and brain scanning or whole-body scan-
ning was carried out to diagnose HPS. 99mTc-
MAA scanning was undertaken follow the same 
protocol.

RESULTS: In 55 patients with hepatic cirrhosis, 
we carried out both 2 mci whole-body scanning 
and 2 mci lung and brain scanning at the same 
time, the shunt rate was 3.16 ± 1.58% and 3.18 ± 

1.60%, and the detection rate of HPS was 7.27% 
and 9.09%, respectively (P = 1.00). Patients who 
were diagnosed according to the criteria for HPS 
were included in the HPS group. Other patients 
were included in the non-HPS group. For whole-
body scanning, the mean shunt rate was 2.76% 
in the control group, 6.87% in the HPS group, 
and 2.86% in the non-HPS group. For lung and 
brain scanning, the mean shunt rate was 2.52% 
in the control group, 6.85% in the HPS group, 
and 2.82% in the non-HPS group. The shunt rate 
in the HPS group was higher than that in non-
HPS and control groups (P < 0.001). The kappa 
value was 0.88, which showed that there was 
good consistency between the two methods.

CONCLUSION: Different methods for diagnos-
ing HPS in patients with liver cirrhosis should 
be unified and standardized. Both 2 mci 99mTc-
MAA whole-body scanning and 2 mci 99mTc-
MAA lung and brain scanning are safe, reliable 
and pragmatic means for diagnosing HPS.

Key Words: Hepatopulmonary syndrome; Nuclide; 
Liver transplantation

Wang HY, Wang HJ, Li CL, Yang JG, Li SM. Contrasting 
methods for diagnosing hepatopulmonary syndrome in 
liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(22): 
2431-2435

摘要
目的: 评价和比较2毫居(mci)全身显像法和2 
mci部显像法诊断肝肺综合征(HPS)的优劣, 
探讨更为实用的诊断方法. 

方法: 选择2004年住院的55例肝硬化患者和8
例健康志愿者, 利用99m锝(Tc)标记的多聚白蛋
白(MAA)灌注显像技术, 采用2 mci全身显像
法和2 mci局部显像法测定其肺内分流率并诊
断HPS. 

结果: 2 mci全身显像组与2 mci局部显像组的
55例肝硬化患者分流率分别为3.16%±1.58%
和3.18%±1.60%, 其诊断HPS的检出率分别
为7.27%和9.09%, 两种方法检出率相比均无
统计学差异. 采用2 mci全身显像方法, 测定对
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■背景资料
肝肺综合征(HPS)
是肝脏疾病引起
低氧血症的常见
原因. 在慢性肝病
中其发病率约为
4%-17%, 肝硬化
患者中发病率为
10%-19%, 目前, 
肝移植术是唯一
可行的治疗方法, 
但目前国际上对
肝肺综合征的诊
断尚缺乏公认的
金标准.



照组分流率均数为2.76%, HPS组为6.87%, 非
HPS组为2.86%. 采用2 mci局部显像法, 测定
对照组分流率均数为2.52%, HPS组为6.85%, 
非HPS组为2.82%. 两种方法健康对照组与非
HPS组分流率均无统计学差异(P  = 0.811和P  = 
0.46), HPS组分流率高于健康对照和非HPS组
(P <0.001). 经计算Kappa值为0.88, 说明两种检
验方法检验结果一致性属于最强.

结论: 肝肺综合征的核素诊断方法应进一步
统一和规范, 2 mci全身显像法和2 mci局部显
像法在肝肺综合征的诊断中均可靠、安全而
实用, 值得在国内推广.

关键词: 肝肺综合征; 核素; 肝移植
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0  引言

肝肺综合征(hepatopulmonary syndrome HPS)是
肝脏疾病引起低氧血症的常见原因. 在慢性肝

病中其发病率约为4%-17%[1-2], 肝硬化患者中发

病率为10%-19%[3-5], 在拟行肝移植患者中发病

率为10%-28%[3,6-7]. 目前, 肝移植术是唯一可行

的治疗方法[8-9]. 及早明确HPS的诊断, 可以大大

降低围手术期死亡率[8], 但目前国际上对肝肺综

合征的诊断尚缺乏公认的金标准. 本文将国内

外肝移植中心较多采用的几种核素诊断方法进

行了对比研究, 其目的在于初步探讨HPS不同诊

断方法的优劣.

1  材料和方法

1.1 材料 选择2004年住院的肝硬化患者55例, 其
中男34例, 女21例, 年龄21-79(平均56.8)岁. 肝硬

化诊断标准参照1990年全国肝硬变专题学术研

讨会制定的诊断标准. 55例患者同时采用2毫居

(mci)全身显像法和2 mci局部显像法测定其肺内

分流率. 对照组选择年龄、性别比与病例组相

匹配的健康志愿者8例. 每例研究对象均签署知

情同意书.
1.2 方法 
1.2.1 肝肺综合征诊断标准 (1)直立位呼吸室内

空气的情况下, 肺泡气-动脉氧分压差PO2(A-a)
增加(≥20 mmHg)[1,2,4]. (2)采用核素显像的方法

诊断肺内血管扩张, 分流率≥6%为阳性[6]. 
1.2.2 研究过程 (1)立位动脉血气分析、胸片. 患
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者呼吸室内空气, 取坐位或直立位0.5 h后, 取桡

动脉血2 mL, 立即置于冰盒中送检血气分析. 血
气分析仪为ABL750型全自动血气分析仪.  测定

酸碱度pH, 动脉氧分压PO2, 动脉血二氧化碳分

压PCO2, 动脉氧饱和度SiO2, 肺泡气动脉氧分压

差PO2(A-a).  每位患者均常规拍胸部正侧位X光

片. (2)99mTc标记的多聚白蛋白(macroaggregates 
of albumin, MAA)灌注显像[2,6,10]. 患者取坐位或

直立位0.5 h, 呼吸室内空气, 于右侧肘静脉注

射99mTcMAA(药品由北京森科公司提供, 标记

率95%以上, 90%的颗粒直径在20-60 μm, 颗粒

数50×104±10×104), 注射后5 min, 患者取卧

位开始静态采集. 设备采用Philips IRIX3三探

头SPECT, 低能高分辨平行孔准直器, 光电峰值

140 keV, 窗宽20%, 采集矩阵256×256. 采用2种
不同方法分别测定分流率: 2 mci全身显像法中
99mTcMAA的放射剂量为2 mci, 三探头同时进行

全身显像显像, 图像采集时间为10 min. 取得全

身放射分布影像图, 并分别计数头部和肺部放

射剂量进行计算. 2 mci局部显像法[2]中99mTcMAA
的放射剂量为2 mci, 三探头同时分别对头部、

肺部进行局部显像, 每个部位图象采集时间为

5 min. 分别取得头部和肺部放射分布影像图, 并
分别计数头部和肺部放射剂量进行计算. 正常

肺毛细血管床的直径为8-10 μm, 20-60 μm的多

聚白蛋白可由肺毛细血管床捕捉并嵌顿在肺内, 
因此, 正常情况下只有肺组织有放射性物质显

像. HPS时, 肺毛细血管直径可扩张至15-500 μm, 
这时MAA就不能被肺毛细血管床所嵌顿, 而随

肺静脉进入体循环, 从而导致脑、甲状腺、脾

和肾等肺外器官也出现了放射性物质显像. 由
于脑部的供血比较稳定, 约占心输出量的13%, 
因此采用γ计数的方法分别测定脑部和肺部的放

射量, 计算分流率的公式为: 分流率(%) = (脑部γ

计数/0.13)/(脑部γ计数/0.13+肺部γ计数), 分流率

大于6%诊断为阳性.
统计学处理 使用S P S S12.0软件, 计数资

料采用配对χ2检验, 计量资料采用两配对样本

t检验, 或单因素方差分析, P <0.05有统计学意

义 .  分析评价两种检验方法检测结果的一致

性用Kappa值计算, 当Kappa值介于0.81-1之
间时为一致性最强.

2  结果

2 mci全身显像法和2 mci局部显像法测定的分

流率分别为(3.16%±1.58%)和(3.18%±1.60%), 
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■相关报道
对于肝肺综合征
中气体交换异常
以及肺内血管扩
张的诊断标准在
国际上尚未达成
一致 .  国内报道
的研究方法之间
也存在很大差异. 
2000年, Krowka
再次提出应当对
核素分流率的计
算方法进行进一
步的规范.



王海燕, 等. 肝硬化患者肝肺综合征核素诊断方法的一项对比研究                                                		            2433

www.wjgnet.com

将两组均数进行配对t检验, 相关系数为0.958, 
P = 0.663, 差异无显著性. HPS患者临床资料

如表1所示. 2 mci全身显像法HPS的检出率为

7.27%(4/55), 2 mci局部显像法HPS的检出率为

9.09%(5/55), 均与文献报道一致[3]. 两组分流率

采用配对χ2检验, P = 1.00, 无统计学差异. 按照

HPS的诊断标准, 将分流率大于6%同时PO2(A-a)
≥20 mmHg的患者列入HPS组, 其余列入非HPS
组. 对照组8例健康志愿者也同时进行2 mci全身

和2 mci局部显像, 分流率分别为2.76%和2.52%. 
采用2 mci全身显像方法, 所采集图像如图1所
示, 测定对照组分流率均数为2.76%, HPS组为

6.87%, 非HPS组为2.86%, 将对照组分别与HPS
组和非HPS组分流率比较, 分别为P <0.001和P  = 
0.811. 采用2 mci局部显像法, 所采集图像如图2
所示, 测定对照组分流率均数为2.52%, HPS组为

6.85%, 非HPS组为2.82%, 将对照组与HPS组、

非HPS组分流率比较, 分别为P <0.001和P  = 0.46. 
两种方法健康对照组与非HPS组分流率均无统

计学差异, HPS组分流率高于健康对照和非HPS
组. 经计算Kappa值为0.88, 说明两种检验方法检

验结果一致性属于最强.

3  讨论

肝肺综合征是肝脏疾病引起低氧血症的常见

原因. 他包括肝病、气体交换异常、肺内血管

扩张在内的三联征. 尽管在1977年, Kennedy和
Knudson就提出“肝肺综合征(HPS)”这一概念, 
但是随着原位肝移植的成功开展并在全世界步

入成熟时期, 医学界对HPS才越来越引起足够的

重视: 因为目前肝移植术是解决HPS低氧血症的

唯一方法[8,11]. 
肝肺综合征的诊断目前还没有公认的金标

准[12-13], 对于气体交换异常以及肺内血管扩张的

诊断标准在国际上尚未达成一致[5]. 国内报道的

研究方法之间也存在很大差异. 2000年, Krowka
再次提出应当对核素分流率的计算方法进行

进一步的规范[6]. 正常人核素测定的分流率为

2%-5%, 在HPS时有不同程度的分流率增加. 使
用核素显像诊断HPS的优点为可以对肺内血管

扩张的严重程度进行定量评价; 即使合并有原

发性肺部疾患, 核素显像阳性对HPS诊断也具有

特异性[14]. 
2 mc i99m锝(Tc)标记的多聚白蛋白(99mTc-

MAA)肺灌注显像是一项安全而准确的核医学

检查方法, 文献报道其诊断HPS的灵敏度为84%, 
特异度为100%[2]. 同时其放射剂量只有2 mci, 是
核医学检查中的最小量, 1次显像使用的MAA颗

粒数量为(1.5-2)×105, 一过性阻断肺小血管的

数量仅占全部肺血管的1/3000以下, 对血流动力

学没有影响, 因而也非常安全. 2 mci全身显像法

的优点在于方法简单易操作, 肘静脉注射显像

剂后, 1次扫描3个体位获取图像, 再用计算机感

兴趣区计数法即可计算出分流率. 其缺点在于

由于绝大部分放射性物质聚集在肺内, 机器将

扫描区内最大放射剂量默认为1, 图像采用0-1之
间的灰度对比呈像, 因此头部影像由于放射性

物质所占比例太小而显示欠清晰. 2 mci局部显

像法需要探头分别在肺部和头部呈像5 min, 检
查过程中需要人工调整探头位置2次, 虽然操作

过程稍烦琐一些, 但由于头部和肺部分别独立

呈像, 本底放射剂量不同, 因此头部的图像更加

清晰. 国内有较多文献报道采用5 mci全身显像

■应用要点
核素显像在HPS
的诊断中具有重
要的应用价值 , 
技术简便、易于
操作 ,  可定量评
价 ,  值得在全国
的肝移植中心推
广应用.

表  1  肝肺综合征患者资料

     
年龄(岁)

      
性别

        
病因

         
C-P分级

        
PaO2(mmHg)

         
PO2(A-a)(mmHg)

                         分流率(%)

                                                                                                                                                2 mci全身              2 mci局部

46	    男	 乙肝	     A	         74.8	                     30.4	                    7.4	                 7.35

41	    男	 乙肝	     B	         82.5	                     26.9	                    6.6	                 6.25

56	    女	 自免肝	     B	         64.6	                     50.1	                    6.46	                 6.4

70	    女	 PBC	     A	         54.5	                     59.1	                    7.03	                 6.76

59	    女	 隐源	     A	         75.3	                     30.8	                    5.84	                 7.47

B

图  1  2 mci全身显像图像. A: 核素显像结果正常的患者图
像; B: 核素显像结果阳性的患者图像.
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法, 计算公式为: 分流率 = (全身-两肺)/全身. 此
方法测定的分流率数值普遍明显偏高. 笔者认

为这种诊断方法存在着不足之处在于: 游离的
99mTc(指那些没有与MAA结合的游离锝, 约占

10%左右)由于颗粒小, 直接进入体循环并被肝

脾巨噬细胞摄取; 那些在肺内积聚并逐渐衰减

的99mTc-MAA也最终通过肝肾排泄, 因此使用该

公式计算出的并非真正的分流率. 文献显示国

外的移植中心均未采用此种方法, 可能也是出

于这种考虑. 
Krowka et al [15]研究发现从出现呼吸系统症

状(原发性呼吸困难)到诊断肝肺综合征的平均

时间为4.8±2.5 a. 已知的HPS自然病程表明: 多
数患者肺内血管扩张持续进展, 气体交换随时

间进行性恶化[16-17], 自然缓解者极为少见[13]. 肝
硬化患者HPS的出现可作为预后的独立危险因

素[19]. 因此HPS的早期诊断具有重要的临床意

义[20]. 及时施行肝移植已经成为治疗HPS的1种
有效的方法[21-22], 85%以上及时施行肝移植的患

者肺内血管扩张得到显著改善[8,16], 核素显像在

HPS的诊断中具有重要的应用价值, 技术简便易

于操作, 值得在全国的肝移植中心推广应用.
本研究表明, 2 mci全身显像法和2 mci局部

显像法是诊断肝肺综合征的2种敏感而可靠的

方法, 可对分流率进行定量评价, 临床应用价值

较高.
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气体交换异常、
肺内血管扩张在
内的三联征.

图  2  2 mci局部显像图像. A-B: 为核素显像结果正常的患
者图像; C-D: 为核素显像结果阳性的患者图像.
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■同行评价
本文对比研究了
肝硬化患者肝肺
综合征的核素诊
断方法, 结果表明
2 mci局部显像法
是诊断肝肺综合
征的敏感而可靠
的方法, 临床应用
价值较高.
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第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨第四届消化介入
新技术论坛会议改期及征文通知 ( 第二轮 )

本刊讯 原定于2007-09-21/25在山东济南召开的第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术论坛

因故提前一周改在2007-09-15/18举行. 
第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术论坛的主要议题是卫生部“十年百项”适宜技术

推广和上海市重大医学成果转化项目内容. 是继上海、河北、宁夏、黑龙江、江苏和浙江举办六届研讨会议

的延续. 本次会议由上海同仁医院、山东省省立医院和山东省医学影像研究所联合主办. 山东省省立医院具体

承办. 世界华人消化杂志、中华介入放射学杂志、中华消化内镜杂志以及介入放射学杂志共同参与协办. 会议

将以专题讲座、论文交流、操作演示及研讨沙龙多种形式相结合, 拟安排相关学科的著名专家围绕食管、胆

管、胃肠道等消化道管腔内支架治疗应用技术和发生的问题以及消化道病变、门静脉高压、胆道结石等的消

化内镜、介入放射、外科及化学治疗新进展等热点课题进行精彩演讲及深入研讨. 会议中还将安排手术演示, 
演示内容非常丰富. 相信通过本次会议, 与会者代表必将获益非浅.  

热忱期待全国各地的同仁来到美丽的山东济南做客. 我们诚挚邀请您前来参会, 并衷心感谢您的支持和参

与. 继教学分: 本次会议属国家级继续医学教育, 参会者可获得国家一类继续教育学分12分.   

1    征文内容

(1)消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等. (2)消化系

良性病变如: 门静脉高压、胆道结石、消化道出血等的内镜及介入新技术应用. (3)消化病诊治边沿交叉学科

与消化介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验、个案报告等各类稿件.

2    投稿要求

(1)专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文. (2)论著需1000字以内的标准论文摘要. 经验交流、短篇报道等

全文限1000字以内. (3)所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 书写规范, 稿件应是未发表过的论文. 
优秀论文将安排在国家级杂志上发表. (4)所有稿件一律要求电脑打印(Word格式), 邮寄者需附软盘; 特别鼓励

用E-mail投稿(用附件Word格式). (5)截稿日期: 2007-08-15.

3    征集疑难病例

会议将安排专门时间研讨疑难病例, 欢迎与会代表将临床中遇到的疑难病例带到会上讨论. 通信地址: 250021, 
济南市经五路纬七路324号, 山东省立医院消化科. 联系人: 张春清 电话: 0531-85186350, 0531-86701337  
0531-87902348  0531-86701339, Email: zhchqing@medmail.com.cn.
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细胞骨架4.1蛋白基因家族在结直肠癌组织中的表达

冯文坡, 陈鲤翔, 寇晓丹, 许晶晶, 康巧珍, 祁元明

冯文坡, 陈鲤翔, 寇晓丹, 许晶晶, 康巧珍, 祁元明, 郑州大学
生物工程系 河南省郑州市 450001
冯文坡, 1996年河南大学生物系本科毕业, 2007年郑州大学生
物工程系硕士, 主要从事消化道肿瘤病理研究.
河南省医学科技创新人才项目, No. 200311201
河南省重点科技攻关项目, No. 0495060801
通讯作者: 祁元明, 450001, 河南省郑州市科学大道100号, 郑州
大学生物工程系. qym@zzu.edu.cn.
电话: 0371-67783329 
收稿日期: 2007-02-05   修回日期: 2007-07-16

Expression of genes for human 
membrane skeleton protein 
4.1s in colorectal carcinoma 

Wen-Po Feng, Li-Xiang Chen, Xiao-Dan Kou, Jing-Jing Xu, 
Qiao-Zhen Kang, Yuan-Ming Qi

Wen-Po Feng, Li-Xiang Chen, Xiao-Dan Kou, Jing-Jing 
Xu, Qiao-Zhen Kang, Yuan-Ming Qi, Department of Bio-
engineering, Zhengzhou University, Zhengzhou 450001, 
He’nan Province, China 
Supported by: the Medical Science and Technique Innova-
tion Talent Project of He’nan Province, No. 200311201 and 
the Tackle Key Problems in Science and Technology Project 
of He’nan Province, No. 0495060801
Correspondence to: Yuan-Ming Qi, Department of Bioen-
gineering, Zhengzhou University, 100 Science Road,  Zheng-
zhou 450001, He’nan Province, China. qym@zzu.edu.cn
Received: 2007-02-05    Revised: 2007-07-16 

Abstract
AIM: To investigate the expression of protein 4.1 
family members (4.1R, 4.1N, 4.1G, 4.1B) and to 
determine the pathological features of colorectal 
carcinoma.

METHODS: The expression of 4.1 proteins was 
detected with an envision immunohistochemi-
cal assay in 94 paraffin-embedded samples from 
patients with colorectal carcinoma. Correlations 
between proteins 4.1R, N, G and B and colorec-
tal carcinoma were analyzed.

RESULTS: Expression of 4.1s in colorectal carci-
noma tissues was clearly lower compared with 
that in normal tissue (Hc = 44.70, Hc = 31.41, Hc = 
13.62; all P < 0.01), except for 4.1G. Expression of 
4.1N and B in colorectal carcinoma tissues was 
positively correlated with cell differentiation (rs 
= 0.27, rs = 0.28; both P < 0.01). The expression of 

4.1R was associated with the degree of soakage 
(rs = 0.03, P < 0.01) and lymphatic metastasis (rs 
= 0.24, P < 0.05); further, the expression of 4.1G 
was up-regulated with soakage (rs = 0.24, P < 
0.05). There was no significant relationship be-
tween expression of 4.1s in colorectal carcinoma 
tissue and patient age or gender. 

CONCLUSION: The expression of 4.1s may 
participate in the occurrence and progression of 
colorectal carcinoma. Expression of 4.1N and 4.1B 
are closely related with histological grade, and 
proteins 4.1R and 4.1G are associated with soak-
age of colorectal carcinoma.

Key Words: Protein 4.1; Colorectal carcinoma; Im-
munohistochemistry

Feng WP, Chen LX, Kou XD, Xu JJ, Kang QZ, Qi YM. 
Expression of genes for human membrane skeleton 
protein 4.1s in colorectal carcinoma. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(22): 2436-2441

摘要
目的: 探讨4.1蛋白基因家族(蛋白4.1R, N, G
和B)在结直肠癌组织表达的意义. 

方法: 采用Envision+免疫组织化学的方法, 检
测94例结直肠癌组织中蛋白4.1R, N, G和B的
表达, 分析他们与结直肠癌病理特征之间的相
关性. 

结果: 结直肠癌组织中, 除蛋白4.1G外，蛋白
4.1R, N, B在癌组织与癌旁组织之间的表达
差异有统计学意义(H c = 44.70, H c = 31.41, H c 

= 13.62; 均P <0.01); 蛋白4.1N和B与患者的细
胞分化呈正相关(r s

 = 0.27, r s = 0.28, 均P <0.01); 
随浸润程度的加深, 淋巴结的癌转移, 4.1R
的表达明显下调(r s = 0.03, P <0.01; r s = 0.24, 
P <0.05); 随浸润程度的加深，4.1G的表达上
调(r s = 0.24, P <0.05); 4.1蛋白的表达与患者的
年龄之间没有相关性, 在不同性别之间, 4.1蛋
白表达的差异没有统计学意义.

结论: 蛋白4.1家族与结直肠的发生与发展间
有着密切的关系, 是一类新的结直肠癌标记

®

■背景资料
4.1蛋白是指红细
胞膜蛋白经SDS-
PAGE后第4.1条
染色带, 是红细胞
中以血影蛋白为
基础的细胞膜骨
架的一个基本成
份(4.1R). 在维持
细胞正常的形态
和生物物理特性
方面有重要作用, 
还与有丝分裂及
神经突触的形成
有关 .  4.1蛋白家
族包括4.1R, 4.1N, 
4.1G, 4.1B, 是一组
膜骨架蛋白. 
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物, 其表达程度对结直肠癌的诊断和预后评价
有一定的意义.

关键词: 4.1蛋白; 结直肠癌; 免疫组织化学
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0  引言

4.1蛋白家族包括4.1R(红细胞表达), 4.1N(神经

元特异表达), 4.1G(广泛表达), 4.1B(主要在脑

中表达), 是一组膜骨架蛋白[1-2]. 4.1蛋白家族成

员都有一个保守的N-端FERM结构域(或称膜结

合结构域-MBD结构域), 血影蛋白-肌动蛋白结

合结构域(SAB结构域), C-端结构域(CTD结构

域)[3-4]. 4.1蛋白不仅通过与肌动蛋白、血影蛋白

等家族的蛋白质以及细胞膜蛋白的胞质区相互

作用, 维持细胞的正常形态和生理特性, 而且在

细胞的有丝分裂[5-7]和神经细胞突触的形成[8]过

程中起重要作用. 研究发现, 在非小细胞肺癌、

乳腺癌等多种肿瘤中, 都存在着4.1蛋白的表达

缺失, 并且越来越多的临床和实验证据证实4.1
蛋白在多种肿瘤中表现出抑癌蛋白的作用[9-13], 
这表明4.1蛋白与肿瘤的发生和发展有着密切的

关系. 进一步的研究发现, 在结直肠癌中, 4.1B 
蛋白的表达程度明显降低[14]. 但是, 关于4.1蛋白

在亚洲人群结直肠癌患者中的表达情况, 及其

与结直肠癌发病相关性的研究还未见报道. 本
研究用Envision+免疫组化的方法对多例结直肠

癌患者4.1蛋白的表达情况进行了检测, 以探讨

4.1蛋白家族的表达与结直肠癌发生、发展的关

系,以期为结直肠癌诊断、治疗和判断预后提供

新的理论及实践上的依据.

1  材料和方法

1.1 材料 病理证实结直肠腺癌存档石蜡标本94
例, 术前均未接受过放化疗, 男51例, 女43例, 年
龄26-86(平均57.6)岁, 癌旁组织做对照. 兔多抗

4.1R, 4.1N, 4.1G, 4.1B 抗体由美国纽约血液中

心安秀丽博士馈赠; Envision+免疫组化试剂盒为

美国Dako公司产品. 所有蜡块做4 μm连续切片, 
每个蜡块均切5-6张, 1张行HE染色, 作组织学诊

断, 其余做免疫组化染色. 所有HE切片均经病理

医师复检确认.
1.2 方法 染色程序按Dako Envision+免疫组化试

剂盒说明书进行. 4.1R, N, B染色前行热抗原修

复, G行酶抗原修复. 切片以联苯二胺(DAB)显
色, 苏木素轻度复染. 磷酸盐缓冲液(PBS)代替

一抗做阴性对照, 癌旁组织做阳性对照. 免疫组

化染色阳性结果为质膜或胞质、胞核内出现棕

褐色颗粒或染色, 结果判定依Mattern et al [15]并

稍做修改. 标准如下: 高倍镜下, 与周围间质相

比, 无着色记为0分, 浅褐色记为1分, 褐色为2分, 
深褐色为3分; 阳性细胞百分率≤10%记为0分, 
10%-50% 记为1分, 50%-75%记为2分, 75%以上

记为3分, 两者相加为综合染色强度评分. 0-1分
为阴性, 记为“-”, 2分为弱阳性, 记为“+”, 
3-4分为阳性, 记为“++”, 5-6分为强阳性, 记为

“+++”. 每张切片均判读癌组织及癌旁组织的

染色强度.
统计学处理 采用SAS 8.1软件作数理统计, 

等级分组资料用Wilcoxon秩和检验及Spearman 
秩相关分析.

2  结果 

4.1R主要是胞质表达, 胞核也有弥散性分布; 
4.1N胞质表达; 4.1G主要是胞膜、胞质表达, 胞
核也有少量表达; 4.1B胞膜表达, 集中在细胞连

接处(图1). 与癌旁组织相比, 除4.1G蛋白外, 癌
组织中4.1R, N, B蛋白的表达明显下调或缺失, 
二者差异非常显著(P <0.01, 表1, 图2). 4.1R蛋白

的表达随原发病灶的浸润加深、淋巴结的癌转

移呈下降趋势(P <0.01, P <0.05). 4.1N, B蛋白的

表达与患者组织学分级之间有非常显著的相

关性(均P <0.01), 细胞分化程度越高, 其表达越

强 .  4.1G蛋白与患者癌细胞的浸润程度有关

(P <0.05), 随癌组织向深处浸润, 其表达上调

(表2).

3  讨论

结直肠癌是最常见的恶性肿瘤之一, 侵袭性很

强, 在世界各国的发病率很高, 且近年来仍有明

显上升的趋势. 因此, 对结直肠癌发病机制, 及
诊断和预后评估的深入研究, 尤其是对新的评

估指标的研究具有重要的临床和社会价值. 恶
性肿瘤的浸润和转移是一个非常复杂的过程, 
但起始步骤都是从细胞-细胞间的黏附及细胞

与基质间的相互作用调节失控开始的, 包括细

胞黏附分子在内的许多细胞膜蛋白的功能是依

赖或通过细胞质的骨架成份来完成的[16-17]. 介
导二者在物理结构上直接相连、化学功能上

密切统一的蛋白质称为连接蛋白. 此类蛋白连

■研发前沿
结直肠癌是一种
日趋常见的恶性
肿瘤, 西方各国由
于其高发, 对其病
因、流行病学、
预防以及各种诊
治方法均有深入
而全面的研究, 是
消化道肿瘤学术
领域中最为活跃
的部分 .  4.1蛋白
在多种肿瘤都出
现表达减少或缺
失, 但其表达情况
与结直肠癌患者
临床病理之间的
相关性研究还未
见报道.
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表  1  4.1蛋白家族在结直肠癌组织及癌旁组织中的表达

     
	                                           表达情况(n )	

                                          +++          ++            +                 -

4.1R      

  癌旁              51           33           15            2              1

  肿瘤b             94           13           34          15            32

4.1N      

  癌旁              56           20           32            3              1

  肿瘤b             94             9           41          16            28

4.1G      

  癌旁              55             2             8            6            39

  肿瘤              94             5           18          16            55

4.1B      

  癌旁              64           51           13            0              0

  肿瘤b             94           51           25          14              4

组织                   n              

 bP<0.01 vs  癌旁.

接特定的细胞膜蛋白和细胞骨架蛋白, 形成所

谓的“蛋白聚合体”, 并介导蛋白-蛋白之间、

蛋白-细胞膜之间的相互作用, 以维持细胞的形

状、细胞间的黏附、细胞与基质间的黏附以及

细胞间的连接[18-19]. 4.1蛋白就是这样一类蛋白, 
他广泛存在于多种上皮细胞内, 主要位于细胞

膜上细胞间连接部位, 并参与连接复合体的组 
成 [ 2 0 - 2 2 ] .  作为细胞膜蛋白与细胞骨架之间

的连接子 ,  4 . 1蛋白能够与E -钙黏附蛋白

(E-cadher in), CD44和TSLC-1等多个隶属于

不同家族的黏附分子结合 [ 2 3 - 2 7 ] .  而已有来

自多个研究组的研究证明 ,  恶性肿瘤的浸

润和转移与此类黏附分子具有高度的相关 
性[28-29]. 4.1蛋白作为多种细胞黏附因子和下游

蛋白之间的连接子, 在细胞黏附因子和细胞内

信息传导中处于“信号中转站”的关键性地

■相关报道
4.1蛋白的FERM
结构域调节其与
许多跨膜蛋白的
相互作用, 细胞黏
连复合体 ;  C T D
结构域与特异的
受体及离子通道
相互作用; SABD
结构域与血影蛋
白、肌动蛋白一
起，形成三维复
合体, 为细胞提供
弹性及维持膜的
完整性.

图  1  结直肠组织细胞骨架蛋白的表达(Envisionх400). A: 4.1R; B: 4.1N; C: 4.1G; D: 4.1B.

D

B

C

A

表  2  4.1R, N, G, B与患者临床病理间的关系 n (%)

    
                         n          4.1R          4.1N           4.1G          4.1B

分化程度

    高分化        30    23(76.7)   27(90.0)   15(50.0)  30(100.0)

    中分化        34    23(67.6)   22(64.7)b  14(41.2)  34(100.0)b

  低分化          30    16(53.3)   17(56.7)   10(33.3)  26(86.7)

浸润程度

    黏膜层        10      8(80.0)     7(70.0)     3(30.0)    9(90.0)

    肌层            37    29(78.4)b  29(78.4)  12(32.4)a  36(97.3)

    浆膜外        47    25(53.2)   30(63.8)   24(51.1)   45(95.7)

淋巴结转移

    无               38    28(73.7)   33(86.8)   17(44.7)   38(100.0)

    有               33      7(51.5)a  32(97.0)   12(36.4)   30(90.9)

年龄

    ≤40           14      9(64.3)   12(85.7)     4(28.6)  12(85.7)

    40-60         43    31(72.1)   40(93.0)    20(46.5) 43(100.0)

  ＞60             37    22(59.4)   33(89.2)    15(40.5) 35(94.6)

性别

    男               51    35(68.6)   37(72.5)   20(39.2)  49(96.1)

    女               43    27(62.8)   29(20.9)   19(44.2)  41(95.3)

aP<0.05, bP<0.01.
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■创新盘点
肿瘤细胞中4.1蛋
白的表达情况, 国
外研究的较多, 但
大多以细胞株为
研究对象, 以临床
标本为研究对象
的并不多见.

图  2  细胞骨架蛋白的表达(Envisionх400). A: 结直肠癌旁组织; B: 癌组织. 1: 4.1R; 2: 4.1N; 3: 4.1G; 4: 4.1B.

B3A3

B2

B1

A2

A1

A4 B4

位 [3,20,22,30], 并因此在结直肠癌的发生、发展的

过程中起到重要作用. 考虑到4.1蛋白家族成员

间分子结构上的同源性, 其成员间在功能上可

能也具有相似性, 本研究对4.1蛋白家族不同成

员在结直肠癌组织中表达情况的进行了深入的

研究. 
我们发现, 4.1蛋白家族的不同成员在结直

肠癌组织标本中都存在程度不同的表达量降低

甚至缺失的现象. 由于4.1蛋白在细胞间信号传

导过程中, 以及在稳定细胞结构、调节细胞与

细胞之间、细胞与其他胞外基质之间黏连起到

重要作用[27,31-33], 结合我们的结果, 推测在结直

肠癌发生的过程中, 由4.1蛋白介导的信号转导

途径被阻断, 从而肠上皮组织细胞的增殖及凋

亡失去调控, 而肠上皮细胞之间以及与基质间

的黏连也失去调控, 从而引起肠上皮细胞发生

癌变. 我们的结果也证明了之前研究者对4.1蛋
白在肿瘤发生过程中的作用的推测. 此外, 我们

发现, 4.1蛋白家族的不同成员(4.1R, 4.1N, 4.1G, 
4.1B)与大肠癌的临床病理学特征的相关性存在
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一定的差异. 4.1N, B的表达情况与与患者的组

织分化程度有着密切的联系, 而4.1R与癌细胞的

浸润程度、淋巴结的癌转移之间密切相关, 4.1G
的表达则随着癌细胞浸润程度的加深而增加. 
该结果提示, 4.1N, B的缺失或下调, 削弱了细胞

间的黏连性, 减少了细胞的凋亡, 从而改变了细

胞的增殖与分化, 是大肠黏膜细胞恶变的早期

事件; 而4.1R, G与结直肠癌的发展过程紧密相

关. 此外, 我们也发现, 与正常组织相比, 癌组织

里, 4.1R, N, B的表达都是缺失或下调, 4.1G 则
例外. 这一差异提示, 4.1蛋白可能是维持细胞生

理功能所必须的; 或者, 四者在功能上有一定的

互补关系, 通过这种互补, 来维持细胞基本的结

构和功能. 这一结论与Huang et al [5-6]的观点较为 
相似. 

总之, 本研究结果证明4.1蛋白家族在结直

肠癌的发生、浸润及迁移的过程中起到重要作

用, 但还需要做进一步的工作以阐明该作用的

机制. 本研究的结果为结直肠癌的临床诊断和

预后评估提供了一个新的标志物, 并且有可能

为结直肠癌的治疗提供一个新的靶点. 
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■应用要点
4.1蛋白为结直肠
癌的临床诊断和
预后评估提供了
一个新的标志物, 
可能为结直肠癌
的治疗提供一个
新的靶点.
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■同行评价
本文研究了细胞
骨架4.1蛋白家族
在结直肠癌组织
中的表达, 研究内
容比较新颖, 讨论
比较充分, 有一定
的临床应用价值.
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Abstract
AIM: To determine the epidemiologica l 
characteristics of colorectal carcinoma (CRC) 
morbidity in the nangang district, Harbin, and 
to highlight the harmful effects of CRC on the 
community.  

METHODS: Data on morbidity and mortal-
ity of CRC in the nangang district (1992–2001) 
were sorted and coded according to ICD-9 cri-
teria. The crude morbidity and mortality, age-
standardized morbidity (adjusted by the world 
population), truncated morbidity (35–64 years 
old), as well as cumulative rates (0–65 years old) 
were respectively calculated. Morbidity in the 
near future was predicted based on Gray Model-
ing (GM1, 1).  

RESULTS: The CRC morbidity had been sig-
nificantly increasing annually (u = 2.87, P < 
0.01). Morbidity increased from 13.06/100 000 
(1992–1993) to 23.54/100 000 (2004–2005), with 
an average of 5.73% for each year. The increas-
ing average rates of morbidity were 6.94% and 
4.46% for males and females, respectively. In the 
60–79-year-old age group, morbidity for men 
was significantly higher than the incidence for 
women (u = 5.47, P < 0.01). The largest propor-
tion of CRC patients were white-collar work-
ers. The predicted morbidity for CRC in 2010 is 
44.85/100 000 and 33.19/100 000 for males and 
females, respectively. 

CONCLUSION: The morbidity rate for CRC will 
continue to increase in the future. 

Key Words: Colorectal carcinoma; Morbidity

Cui BB, Liu YL, He H, Wu SL, Sun XW, Lin YJ, Dai XD. 
Morbidity trends for colorectal carcinoma in the Nangang 
District of Harbin from 1992 to 2005. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007; 15(22): 2442-2446

摘要
目的: 对哈尔滨市南岗区结直肠癌(CRC)发病
流行分布特点进行统计分析, 探讨CRC对哈尔
滨市南岗区人群的危害. 

方法: CRC发病资料来源于哈尔滨市南岗区
肿瘤发病死亡登记报告, 按ICD-9疾病分类进
行编码, 性别计算初发病率、世界人口调整发
病率, 35-64岁截缩发病率和0-64岁累积发病
率, 对近期CRC发病率进行预测. 

结果: CRC发病率呈显著的逐年增加趋势(u  
= 2.87, P <0.05), 由1992/1993年13.06/100 000
增加到2004/2005年23.54/100 000, 平均每年
以5.73%的速度增加. 其中男性每年以6.94%
的速度增加, 女性每年以4.46%的速度增加. 
60-79岁年龄组段男性发病率明显高于女性
(u  = 5.47, P <0.01). CRC发病以非体力劳动者
所占比重最大. 预测2010年CRC发病率将达
到33.19/100 000, 男女CRC发病率将分别达到
44.85/100 000和31.89/100 000. 

®

■背景资料
大肠癌是我国位
居第 4位的常见
恶性肿瘤 ,  其发
病率和死亡率有
逐年增高的趋势, 
发病年龄也明显
提高 .  建立符合
我国国情的阶梯
型普查筛检方案
很有必要.
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结论: 哈尔滨市南岗区居民CRC发病率呈逐
年上升趋势.

关键词: 结直肠癌; 发病趋势
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0  引言

结直肠癌(colorectal cancer CRC)是常见的恶性

肿瘤之一, 2000年全球有新发病例945 000例, 发
病率仅次于肺癌、乳腺癌, 居恶性肿瘤发病的

第3位[1]. 过去CRC发病率一直以北美、大洋洲

地区的国家最高, 而亚洲地区相对较低. 近年来, 
随着人民生活水平的改善, 饮食结果的改变, 我
国CRC发病率呈上升趋势[2-4]. 流行病学研究表

明, CRC主要与家族肿瘤史、饮食习惯和结直肠

息肉史等因素有关[5-13]. CRC病因和发病机制不

明, 预后较差, 5 a生存率低[1]. 对CRC发病进行变

化趋势研究, 将有助于其病因因素的探索和防

治策略的制定.

1  材料和方法

1.1 材料 CRC发病资料来源于哈尔滨市南岗区

肿瘤发病死亡登记报告, 发病卡由哈尔滨市各

大医院填写, 每月报登记处. 登记处由专人对卡

片按ICD-9疾病分类进行编码并录入“恶性肿

瘤发病、死亡登记统计系统”, 并作漏项和逻

辑检查, 不合格者由登记处工作人员进行访问

补填. 年终对该年度报告卡片进行查重、复核

和剔重. 人口数据由南岗区公安分局户籍科提

供每年年初和年终年龄组人口数据, 年人口数

取年初和年终平均数.
1.2 方法 对发病数据分别计算粗发病率、世

界人口调整发病率、35-64岁截缩率和0-64岁
累积发病率, 截缩率和累积率的计算公式分别

为: 截缩率(1/100 000) = ∑(截缩年龄段各年龄

组发病率×各相应年龄组标准人口构成)÷∑截
缩年龄段各相应年龄组标准人口构成, 累及率

(%) = [∑(年龄组发病专率×年龄组距)]×100%.
为了观察14 a间CRC发病变化情况, 将14 a资料

分成7个黏端计算相应指标病进行1992/1993与
2004/2005年的前后比较. 采用SPSS软件进行发

病率的趋势检验, 其方法是: 求出各观察值序数, 
即位于该观察值之前且小于该观察值的观察值

个数, 用下式进行检验: u  =(r -R )÷σ r = [4Σp÷

n (n -1)-1-R ]÷[2(2 n +5)/9 n (n -1)]-2, 式中, ∑p为合

计序数; n为样本含量; r为样本趋势性系数, r  = 
+1表示有稳定上升趋势, r  = -1表示有稳定下降

趋势; R为总体趋势性系数, 据假设检验, R  = 0; 
σr为总体标准差, 用样本标准差S作为估计值. 取
α = 0.05. 1992/1993年与2004/2005年发病率的

显著性差异用u检验, P <0.05人为差异有显著性. 
采用灰色模型GM(1, 1)对近期CRC发病率进行 
预测.

2  结果

1992/1993年平均发病率为13 .06 /100  000 , 
2004/2005年为23.54/100 000, 发病率增加了

80.25%. 1992-2005年C R C平均发病率男性

为20.23/100 000, 女性为16.98/100 000. 经世

界标准人口构成调整后 ,  男女发病率分别为

25.23/100 000和19.72/100 000. 发病率性别之

比为1.19∶1. CRC发病数占恶性肿瘤发病总数

的9.84%(男性为9.18%, 女性为10.96%), 男女分

别居于恶性肿瘤发病的第4位和第3位. CRC发

病呈显著的逐年增加趋势(u  = 2.87, P <0.01), 由
1992/1993年的13.06/100 000增加到2004/2005
年的23.54/100 000, 发病率平均以每年5.73%的

速度增加. 其中男性以平均每年6.94%的速度增

加, 上升趋势显著(u  = 3.01, P <0.01); 女性以平均

每年4.46%的速度增加, 上升趋势显著(u  = 2.56, 
P <0.05). 男女世界人口调整发病率分别以7.61%
和5.06%的速度增加. CRC截缩率和0-64岁累积

发病率均呈逐年增加趋势(表1).
CRC年龄组发病率随年龄增加而上升, 男

女发病均于30岁年龄组开始明显上升. 男性75
岁年龄组到高峰, 之后稍有下降, 而女性则80
岁年龄组达发病率高峰. 30-59岁男女年龄组发

病率没有显著差别(u  = 0.76, P >0.05), 60-79岁
年龄组段男性发病率明显高于女性(u  = 5.47, 
P <0.01), 80岁以上年龄组段男女发病率没有明

显差异(u  = 0.52, P >0.05). 男性CRC诊断最小年

龄为5岁组, 女性为15岁组. CRC平均诊断年龄为

63.63岁, 其中男性平均诊断年龄为63.81岁, 女
性为63.41岁(图1).

我们将职业劳动强度分为轻体力劳动(干
部、知识分子和经商)和重体力劳动(体力劳动, 
不包括轻体力技术工人). 我们可以看出, CRC
发病主要以轻体力劳动者为主, 占CRC发病的

55.06%. 在男性中, 干部(机关办公室工作者)
的CRC发患者数占男性CRC发病总人数的近

■研发前沿
目前大肠癌在手
术 、 放 疗 、 化
疗、免疫治疗、
热疗、中医中药
治疗等方面取得
了一定的成绩, 但
大肠癌术后5 a生
存率仍在50%左
右 ,  因此单靠综
合治疗不可能降
低大肠癌的死亡
率. 而通过早期发
现、早期诊断, 可
以提高早期大肠
癌的检出率和癌
前病变的发现率.
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1/3. 而在女性中, 则以经商者CRC发患者数最

多, 占女性CRC总病例的近1/4(表2). 为了估计

近期CRC发病率, 采用灰色模型GM(1, 1)预测

近期CRC发病率. 1992/2005年的7个年代段男

女CRC发病率经u检验均有明显差异(男性: u = 
15.42>u (0.05) = 1.96, 女性: u = 12.05>u (0.05) = 
1.96), 故认为男女CRC发病率均呈现一定的时

间变化趋势. 该模型对原始资料的拟合效果很

好, 说明如果没有其他因素的干扰, CRC发病率

将保持持续上升的势头. 2010年CRC发病率将

达到33.19/100 000, 男女CRC发病率将分别达到

44.85/100 000和31.89/100 000(表3).

3  讨论

CRC是常见的消化道恶性肿瘤, 严重危及患者

生命或降低患者生存质量. 世界各国CRC发病

率差异较大, 发达国家发病率较高[14-19]. 居于恶

性肿瘤发病的第2位, 而发展中国家CRC发患者

数不足全部CRC发患者数的1/3[2]. 北美、西欧

等是CRC高发地区, 东欧居中, 而非洲、亚洲和

北美地区发病率相对较低[20-21]. 我国CRC发病率

同样存在区域差别. 近年来, 随着社会发展, 人

们生活水平的不断提高, CRC发病率上升明显[2]. 
这种不同地区CRC发病率有明显不同的状况提

示CRC与环境、生活方式及遗传等因素有密切

关系.
近年来 ,  亚洲、非洲和欧洲的一些国家

CRC发病率与西方国家CRC发病率持续降低或

保持稳定不变不同的是其CRC发病率呈上升趋

势. 日本[22]1950/1995年CRC发病率上升了8倍; 
韩国每10 a上升2倍[20]. 本资料显示, 哈尔滨市南

岗区的CRC发病率由20世纪初的13.06/100 000
上升到21世纪初的23 .54 /100  000 ,  增加了

80.25%. 其中男性发病率增加了97.13%, 女性

增加了62.48%. 国内外学者认为CRC发病率的

这种变化趋势与西方化生活方式和饮食习惯有 
关[5-7,9-13], 然而仍保持传统饮食习惯的埃及[23]其

CRC发病率近年也呈上升趋势, 而且40岁以下

的青年人CRC约占CRC的1/3. 有人研究发现埃

及CRC患者体内有机氯化合物或其他杀虫剂水

平较高, 认为这与针对CRC的预防措施同工业

■相关报道
目前关于大肠癌
普查大部分仅限
于小范围, 缺乏大
规模普查报道. 

表  2  CRC发病主要职业分布(%)

     
性别        工人       干部         知识分子     经商            其他

男         20.84      32.76         4.01        21.08         21.31

女         17.56      22.05         5.48        24.19         30.72

合计     19.36      27.92         4.67         22.47        25.58

表  1  结直肠癌不同年代、不同性别发病率(1/100 000)

     
年代

                          发病率                    世调率                  累积发病率	         截缩发病率

	            男            女            男             女	       男             女               男                女

1992-1993     13.22     12.90      14.28      13.15        0.84         0.53         23.98         15.94

1994-1995     17.24     15.05      17.63      14.71        0.88         0.72         24.28         26.22

1996-1997     19.26     13.80      18.16      12.48        1.05         0.72         30.26         20.55

1998-1999     19.63     15.77      17.39      13.61        0.99         0.79         27.61         21.26

2000-2001     20.92     17.78      18.91      14.71        0.96         0.83         27.82         24.97

2002-2003     22.89     20.50      26.86      21.28        1.08         1.01         33.11         32.18

2004-2005     26.06     20.96      29.50      22.49        1.03         0.81         32.18         25.08

合计                20.23     16.98      25.23      19.72        0.98         0.78         30.49         24.74

表  3  2006/2010年哈尔滨市南岗区CRC发病率(1/100 000)
预测

     
性别          2006          2007        2008          2009        2010

男            29.67        32.78      36.46       41.79      44.85

女            22.08        24.79      27.07       29.12      31.89

合计        25.54        26.71      29.06       32.52      33.19
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化城市化进程不相适应有关. 以往移民流行病

学研究发现, 从日本、中国及非洲等CRC发病

率低发国家移居至美国、澳大利亚等CRC高发

病率国家的第1代人群即出现发病率的显著上

升, 而从南欧移居至澳大利亚但仍保持其原有

烹调方式的人群, CRC发病率且无明显改变.移
民流行病学研究结果提示生活方式在CRC发病

中起重要作用. 有研究提示, 大肠癌的发生可能

与环境因素、生活习惯, 尤其是饮食结构和方

式有关[24-25], 高脂肪、低纤维素饮食是CRC发病

的重要危险因素[26-27]. 高脂食谱的实验动物大肠

癌的发生率增高, 武汉的研究结果证实大肠癌

患者高脂肉类食物的比例明显高于非大肠癌患

者[28], 说明大肠癌的发生与饮食结构有一定的相

关性. 其机制可能为: 高脂饮食, 特别是含有饱

和脂肪酸的饮食, 可使肝中胆固醇和胆酸的合

成增多, 进而排入肠腔的胆固醇和胆酸增加, 在
肠腔细菌的作用下, 胆固醇和胆酸转变为其代

谢产物和次级胆酸等致癌物.嗜酒、吸烟与大肠

癌发生也有相关性[29-30]. 以上研究结果提示, 环
境、饮食习惯在CRC发生中起着比遗传更为重

要的作用.
Becker et al [31]研究认为, 除家族肿瘤史外, 

文化背景以及饮食紊乱容易导致肿瘤的发生. 
本资料与此研究结果一致. 1992/2005年的全部

新诊断CRC病例中, 从事脑力劳动者约占1/3, 而
从事体力劳动者仅占1/5. 改变不良饮食习惯, 提
倡合理饮食, 多食用高纤维食物, 多食用新鲜蔬

菜水果; 加强体育锻炼、戒除不良生活嗜好和

积极治疗结直肠慢性疾病是预防大肠癌的基本

措施.
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Abstract
AIM: To study the preventive and therapeutic 
effects of a preparation of Chinese Allium 
fistulosum L (PCAL) on fatty liver rats. 

METHODS: Sixty sprague–dawley rats were 
randomly divided into six groups; a blank con-
trol group (n = 10), model control group (n = 10), 
low-, medium- and high-dose PCAL (PCAL low, 
PCAL medium and PCAL high, respectively, n 
= 10 in each group), and a Dongbaogantai group 
(n = 10). The blank control group was given 
water and food. Other groups were fed with a 
high-fat diet, given water with 15% ethanol, and 
treated with a small dose of carbon tetrachloride 
(CCl4) hypodermically once a week to establish 
the fatty liver model. All animals were sacrificed 
after 8 wk. Plasma total cholesterol (TC), triglyc-

eride (TG), high-density lipoprotein-cholesterol 
(HDL-C), low-density lipoprotein-cholesterol 
(LDL-C), alanine aminotransferase (ALT), aspar-
tate aminotransferase (AST), total protein (TP), 
albumin (ALB), globulin (GLO), and A/G (albu-
min/globulin) were determined by an automatic 
biochemistry analyzer. Hematoxylin–eosin (HE) 
staining and electron microscopy were used to 
detect changes in the hepatic pathology of the 
fatty liver rats.

RESULTS: From HE staining and electron mi-
croscopy, we ascertained the phenomena of 
severe fatty degeneration and the multiplication 
of lipid droplets in the model control group. The 
extent of fatty degeneration and multiplication 
of lipid droplets in the PCAL low, middle and 
high groups, and the Dongbaogantai group was 
relatively mitigated. Compared with the blank 
control group, the level of TC, TG, LDL-C, ALT 
and AST in the model control group increased 
significantly (all P < 0.01); the level of HDL-C, 
TP and ALB in the model control group de-
creased significantly (all P < 0.01); the level of 
TC, TG and LDL-C in the PCAL low, middle 
and high groups and the Dongbaogantai group 
decreased significantly (TC, PCAL low, middle 
and high group, P < 0.05; Dongbaogantai group, 
P < 0.01; TG, PCAL low and middle groups and 
Dongbaogantai groups P < 0.05, PCAL high 
group, P < 0.01; LDL-C, all P < 0.05); the level 
of HDL-C in the PCAL low, middle and high 
groups and the Dongbaogantai group increased 
significantly (all P < 0.05); the level of ALT and 
AST in the PCAL low, middle and high groups 
and the Dongbaogantai group did not change 
significantly; while the level of ALB in the PCAL 
high group increased significantly (P < 0.05).

CONCLUSION: PCAL can improve the metabo-
lism of lipids, and it has preventive and thera-
peutic effects on fatty liver rats.

Key Words: Preparation of Chinese Allium fistulo-
sum L ; Fatty Liver; Morphology; Lipid metabolism; 
Automatic biochemistry analyzer; Transmission 
electron microscopy
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■背景资料
华夏小葱制剂是
武汉市中西医结
合医院多年研究
的一种中药口服
液 ,  已获国家专
利. 据以往文献记
载其性味辛温、
具有通阳利尿之
功效, 本文对其防
治实验性脂肪肝
大鼠的作用进行
了探讨研究. 



of a preparation of Chinese Allium fistulosum L on the 
morphology and metabolism of lipids in fatty liver rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(22): 2447-2452

摘要
目的: 观察华夏小葱制剂对脂肪肝大鼠防治
作用及其对组织形态学影响. 

方法: 60只SD大鼠随机分为空白对照组(n = 
10), 模型对照组(n = 10), 华夏小葱制剂低剂
量组(n  = 10), 中剂量组(n = 10), 高剂量组(n  
= 10)以及东宝肝泰片组(n  = 10). 空白对照组
用普通饲料及普通水喂养; 其他组用高脂饮
食及酒精水喂养, 并结合每周一次行后肢sc
小剂量四氯化碳色拉油溶液的方法建立大鼠
脂肪肝模型. 用光镜及电镜观察肝脏的形态
学改变情况, 采用全自动生化分析仪测定总
胆固醇(TC), 甘油三酯(TG), 低密度脂蛋白胆
固醇(LDL-C), 高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C), 
ALT(丙氨酸氨基转移酶), AST(天门冬酸氨基
转移酶), TP(总蛋白), ALB(清蛋白)、GLO(球
蛋白)及A/G(清蛋白/球蛋白)的含量. 

结果: 光镜和电镜观察均见模型对照组有严
重脂肪变性, 脂滴增多; 华夏小葱低、中、高
剂量组及东宝肝泰片组脂肪变性程度有所减
轻, 脂滴不同程度的有所减少. 和空白对照组
的TC, TG, HDL-C, LDL-C, ALT, AST, TP, ALB
相比, 模型对照组大鼠血浆TC, TG, LDL-C, 
ALT, AST值均显著升高(P <0.01), HDL-C, TP, 
ALB值均显著降低(P <0.01); 和模型对照组的
TC, TG, HDL-C, LDL-C, ALT, AST, TP, ALB
相比, 华夏小葱低, 中, 高剂量组及东宝肝泰
片组TC, TG, LDL-C值均显著降低(TC: 低, 中, 
高剂量组P <0.05, 东方肝泰片组P <0.01; TG: 
低, 中剂量组和东方肝泰片组P <0.05, 高剂量
组P <0.01; LDL-C: 均P <0.05), HDL-C值与模
型对照组相比显著升高(均P <0.05), ALT, AST
值与模型对照组相比无统计学差异, 华夏小葱
高剂量组与模型对照组相比ALB值显著升高
(P <0.05).

结论: 华夏小葱制剂能改善脂肪肝大鼠体内
的脂质代谢, 对脂肪肝有一定的防治作用.

关键词: 华夏小葱制剂; 脂肪肝; 形态学; 脂质代谢; 

全自动生化分析仪; 透视电镜
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0  引言

脂肪肝是由多种疾病和病因引起的肝脏脂肪性

改变[1-2]. 轻度的肝细胞脂肪变性在大体上可无

明显变化, 当半数以上肝细胞有脂滴蓄积, 或
者肝内蓄积脂肪含量超过肝湿重的5%, 即形成

脂肪肝. 因脂肪肝已成为一种常见病、多发病, 
发病机制至今尚未明确[3-4], 临床上仍未找到治

疗脂肪肝的特效药[5-8], 而中医药在防治此类疾

病中体现出了良好的优势 [9-12]. 华夏小葱制剂

(PCAL)是武汉市中西医结合医院正在研究中

的一种中药口服液(已获国家专利), 以往研究

表明[13-15]: 华夏小葱制剂具有性味辛温、通阳利

尿、化解瘀血等功效, 本实验旨在研究华夏小

葱制剂对脂肪肝大鼠脂质代谢及其组织形态学

的影响, 为其临床应用提供科学依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠60只, 体质量150±20 g, 雌雄各

半, 购自华中科技大学同济医学院动物中心[合
格证号: SCXK(鄂)2004-0007]. 华夏小葱制剂是

精选百合科植物葱(Allium fistulosum L .), 本实验

用葱取自湖北黄陂近根部的鳞茎(葱白), 切去须

根及叶, 剥去外膜, 利用现代的技术加工方法将

其提取物精制而成的口服液, 由武汉市中西医结

合医院制剂中心提供, 专利号: 200610125543.1, 
批号: 20050326; 东宝肝泰片(复方蛋氨酸胆碱

片), 通化东宝药业股份有限公司, 批号: 060106, 
灌胃前用2 g/L羟甲基纤维素(CMC)配制成70 g/L
的混悬液. 两者均要在4℃冰箱保存备用. 总胆固

醇(TC)试剂盒、甘油三脂(TG)试剂盒、总蛋白

(TP)、清蛋白(ALB)、球蛋白(GLO)试剂盒(上
海申能-德赛诊断技术有限公司); 高密度脂蛋

白胆固醇(HDL-C)试剂盒、低密度脂蛋白胆固

醇(LDL-C)试剂盒(日本协和医药株式会社); 丙
氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬酸氨基转移酶

(AST)试剂盒, (上海科华东菱诊断用品有限公

司). 全自动生化分析仪(Olympus Au560, 日本);
光学显微镜(BX-60型, 日本); 透射电镜(H-600型,
日立). 
1.2 方法 
1.2.1 分组与动物模型 大鼠适应性喂养1 wk后, 
按体质量分层随机分为6组(n  = 10). 空白对照

组, 模型对照组, 华夏小葱低、中、高剂量组, 
东宝肝泰片组. 空白对照组使用标准大鼠饲料

和普通水喂养. 其他组参考孙要武 et al [16]报道的

方法加以改进, 复制大鼠脂肪肝模型: 动物给予

www.wjgnet.com

■相关报道
以往研究表明 : 
武汉市中西医结
合医院生产的华
夏小葱的不同剂
型药物具有防治
动脉粥样硬化、
球囊损伤术后再
狭窄 ,  治疗冠心
病心绞痛等作用, 
这是本文将华夏
小葱制剂开发成
脂肪肝新药的临
床依据.
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高脂饲料(含100 g/L猪油)和酒精水(含150 mL/L
乙醇), 每周1次后肢sc 400 g/L CCl4色拉油溶液

(首次剂量5 mg/kg, 以后为3 mg/kg).  
1.2.2 给药及取材方法 造模同时, 空白对照组, 
模型对照组给予注射用生理盐水8 mL/(kg·d), ig; 
华夏小葱低、中、高剂量组分别给予华夏小葱

制剂0.06 g/(kg·d), 0.12 g/(kg·d), 0.24 g/(kg·d), ig; 东
宝肝泰片组给予东宝肝泰混悬液0.70 g/(kg·d), ig. 
连续给药 8 wk后, 大鼠禁食16 h, 称重, 以30 g/L
戊巴比妥钠溶液40 mg/kg ip后, 心脏采血, 抽取

血样置于含有抗凝液的离心管中, 离心后收集

上清液, -20℃保存备用. 摘取大鼠肝脏并称重, 
观察大体外观后, 取肝左叶作组织病理学检查; 
取肝右叶, 制成100 g/L的肝组织匀浆. 甘油三脂

(TG), 总胆固醇(TC), 总蛋白(TP), 清蛋白(ALB), 
球蛋白(GLO), 高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C), 低
密度脂蛋白胆固醇(LDL-C), 丙氨酸氨基转移酶

(ALT)和天门冬酸氨基转移酶(AST)均用全自动

生化分析仪测定. 
1.2.3 HE标本的制备 取肝脏, 将肝组织用4℃生

理盐水冲洗, 在肝脏最大叶距边缘5 mm处取小

块肝组织, 40 g/L多聚甲醛固定, 石蜡包埋, 切片, 
HE染色, 光镜下观察. 
1.2.4 透射电镜标本制备 取肝组织块切成约1 
cm3后, 用25 mL/L戊二醛前固定, 10 mL/L锇酸后

固定, 漂洗, 逐级脱水、浸透、固化, 制成超薄切

片后, 电镜下观察肝脏细胞的脂肪变性情况. 
统计学处理 各组数据以mean±SD表示, 用

SPSS11.0统计软件进行单因素方差分析(One 
way ANOVA), P <0.05表示差异具有显著性意义.

2  结果

2 . 1  P C A L对脂肪肝大鼠血浆T C、T G、

HDL-C、LDL-C的影响 模型对照组大鼠血浆

TC, TG和LDL值显著高于空白对照组(P <0.01), 

HDL值显著低于空白对照组(P <0.01), 各治疗组

均可降低TC、TG和LDL的值(P <0.05或P <0.01), 
提高HDL的值(P <0.05, 表1). 
2 .2  P C A L对脂肪肝大鼠血浆A LT(G P T)及
A S T(G O T)的影响  模型对照组大鼠肝脏组

织A LT、A S T值与空白对照组相比显著升高

(P <0.05); PCAL低、中、高剂量组及东宝肝泰

片组与模型对照组相比, 无统计学差异(表1). 
 2.3 PCAL对脂肪肝大鼠血浆TP、ALB、GLO、

A/G的影响 模型对照组大鼠血浆TP, ALB值与空

白对照组相有显著差异(P <0.01); 与模型对照组

相比, 华夏小葱制剂高剂量组有升高白蛋白的

作用(P <0.05, 表2). 
2.4 HE结果 空白对照组肝小叶结构完整, 肝细

胞未见明显变性(图1A); 模型对照组肝脏小叶

结构消失, 中度至中度脂肪变, 肝细胞变大, 肿
胀, 大小不均, 病变以中央静脉周围最为明显(图
1B); 华夏小葱低、中、高剂量组及东宝肝泰片

组肝脏病变有不同程度的改善, 轻度至重度脂

肪变为主, 肝细胞形态大致正常, 大小较一致, 
肝内脂肪滴减少, 炎性细胞浸润轻(图1C-F).
2.5 电镜结果 空白对照组肝小叶结构完整, 肝细

胞未见明显变性(图2A); 模型对照组出现严重

的脂肪变性, 脂滴大小不一, 有肝纤维化现象(图
2B); 华夏小葱低、中、高剂量组及东宝肝泰片

组脂滴有不同程度的减轻, 肝纤维化现象有减

轻现象(图2C-F). 

3  讨论

脂肪肝在中医学中无相应病名, 依临床表现可

将其归于“痰浊”、“湿阻”、“胀满”、

“积症”、“胁痛”等范畴. 多数医家认为脂

肪肝是由于过食肥甘厚味或情志失调或久病体

虚引起肝失疏泄、脾失健运、肾精亏损、湿

邪、痰浊、瘀血等病理因素淤积于肝所致[17-18]. 

■创新盘点
本实验首次证明
采用现代加工方
法由鲜葱白精制
而成的华夏小葱
制剂对高脂、酒
精及sc小剂量四
氯化碳引起的脂
肪肝具有防治作
用, 并结合了祖国
中医理论的宝贵
经验, 充分体现了
中草药在防治脂
肪肝上的优势.

表  1  PCAL对脂肪肝大鼠血浆TC、TG、HDL-C、LDL-C、ALT和AST的影响(mean±SD, n  = 10)

     
分组	                   TC(mmol/L)          TG(mmol/L)       HDL-C(mmol/L)      LDL-C(mmol/L)        ALT(U/L)                AST(U/L)

空白对照组	 1.39±0.31        0.48±0.08	     1.03±0.26	 0.30±0.09       18.40±5.32    117.60±8.38

模型对照组	 2.03±0.38b       1.18±1.34b	     0.92±0.17b	 0.42±0.10b          28.67±6.98a   136.83±16.94a

PCAL低剂量组	 1.67±0.31c       0.65±0.23c 	     1.27±0.26c	 0.33±0.11c          34.10±7.62    126.07±42.65

PCAL中剂量组	 1.65±0.17c       0.60±0.29c	     1.22±0.12c	 0.31±0.09c          24.27±8.10    117.64±37.38

PCAL高剂量组	 1.69±0.29c       0.55±0.17d	     1.28±0.22c	 0.32±0.13c          25.13±7.21    121.94±43.43

东宝肝泰片组	 1.52±0.31d       0.61±0.27c	     1.12±0.19c	 0.32±0.11c          28.33±8.96    141.89±74.23

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型对照组.
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中医学认为, 辛包含芳香辟秽, 芳香化湿, 芳香

开窍等作用, 有发散、行气、行血之功效. 因此

我们选用具有性味辛温, 通阳利尿作用的华夏

小葱制剂为研究对象, 旨在阳气一通、津液得

化、瘀血得除, 进而找到一种有效的抗脂肪肝

新药. 
我们采用高脂饮食及酒精水喂养, 并结合

每周1次行后肢sc小剂量四氯化碳色拉油溶液

的方法成功建立大鼠脂肪肝模型, 符合脂肪肝

发病的一般规律. 从大鼠肝组织形态学方面进

行观察, 结果表明: 模型对照组大鼠肝组织和

空白对照组相比有炎性细胞浸润, 脂肪变性严

重, 说明造模成功; 华夏小葱制剂低、中、高剂

量组及东宝肝泰片组和模型对照组相比有不同

程度的减轻炎性细胞浸润及减少脂滴现象, 由
此可推测华夏小葱制剂对脂肪肝大鼠具有良

■应用要点
本研究证实华夏
小葱制剂可通过
降低T C、T G和
LDL-C ,  并升高
HDL-C和ALB的
含量来保护肝脏. 
由于已获国家专
利具有较好的临
床应用前景. 

图  1  HE染色结果
(×100). A: 空白组: 
正常肝组织; B: 模

型组: 变性严重; C: 

低剂量组: 少许脂

滴; D: 中剂量组: 脂

变程度减轻; E: 高

剂量组: 脂变程度

减轻; F: 阳性药物

组: 少许空泡, 脂肪

变性.

A B

C D

E F

表  2  PCAL对脂肪肝大鼠血浆TP、ALB、GLO、A/G的影响(mean±SD, n  = 10) 

     
分组		        TP(g/L)	                       ALB(g/L)	    GLO(g/L)	                         A/G

空白对照组	 62.56±4.11	 37.32±3.00	 27.24±2.71	 1.31±0.16

模型对照组	 58.33±1.52b	 34.55±0.99b	 24.78±1.16	 1.40±0.78

PCAL低剂量组	 62.24±6.04	 35.73±1.48	 26.08±1.79	 1.40±0.12

PCAL中剂量组	 61.76±4.20	 36.30±1.97	 25.86±1.15	 1.43±0.10

PCAL高剂量组	 63.22±4.09	 36.36±1.33c	 27.86±2.79	 1.37±0.11

东宝肝泰片组	 61.91±5.01	 35.53±1.92	 25.98±1.46	 1.42±0.07

bP<0.01 vs  空白对照组; cP<0.05 vs  模型对照组.
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好的防治作用, 进而我们进行了脂质代谢的检

测, 因为机体脂类代谢失调是诱发脂肪肝的重

要因素. 肝脏作为能量代谢的中枢器官, 在脂类

代谢中起着十分重要的作用. 肝细胞内的脂质

总是处于动态平衡状态. 肝脏脂质代谢稳态的

变化是构成各种形式脂肪肝的基础, 而肝脏脂

质代谢又是受许多相关蛋白的调控和影响. 脂
类代谢分为内源性和外源性两种途径, TC、TG
的测定可直接反应血浆中脂质的水平, LDL-C
是转运肝脏合成的内源性胆固醇的重要形式; 
HDL-C一方面使内源性TC进入LDL-C, 另一方

面HDL-C在TG代谢中起着不可替代的作用. 有
研究表明, 脂肪肝患者LDL明显升高, HDL明显

下降, 因此, TC, TG, HDL-C, LDL-C的测定可作

为脂肪肝的有效检测指标. 模型对照组大鼠血

浆TC, TG, LDL-C与空白对照组相比均显著升

高(P <0.01), HDL-C值和空白对照组相比均显著

降低(P <0.01); 华夏小葱低、中、高剂量组及东

宝肝泰片组和模型对照组相比TC, TG, LDL-C
值均显著降低(P <0.05或P <0.01), HDL-C和模型

对照组相比显著升高(P <0.05), 表明造模后脂肪

肝大鼠体内脂质蓄积过多, 防治给药后, 华夏小

葱制剂能显著降低大鼠体内血浆脂质水平.    
肝脏是人体含酶最丰富的器官, 酶蛋白含

量约占肝总蛋白含量的2/3. 有些酶具有一定的

组织特异性, 根据酶活性的测定可用于诊断肝

胆疾病, 如存于肝细胞内的ALT和AST. ALT和
AST是非特异性细胞内功能酶, 正常时血清内

含量很低, 当肝脏细胞受损伤时, 肝细胞膜的通

透性亢进时, 其活性迅速增加. ALT主要存在于

肝细胞浆中, 只要有1%的肝细胞坏死, 即可使血

清中的ALT增加1倍, 所以是最敏感的肝功能检

测指标之一. AST在肝脏中含量较高, 他有两种

同工酶: ASTs和ASTm. ASTs定位于肝细胞浆中, 
ASTm定位于肝细胞的线粒体中. 当大量肝细胞

坏死时, 线粒体中的ASTm也释放出来, 血中AST
明显升高, 他也可作为肝功能指标之一.  ALT, 
AST增高情况可反映出肝脏组织损害和坏死程

度[19-20]. 在本实验测定中, 模型对照组大鼠血浆

ALT(GPT)、AST(GOT)和空白对照组相比均显

著升高(P <0.01), 华夏小葱低、中、高剂量组及

东宝肝泰片组值与模型对照组相比, 无统计学

差异, 说明华夏小葱制剂对肝脏无损伤作用. 对
脂肪肝大鼠蛋白质代谢功能的检测是因为肝细

胞的有无损伤及其损伤程度可以通过血浆蛋白

含量检测而获知. 肝脏参与了蛋白质的合成代

谢与分解代谢肝脏, 可合成除γ球蛋白外的大部

分血浆蛋白如清蛋白、脂蛋白及各种转运蛋白, 
当肝细胞受损时, 这些血浆蛋白质合成减少, 表
现为多种临床疾病, 如低清蛋白血症. 经全自动

■同行评价
本文探讨了华夏
小葱制剂对脂肪
大鼠脂质代谢和
组织形态学的影
响, 结果表明华夏
小葱制剂在动物
模型可防治脂肪
肝, 研究方法有一
定特色, 实验对照
设计合理可靠, 统
计学处理方法恰
当 ,  结果较明确 , 
实验论据充足, 有
一定的参考价值.

图  2  电镜结果. A: 空白对照组(×10 000倍); B1: 模型组: 纤维(×10 000倍); B2: 模型组: 脂滴(×4000倍); B3: 模型组: 大小
不一的脂滴特多, 脂肪肝非常严重(×4000倍); C: 低剂量组: 基本恢复正常(×4000倍); D: 中剂量组: 基本恢复正常(×4000

倍); E: 高剂量组: 肝细胞与肝细胞之间间质少量纤维, 但界限模糊(×10 000倍); F: 阳性对照组: 带少许脂滴(×4000倍).

A B1 B2 B3

C D E F
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生化分析仪检测分析, 可得知: 模型对照组大鼠

肝脏组织TP、ALB值与空白对照组相比显著降

低(P <0.01), 华夏小葱制剂高剂量组与模型对照

组相比清蛋白值显著升高(P <0.05), 说明造模后

肝细胞损害影响总蛋白与清蛋白合成, 防治给

药华夏小葱制剂高剂量组清蛋白含量上升, 推
测华夏小葱制剂可能有免疫调节的作用. 

华夏小葱制剂是我院用鲜葱白提取物精制

而成的中药口服液, 已申请了国家专利. 本实验

探讨了华夏小葱制剂对脂肪肝大鼠脂质代谢和

组织形态学的影响实验研究, 不论是病理学表

现, 还是生化检验结果, 都较模型对照组有显著

改善, 表明华夏小葱制剂在防治脂肪肝的同时

还具有降低血脂的作用, 尤为值得一提的是, 与
华夏小葱制剂对肝脏无毒性, 可能具有免疫调

节的作用, 这为华夏小葱制剂的进一步开发提

供了新的思路.
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Abstract
AIM: To investigate the distribution and 
significance of kupffer cells (KCs) and hepatic 
stellate cells (HSCs) during spontaneous 
reversible carbon tetrachloride (CCl4)-induced 
liver fibrosis in rats. 

METHODS: Rat liver fibrosis was induced by 
peritoneal injection of CCl4 (500 mL/L) for 8 
weeks. Serum activity of alanine transaminase 
(ALT) and aspartate transaminase (AST),  to-
tal protein (TP) content, ratio of liver/body 
weight, and area density of collagenous fiber 
were examined 8 and 12 weeks after injection. 
Meanwhile, the pathological changes in the liver 
were observed by light microscopy after Hema-
toxylin and eosin (HE) staining. The expression 
of ED1 and α-smooth muscle actin (α-SMA) was 
detected by immunohistochemical streptavdin-
peroxidase-biotin (SP) method.

RESULTS: Compared with the control group, 

the levels of ALT (2568.18 ± 630.46 nkat/L 
vs 472.26 ± 167.37 nkat/L, P < 0.05) and AST 
(5845.84 ± 1353.27 nkat/L vs 1698.51 ± 663.30 
nkat/L, P < 0.01), ratio of liver/body weight 
(3.900 ± 0.850 vs 2.560 ± 0.240, P < 0.001), and 
area of collagenous fiber (5.867 ± 1.127 vs 0.518 ± 
0.2995, P < 0.001) were significantly increased 8 
wk after injection of CCl4. Diffuse cirrhosis was 
observed in most rats, and ED1- and α-SMA-
positive cells were prominently aggregated in 
the fibrotic tissue and septa. Compared with that 
at 8 wk, ALT (1020.70 ± 306.73 nkat/L vs 376.74 
± 304.06 nkat/L, P < 0.05) level was still higher 
12 wk after injection, but the area of collag-
enous fiber had decreased, fibrous septa became 
thinner, discontinuous and understained, the 
number of ED1-positive cells was reduced, and 
α-SMA-positive cells had disappeared. 

CONCLUSION: CCl4 induced obvious liver 
dysfunction and diffuse cirrhosis in rats, and 
KCs are closely associated with the activation of 
HSCs. Rat liver fibrosis is reversible 4 wk after 
stopping CCl4 injection. 

Key Words: Carbon tetrachloride; Kupffer cells; 
Liver fibrosis; Reversible
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carbon-tetrachloride-induced liver fibrosis in rats. Shijie 
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摘要
目的: 探讨四氯化碳(CCl4)诱发大鼠肝纤维化
自发逆转过程中肝库普弗细胞与星状细胞的

分布和意义. 

方法: 500 mL/L CCl4腹腔注射8 wk诱发大鼠
肝纤维化模型, 实验第8, 12周末检测血清生
化指标, 观察肝组织的病理变化, 采用免疫组
化SP法观察单核巨噬细胞抗原(ED1), α-平滑
肌动蛋白(α-SMA)阳性表达的肝库普弗细胞
(kupffer cell, KC)和肝星状细胞(hepatic stellate 
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■背景资料
肝纤维化形成的
中心环节是肝细
胞损伤或坏死后
激活KC, KC活化
后分泌多种细胞
因子再激活HSC, 
HSC转化为成纤
维样细胞或肌纤
维细胞 ,  活化的
HSC是生成ECM
的主要细胞. 目前
认为肝纤维化可
发生逆转, 自发逆
转现象在肝纤维
化模型动物中具
有较大的普遍性, 
其中CCl4诱发大
鼠肝纤维化的自
发逆转的研究较
多, 但其自发逆转
的机制尚不清楚, 
因此进一步深入
研究肝纤维化的
自发逆转对防治
肝纤维化有重要
意义.



cells, HSC)的分布. 

结果: 第8周末模型组大鼠与对照组比较, 血
清ALT和AST活性(568.18±630.46 nkat/L vs  
472.26±167.37 nkat/L, P <0.05; 5845.84±
1353.27 nkat/L vs  1698.51±663.30 nkat/L, 
P <0.01), 肝/体质比(3.90±0.85 vs  2.56±0.24, 
P <0.001)及胶原纤维面密度(5.87±1.13 vs 
0.52±0.30, P <0.001) 明显增高; 大量ED1和
α-SMA阳性的KC和HSC主要分布在汇管区
增生的纤维组织及纤维间隔内. 第12周末模
型组与第8周比较大鼠血清ALT活性(1020.70
±306.73 nkat/L vs  376.74±304.06 nkat/L, 
P <0.05)仍较高外, 胶原纤维面密度减少, 汇管
区增生的纤维组织及纤维间隔内ED1阳性的
KC减少, α-SMA阳性的HSC消失. 

结论: 腹腔注射CCl4 8 wk后大鼠肝功能明显
损伤,形成肝硬化, KCs激活和HSCs活化相关, 
停止注射CCl4 4 wk后大鼠肝纤维化发生自发
逆转.

关键词: 四氯化碳; 库普弗细胞; 肝纤维化; 可逆性
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0  引言

长期以来人们对肝纤维化、肝硬化能否发生逆

转存在着争议, 著名的肝病学家Rogking对肝纤

维化、肝硬化进行了深入的研究后提出了典型

发展的肝纤维化、肝硬化可以逆转的结论[1]. 近
年来随着肝纤维化研究的不断深入, 对其可逆

性的认识也进一步提高, 肝纤维化可逆性的临

床和动物实验研究日益增多. 本实验利用四氯

化碳(CCl4)制备肝纤维化的动物模型, 观察其

在自发逆转过程中ED-1和α-SMA的表达, 探讨

CCl4诱发大鼠肝纤维化的可逆性.

1  材料和方法

1.1 材料 SD♂大鼠(清洁级), 体质量160-180 g, 
由延边大学医学院动物科提供; CCl4、直接红

(direct red 80)购自Sigma公司(Aldrich Chemical 
Co, USA); 血清ALT, AST及TP(总蛋白)检测试剂

购自Eiken Chemical公司(Tokyo, Japan); 免疫组

化ED1 mAb购自Serotec公司(Oxford, England), 
α-SMA mAb购自Dako公司(Glostrup, Denmak).
1.2 方法 
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1.2.1 动物模型制作 实验1: 将16只动物随机分

为2组, 正常组(n  = 6): 橄榄油1 mL/kg, 2次/wk, ip
共8 wk; 模型组(n  = 10): 500 mL/L CCl4(橄榄油

稀释)1 mL/kg, 2次/wk, ip共8 wk, 第8周末用乙醚

麻醉大鼠, 心脏采血离心处理, 处死动物后立即

取肝脏. 实验2: 正常组(n  = 6): 橄榄油ip同实验1. 
模型组(n  = 10): 500 mL/L CCl4 ip同实验1, 第9周
开始停止注射橄榄油和CCl4, 第12周末用乙醚麻

醉大鼠, 心脏采血离心处理, 处死动物后立即取

肝脏.
1.2.2 血清生化检测 血清AST和ALT测定采用

Reiman-Frankel氏方法, TP采用Biuret法, 严格按

Kit说明书进行操作, 利用分光光度计(Ultraspec 
4050, LKB, Switzerland)在490 nm测定光密度, 
对照标准曲线得出结果. 
1.2.3 病理学检查 大鼠肝/体质比: 处死前测量动

物的体质量, 采血后立即取肝脏称质量, 计算肝

/体质量百分比. 病理学观察: 称质量后于肝左叶

相同部位取2块组织, 经40 g/L中性甲醛固定, 常
规石蜡包埋, 切片作HE染色观察肝组织病理变

化, 直接红染色(1 g/L直接红picric acid饱和液)观
察纤维组织的增生程度. 胶原纤维的定量分析: 
直接红染色后的切片, 利用CMIAS真彩色病理

图象分析系统(北京航空航天大学)进行胶原纤

维的定量分析. 观察条件: 物镜4倍, 每张切片随

机选2个视野, 图象采集、分割处理, 参数统计

分析, 得出目标总面积/统计场总面积之比值. 免
疫组织化学染色: 切片厚4-5 μm, 常规脱蜡至水, 
采用SP法进行免疫组织化学染色, ED1工作浓度

为1∶100, α-SMA工作浓度为1∶50.
统计学处理 数据均用mean±SD表示, 两样

本均数的比较用t检验.

2  结果

实验过程实验1模型组大鼠死亡3只, 实验2模型

组死亡2只.
2.1 大鼠肝/体质量比、胶原纤维面密度和血
清生化指标的检测结果 实验1模型组因大鼠肝

细胞弥漫性脂肪变性, 肝脏体积增大, 与正常

组比较肝/体质量比和胶原纤维面密度明显增

高(P <0.001), 血清ALT和AST明显升高(P <0.05, 
P <0.01), TP含量下降, 但无统计学意义. 实验2模
型组大鼠肝细胞脂肪变性消失, 肝/体质量比与

正常组相似, 胶原纤维面密度虽然增高(P <0.05), 
但与实验1中毒组比较明显下降, 血清生化指标

除ALT(P <0.05)仍较高外, 其他指标与正常组相
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■相关报道
一般认为早期肝
硬化可能逆转, 而
晚期肝硬化逆转
的可能性不大, 目
前认为自发逆转
现象在肝纤维化
模型中具有较大
的普遍性.
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似(表1). 
2.2 肝组织的病理学变化 正常组肝小叶结构正

常, 肝细胞无变性、坏死, 无纤维组织增生(图
1-A1). 实验1模型组肝小叶结构破坏, 肝细胞明

显肿胀, 胞质内可见弥漫性、大小不等的脂肪

空泡, 可见点状、灶状坏死, 伴大量炎症细胞浸

润; 汇管区大量纤维组织增生, 粗大的纤维间隔

伸入肝组织内, 形成弥漫性、大小不等的假小

叶(图1-B1). 实验2模型组肝小叶结构紊乱, 肝细

胞脂肪变性消失, 偶见点状坏死, 炎症细胞明显

减少; 汇管区纤维组织减少, 纤维间隔变细、不

连续, 染色变淡, 与实验1模型组比较肝纤维化

明显减轻(图1-C1). 
2.3 免疫组化染色结果 正常组α-SMA在汇管区

的各种血管壁上阳性表达, 肝小叶中央静脉壁

有少量阳性表达, 肝实质内无阳性表达(图1-A2).

表  1  实验大鼠各项指标的检测结果

     
分组                              n           肝/体质量比(%)      面密度(%)              ALT(nkat/L)                   AST(nkat/L)                      TP(g/L)

实验1     正常组        6            2.56±0.24       0.52±0.30 　   472.26±167.37        1698.51±663.30           7.53±0.56

              模型组      10(3)        3.90±0.85b      5.87±1.13b     2568.18±630.46a       5845.84±1353.27b         6.49±0.51

实验2    正常组         6            2.58±0.21       0.65±0.34        376.74±304.06        2842.74±1205.07         7.21±1.19

             模型组       10(2)        2.68±0.66       3.58±0.69c     1020.70±306.73c       2890.24±434.25           6.34±0.42

aP<0.05, bP<0.01 vs  实验1正常组; cP<0.05 vs  实验2正常组.

A1 B1 C1

A3 C3B3

图  1  肝组织染色结果(×100). A: 正常组; B: 实验1模型组; C: 实验2模型组. 1: 直接红染色; 2: α-SMA免疫组化染色; 3: EDI
免疫化染色.  

B2A2 C2

■创新盘点
利 用 E D - 1 和
α-SMA抗体观察
CCl4诱发大鼠肝
纤维化自发逆转
过程中KC和HSC
表达和分布的研
究尚少. 本组结果
表明ip CCl4 8 wk
后模型组大鼠形
成弥漫性肝硬化, 
KC s与激活和活
化HSCs密切相关. 
停止C C l 4注射 4 
wk后模型组大鼠
肝硬化自发逆转, 
ED阳性细胞数量
明显减少, α-SMA
阳性细胞消失.
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实验1模型组α-SMA阳性表达的HSCs主要分布

在汇管区增生的纤维组织及纤维间隔的边缘(图
1-B2), 实验2模型组汇管区增生的纤维组织及纤

维间隔内α-SMA阳性的HSC消失(图1-C2). 正常

组ED1阳性表达的KC在汇管区、肝小叶中央静

脉周围和肝实质内散在分布(图1-A3), 实验1模
型组ED1阳性的KC细胞在汇管区增生的纤维组

织及间隔内大量分布(图1-B3), 肝实质内较多散

在分布, 实验2模型组ED1阳性的KC数量明显减

少(图1-C3), 肝实质内少量散在分布.

3  讨论

肝纤维化及其终末期疾病肝硬化是主要的世界

健康问题, 迄今为止晚期肝硬化治疗的唯一有

效方法是肝脏移植[2]. 在过去的几十年围绕着肝

纤维化、肝硬化能否发生逆转一直有争议. 近
年来随着分子生物学技术的发展, 国内外对肝

纤维化的发生机制进行了广泛、深入的研究, 
逐步改变了肝纤维化不可逆转的观点, 提出了

肝纤维化可逆转和从肝硬化恢复也是可能的结

论[3]. CCl4是诱导大鼠肝纤维化模型的最经典和

广泛应用的肝毒性物质, 该模型在肝纤维发生

相关的组织学、生物化学、细胞和分子改变等

方面具有最好的特性[4-5], CCl4 ip造模结果优于sc
造模[6], sc造模结果优于人血白蛋白造模结果[7], 
该模型在形态学及病理生理学的某些方面与人

的慢性肝病肝纤维化进展为肝硬化相似.
一般认为早期肝硬化可能逆转, 而晚期肝

硬化逆转的可能性不大[8]. 目前认为自发逆转现

象在肝纤维化模型动物中具有较大的普遍性. 
Iredale et al [9]报道, 经ip CCl4(2次/wk) 4 wk可诱

发大鼠肝纤维化, 停止毒剂注射后d 0, 3, 7, 28
测定肝组织羟脯氨酸含量, 同时作肝组织学检

查, 可见纤维间隔逐渐变细、不连续, d 28时几

乎完全消退. 本实验在停止CCl4注射d 28后肝纤

维化虽自发逆转, 但尚未完全消退, 主要是与造

模时间长(8 wk), 肝纤维化程度重有关. 肝纤维

化形成的中心通路是肝细胞损伤或坏死的刺激

激活KC, KC活化后分泌多种细胞因子再激活

HSC, HSC转化为成纤维样细胞或肌纤维细胞

活化的HSC是ECM生成的主要细胞, 他可表达

α-SMA和Desmin. Noyan et al [10]认为免疫组织化

学α-SMA结果比Desmin提供更好的资料, 目前

α-SMA抗体广泛用于肝纤维化的病理学研究中. 
研究表明在肝脏受损伤而发生肝纤维化的过程

中HSC的分裂和凋亡都增加, 在肝纤维化的进展

过程中HSC的增生占优势, 而在恢复过程中其凋

亡占优势. 最近的研究证实, 细胞外基质的降解

导致了HSC的凋亡, 而不是HSC的凋亡引起细胞

外基质的降解. 
本组结果表明ip CCl4第8周末模型组大鼠肝

功能明显受损伤, 血清ALT, AST活性明显升高, 
肝/体质量比、胶原纤维面密度明显增加, 汇管

区大量纤维组织增生, 较粗的纤维间隔伸入肝

组织内, 形成大小不等的假小叶, 大部分动物形

成弥漫性肝硬化. 免疫组化结果表明模型组大

量KC及HSC主要分布在汇管区增生的纤维组织

及纤维间隔内, 表明KC与活化HSC密切相关. 停
止CCl4攻击4 wk后模型组大鼠肝功能除了血清

ALT活性仍较高外其他生化指标和肝/体质比与

正常组相似, 胶原纤维面密度较实验1模型组明

显下降, 汇管区纤维组织减少, 纤维间隔变细、

不连续、染色淡, 表明停止CCl4攻击4 wk后大鼠

肝纤维化自发逆转. ED1 mAb可识别全部单核

巨噬细胞系统的细胞, ED1阳性细胞包括几乎全

部的肝KC, KC主要位于门脉血管和中央静脉周

围. 实验研究已证实CCl4和猪血清诱发的大鼠

肝纤维化中ED1阳性细胞显著增加, 主要位于增

生的纤维间隔部位[11-13]. 本实验免疫组化结果表

明, 第8周末模型组大量ED1和α-SMA阳性细胞

主要在汇管区增生的纤维组织及纤维间隔内分

布, 两种阳性细胞分布部位相同, 表明KC与HSC
活化密切相关. 停止CCl4攻击4 wk后模型组增生

的纤维组织及纤维间隔内ED阳性细胞数量明显

减少, α-SMA阳性细胞消失, 表明消除诱发毒性

物质CCl4后, 经过4 wk后已形成的大鼠肝纤维化

发生自发逆转. 活化的α-SMA阳性HSC主要通过

凋亡机制, 使其数量减少和消失是肝纤维化自发

逆转的主要机制之一[14]. 肝纤维化的程度取决于

HSC增生和活化, 因此抑制HSC活化是阻断肝纤

维化的一种主要的途径[15]. 近年的研究表明停止

注射CCl4后第7天TGF-β1水平明显下降, 其下降

与逆转中HSC通过Fas依赖途径发生凋亡有关[16], 
最近的研究表明Verapamil通过减少TGF-β1表达, 
阻断HSC活化而延缓肝纤维化的形成[17].  
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Abstract
AIM: To explore the therapeutic effects of high-
frequency electric coagulation under endoscope 
in patients with hypertrophic gastric folds 
(HGFs) in sinus ventriculi. 

METHODS: HGFs were cauterized by electric 
coagulation hemostat or biopsy forceps. 

RESULTS: In 162 patients treated one to three 
times with high-frequency electric coagulation, 
139 (85.80%) showed clinical cure, 14 (8.64%) 
improvement, and 9 (5.48%) lack of efficacy; 
119 (73.46%) showed HGF elimination, 23 
(14.20%) HGF reduction, and 20 (12.35%) no 
improvement; 109 (67.28%) showed improve-
ment of inflammation and 53 (32.72%) no im-
provement; 57 (35.63%) showed disappearance 
of heterophil granulocytes, 52 (32.10%) were 
ranked as first stage, 32 (19.75%) second stage, 
and 21 (12.96%) third stage. 

CONCLUSION: HGFs may completely disap-
pear, and clinical symptoms and inflammation 
can be significantly improved by high-frequency 
electric coagulation under endoscopy.  

Key Words: Hypertrophic gastric folds; Gastros-
copy; High frequency electric coagulation; Chronic 
reactive gastritis

Cheng XL, Wang BX, Ren QH, Hao B, Song XY, Fu AG, 
Yang Y. High frequency electric coagulation under 
endoscope for 162 cases of hypertrophic gastric folds 
in sinus ventriculi. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(22): 2458-2460

摘要
目的: 探讨内镜下高频电凝治疗胃窦部粗大
皱襞的疗效. 

方法: 用电凝止血器或热活检钳, 烧灼皱襞. 

结果: 患者经内镜下1-3次高频电凝治疗, 临
床表现治愈139例(85.80%), 好转14例(8.64%),
无效9例(5.48%). 内镜下复查粗大皱襞消失
119例(73.46%), 好转23例(14.20%), 无效20例
(12.35%); 内镜下炎症改善情况, 治愈0例; 好
转109例(67.28%), 无效53例(32.72%); 慢性
活动性胃炎中性粒细胞消失57例(35.63%), 1
级52例(32.10%), 2级32例(19.75%), 3级21例
(12.96%). 

结论: 通过对胃窦部粗大皱襞的内镜下治疗, 
可以使粗大皱襞完全消失, 临床症状改善, 炎
症明显改善.

关键词: 粗大皱襞; 胃镜; 高频电凝; 慢性活动性胃炎
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0  引言

在胃镜检查中我们经常观察到胃窦部或幽门前

区出现一些纵行的粗大皱襞, 并对其进行了组

织学、内镜及临床的追踪观察, 经常规的药物治

疗, 临床症状、皱襞的形态, 组织学等均无明显

改善, 但在胃镜下用高频电凝灼除粗大皱襞162
例, 却取得了较好的临床治疗效果, 现报告如下.

®

■背景资料
目前发现在进行
胃镜检查时, 经常
会发现胃窦部小
弯侧存在一或数
条纵行皱襞, 并发
现这些患者较普
遍存在进食后较
长时间的上腹饱
胀和 /或隐痛 ,  经
病理证实是一种
与炎症有关的病
变, 是慢性胃炎反
复发作后形成的, 
药物治疗难以奏
效. 所以本文尝试
用内镜下高频电
凝治疗这些病变.

■相关报道
关于胃部的粗大
皱襞, 国内报道较
少, 能在检索系统
查到的关于胃粗
大皱襞诊断或病
因分析的文献不
过数篇. 关于胃窦
部粗大皱襞治疗
的文献国内几乎
没有.
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1  材料和方法

1.1 材料 纳入治疗的患者临床症状: 进食后上腹

饱胀及上腹隐痛, 或伴有反酸、烧心、嗳气. 胃
镜检查: 胃窦幽门前区的粗大皱襞, 纵行条状、

弧形、类圆形, 其中122例(75.31%)为1条, 16例
(9.88%)为2条, 15例(9.26%)为3条, 9例(5.56%)4
条, 均通向幽门. 皱襞松弛脱入十二指肠球部

151例(93.21%), 不同程度堵塞幽门口, 导致幽门

狭窄. 炎症: 所有患者均有不同程度的胃炎, 病
理检查提示不同程度浅表性胃炎或不典型增

生, 其中64例(39.51%)皱襞表面黏膜糜烂、充

血, 10例(6.17%)伴十二指肠球部溃疡, 粗大皱襞

表面伴糜烂者不典型增生40例(24.69%), 53例
(32.72%)伴肠上皮化生, 24例(14.81%)病理结果

为腺体数量减少. 13C尿素呼气试验检测126例, 
107例阳性, 阳性率为84.92%. 
1.2 方法 
1.2.1 术前准备 胃镜检查胃窦部发现有粗大皱

襞者. 术前了解患者全身各脏器功能, 尤其是凝

血功能, 如有凝血功能障碍, 应纠正后施术.术前

10 min im山莨菪碱10 mg, 其他按胃镜检查常规

操作进行.
1.2.2 内镜下治疗 治疗前多条皱襞通向幽门并

堵塞(图1A, C)用电凝止血器或热活检钳, 先行

烧灼脱入幽门和十二指肠球部的皱襞, 治疗后

堵塞的幽门即可显示通畅(图1B, D). 胃窦部较

短的粗大皱襞, 给予连续烧灼. 较长的粗大皱襞

或多条皱襞, 给予间断烧灼, 以免创面过大过多. 
4 wk后复查胃镜时, 再把剩余部分进行烧灼. 胃
或十二指肠溃疡患者先行治疗, 待溃疡愈合后

再行治疗粗大皱襞. 所有患者4 wk后复查胃镜, 
粗大皱襞完全消失者, 治疗结束, 未完全消失者, 
补充治疗, 将残余粗大皱襞再次进行烧灼治疗, 
直至粗大皱襞完全消失.
1.2.3 术后处理 术后口服奥美拉唑20 mg 1/d共1 
wk. 出现明显上腹痛者, 可予静脉点滴奥美拉唑 
40 mg 1次/d. 云南白药1 g , 3次/d, po  5 d. 
1.2.4 观察指标 临床表现分为治愈: 临床症状完

全消失; 好转: 临床症状好转或大部分消失; 无
效: 临床症状无改变或加重. 内镜表现分为治愈: 
复查胃镜粗大皱襞完全消失; 好转: 粗大皱襞大

部分消失; 无效: 粗大皱襞无改善或加重. 内镜

下炎症改善情况分为治愈: 炎症完全消失; 好转: 
炎症较前减轻; 无效: 炎症无改善或加重.参照慢

性胃炎研讨会共识意见[1], 以慢性胃炎活动性炎

症分级, 0级: 未见中性粒细胞浸润; 1级: 少量散

在中性粒细胞浸润; 2级: 弥漫性中性粒细胞浸

润; 3级: 大量或成堆中性粒细胞浸润. 

2  结果

2.1 临床表现 经过内镜下1-3次高频电凝治疗, 
按临床表现分级, 治愈:139例(85.80%), 好转: 14
例(8.64%), 无效: 临床症状无改变或加重9例, 占
5.4%. 
2.2 内镜下表现 粗大皱襞治愈119例(73.46%), 

■创新盘点
胃窦部粗大皱襞
的发病率较高, 药
物治疗无明显改
善, 本文所进行的
内镜下对粗大皱
襞的治疗, 效果显
著 ,  操作方法简
便. 解决了这类患
者药物治疗效果
差, 反复发作并顽
固不愈的难题.

■应用要点
本文进行胃窦部
粗大皱襞的研究, 
是为了进一探讨
其病因、病理变
化和更好的治疗
方法以期改变胃
窦粗大皱襞的病
程, 解除患者的病
痛.

图  1  A: 多条粗大皱襞通向幽门, 并堵塞幽门; B: 高频电凝
治疗后粗大皱襞; C: 多条粗大皱襞堵塞幽门; D: 治疗后幽门
口显现通畅.  

A

B

C

D
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好转23例(14.20%), 无效20例(12.35%). 内镜下

炎症改善情况, 治愈0例; 好转109(67.28%)例, 无
效53例(32.72%). 
2.3 病理诊断慢性活动性胃炎改善情况 以慢

性活动性炎症分级, 0级57例, 占35.63%; 1级52
例, 占32.10%; 2级32例, 占19.75%; 3级21例, 占
12.96%. 

3  讨论

在胃镜检查过程中经常可以观察到胃窦部所

发现的粗大皱襞, 大多经幽门脱入十二指肠球

部, 造成幽门的部分堵塞, 当胃蠕动时食物通过

困难. 患者多伴有消化不良症状, 如上腹饱胀不

适、食欲不振、上腹隐痛等, 大部分患者以上

腹饱胀为主, 药物治疗无改善. 内镜下对粗大皱

襞活检病理均为浅表性胃炎, 其病理基础可能

由于局部炎症, 血管通透性增加, 炎症细胞及红

细胞渗出, 另外, 由于炎症反复发作, 使大量胶

原纤维增生和细胞增生, 局部组织隆起形成了

粗大皱襞, 或纤维收缩使黏膜呈条索状变形, 经
长期观察, 皱襞形成后将长期存在, 难以消失. 
随着炎症反复发作, 不断增生、肠上皮化生, 皱
襞将会增大增粗, 腺瘤样变或恶变. 

■同行评价
本文介绍了内镜
下高频电凝治疗
胃粗大皱襞的疗
效. 内容新颖, 层
次清楚, 有一定的
临床和应用价值. 

基于这种粗大皱襞的长期存在, 药物治疗效

果不满意, 粗大皱襞不消失, 临床症状不改善.我
们尝试用高频电凝治疗这些粗大皱襞, 取得了

较好的治疗效果. 通过病理检查, 我们发现这些

粗大皱襞的病理基础为慢性炎症, 而以往临床

治疗的部分慢性胃炎效果也很差, 可能与这些

慢性胃炎存在类似粗大皱襞这些改变情况未引

起足够的重视, 致使慢性胃炎治疗问题一直没

有得到解决. 据报道[2], 高频电凝治疗可使组织

发热, 蛋白质凝固变性, 气化, 使黏膜组织收缩

变小, 局部组织重新修复变平, 固定黏膜组织不

再松弛脱入幽门或十二指肠球部, 消除了粗大

皱襞对幽门的堵塞. 加之辅助治疗, 使胃窦部的

炎症状况得以改善. 同时也改善这些患者的消

化不良症状. 通过对胃窦部粗大皱襞的内镜下

治疗, 可以使粗大皱襞完全消失, 临床症状改善, 
炎症明显改善. 避免了病变进一步发展以致于

癌变, 取得了较好的疗效, 不失为一种治疗慢性

胃炎及粗大皱襞的有效方法.
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Abstract
AIM: To explore the clinical characteristics of 
unusual acute intestinal obstructions, and to 
improve early diagnosis and treatment in such 
cases.

METHODS: Patients with unusual acute intesti-
nal obstructions were divided into three groups: 
children (n = 31), adolescents or adults (n = 13), 
and elderly (n = 29). The incidence and condi-
tions, acute physiology and chronic health eval-
uation (APACHE) score, operative rate, mortal-
ity, and cure rates of patients with unusual acute 
intestinal obstructions were analyzed retrospec-
tively using SPSS12.0 statistical software.

RESULTS: There were 122 (94 male, 28 female) 
unusual cases among 338 patients with acute 
intestinal obstruction. Among the 31 children, 
62 adolescents or adults, and 29 elderly patients, 
there were 13, 26 and 14, unusual intestinal 
obstructions, respectively. The visiting time of 
patients (2.3 ± 1.5 h, 60.0 ± 43.2 h, 84.0 ± 67.2 h, 

P = 0.000); APACHE score (2.5 ± 1.8, 5.5 ± 3.6, 
17.8 ± 5.8 , P = 0.000); and cure rates (100%, 95%, 
79.3%, P = 0.000) in the children, adolescents or 
adults, and elderly groups, respectively, showed 
significant differences. The surgery and mortal-
ity rates were 65.6% and 8.0%, respectively.

CONCLUSION: The mortality rate for unusual 
acute intestinal obstructions is high because of 
the difficulty of making an early diagnosis and 
the resulting delay in instituting effective treat-
ment. It is important to correctly evaluate the 
state of an illness and effectively treat unusual 
acute intestinal obstructions.

Key Words: Acute intestinal obstruction; Etiology; 
Mortality; Therapy; Diagnosis

Sun ZX, Cui HN, Huang HR, Wang ZW, Yu ZM. Clinical 
analysis and strategy for unusual types of acute intestinal 
obstructions. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(22): 
2461-2464

摘要
目的: 了解少见急性肠梗阻的临床特征, 为制
订诊疗对策提供参考依据. 

方法: 利用SPSS12.0统计软件包, 回顾性分析
我院2002-01/2006-08少见急性肠梗阻(病因构
成比<3.0%)发病情况及诊治情况, 病例分成3
组: 儿童组(0岁-, 组Ⅰ), 青少年与成年组(14岁
-, 组Ⅱ)和老年组(60岁-, 组Ⅲ). 

结果: 在338例急性肠梗阻病例中, 少见急性
肠梗阻是122例(36.1%). 在少见急性肠梗阻
中: 男94例(77.0%), 女28例(23.0%), 病因36种
(急性肠梗阻总病因数是41种), 组Ⅰ31例患者, 
13种病因; 组Ⅱ62例, 26种病因; 组Ⅲ29例, 14
种病因. 组Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ患者就诊时间分别为: 2.3
±1.5 h, 60.0±43.2 h和84.0±67.2 h, 有显著性
差异(P = 0.000); 组Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ患者急性生理和
慢性健康评分(APACHEⅡ)分别为: 2.5±1.8
分, 5.5±3.6分和17.8±5.8分, 有显著性差异(P 
= 0.000), 3组患者的总手术治疗率为65.6%, 病
死9例, 病死率为8.0%, 组Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ患者治愈
率分别为100.0%, 95.0%和79.3%, 差异有显著
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■背景资料
急性肠梗阻是外
科的常见急腹症
之一, 病因多种多
样 ,  误诊常有发
生, 特别是少见急
性肠梗阻, 术前病
因诊断与术后诊
断的符合率低, 术
后并发症多, 病死
率高. 

■研发前沿
如何降低少见病
因急性肠梗阻的
病死率是当前研
究的热点和重点, 
也是亟待研究的
问题.



性(P = 0.000).

结论: 少见急性肠梗阻诊断困难, 易延误治疗
时机而造成高病死率; 病情(局部病变与全身
状况)的准确判断和有效的治疗(手术治疗与
非手术治疗)是少见急性肠梗阻诊治的关键.

关键词: 少见急性肠梗阻; 病因学; 病死率; 治疗; 诊断

孙早喜, 崔海宁, 黄海溶, 王正文, 余壮明. 少见急性肠梗阻的临

床分析与策略.  世界华人消化杂志  2007;15(22):2461-2464

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2461.asp

0  引言

急性肠梗阻是外科的常见急腹症之一, 病因多

种多样, 误诊常有发生, 特别是少见急性肠梗

阻, 术前病因诊断与术后诊断的符合率低, 术后

并发症多, 病死率高[1-4]. 现报告2002-01/2006-08
少见病因型急性肠梗阻的发病情况及处理情况, 
并综合文献, 以分析少见型急性肠梗阻的临床

特征, 为制订诊疗对策提供参考依据.

1  材料和方法

1.1 材料 338例患者均为海南医学院附属医院

2002-01/2006-08连续收治的急性肠梗阻患者.
1.2 方法 应用回顾性调查方式对338例患者的诊

断与收治资料按性别、年龄、病因、病情及治

疗结果登记、建库, 用SPSS12.0统计软件包分

析, 少见急性肠梗阻患者分为3组: 儿童组(0岁-, 
组Ⅰ)、青少年与成年组 (14岁-, 组Ⅱ)和老年组 
(60岁-, 组Ⅲ).
统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  用

SPSS12.0进行统计学分析, P <0.05为有统计学

意义.

2  结果

2.1 患者年龄、性别、病因构成情况 338例急性

肠梗阻患者, 男222例(65.7%), 女116例(34.3%), 
平均年龄47.6±26.4岁. 其中少见急性肠梗阻

122例, 男性94例(77.0%), 女性28例(23.0%), 平
均年龄37.8±26.1岁, 治愈率为92.0%; 常见病

因急性肠梗阻216例, 男128例 (59.3%), 女88例
(40.7%), 年龄53.1±25.0岁. 急性肠梗阻病因种

类41种(表1), 其中少见病因36种, 组Ⅰ31例患者, 
13种病因; 组Ⅱ62例, 26种病因; 组Ⅲ29例, 14种
病因 (表2).
2.2 少见急性肠梗阻患者122例救治结果及影响
因素分析 手术治疗率为65.6%, 非手术治疗率为

34.4%; 病死9例, 病死率为8.0%, 其死因为高血
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脂、风心病与心内膜炎所产生的血栓栓子、血

液动力型肠梗阻术后用药、饱食后剧烈活动、

多发伤、肿瘤性小肠扭转, 其疾病诊断为绞窄

性肠梗阻、多发伤麻痹性肠梗阻、术后再绞窄

(表3). 不同年龄组患者就诊时间、病情、治疗

效果: 组Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ患者就诊时间分别为: 2.3±
1.5 h, 60.0±43.2 h, 84.0±67.2 h, 具有显著性差
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■相关报道
目前少见病因急
性肠梗阻的研究
报道主要集中在
如何提高其诊断,
并且以病例报告
为主.

表  1  急性肠梗阻病因构成情况(%)

  
急性肠梗阻原因                           n                         构成比(%)

肿瘤	                                 96	                28.4

手术后黏连	                 65	                19.2

便秘	                                 22	                  6.5

产后	                                 19	                  5.6

食物紊乱	                                 14	                  4.1

巨结肠	                                   1	                  0.3

肠闭锁	                                   1	                  0.3

肠旋转不良	                   2	                  0.6

胆总管囊肿	                   2	                  0.6

十二指肠压迫	                   2	                  0.6

黏连系膜化	                   3	                  0.9

肠憩室	                                   4	                  1.2

Peutz-Jeghers Syndrom           1	                  0.3

克隆病	                                    1	                  0.3

多发性息肉	                   2	                  0.6

胎粪	                                   5	                  1.5

饱食后剧烈活动	                    1	                  0.3

不明原因	                                    1	                  0.1

肿瘤性小肠扭转	                    1	                  0.3

肠道慢性炎	                    1	                  0.3

心内膜炎	                                     1	                  0.3

风心病	                                    3	                  0.9

腹膜血肿	                                    2	                  0.6

高脂血症	                                     1	                    0.3

蛔虫	                                    2	                  0.6

脊椎骨折	                                    2	                  0.6

情绪紊乱	                                    2	                  0.6

胆结石	                                    3	                  0.9

多发伤	                                    3	                  0.9

茧腹症	                                    3	                  0.9

低钾	                                    4	                  1.2

食物中毒	                                    4	                  1.2

药物	                                    4	                  1.2

输尿管结石	                    6	                  1.8

胃肠紊乱	                                    7	                  2.1

疝	                                    7	                  2.1

腹膜炎与脓肿	                    7	                  2.1

胰腺炎	                                     7	                  2.1

肠系膜炎	                                    8	                  2.4

孕妇	                                    9	                  2.7

结核	                                    9	                  2.7 

总数	                                 338	              100.0

■创新盘点
本文是比较大宗
的少见病因急性
肠梗阻的流行病
学分析,由于少见
病因急性肠梗阻
的病因诊断十分
困难, 所以本文的
切入点从肠梗阻
的病情(APACHE
及肠道的局部病
变)及治疗结果入
手阐明少见病因
急性肠梗阻的诊
治对策.
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异(P = 0.000); 组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ患者急性生理和慢

性健康评分 (APACHEⅡ)分别为: 2.5±1.8分, 
4.5±3.6分, 17.8±5.8分, 在统计学, 差异有显著

性(P = 0.000); 组Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ患者治愈率分别为

100.0%, 95.0%, 79.3%, 有统计学意义(P = 0.000) 
(表2).

3  讨论

急性肠梗阻病因常归为机械因素和非机械因

素两大类 ,  338例急性肠梗阻中 ,  常见的216
例病因为肿瘤96例(28.4%)、术后肠黏连65
例(19.2%)、便秘22例(6.5%)、剖宫产后19例
(5.6%)及食物紊乱14例(4.1%), 而临床少见的

122例病因有36种: 与先天性发育异常有关的22
例(以疝、肠旋转不良、胆总管囊肿、十二指

肠压迫、黏连系膜化、肠憩室为主), 与遗传有

关的4例(如Peutz-Jeghers病、克隆病、多发性

息肉), 各种炎性病变37例(如胎粪、腹膜炎与脓

肿、胰腺炎、肠系膜炎、结核), 外伤7例(腹膜

后血肿、脊椎骨折和多发伤), 引起肠道血液循

环障碍的5例(心内膜炎、风心病和高脂血症), 
食物中毒与胃肠紊乱共11例, 输尿管结石与胆结

石共9例, 药物和低钾各4例, 茧腹症3例, 情绪紊

乱与蛔虫各2例, 饱食后剧烈活动、不明原因、

肿瘤性小肠扭转各1例, 从而导致诊断上的困难, 
易延误治疗时机而发展为绞窄性肠梗阻, 9例病

死患者中, 8例为绞窄性肠梗阻, 其死因为高血

脂、风心病与心内膜炎所产生的血栓栓子、血

液动力型肠梗阻术后用药、饱食后小肠扭转与

肿瘤性小肠扭转, 年龄集中于60岁以上. 因此, 
当临床上遇到不明原因的肠梗阻时, 不应苛求

于明确梗阻的病因, 而要及时判断判断全身病

情及局部梗阻肠道是否出现肠绞窄, 适时实施

有效治疗(手术治疗和非手术治疗)[1-13]. 
29例老年人少见急性肠梗阻病因为14种, 

主要病因是炎性病变12例(腹膜炎与脓肿、肠

系膜炎), 其次是胃肠紊乱4例、肠道血液循环

障碍4例(高脂血症、风心病), 这些造成了老年

患者少见急性肠梗阻病因诊断上的困难和治疗

上的延误; 老年人生理功能、免疫功能的下降, 
各种老年性并存病增多, 如胆石症、胰腺炎、

腹腔各部位肿瘤、腹腔炎、肺感染、部分老年

病的药物治疗, 慢性结肠炎等构成了老年人急

性肠梗阻病因诊断上的复杂性; 老年人肠梗阻

因机体反应性差, 往往缺乏典型的主诉和体征, 
而老年肠梗阻的病理变化很迅速, 尤其是结肠

容易发生闭袢性梗阻, 导致肠绞窄、坏死、穿

孔,后果严重, 老年人肠梗阻即使绞窄, 其自觉

症状也常模糊不清, 临床体征不明显, 常不能

及时确诊而延误病情, 致使出现许多严重并发

症; 老年人因组织结构退化以致器官功能低下, 
反应迟钝 ,对疼痛不敏感 ,  就诊时大多已属中

晚期(就诊时间为84.0±67.2 h); 急性肠梗阻引

起的病理变化因老龄疫机能降低而进展迅速, 
不少患者入院时已存在肠坏死, 甚至出现感染

性休克和心肺功能衰竭; 上述种种, 致使闰人

病情危重(APACHEⅡ17.8±5.8分), 病死率高

(20.7%). 所以, 在处理老年少见病因急性肠梗

阻时应注意以下几点: (1)重视病情评估; (2)重
视体征的变化; (3)重视围手术期处理; (4)适时

■应用要点
少见病因急性肠
梗阻的诊治要重
视病情的准确判
断(包括APACHE
及肠道的局部病
变)和多数学者专
家所倡导的诊治
方法, 这将有利于
提高治愈率, 降低
病死率.

表  3  9例少见急性肠梗阻病死分析

     
病因                  n           年龄(岁)             梗阻类型              n  

饱食后剧         1            19               多发伤后肠麻痹    1

烈活动

多发伤	        1	      47	        绞窄性肠梗阻        6

风心病	        1	      57	        术后再绞窄	     2

心内膜炎	        1	      60 

风心病肠         1	      61

梗术后

绞窄术             1            62

后用药

高血脂	         1	      66

风心病	         1	      79

肿瘤性小         1	      80

肠扭转

总数	        9	        			       9 

表  2  少见急性肠梗阻不同年龄组患者病种、就诊时间、病情与治疗结果(mean±SD)

     
分组               病种                    n                    就诊时间(h)b                 APACHEⅡ(分)b           治愈率(%)b

Ⅰ                  13                   31                   2.3±1.5                     2.5±1.8                   100.0

Ⅱ                  26                   62                 60.0±43.2                   4.5±3.6                     95.0

Ⅲ                  14                   29                 84.0±67.2                 17.8±5.8                     79.3

bP<0.01.
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实施手术治疗[1-3,6,7,9]. 
31例儿童组, 病因有13种, 主要病因是先天

性发育异常15例(肠闭锁、胆总管囊肿、巨结

肠、肠憩室、疝和肠扭转不良), 其次是胎粪5
例、食物中毒4例, 治愈率为100.0%.尽管儿童

生理功能、免疫功能较低下和缺乏有效的主诉

和明显的体征, 但是, 儿童的并存病少于老年人,
如腹腔各部位肿瘤、胆石症、胰腺炎等; 再有, 
儿童就诊及时(发病到就诊的时间为2.3±1.5 h), 
病程常在中早期、病情轻(APACHEⅡ2.5±1.8 
分), 能得到有效治疗(包括手术治疗和非手术治

疗), 治愈率高(本组为100.0%)[1,5,8,10]. 
62例青少年与成年组, 病因有26种, 主要病

因是炎性病变21例(腹膜炎与脓肿、胰腺炎、结

核、克隆病、心内膜炎和肠道慢性炎), 其次是

先天性发育异常12例(肠憩室、小肠旋转不良、

黏连系膜化、十二指肠压迫、疝)、各种结石8
例(胆结石、输尿管结石)、孕妇9例、外伤7例. 
病死3例(均行手术治疗), 病死率为5.0%, 病死病

因为饱食后剧烈活动、心内膜炎、多发伤.本
组人的生理功能、免疫功能较为旺盛 ,  抗病

力强; 主诉和体征比较明确; 就诊时间介于儿

童和老年人之间(从发病到就诊的时间为60.0
±43.2 h). 所以, 尽管本组患者病程常在中晚

期、病情相对较重, 但治疗结果较好, 治愈率为

95.0%[1,5-6,8-9,11-13]. 
通过对122例少见急性肠梗阻患者的流

行病学特征分析 ,  我们体会到对少见病因急

性肠梗阻的诊治要重视病情的准确判断(包括

APACHE及肠道的局部病变的判断). 如本组1
例80岁的高龄患者因肿瘤性小肠扭转发病60 h
入院, 因小肠梗阻原因不明及腹胀不明显而观

察治疗24 h行手术治疗, 术前APACHE为30分, 
术后第2天患者病死. 获取客观证据: 如X线、

CT、B型超声波、纤维结肠镜检查、血生化检

查、血气分析、腹腔液的检查和血管造影等, 
特别是腹腔液的检查和血管造影, 在判断局部

病变尤其重要[1-4]. 另如本组1例47岁的多发伤患

者入院治疗10 d后, 腹胀逐渐加重, 肠鸣音减弱

并消失, 腹部X线、CT检查见肠道广泛液平面, 
入院治疗16 d后腹腔穿刺见混浊血性液, 并行剖

腹手术治疗, 术后第3天患者病死. 
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Abstract
AIM: To express BO-E2 recombinant fusion 
protein in Escherichia coli for use in early 
diagnosis of primary biliary cirrhosis (PBC). 

METHODS: CDNA encoding BCOADC-E2 
and OGDC-E2 were obtained by reverse tran-
scription pdymerase chain reaction (RT-PCR), 
confirmed by DNA sequencing, subcloned non-
directionally into the bacterial expression plas-
mid pET28a(+), and then transformed into E. coli 
BL21(DE3) to express the recombinant fusion 
protein, which was identified by SDS-PAGE and 
western blotting.  

RESULTS: Results of nucleotide sequencing and re-
striction analysis showed that the recombinant plas-
mid successfully constructed three species. Three 
types of fusion protein were expressed by isopropyl-
Beta-d-thiogalactopyranoside (IPTG) induction. The 
recombinant fusion protein exhibited the antigenic-
ity of AMA-M2 by western blotting.  

CONCLUSION: BO-E2 recombinant fusion pro-
tein can be used for in vitro diagnosis of PBC. 

Key Words: Primary biliary cirrhosis; BCOADC-E2; 
OGDC-E2; BO-E2 recombinant fusion protein; Western 
blotting

Zhou Y, Yao DK, Chen Y, Jiang TS, Chen B, Zhong RQ, 
Deng AM. CDNA cloning and expression of autoantigen 
B0-E2. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(22): 
2465-2467

摘要
目的: 表达二联体BO-E2重组融合蛋白, 以用
于人原发性胆汁性肝硬化(PBC)的早期发现
和临床诊断. 

方 法 :  通过逆转录聚合酶链式反应 ( R T-
P C R)方法扩增得到抗线粒体抗体二亚型
(AMA-M2)的二个靶抗原侧链: 二氧酸脱氢
酶复合体E2(BCOADC-E2)、2-氧戊二酸脱
氢酶复合体E2(OGDC-E2)相应的基因片段, 
经测定序列验证后插入表达载体pET28a(+), 
构建重组表达载体pET28a(+)-BCOADC-E2, 
pET28a(+)-OGDC-E2, pET28a(+)-BO-E2, 转
化大肠杆菌BL21(DE3)后诱导表达蛋白质. 表
达蛋白经SDS-PAGE、Western blot等鉴定. 

结果: 经核苷酸序列测定和酶切鉴定结果表
明, 成功地构建了3种重组质粒. 异丙基-β-D-
硫代半乳糖苷(IPTG)诱导表达后, 获得3种融
合蛋白. 经免疫学鉴定, 重组抗原片段具有
AMA-M2的免疫原性. 

结论: 重组表达的BO-E2融合蛋白将有利于
PBC的实验室诊断.

关键词: 原发性胆汁性肝硬化; 二氧酸脱氢酶复合

体E2; 2-氧戊二酸脱氢酶复合体E2; BO-E2融合蛋

白; 蛋白印迹
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■背景资料
原发性胆汁性肝
硬化(PBC)的主要
特征为肝内中小
胆管的非化脓性
进行性炎性, 最终
可以导致肝硬化
和肝衰竭, 是一种
自身免疫性疾病. 
近年来, 该病的发
病率不断增加, 对
PBC的早期发现
和临床诊断显得
尤为重要. 本文用
基因工程的方法
表达BO-E2融合
蛋白, 为PBC的早
期发现和特异性
诊断提供了有效
手段. 

■相关报道
姜小华 et al用人
源M2三联体靶抗
原检测抗体诊断
原发性胆汁性肝
硬化, 在20例原发
性胆汁性肝硬化
中均检出M2抗体, 
28例不明原因肝
病6例M2抗体阳
性.



PBC)是一种以肝内中小胆管的非化脓性进行性

炎性损伤为特征、最终导致肝硬化和肝衰竭的典

型自身免疫性疾病(AID)[1-4]. 在PBC患者体内可检

出多种自身抗体, 如抗核抗体(ANA)、抗线粒体

抗体(AMA)、抗平滑肌抗体(SMA)、抗肝肾微粒

体抗体(LKM)等, 其中最主要的抗体是AMA[5-7]. 
AMA分为M1-M9共9个亚型, 而只有M2为PBC
特异抗体. AMA-M2抗体对PBC检测的敏感性达

93%以上, 特异性几乎达100%[8]. M2抗体的靶抗

原为线粒体上的2-氧酸脱氢酶复合体(2-OADC)
的一些组分: 丙酮酸脱氢酶复合体E2(PDC-E2)、
2-氧酸脱氢酶复合体E2(BCOADC-E2)、2-氧戊二

酸脱氢酶复合体E2(OGDC-E2)等. 我们用基因工

程的方法表达BO-E2融合蛋白, 为PBC的早期发

现和特异性诊断提供有效手段.

1  材料和方法

1.1 材料 22例患者血清经德国Euroimmun公司

免疫印迹试剂盒测定, M2抗体为阳性.反转录

酶, PCR扩增试剂盒, RNA提取试剂盒为Qiagen
公司产品. 各种限制性内切酶、T4D N A连接

酶购自TaKaRa公司. pET-28a(+)质粒及大肠杆

菌BL21(DE3)购自Novagen公司. 间接免疫荧

光法测定AMA试剂盒购自Euroinmun公司. 参
照人BCOADC-E2、OGDC-E2全序列, 设计引

物.BCOADC-E2正向引物: 5'-ATCGCATCCGC
ACAGGTTGTTCAGTTCAT -3'; BCOADC-E2反
向引物: 5'-TAATTTTTGCATGCACGGCGAAC
TGCAGGAGT-3'. OGDC-E2正向引物: 5'-CAGA
TTTAGAGCTCACAGCTGTATGCAAGGATGA 
-3'; OGDC-E2反向引物: 5'-ATCGCGTCGACAG
GAGCAGCACCATGTTTCC-3'. 
1.2 方法 
1.2.1 基因克隆操作  用淋巴细胞分离液从健

康人外周血中分离单个核细胞 ,  从白细胞中

抽提RNA, 反转录得到cDNA. pET-28a(+)质粒

分别用Bam H1和Sph 1、Sac 1和Sal 1、Bam H1
和S a l 1双酶切后, 经T4D N A连接酶的作用将

BCOADC-E2、OGDC-E2、BO-E2的cDNA对应

定向插入其中. 送上海生工生物工程技术公司

测定序列进行鉴定. PCR扩增反应条件为94℃变

性1 min, 56℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 35个循

环后再进行72℃延伸5 min.
1.2.2 重组质粒的转化和鉴定 将重组质粒用氯

化钙转化法导入宿主菌BL21(DE3), 加入LB培

养液37℃震荡培养45 min后涂布于LB平板上(含
终浓度100 mg/L卡那霉素)培养过夜. 抽提质粒, 
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用10 g/L琼脂糖凝胶电泳观察重组质粒和酶切

后的产物.
1.2.3 重组融合蛋白的收集和纯化 次日挑取转

化平皿上的菌落, 接种于含卡那霉素的LB培养

液中, 37℃摇床培养扩增至A 600为0.4左右加入

终浓度为0.1 g/L的异丙基硫代-β-D -半乳糖苷

(IPTG), 诱导表达4 h, 4℃离心收集菌液. 将菌液

反复冻融4次, 经超声破碎仪以300 W, 15 s, 破碎

4次, 以上操作在冰浴中进行. 而后在4℃, 10 000 
g离心15 min, 收集沉淀, 以含5 g/L TritonX-100, 
10 mmol/L EDTA的缓冲液洗涤后, 用100 µL裂
解缓冲液(含0.1 mmol/L PMSF, 8 mol/L尿素, 10 
mmol/L DTT)溶解包涵体, 室温放置1 h. 再加入

900 µL氧化还原缓冲液, 最后离心取上清. 将上

清液流经PBS平衡后的GST亲合层析柱, 经20 
mL PBS洗涤后, 用5 mmol/L还原型谷胱甘肽溶

液洗脱, 收集洗脱液进行150 g/L十二烷基磺酸

钠-聚丙烯酰胺胶电泳(SDS-PAGE)分析.
1.2.4 重组蛋白抗原性的鉴定 BCOADC-E2、
OGDC-E2、BO-E2重组蛋白经SDS-PAGE电泳

后进行转印, 200 mA, 40 V, 2 h. 将转印后的NC膜剪

成条带, 用含50 g/L BSA的PBS封闭1 h, 与1∶1000
稀释的人M2阳性血清反应2 h,充分洗涤后与1∶
1000稀释的HRP标记的兔抗人IgG二抗反应2 h, 
再次洗涤后加入3, 3-二氨联苯胺底物及双氧水

反应显色.

2  结果

2.1 PCR扩增结果 按上述条件扩增出379 bp和
279 bp的片段, 经DNA测序表明他们是BCO-
ADC-E2, OGDC-E2基因的精确拷贝.
2 . 2  表达质粒的构建及鉴定  通过反转录将

P C R扩增的相应基因片段 ,  克隆入表达载体

pET28a(+), 构建重组表达载体pET28a(+)-BCO-
ADC-E2, pET28a(+)-OGDC-E2和pET28a(+)-
BO-E2, 重组载体用限制性内切酶酶切鉴定, 结
果(图1), 序列经测定完全正确.
2.3 重组蛋白的诱导表达 重组质粒的工程菌经

IPTG诱导后进行120 g/L SDS-PAGE电泳, 在细

菌裂解液(上清液)中可见有1条明显的额外蛋白

带, 相对分子量为14×103 Da(BCOADC), 10×
103 Da(OGDC)和24×103 Da(BO)(图2).
2.4 重组蛋白抗原性的鉴定 选取22例M2阳性的

患者血清, 采用Western-blot方法进行检测, 抗
BCOADC-E2抗体阳性19例, 阳性率为86.4%; 抗
OGDC-E2抗体阳性18例, 阳性率为81.8%; 抗
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■创新盘点
本文检测的22例
M2阳性的患者血
清中, 全部可以与
BO-E2融合蛋白
反应 ,  M2抗原在
细胞内含量较少. 
传统生物化学方
法提纯和制备抗
原有很大的局限
性, 而利用本方法
可大量获得所需
抗原, 用于PBC的
免疫学诊断. 

■应用要点
本文纯化得到的
BO-E2融合蛋白可
通过大量发酵而
制备, 在临床上用
来早期诊断原发
性胆汁性肝硬化, 
并可申请专利, 用
于开发PBC诊断试
剂盒.
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BO-E2抗体全部为阳性, 阳性率为100%.

3  讨论

PBC好发于中老年妇女, 男女发病比率约为1∶10, 
起病隐匿, 病程缓慢, 病程中可有瘙痒、黄疸、脂

肪代谢紊乱、肝脾肿大和贫血, 晚期出现肝硬化

和肝功能衰竭的各种临床表现. 肝功能检查ALP
和γ-谷酰转肽酶显升高, 血清胆红素升高, 以直接

胆红素升高为主[9-12]. 据国外研究报道, PBC发病率

约为2-24人/10万, 年发病率为0.4-3.0人/10万, 且该

数值有逐年递长趋势[13]. 近年来国内PBC发病率

亦不断增加[14], 中国PBC人群的易感基因是HLA-
DRB1*07[15]. 因此, 对PBC的早期发现和临床诊断

显得尤为重要. AMA中只有M2抗体为PBC特异性

抗体, 其他亚型可见于很多疾病如药物损害、心

肌病、类风湿性关节炎及一些感染如结核、梅毒

等. 间接免疫荧光法无法对AMA分型, 用于诊断

PBC的特异性差. 本实验检测的22例M2阳性的患

者血清中, 全部与BO-E2融合蛋白反应. M2抗原在

细胞内含量较少, 传统生物化学方法提纯和制备

抗原有很大的局限性, 操作复杂, 成本高, 很难获

得纯化的线粒体抗原, 影响检测结果. 而利用本

方法可大量获得所需抗原, 用于PBC的免疫学

诊断, 为PBC的早期发现和临床诊断提供有力 
工具.
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■名词解释
M2抗体: 抗线粒
体抗体(AMA)是
原发性胆汁性肝
硬化患者体内的
主要自身抗体 , 
AMA分为M1-M9 
9个亚型, 而只有
M2为PBC特异抗
体 .  AMA-M2抗
体对PBC检测的
敏感性达93%以
上, 特异性几乎达
100%.

■同行评价
本文论述了人源
M 2二联体把抗
原BO-E2融合蛋
白的克隆表达与
鉴定的方法以及
其将有利于原发
性胆汁性肝硬化
( P B C )的实验诊
断, 立题新颖, 方
法成熟 ,  图片清
晰, 有一定的理论
意义.
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图  2  融合蛋白的120 g/L SDS-PAGE电泳图. 1: 含pET28a(+)
质粒的细菌裂解液; 2: 含BCOADC重组质粒的细菌裂解液; 

3: 含OGDC重组质粒的细菌裂解液; 4: 含BO重组质粒的细

菌裂解液; M: Protein Marker. 
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图  1  重组质粒双酶切鉴定电泳图. 1: pET28a(+)质粒; 
2: BamH1和Sph 1酶切后的pET28a(+)-BCOADC-E2质
粒; 3: Sac 1和Sal 1酶切后的pET28a(+)-OGDC-E2质粒; 4: 
BamH1+Sal 1酶切后的pET28a(+)-BO-E2质粒; M: DNA  
Marker DL2000.
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