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Abstract
As one of the major Ca2+ channels for Ca2+ 
influx in non-excitable cells, the store-operated 
Ca2+ channel (SOC) is involved in a variety of 
pathological and physiological processes. The 
SOC has received much scientific attention 
regarding sub-types of the receptor-activated 
Ca2+ channel. The activation mechanisms of 
SOCs have always been an important focus of 
research on Ca2+ signal pathways. However, 
a generally accepted theory has yet to be 
established. The Ca2+ influx factor (CIF) model 
and the conformational coupling model are 
two widely researched models. CIF has been 
extracted from various types of cells, and 
it has been proven that Ca2+-independent 

phospholipase A2 is a substrate of CIF, playing 
a crucial role in activating the SOC in certain 
cells. These findings led to the ER-CIF-iPLA2-
CaM-LysoPLs-SOC pathway model hypothesis. 
The structural junction between the TRP channel 
protein and the inositol-1, 4, 5-trisphosphate 
receptor is the foundation of the conformational 
coupling model, and has wide acceptance. 
Future research into the roles of the inositol-1, 
4, 5-trisphosphate receptor, the ryanodine 
receptor and actin in the Ca2+ signal pathway 
should reinforce the conformational coupling 
model. Deciphering the mechanism of SOC 
activation will represent a breakthrough in our 
understanding of the characteristics of this Ca2+ 
channel and its regulative mechanism.

Key Words: Store-operated Ca2+ channel; Ca2+ in-
flux factor model; Conformational coupling model

Zhang ZC, Zhang ZM. Advances in understanding the 
activation mechanism of store-operated Ca2+ channels. 
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摘要
钙池操纵的C a2+通道(s t o r e-o p e r a t e d C a2+ 
channels, SOC)是非兴奋细胞Ca2+内流的主要
通道之一, 参与多种病理和生理过程, 在钙信
号通路的研究中, SOC的激活机制一直是人们
关注的焦点之一, 迄今为止, 钙内流因子模型
(Ca2+ influx factor model, CIF model)和构象耦
联模型(conformational coupling model)受到广
泛关注. 部分学者已经从很多不同类型的细
胞中提取出CIF, 并证实钙非依赖性的磷脂酶
A2(Ca2+-independent phospholipase A2, iPLA2)
作为CIF的底物, 在某些类型细胞的SOC激活
过程中发挥重要作用, 并进一步提出了ER-
CIF-iPLA2-CaM-LysoPLs-SOC通路模型. 瞬时
受体电位(transient receptor potential, TRP)通
道蛋白与l, 4, 5-磷酸肌醇受体(inositol 1, 4, 5 
trisphosphate receptor, IP3R)的结构连接作为
构象耦联模型的基础已被广泛证实, 随着对
IP3R, Ryanodine受体、肌动蛋白等在钙信号
通路中所发挥作用的深入研究, 构象耦联模
型将得到不断补充和完善. SOC激活机制的破
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■背景资料
钙池操纵的Ca 2+ 
通道 ( S O C )广泛
存在于诸如肝细
胞、K u p f f e r 细
胞等非兴奋细胞
和部分兴奋细胞
上, 是至今研究最
多也最受重视的
一个受体激活的
Ca2+ 通道亚群, 但
其具体的激活机
制尚不清楚. 由于
SOC具有调节细
胞多种重要功能
的作用, 因此其激
活机制的深入研
究对于基础医学
和临床医学均具
有重大意义.



解, 将对进一步完善非兴奋细胞的钙通道特性
及其调节机制理论带来重大突破.

关键词: 钙池操纵的Ca2+通道; 钙内流因子模型; 构

象耦联模型
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0  引言

钙离子(Ca2+)作为重要的第二信使, 参与调节细

胞众多的生理和病理过程[1-2]. 细胞内Ca2+时间和

空间的分布受离子通道、结合蛋白、钙泵和转

运体等的调节. 钙池操纵的Ca2+通道(SOC)存在

于大多数非兴奋细胞和部分兴奋细胞上. SOC激
活介导的Ca2+内流(SOCE)具有调节细胞多种重

要功能的作用, 如细胞分泌、酶的活性(从而调

控如葡萄糖代谢、一氧化氮和环磷酸腺苷合成

等)、基因转导、细胞周期以及细胞凋亡[2]. 已
知真核细胞内质网(endoplasmic reticulum, ER)
等钙池释放及细胞膜上Ca2+通道的开放可使细

胞内Ca2+浓度升高[3], 但SOC激活的确切机制迄

今尚不清楚.

1  SOC的定义和分子组成

SOC是一类由钙池排空Ca2+后激活的、存在于

细胞膜上的特殊Ca2+通道. 但细胞膜上有些Ca2+

通道的开放并不依赖于钙池充分耗竭, 当钙池

仅释放部分Ca2+或某一区域释放Ca2+时也能将

其激活; 有些通道不仅对Ca2+, 对其他如Na+、

Ba2+、Mg2+等阳离子一样具有通透性, 通道电导

也存在明显差异. 部分学者根据通道电导、离

子选择性等将SOC分为主要的两大类, 即: Ca2+-
SOC(CRAC)和多种阳离子(cation)-SOC[4]. 随着

orail、基质交感蛋白(stromal interaction protein, 
STIM)等相关分子的发现[3,5-7], 进一步的分型将

通过对S O C家族各个通道分子特征的鉴定来

确定.
1989年Montell et al [8]从果蝇复眼中分离出

瞬时受体电位(transient receptor potential, TRP)基
因及其表达蛋白, 至今人们已经在哺乳动物中发

现了7种TRP类型. TRP蛋白在分子结构上与哺乳

动物电压依赖性Ca2+通道(voltage-dependent Ca2+ 
channel, VDCC)非常类似, 但没有电压敏感性位

点, 仅能构成非电压依赖的Ca2+通道. 由于TRP通
道蛋白与SOC具有很多相似的通道特性和功能, 
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因此人们认为TRP基因很可能是编码SOC的基

因, 或者TRP蛋白是SOC的主要组成部分, 甚至

有学者将hTRP3通道(human TRP3 channel)当作

典型的SOC[9-11]. 由于缺乏高度特异性的SOC配
体, 也缺乏高度选择性的SOC抑制剂, 因此目前

尚未能分离纯化出构成SOC通道的蛋白. 至今对

于SOC分子组成的研究, 主要围绕TRP通道开

展[12-15].

2  SOC的激活机制

钙池耗竭是如何与细胞膜上的通道相联系的? 
最初人们提出的4种假设模型是: (1)钙内流因子

模型(Ca2+ influx factor model, CIF model); (2)构象

耦联模型(conformational coupling model); (3)囊
泡融合模型(vesicular fusion model); (4)Ca2+调节

模型(Ca2+ regulation model). 其中, CIF模型和构

象耦联模型至今得到最多的支持和完善. CIF模
型的原始构想是由Takemura et al [16]于1989年首

先提出, 该模型假设在钙池耗竭后会产生一种信

使分子, 从钙池释放进入细胞质, 然后扩散至细

胞膜激活SOC. Irvine et al [17]和Berridge et al [18]于

1990年提出了构象耦联模型, 他们认为ER上的

l, 4, 5-磷酸肌醇受体(inositol 1, 4, 5 trisphosphate 
receptor, IP3R)与细胞膜上的SOC之间存在结构

上的连接, 当钙池释放Ca2+后, IP3R发生构象改

变, 通过“蛋白-蛋白”的直接相互作用将信号

传递到细胞膜上的SOC并将其激活.
2.1 CIF模型 CIF模型也被称为弥散信使模型(dif-
fusible messenger model). Randriamampita et al [19]

首先从钙池耗竭的Jurkat细胞中获得一种粗制提

取物, 将其作用于靶细胞上会引起相应的Ca2+内

流. 这种特殊因子被称为钙内流因子(Ca2+ influx 
factor, CIF).
2.1.1 CIF及其活性鉴定 诸多学者在不同细胞

中应用不同方法分别获得了相似的CIF提取物, 
并验证了CIF存在的真实性及其功能特征[20-25]. 
Thomas et al [20], Kim et al [21]运用新的提纯方法从

上述提取物中获得一种特殊成分, 通过显微注

射法将其注入靶细胞后激活了钙依赖性的氯离

子电流(Ca2+-dependent Cl- current), 这种电流通

常被认为是由Ca2+内流引发. Trepakova et al [23]

分别从酵母及人类血小板中获得了具有相同特性

的CIF. 部分学者将阴离子交换高效液相色谱分析

技术(anion-exchange HPLC)引入到CIF的提纯方法

中, 分离出的一种特殊片段能够在不引发钙池释
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■研发前沿
在研究初期人们
发现SOC与细胞
内钙池耗竭存在
密切联系, 但在后
续实验中证实三
磷酸肌醇及其受
体、磷脂酶、钙
调蛋白、肌动蛋
白等多种细胞内
分子均能对SOC
的开放产生影响,  
各国学者根据不
同的研究结果分
别提出了各自的
假设模型, CIF模
型和构象耦联模
型如今得到了最
多支持, 但也存在
最多争论. 而且近
1 a来随着orail、
基质交感蛋白等
相关分子的发现, 
人们在SOC激活
机制的研究中得
到了新的启示.
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放Ca2+的情况下激活Ca2+内流. Trepakova et al [23]首

次验证了CIF对单个SOC的作用. 他们在膜片钳

内面向外(inside-out)的单通道记录模式下证明

CIF(包括上述粗制提取物和CIF片段)能够充分

激活单个的SOC. 通过目前的研究结果, 部分学

者认为CIF是一种分子大小约为600 Da的弥散信

使, 能够抗热、抗碱, 不会被蛋白酶破坏, 但能

被磷酸酶以及对糖和核苷酸起作用的化学处理

破坏, 这些特性说明他可能是某种磷酸化的糖

或核苷酸之类的相关分子.
2.1.2 iPLA2的相关作用 有研究显示, SOC被激

活后即使将CIF冲洗掉, 通道仍然处于开放状

态[26]. 部分学者认为CIF是通过激活钙非依赖性

的磷脂酶A2(Ca2+-independent phospholipase A2, 
iPLA2)影响SOC的. iPLA2的主要作用是水解和

重塑细胞内磷脂, 其在不同类型细胞和组织中

具有多种重要功能[27-30]. iPLA2的β亚型(iPLA2β)
具有一种重要特性 :  他的激活不依赖于C a2+, 
而是被钙调蛋白(calmodulin, CaM)所调节. 当
iPLA2β与CaM结合, 其功能将被抑制, 移除CaM
会激活iPLA2β, 并产生花生四烯酸(arachidonic 
acid, AA)和溶血磷脂(lysophospholipids, LysoPLs). 
Smani et al [31]的研究结果显示, 不同类型细胞SOC
的激活过程必然会有iPLA2参与. Smani et al [24]进

一步证明, 将CaM从iPLA2移除会激活单个SOC; 
外源性的应用LysoPLs, 能够激活整个靶细胞的

SOC. 更为重要的是, 实验证据显示CIF能够将

CaM从iPLA2移除[24]. 
2.1.3 ER-CIF-iPLA2-CaM-LysoPLs-SOC通路模

型 根据这些重要发现, 一个更为细化的CIF模型

被提出, 即ER-CIF-iPLA2-CaM-LysoPLs-SOC通
路模型[24], 并于最近得到进一步验证[25]. 如图1
所示, ER排空Ca2+后, 在耗竭的钙池中通过某种

未知反应产生一种信使分子CIF, CIF释放入细

胞质后扩散至细胞膜, 在细胞膜附近引发一系

列级联反应: CIF从与细胞膜相结合的iPLA2上

移除具有抑制作用的CaM, iPLA2被激活后产生

LysoPLs, LysoPLs通过直接作用或者某种未知的

间接过程激活SOC. 同时, 这个模型也能够解释

SOCE是如何被终止的, 即Ca2+重填钙池后停止

产生CIF, CaM与iPLA2重新结合, iPLA2失活后停

止产生LysoPLs, SOC活性和Ca2+内流也相应被

终止. iPLA2在SOC激活中的关键作用已经在血

小板、平滑肌细胞、Jurkat细胞、RBL细胞和前

列腺癌上皮细胞中得到证实[24,31].
虽然这种通路模型能够对之前的部分实验

现象给出看似合理的解释, 但针对该通路中的

未知部分, 很多学者又提出了新的问题: (1)SOC
和CIF的分子组成究竟是怎样的? (2)CIF是在哪

里、如何产生的? (3)CIF将CaM从iPLA2移除的

分子机制是什么? (4)iPLA2在细胞膜附近是如何

定位的, 与SOC存在何种关系? (5)LysoPLs激活

■相关报道
部分学者已从多
种类型细胞中提
取 出 具 有 相 似
特 性 的 钙 内 流
因子 (CIF) ,  ER-
CIF-iPLA2-CaM-
LysoPLs-SOC通
路模型中的多数
环节也已在近两
年的实验中得到
验 证 ;  支 持 构 象
耦联模型的学者
证实了TRP通道
蛋白与三磷酸肌
醇受体(IP3R)确实
存在结构连接, 并
通过对内质网、

Ryanodine受体、

肌动蛋白等在钙
信号通路中所发
挥作用的分析, 解
释了存在于该模
型中的诸多问题.

图  1  ER-CIF-iPLA2-CaM-LysoPLs-SOC通路模型. a: 钙池排空Ca2+后, 在耗竭的钙池中产生CIF; b: CIF释放入细胞质后扩散

至细胞膜; c: CIF从iPLA2上移除CaM; d: iPLA2被激活后产生LysoPLs; e: LysoPLs通过直接作用或者某种未知的间接过程激活

SOC.
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SOC的分子机制是什么, 是否还存在某些中间反

应? (6)Ca2+重填钙池后停止产生CIF, 在细胞质

中的CIF以及后面产生的LysoPLs是如何代谢的? 
SOCE具体是怎样被终止的? (7)如果该通路中的

某些环节出现异常, 细胞会出现怎样的病理状

态? 该假设模型每个步骤的具体细节, 仍然需要

进一步的研究来验证.
2.1.4 CIF和其他信使分子 CIF并不是唯一能够

激活SOC的弥散信使, 有些分子如IP3、环二磷

酸腺苷核糖(cADP- ribose)[32]、鞘氨醇-1-磷酸盐

(sphingosine-1-phosphate, Sp1P)[33]、溶血磷脂酸

(lysophosphatidic acid)[34]、5, 6-环氧二十碳三烯

酸(5, 6-epoxyeicosatrienoic acid)[35]甚至LysoPLs
等, 也能够通过其他机制或SOCE级联反应下游

阶段激活SOC. 但不是所有激活SOC的信使分

子都能被称为CIF. 根据诸多学者对“CIF”的

定义, 这个术语应该是专指那些在钙池耗竭后

产生、通过特异性地激活SOC而引发Ca2+内流

的弥散信使. 虽然至今CIF的分子组成、所包含

的亚型或究竟有多少种分子符合上述定义还不

清楚, 但在之前的实验结果以及今后的研究中

仍需对其严格加以区分, 谈及其他Ca2+内流通路

时, “CIF”应该被慎重使用.
2.2 构象耦联模型 构象耦联模型是由Irvine et al [17]

和Berridge et al [18]于1990年先后提出, 之后又根据

新的发现被多次修改[36-37]. 最初的假设模型认为: 
ER上的IP3R与细胞膜上的SOC通过“蛋白-蛋
白”的直接相互作用, 将信息传递给SOC, 从而

将其激活并引发SOCE. 这种假设与骨骼肌细胞

的兴奋收缩耦联(excitation-contraction coupling)
机制非常类似.
2.2.1 IP3R的结构和功能 IP3R是一种分子量约

为240-260 kDa的糖蛋白, 主要分布于粗面内质

网和外层核膜, 同时具有结合IP3和Ca2+通道的

特性, 因此有人将其称为IP3调控的Ca2+通道. 该
受体朝向细胞质部分有一段较长的N末端和一

段较短的靠近跨膜位点的C末端, N末端约有

428-650个氨基酸残基高度保守, 是与IP3结合的

关键序列. IP3R为同型四聚体结构, 每个亚单位

有2734或2749个氨基酸, 均可结合一个IP3分子, 
从功能上区分为IP3结合部位、调节部位和通道

部分. 该受体作为细胞内最大的受体之一, 存在

3种亚型, 即IP3R1、IP3R2、IP3R3, 因组织和细

胞类型不同而分布不同.
2.2.2 IP3R与TRP通道的连接 大量实验结果表

明, IP3R确实能够和多种TRP通道结合[15,38-41], 而

且在膜片钳单通道记录模式下, IP3R能够直接激

活TRPC3通道[9,39,42]. Kiselyov et al [9,39]的研究显

示, HEK293细胞中完整的IP3R与hTRP3通道存

在连接但并未发生相互作用, 钙池耗竭后hTRP3
通道能被IP3R激活, 在膜片钳实验中IP3可恢复

结合区对通道的调控, 作者因此认为IP3R的N末

端作为一个关键的调控区域能够充分激活SOC, 
IP3R中的感应和传导区对于维持SOC的失活状

态是必需的. Boulay et al [38]利用免疫共沉淀等方

法证明IP3R能够与TRP通道结合, 并鉴定出F2q
和F2g作为IP3R分子中的两个区域, 能够与TRP
通道产生相互作用, F2q抑制了细胞膜上两种形

式的Ca2+内流, F2g的作用正好相反, 据此认为

IP3R具有双重作用, 细胞内IP3水平升高时能够

使钙池释放Ca2+, 钙池内Ca2+浓度下降时又能激

活Ca2+内流. Rosado et al [41]应用免疫共沉淀法, 
证明人类血小板中内生性表达的hTRP1通道与

IP3R2(而不是IP3R1或IP3R3)存在结构上的连接. 
Tang et al [40]证实, 当有Ca2+存在时, IP3R与TRP通
道间的作用能够被CaM抑制, 认为CaM和IP3R对
于调控TRP通道的活性都起着非常重要的作用, 
但各种TRP通道对他们的敏感性存在差异.
2.2.3 构象耦联模型的补充和修改 尽管如此, 仍
然有很多实验结果与构象耦联模型存在矛盾, 
由此部分学者对原始模型进行了相应地补充和

和修改.
2.2.3.1 IP3激活两种形式的Ca2+内流van et al [43]证

实, 一种剪切了C末端的IP3R突变体在细胞内表

达后, 虽然不能引起钙池释放Ca2+, 却可以在IP3

的作用下发生构象改变激活Ca2+内流. 该研究结

果符合Berridge et al [37]的另外一种假设: 与Ca2+

内流通道连接的IP3R不能使钙池释放Ca2+, 即丧

失了本身作为Ca2+通道的特性, 避免了从钙池

释放出的大量Ca2+聚集在连接区附近反馈性地

抑制通道开放. 而且Huser et al [44]在对内皮细胞

的研究中证实, ER区域性地释放Ca2+, 能够激活

100 mm远某处的Ca2+内流, 这体现了钙池与其调

控的Ca2+内流之间具有自我平衡功能, 即钙池无

论以怎样的方式和程度释放Ca2+都能够被重填.
在总结上述相关研究后, Berridge对ER和

IP3R的位置及结构做出了新的描述, 并提出IP3

能够通过两种形式激活Ca2+内流的假设[37]. 如 
图2所示, 钙池ER靠近细胞膜区域形成周期性排

列的指状突起, 突起上IP3R的顶部朝向细胞膜形

成构象耦联的结构单位, 分隔ER和细胞膜之间

的10 nm空间内显示出周期性的密度变化, 这里

■创新盘点
国内针对SOC激
活机制的综述尚
未见报道, 本文较
全面地总结了迄
今关于SOC激活
机制的观点及假
设模型, 指出并分
析了现存于各种
观点中的问题及
之间的矛盾.
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是IP3R传递信息的区域. 当激动剂激活膜表面受

体后, 在细胞内相应的某片状区域产生IP3, 并通

过两种形式激活Ca2+内流: 如果该片状区域覆盖

IP3R与SOC的连接区(图2A), IP3直接激活IP3R, 
后者发生构象改变, 将信息传递给与之连接的

SOC引发Ca2+内流, 这种IP3R不具备Ca2+通道特

性, 所以在该位点不会引发钙池释放Ca2+; 如果

该片状区域在连接区附近(图2B), IP3激活未与

SOC连接的IP3R并引起钙池区域性释放Ca2+, 这
种区域性释放能够使与SOC连接的IP3R发生构

象改变以激活SOC; 如果该片状区域更接近钙池

其他部分(图2C), 只能引起钙池释放Ca2+而不会

激活SOC. IP3的直接激活作用能够解释钙池耗

竭前产生Ca2+内流的原因, 后一种激活作用解释

了当钙池主体部分仍然含有大量Ca2+时, 钙池的

区域性释放也能引发Ca2+内流. Berridge还指出, 
两种激活方式可能同时存在于细胞中, 但他们

的主要功能有所不同: 第一种方式主要引发受

体激活的Ca2+内流, 后一种方式则体现了钙池的

自我平衡功能.
2.2.3.2 SOC与IP3ROC 虽然很多TRP通道能够

与IP3R结合, 其中有些也能与Ryanodine受体结

合; 诸多旨在说明IP3R能够调控TRP通道的研

究还牵涉到很多其他信号分子, 如S E R C A、

caveol in-1、磷脂酶C-β(phospholipase C-β, 
PLC-β)等, 人们怀疑IP3R与TRP通道的连接区对

于调控SOC是否具有足够高的特异性. 此外TRP
蛋白与SOC之间的关系仍有待进一步探讨. 部分

学者认为, IP3R激活的Ca2+通道不同于SOC, 是一

种新的阳离子通道家族, TRP蛋白可能属于这种

通道之一. 有研究显示, 在人类前列腺癌上皮细

胞[45-46]、肿瘤A431细胞[47]和HEK293细胞[48]中, 
不同类型的Ca2+通道具有不同的激活方式和分

子起源, 并可共存于同一细胞内. 在前列腺癌上

皮细胞中[45], 一种阳离子通道能够在钙池耗竭后

激活, 其开放依赖于iPLA2的调控; 另一种能够

被IP3激活而对iPLA2不敏感, 中断IP3R和通道的

连接能够使其失活. 前一种通道很可能是SOC, 
依赖于TRP4的表达而不是TRP1, 后一种恰好相反.

Bolotina et al [4,49]认为不同类型的Ca2+通道

能够对不同信号作出反应, 并可能共存于同一

细胞的细胞膜上. 他们在ER-CIF-iPLA2-CaM-
LysoPLs-SOC通路和构象耦联模型的基础上提

出了新的假设. 两种类型的Ca2+通道可通过不

■应用要点
由于SOC参与如
细胞分泌、钙超
载等诸多的生理
和 病 理 过 程 ,  本
文有助于加深并
促进读者对部分
与非兴奋细胞钙
通道相关的生理
学、病理生理学
机制的了解.

图  2  IP3激活两种形式的Ca2+内流. A: IP3直接激活与SOC连接的IP3R, 后者发生构象改变, 将信息传递给与之连接的SOC引

发Ca2+内流, 这种IP3R不具备Ca2+通道特性; B: IP3激活未与SOC连接的IP3R并引起钙池区域性释放Ca2+, 这种区域性释放能

够使与SOC连接的IP3R发生构象改变以激活SOC. C: 如果该片状区域更接近钙池其他部分, 只能引起钙池释放Ca2+而不会

激活SOC.

A B

C

ER

IP3R
SERCA

Ca2+

IP3

SOC
Na+-Ca2+

 pump
Na+-Ca2+

 pump

SERCA

Ca2+

IP3

Ca2+

IP3R

SOC
Ca2+

IP3R SERCA
IP3

SOC
Ca2+

Na+-Ca2+

 pump

Ca2+

IP3R SERCA

Ca2+

Ca2+

Na+-Ca2+

 pump

Ca2+

SOC

IP3

Agonist Agonist
SOC

Ca2+

Ca2+

Ca2+

Na+-Ca2+

 pump

SERCA
IP3R

Ca2+

IP3



www.wjgnet.com

1878                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2007年6月18日    第15卷   第17期

同机制激活, 一种是由钙池操纵的, 即SOC, 另
一种是由IP3R操纵的, 即IP3R操纵的Ca2+通道

(IP3R-operated channel, IP3ROC). SOC能够通

过ER-CIF-iPLA2-CaM-LysoPLs-SOC通路激活; 
IP3ROC与相应的IP3R连接, 钙池通过IP3R释放

Ca2+使后者发生构象改变, 从而激活IP3ROC. 这
两种Ca2+通道可能分别在不同类型细胞中起作

用, 或在同一细胞的代谢过程中发挥不同作用. 
这种模型与上述Berridge M的假设有相通之处. 
2.2.3.3 分泌样耦联模型 构象耦联模型是基于

“蛋白-蛋白”间的快速反应 ,  这与S O C E相

对缓慢的激活过程不符 ,  为了解释这一矛盾 , 
Pat terson et al [36]提出了“分泌样耦联模型”

(secretion-like coupling model): 钙池耗竭后, ER
的外围部分在细胞骨架的作用下移向细胞膜, 
使IP3R与SOC连接并调控SOCE, ER的迁移过程

需要额外的时间, 这是SOCE激活过程相对缓慢

的主要原因. 这个模型的主要依据是, 在部分细

胞中稳定细胞骨架阻碍IP3R与SOC形成连接, 反
之则能促进连接[36,50-51]. 但细胞骨架能够影响很

多细胞膜上的离子通道致使细胞内外膜电位发

生改变, 因此Ca2+内流很有可能是在电势驱动下

产生. 在膜片钳全细胞(whole-cell)记录模式下钳

制膜电位, RBL-1细胞中外围细胞骨架的状态变

化并没有对SOC造成影响[50], 但在其他几种类

型细胞中情况则相反[52]. 该模型成立的另外一

个前提条件是IP3R的作用应该贯穿于整个Ca2+

内流过程的始终. 在以前的研究中, 部分学者将

2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB)作为IP3R
的直接抑制剂应用于细胞, 抑制了thapsigargin
激活的SOC[53]. 然而后面人们发现, 2-APB能够

通过细胞外某一位点直接抑制SOC[50,54-55]. 应用

IP3R的其他抑制剂, 如肝磷脂(heparin)等, SOC
的激活不受影响[50-56]. 在DT40细胞中[54-55,57-58], 敲
除3种表达IP3R的基因后, 细胞对IP3不再有反应, 
但似乎仍然具有正常的SOCE. Kiselyov et al [59]认

为, 在这种情况下Ryanodine受体可代替IP3R与
SOC连接. 钌红(ruthenium red)作为Ryanodine受
体的拮抗剂, 能够抑制上述DT40细胞的SOCE. 
在RBL-1细胞中应用钌红和肝磷脂, SOCE也能

正常激活[60]. 
2.3 囊泡融合模型 该模型假设, 在静息状态下细

胞膜上不存在SOC, 钙池耗竭后细胞通过一种

分泌机制, 以囊泡融合的方式将SOC嵌入细胞

膜. 其主要依据是, SNAP-25的突变体和能将其

裂解的A型肉毒毒素(botulinum neurotoxin A)抑

制了爪蟾卵母细胞的SOCE, B、E型肉毒毒素及

破伤风毒素没有类似作用[61]. 在HEK293细胞中, 
A型肉毒毒素、布雷菲德菌素A(brefeldin A)和
破伤风毒素也都能以相似的过程抑制SOCE[62]. 
上述发现使部分学者产生了疑惑: 梭菌毒素的

抑制作用是影响了细胞分泌还是仅仅阻碍了

囊泡的迁移? 另外, 人们普遍认为非兴奋细胞

不表达SNAP-25, 而是表达对肉毒毒素不敏感

SNAP-23, 这在Scott et al [63]的实验中已得到证实. 
更为重要的是, 过度表达的SNAP-23突变体、突

变的NEM敏感型因子和重组的α-SNAP蛋白能

够分别抑制转铁蛋白受体循环、ER迁移和钙依

赖性的细胞分泌, 但都对SOCE没有影响[63-64]. 总
之, 很多能够调节细胞分泌的因素都无法对SOC
的激活造成影响, 至少在RBL细胞和HEK293细
胞中, SOCE与细胞分泌没有必然联系.

经过近20 a的努力, 人们对SOC激活机制的

研究已取得了实质性进展. 目前, 在最初的4种
假设模型中, CIF模型和构象耦联模型得到最多

的支持和完善. 不同实验小组证实了CIF的存在, 
同时很多学者在构象耦联模型的基础上又提出

很多新的观点. 虽然诸多学者在SOC激活机制

的研究中取得了可喜进步, 但一些关键因素, 如
CIF和SOC的分子组成等仍不清楚. 相信不久的

将来, SOC激活机制研究的突破, 将对非兴奋细

胞钙通道特性和调节的研究带来革命性变化, 
进而促使与非兴奋细胞钙通道相关的生理学、

病理生理学机制和临床防治研究取得重大进步.  
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Abstract
AIM: To invest igate the express ion and 
significance of the inhibitor kappa B kinase 
beta (IKKβ) in livers of rats with non-alcoholic 
steatohepatitis (NASH). 

METHODS: Forty healthy male Wistar rats were 
randomly divided into two equal groups. Rats 
in the normal control group were fed a standard 
diet, while the others in the model group were 
fed a fat-rich diet that consisted of 10% lard + 2% 
cholesterol + 5% corn oil + 83% standard diet. 
At the end of the 16th week of the experiment 
all rats were sacrificed and serum and hepatic 
tissue were collected. Concentrations of alanine 
aminotransferase (ALT), aspartate aminotrans-
ferase (AST) were examined and the concentra-
tion of tumor necrosis factor alpha (TNF-α) in 
serum was measured by enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA). Histological characters 
were observed by HE, Sudan IV, and Masson 

staining under microscopy. The expression of 
IKKβ mRNA and the binding activity of nuclear 
factor-kappa B (NF-κB) were determined by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and electrophoretic mobility shift as-
say (EMSA), respectively.  

RESULTS: Serum concentrations of ALT, AST 
and TNF-α in the model group were signifi-
cantly increased (96.63 ± 14.2 U/L vs 39.50 ± 
12.2 U/L, 156.13 ± 14.7 U/L vs 71.25 ± 14.4 U/L, 
48.23 ± 3.4 U/L vs 6.74 ± 1.3 U/L, P < 0.01). The 
expression of IKKβ mRNA and the binding ac-
tivity of NF-κB of rats in the NASH group were 
obviously higher than those in the normal con-
trol group (0.85 ± 0.03 vs 0.22 ± 0.02, 10.12 ± 1.34 
vs 1.58 ± 1.23, P < 0.01). Steatosis, inflammation 
and fibrosis were present to different extents in 
the livers of rats with NASH (25.63 ± 7.21 vs 1.24 
± 3.24, 3.21 ± 0.52 vs 0.49 ± 0.36, 6.26 ± 1.86 vs 
3.02 ± 1.17, P < 0.01). Further, the expression of 
IKKβ mRNA in hepatic tissue (r = 0.681) corre-
lated positively with the binding activity of NF-
κB (r = 0.864), the extent of steatosis (r = 0.930), 
inflammation and TNF-α levels (r = 0.762) in 
serum of the model group. 

CONCLUSION: Increasing expression of IKKβ 
mRNA may have an important role in the patho-
genesis of NASH by inducing activation of NF-
κB and promoting production of TNF-α, thus 
contributing to the development of NASH. 

Key Words: Inhibit or kappa B kinase beta; Non-
alcoholic steatohepatitis; Nuclear factor-kappa B
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摘要
目的: 探讨 I κ B激酶β ( i n h i b i t  k a p p a  B 
kinase beta, IKKβ)在非酒精性脂肪性肝炎
(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)大鼠肝组
织中的表达及意义.  
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■背景资料
目前认为 ,  IKKβ
为 核 因 子 - κ B 抑
制蛋白上游激酶, 
为NF-κB活化所
必需的催化亚单
位 ,  其 通 过 活 化
NF-κB, 诱导其核
移位, 促进炎症介
质基因的表达, 参
与机体炎症反应. 
同时, 有学者研究
表 明 ,  过 度 活 化
的IKKβ参与机体
胰岛素抵抗(IR), 
故 此 ,  可 以 推 测
IKKβ可以通过不
同途径参与脂肪
性肝炎的形成, 但
目前其在N A S H
炎症损伤中的作
用机制国内尚无
报道. 



方法: 健康♂Wistar大鼠40只, 随机分为正常
对照组(n  = 20)和高脂模型组(n  = 20), 分别给
予标准饲料喂养和高脂饲料喂养. 16 wk末
空腹处死全部大鼠, 收集血清和肝组织标本. 
检测血清中ALT、AST及ELISA法检测血清
TNF-α水平; 光镜下观察肝组织病理变化； 
RT-P C R和E M S A法分别检测肝组织I K K β 
mRNA表达和核因子-κB(NF-κB)活性改变. 

结果: 模型组大鼠血清ALT、AST、TNF-α水
平、肝组织IKKβ mRNA表达及NF-κB活性均
较正常对照组明显增强(96.63±14.2 U/L vs  
39.50±12.2 U/L, 156.13±14.7 U/L vs  71.25
±14.4 U/L, 48.23±3.4 U/L vs  6.74±1.3 U/L, 
0.85±0.03 vs  0.22±0.02, 10.12±1.34 vs  1.58
±1.23, P <0.01); 病理则表现不同程度的脂肪
变性、炎症、坏死及窦周纤维化与对照组
相比有显著差异(25.63±7.21 vs  1.24±3.24, 
3.21±0.52 vs  0.49±0.36, 6.26±1.86 vs  3.02
±1.17, P <0.01). 相关分析显示: 肝组织IKKβ 
mRNA的表达与NF-κB活性(r  = 0.930)、脂肪
变性(r  = 0.681)和炎症坏死程度(r  = 0.864)以
及血清TNF-α水平(r  = 0.762)正相关(P <0.05).  

结论: IKKβ mRNA表达增加在NASH发病
机制中发挥重要作用, 其通过介导NF-κB活
化, 引起TNF-α的大量生成、释放, 诱导加重
NASH的发生发展. 
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0  引言

非 酒 精 性 脂 肪 性 肝 炎 ( n o n a l c o h o l i c 
steatohepatitis, NASH)是以肝细胞脂肪沉积、小

叶内炎症伴气球样变性为特征, 可伴Mallory小
体和不同程度纤维化的一类遗传-环境-代谢应

激相关性疾病, 为单纯性脂肪肝进展到脂肪性

肝硬化的中间病理过程, 常合并于肥胖、糖尿

病、高脂血症患者. 随着生活水平的提高和生

活方式的改变, NASH已成为严重威胁人们身心

健康的常见疾病[1-3]．

IκB激酶β(inhibit kappa B kinase beta, IKKβ)
复合物属丝氨酸/苏氨酸(Ser/Thr)蛋白激酶超

家族成员, 主要包括IKKα, IKKβ和IKKγ 3个
亚单位 [4].  其中I K K β是促炎因子激活核因子
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κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)所必需的催

化亚单位 ,  参与抗凋亡及炎症相关基因的调 
控[5-8]. 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)、肿瘤坏

死因α(tumor necrosis factor alpha, TNF-α)等可

通过多种信号途径活化IKKβ, 使下游NF-κB抑
制因子(inhibitor nuclear factor-kappa B, IκB)特
异位点丝氨酸磷酸化而降解, 继而NF-κB与之

解离活化, 易位核内, 启动相关炎症介质基因转 
录[8-12]. 本文旨在探讨IKKβ和NF-κB在NASH大

鼠肝脏中的表达变化及其机制, 进一步明确其

在NASH发病中的作用, 为阐明NASH的发病机

制提供理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Wistar大鼠40只, 体质量140±
10 g, 由河北医科大学动物实验中心提供; IKKβ

基因扩增引物、β-肌动蛋白(β-actin): 北京奥科

生物工程有限公司; AMV反转录酶、Taq DNA
聚合酶、NF-κB寡核苷酸、EMSA试剂盒: 美
国Promega公司; 丙稀酰胺、N, N亚甲基双丙稀

酰胺、DTT、PMSF、Hepes、精胺、亚精胺、

NP-40、Aprotinin: 美国Sigma公司;  [γ-32P] ATP: 
北京福瑞生物工程公司; TNF-α ELISA试剂盒: 
北京中山试剂公司; 过硫酸铵、EDTA、Tris等
为国产分析纯试剂. 
1.2 方法 
1.2.1 动物分组与标本制备 40只Wistar大鼠, 标
准饲料适应喂养1 wk后, 随机分为2组: 正常对照

组20只, 标准饲料喂养; 模型组20只, 高脂饲料

喂养, 即在标准饲料基础上2%胆固醇+10%猪油

+5%玉米油[13-14]. 16 wk末, 禁食12 h后, 股静脉放

血处死全部大鼠, 4℃离心分离血清, 检测丙氨酸

氨基转移酶(ALT)、门冬氨酸氨基转移酶(AST)
和TNF-α水平; 迅速分离肝脏并称质量, 计算肝

脏湿质量/体质量×100%, 即为肝指数. 肝右叶

中部快速切取两块肝组织, 40 g/L甲醛固定, 石
蜡包埋、切片, 用于病理染色观察; 余肝组织置

液氮速冻后, -80℃冰箱保存, 用于总RNA及核蛋

白提取．

1.2.2 普通光镜下病理观察 HE染色观察肝组织

炎症、坏死; SudanⅣ染色观察肝细胞脂肪变

性, 以胞质中出现红色颗粒为阳性; Masson三重

染色观察肝组织纤维化, 绿染部分为胶原纤维. 
多功能病理图像分析仪测定脂变和胶原纤维面

积, 每张切片选取四周及中央5个区域, 10倍物

www.wjgnet.com
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镜下计算平均面积密度(阳性面积与统计场面积

百分比). 炎症活动度积分标准分为汇管区炎症

(P)、小叶内炎症(L)、碎屑样坏死(PN)、桥接

坏死(BN)4项, 每项根据病变程度分计1-4分, 按
P+L+2PN+2BN公式计算总积分[15]. 以上均由富

有经验的病理科医师双盲观察并评分. 
1.2.3 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测IKKβ 
m R N A的表达  采用T R I z o l一步法试剂盒提

取肝组织总RNA, 逆转录合成cDNA模板, 在
Taq DNA聚合酶作用下扩增IKKβ基因片段, 以
β-actin为内参照. 引物序列及PCR反应参数如下

(表1). 
PCR产物在80 g/L聚丙烯酰胺凝胶上80 V恒

压电泳2 h, 0.5 mg/L溴化乙啶溶液中染色10 min, 
应用BIO-PROFIF图像分析系统进行吸光度扫

描, 以IKKβ/β-actin的比值计算IKKβ mRNA相对

表达量. 
1.2.4 肝组织核蛋白的提取 参考文献[16]稍加改 
变. 肝组织匀浆、过滤, 收集细胞悬液, 4℃ 1850 g
离心5 min, 弃上清. 快速将细胞沉淀重悬于5
倍体积冷PBS缓冲液A中(mmol/L: Hepes-KOH 
10, KCl 10, MgCl2 1.5, DTT 0.5, PMSF 0.5, 精胺

0.15, 亚精胺0.5, 6 mL/L NP-40, pH 7.9), 混匀, 
4℃ 1850 g离心10 min, 弃上清. 将细胞沉淀重悬

于3倍体积冷PBS缓冲液B中(mmol/L: Hepes-KOH 
10, KCl 10, MgCl2 1.5, DTT 0.5, PMSF 0.5, 精胺

0.15, 亚精胺0.5, aprotinin14 mg/L, pH 7.9), 冰浴 
10 min, 期间上下匀浆15次, 4℃ 2500 g离心15 min, 
弃上清．用2/3体积的缓冲液C(mmol/L: Hepes-
KOH 20, KCl 10, MgCl2 1.5, DTT 0.2, PMSF 0.5, 
EDTA 0.2,  aprotinin14 mg/L, 200 mL/L glycerol, 
pH 7.9)重悬细胞核沉淀, 上下匀浆10次, 同时加

入缓冲液D(mmol/L: Hepes-KOH 20, NaCl 0.33, 
MgCl2 1.5, DTT 0.5, PMSF 0.5, EDTA 0.5, 14 mg/L 
aprotinin, 100 mL/L glycerol, pH 7.9) 震荡冰浴 
1 h．4℃ 10 000 g离心30 min, 收集上清, 紫外

分光光度法测定蛋白质浓度, 分装-80℃保存．

1.2.5 电泳迁移率改变分析(EMSA)检测NF-κB活

性 方法参照试剂盒说明书进行: 取1.75 μmol /L
未标记的双链N F-κ B寡核苷酸探针(5'-A G T 
TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3'; 3'-TCA 
ACT CCC CTG AAA GGG TCC G-5')2 μL, T4
多核苷酸激酶1 μL, [γ-32P] ATP(0.37 GBq/mL) 
1 μL进行标记. 然后将核蛋白提取物25 μg置
于10 μ L凝胶滞留结合缓冲液中 ,  37℃孵育 
10 min, 加入1 μL已标记的寡核苷酸探针, 37℃
孵育30 min, 60 g/L非变性聚丙烯酰胺凝胶80 
V电泳2 h. 真空干燥后压片, -80℃放射自显影 
72 h, 洗片后应用法国BIO-PROFIL图像分析系

统进行扫描, 测量显色阳性区及背景阴性区的

平均灰度值. 
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 采

用SPSS12.0统计软件处理所有数据, 两样本均数

比较采用成组设计t检验, 方差不齐时采用t检验. 
直线相关分析法进行相关性分析, 双侧P <0.05
为有统计学差异, 双侧P <0.01为有显著统计学 
差异. 

2  结果

2.1 大鼠一般表现及血清生化指标变化 各组大

鼠起始体质量无差别, 正常组大鼠活泼, 皮毛光

滑, 体质量逐渐增加; 而高脂饲料喂养大鼠体质

量增长迅速, 温顺, 不喜动且皮毛发黄, 蓬乱不

顺滑. 实验结束时, 模型组大鼠体质量较正常组

超质量20%以上, 肝质量、肝指数以及血清中

ALT, AST, TNF-α含量均显著升高(P <0.01), 且
TNF-α水平与肝脏炎症坏死程度呈正相关(r  = 
0.702, 表2). 
2.2 肝脏的病理观察 正常组大鼠肝色鲜红, 边缘

锐利, 明亮光泽; 模型组大鼠肝脏体积明显增大, 
颜色呈浅黄、土黄色或红黄相间, 质软缘钝, 切
面油腻感明显. 镜下正常组大鼠肝细胞正常, 小
叶结构清晰, 肝细胞索排列整齐; 而模型组大鼠

肝细胞浊肿、出现小泡性或大、小泡混合性脂

肪变, 偶见Mallory小体, 点灶状或碎屑样坏死, 
肝窦狭窄, 细胞病变以小叶三区为著, 汇管区扩

表  1  IKKβ和β-actin引物序列及PCR反应条件

     
目的基因                                  引物序列(5'-3')                             扩增长度(bp)     退火温度(℃)     循环次数                  

IKKβ          上游 AGC TCT GGA ACC TCC TGA AGA                   246                    60℃               30

                 下游 AGC TCC AGT CTA GGG TCG TGA

β-actin     上游 TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C         348                    55℃               29

                 下游 TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G

■同行评价
本文通过RT-PCR
及 E M S A 方 法
观察N A S H大鼠
IKKβ及NF-κB表
达变化, 探讨其在
N A S H发病中的
作用机制, 为今后
N A S H的有效治
疗提供理论基础, 
有重要学术价值. 
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大、伴枯否细胞增生及大量炎性细胞浸润, 并
可见窦周及中央静脉周围纤维化(表3)．
2.3 肝组织IKKβ mRNA表达及NF-κB活性改变 
与正常组相比, 模型大鼠肝组织IKKβ mRNA表

达及NF-κB活性显著增强(P <0.01); 进一步相关

分析表明, IKKβ mRNA在模型组肝组织的表达

与肝组织的脂肪变性、炎症坏死程度、NF-κB
活性以及血清TNF-α水平均呈正相关(r值分别

为0.681, 0.864, 0.930, 0.762)(表3, 图1-2). 

3  讨论

目前, NASH确切发病机制尚未完全阐明, 最为

成熟的“二次打击”学说[17]认为, 胰岛素抵抗

(insulin resistance, IR)是NASH发病的中心环 
节[18], 一方面使得胰岛素抑制脂解的作用减弱, 
促进肝脏脂质积聚, 引发肝细胞脂肪变性; 另一

方面, IR还可诱发氧化应激、促进活性氧生成, 
诱导肝内炎症细胞因子的产生、释放, 引发肝

脏炎性损伤[19], 而抑制IR可显著降低肝组织脂肪

变性及炎性损伤[20]. 众所周知, NF-κB是体内广

泛存在的对氧化应激敏感的一种重要前炎症介

质基因核转录因子, 在正常情况下, 其抑制蛋白

IκB结合成无活性的二聚体, 存在于胞质中, 参
与维持细胞生长、抗凋亡等生理功能. 在病理

状态下, 内毒素、氧化应激和脂质过氧化等因

素可激活NF-κB引发TNF-α, IL-1, IL-6等炎症细

胞因子产生增加, 从而启动和扩大炎症反应, 最
终导致脂肪性肝炎的形成[21-22], 但具体信号转导

机制尚未明确．

研究表明, IκB激酶β存在于大多数细胞胞

质中, 在肝细胞中亦有表达, 参与介导肝组织的

炎症坏死, 同时IKKβ活化参与介导NASH中IR
的形成[23-25]. 氧化应激、LPS、TNF-α等可通过

G蛋白以及丝裂原激活的蛋白激酶(MAPK)信
号通路激活IKKβ, 使IκBα磷酸化降解, NF-κB
解离, 发生核易位[26-28], 与DNA上的特异靶基因

结合, 调控IL-1、TNF-α等细胞因子、黏附分子

和炎症相关的酶及蛋白质的表达, 启动和扩大

炎症反应[6,21,29]. TNF-α的大量释放不仅直接诱

导肝脏炎症损伤, 还可反馈加强IKKβ活化, 形

600 bp
500 bp

400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

β-actin

IKKβ RNA

M            A           B

图  1  RT-PCR检测大鼠肝组织IKKβ mRNA表达的变化. M: 

DNA分子量标准; A: 正常对照组; B: 高脂模型组. 

A          B 

NF-κB
complex

NF-κB 

free probe

图  2  EMSA检测大鼠肝组
织NF-κB活性表达. A: 正常

对照组; B: 高脂模型组.

表  2  各组大鼠肝指数及血清生化指标的变化(mean±SD, n  = 20)

     
分组                  体质量(g)      肝质量(g)     肝指数(％)         ALT(U/L)           AST (U/L)         TNF-α(ng/L)

正常对照组     259±4.7     9.43±1.4    39.8±3.6    39.50±12.2     71.25±14.4      6.74±1.3 

高脂模型组     364±5.4b  17.86±2.8b   52.4±4.6b   96.63±14.2b  156.13±14.7b  48.23±3.4b

bP<0.01 vs  对照组.

表  3  肝组织IKKβ mRNA表达、NF-κB活性及组织病理定量指标的变化(mean±SD, n  = 20)

     
分组                   IKKβ mRNA        NF-κB活性         脂肪变性           炎症与坏死        胶原纤维

正常对照组     0.22±0.02       1.58±1.23       1.24±3.24         0.49±0.36       3.02±1.17

高脂模型组     0.85±0.03b    10.12±1.34b    25.63±7.21b       3.21±0.52b      6.26±1.86b

bP<0.01 vs  对照组.
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成IKKβ-TNF-α恶性循环, 这一自身放大的瀑布

效应进一步促进胰岛素受体底物(IRS)信号转

导障碍、脂质过氧化及活性氧增加、线粒体解

耦联蛋白-2表达上调以及三磷酸腺苷储备减低

等机制, 诱导IR发生[30]. 此外, IKKβ还可通过活

化NF-κB, 促进转位调节相关基因的表达而加

重IR, 最终从不同环节促进脂肪性肝炎的发生 
发展[31]. 

本研究显示, 高脂饲料喂养可成功复制大

鼠NASH模型, NASH大鼠肝组织IKKβ mRNA
表达、NF-κB活性以及血清中TNF-α、氨基转

移酶水平均显著增高, 说明高脂饮食可以引发

肝细胞脂质积聚, 通过氧化应激、活化IKKβ等

途径导致IR, 为NASH的发生提供基础．同时

活化的IKKβ还可通过Iκβ/NF-κB信号通路诱导

TNF-α等炎症介质的大量释放, 引发炎症瀑布

效应, 这与王磊 et al [32]在急性肝损伤中研究发

现一致. 这一实验结果证实了IKKβ作为NF-κB
上游始动信号, 通过活化NF-κB介导NASH肝

组织炎症损伤的病理生理过程, 为阐明NASH
发病机制以及今后的有效治疗提供了理论 
基础. 
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功能性胃肠病诊治进展通知

本刊讯 经卫生部批准, 由甘肃省人民医院消化科主办的2007年国家级继续医学教育项目“功能性胃肠病诊

治进展”(项目编号: 2007-0-0-02), 定于2007-09-01/05在甘肃兰州举行. 学习班期间将邀请国内及省内知名消

化专家, 讲授功能性胃肠病诊治进展. 

1      授课内容

功能性胃肠病罗马Ⅲ分类及诊断标准的核心内容, 有消化道症状的抑郁及焦虑症状的判定评分标. 伴有抑郁及

焦虑症状的功能性胃肠病患者的心理治疗, 便秘及腹泻型IBS、功能性腹胀、功能性便秘等, 功能性烧心、食

管源性胸痛、功能性吞咽困难, 食管压力测定的临床意义; 糖尿病人食管压力测定结果与正常人群食管压力测

定结果对比分析; 功能性消化不良、反刍综合征等; 胆囊及Oddi括约肌功能紊乱的诊断和治疗; 功能性大便失

禁、功能性肛门直肠疼痛、功能性排便障碍; 功能性腹痛的诊断标准及治疗, 兰州地区50例健康成人食管PH

测定结果分析; 食管PH监测的临床意义; 胃食管反流病人反流程度不同伴有不同的症状积分; 治疗功能性胃肠

道疾病新方法疗效的临床试验设计; 学习班结业时授予国家级继续医学教育项目学分12学分. 学习班费用(含

资料及证书费): 680元. 食宿统一安排. 费用自理. 

2      联系方式

730000, 兰州市东岗西路160号, 甘肃省人民医院消化科. 联系人: 陈翔; 电话: 0931-8281140; 8281141



 
wcjd@wjgnet.com 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of endotoxin on 
the expression of hepatocyte GUSB mRNA and 
serum β-glucuronidase (β-GD) activity in mice. 

METHODS: Twenty-three BALB/c mice were 
divided into two groups: control (injection of Sa-
line without endotoxin) (n = 5) and LPS (n = 18). 
In the Lipopolysa cc haride (LPS) group, after 
injection of endotoxin, mice were put to death 
at 1/2, 2, 4, and 24 hours by breaking cervical 
vertebra. Serum β-glucuronidase activity was 
detected by an enzyme kinetics method; and the 
expression of GUSB mRNA in hepatocytes was 
detected by semi-quantity reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: In the LPS 1/2, 2 and 4 h groups, 
the activity of β-GD levels (3.96 ± 0.88, 4.40 ± 
0.55, 5.65 ± 0.58 Fishman Unit, respectively) was 
significantly higher than that of the controls 

(2.14 ± 1.46, P < 0.05). However, there was no 
significant difference between the LPS 24 h and 
the control group. By contrast, the expression of 
GUSB mRNA in the LPS group was significantly 
higher after being stimulated for 2 and 4 hours 
(1.10 ± 0.23 and 1.81 ± 0.04, respectively) than 
that in the control group (0.57 ± 0.36, P < 0.05). 
There were no significant differences between 
the LPS 1/2 h and LPS 24 h groups and the con-
trol group.

CONCLUSION: LPS not only increases the activ-
ity of serum β-glucuronidase in BALB/c mice, 
but also up-regulates the expression of GUSB 
mRNA in hepatocytes. This may be another 
mechanism by which endotoxin takes part in the 
pathogenesis of cholelithiasis. 

Key Words: Endotoxin; Cholelithiasis; β-Glucuronidase; 
Pathogenesis mechanism; Reverse transcriptase 
polymerase chain reaction

S u n  S L ,  W u  S D ,  D a i  X W ,  S u i  D M ,  C u i  D X . 
Endotoxin regulates the expression of hepatocyte 
β-glucuronidase mRNA. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(17):1887-1892

摘要
目的: 研究内毒素对小鼠肝脏细胞β-葡萄糖苷
酸酶(GUSB)mRNA表达及其血清活性的影响. 

方法: 选择23只BALB/c小鼠分为2组, 对照组
5只, 腹腔注射不含内毒素的生理盐水; 其余小
鼠为实验组, 腹腔注射LPS, 并于注射后的1/2、
2、4、24 h采用酶促动力学方法检测内源性β-
葡萄糖苷酸酶(β-GD)活性; 取肝脏, 采用半定
量RT-PCR方法检测GUSB mRNA的表达. 

结果: 小鼠腹腔注射内毒素1/2、2和4 h后, 血
清β-GD活性(3.96±0.88, 4.40±0.55, 5.65±
0.58)显著高于对照组(2.14±1.46, P <0.05), 而
LPS 24 h组与对照组无显著性差异; 内毒素
刺激BALB/c小鼠2 h和LPS 4 h, 其肝脏细胞
GUSB mRNA表达(1.10±0.23, 1.81±0.04)显
著高于对照组(0.57±0.36, P <0.05), LPS 1/2 h
和LPS 24 h的GUSB mRNA表达与对照组相比
无显著性差异. 
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■背景资料
内源性β -葡萄糖
苷酸酶可以分解
胆红素双葡糖醛
酸酯, 产物之一非
结合胆红素与钙
质及高分子物质
结合, 生成非结合
胆红素钙, 参与胆
结石形成, 但人体
内源性β -葡萄糖
苷酸酶在胆汁中
活性很弱. 内毒素
可以激活人体白
细胞, 释放多种细
胞因子, 如肿瘤坏
死因子、白细胞
介素等, 他能否刺
激细胞, 释放内源
性β -葡萄糖苷酸
酶呢?  本文章即
是为了验证上述
假设.



结论: BALB/c小鼠经过腹腔注射LPS后, 其血
清中β-GD的酶活性具有显著性增加. LPS还
可以增加小鼠肝脏细胞GUSB mRNA的表达. 
LPS可能通过增加组织β-GD活性的途径, 参
与了胆色素结石的发病.

关键词: 内毒素; 胆石症; β-葡萄糖苷酸酶; 发病机

制; 逆转录聚合酶链反应
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0  引言

胆石症是临床上比较常见的疾病 ,  目前对其

病因和发病机制尚不是很清楚 ,  可能与胆道

感染 [1]、胆汁淤积、黏蛋白聚集、成核作用

(nucleation)[2]、胆道动力异常、胆固醇、胆汁

酸、胆红素代谢异常等因素有关. 其中, 胆汁中

的钙离子与非结合胆红素形成沉淀是胆色素结

石形成的主要原因[3]. 内源性或细菌源性β-葡萄

糖苷酸酶(β-Glucuronidase, 简称β-GD, 其编码

基因简写GUSB)都可以分解胆红素双葡糖醛酸 
酯[4], 产物之一非结合胆红素与钙质及高分子

物质结合, 生成非结合胆红素钙, 他不仅是胆色

素结石的主要成分, 也是某些胆固醇结石的核

心. 由于正常肠道黏膜的屏障作用[5]和Oddi括
约肌的单向阀门作用[6], 肠道细菌不是很容易

进入胆道, 因而并非所有胆石症患者胆汁或结

石中存在细菌, 但是细菌的内毒素(LPS)却可以

很容易进入肝胆系统[7]. LPS可以激活人体白细 
胞 [8 ] ,  释放多种细胞因子 ,  如肿瘤坏死因子

(TNF)、白细胞介素(IL-8、IL-10)等. 我们推测: 
通过各种途径进入肝胆系统的LPS, 刺激肝脏细

胞、胆囊及胆管上皮细胞、胆汁中白细胞, 释
放内源性β-GD, 参与胆石症的发病. 我们为验证

上述假设, 以LPS刺激BALB/c小鼠, 于不同时间

点检测肝脏GUSB mRNA表达, 以及血清中内源

性β-GD的活性, 探讨内毒素与胆石成因之间的

关系.

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 选择6-8周龄对内毒素比较敏感

的BALB/c小鼠, 雌雄不拘, 体质量20-25 g左右, 
为中国医科大学动物中心提供. 
1 . 1 . 2  药物及试剂  酚酞葡萄糖苷酸及内毒
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素(来自E .c o l i  O111: B4), 购自S i g m a公司; 
总RNA提取系统(Ⅱ)To ta l RNA Ext rac t ion 
S y s t e m (Ⅱ )为华美生物工程公司产品 ;  反
转录PCR试剂盒BcaBEST TM RNA PCR Ki t 
Ve r.1.1及D N A M a r k e r D L2000为宝生物工

程 (大连 )有限公司产品 .  引物由上海博亚生

物技术有限公司合成 ,  其中 :  β -葡萄糖苷酸

酶F: 5' TGTGGAGCAAGACATCGG3', R: 5' 
A A C G G A G C A G G T T G A A AT3', 肌动蛋白

(β-actin)F:5' CACCCTGTGCTGCTCACCGAGG
CC  3'.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型制备与分组 5只小鼠ip不含内毒

素的生理盐水作为对照组; 其余小鼠为实验组, 
按5 mg/kg LPS腹腔注射, 并于注射后的0.5, 2, 4, 
24 h断颈椎处死小鼠, 取血液抗凝离心, 上清冻

存待测; 取肝脏置于DEPC水处理过的Eppendorf
管中,  -70℃保存备用.
1.2.2 酶促动力学方法检测血清内源性β-GD活性 
采用李宁 et al [9]报道的方法, 于pH4.5条件下测

定内源性β-GD活性. 具体方法为: 上清液100 μL, 
加0.01 mol/L酚酞葡萄糖苷酸水溶液0.1 mL, 加
醋酸缓冲液100 μL, 调节pH值至4.5, 置于38℃
保温, 反应24 h, 然后流水冷却, 加甘氨酸-十二

烷基硫酸钠溶液(pH11.7)1.0 mL, 加去离子水 
1.5 mL混匀, 10 min后于波长540 nm比色, 测定A
值. 以酚酞为标准品, 0-100 mg/L浓度系列绘制

酚酞标准曲线, 1-5代表试管(表1). 
1.2.3 半定量RT-PCR检测肝脏GUSB mRNA的表

达 
1.2.3.1 引物设计 查询小鼠G U S B m R N A序

列, 利用Primer premier 5软件设计引物. 引物

由上海博亚生物技术有限公司合成: (1)GUSB. 
F: 5' AACGGAGCAGGTTGAAAT 3', R: 5' 
TGTGGAGCAAGACATCGG 3'; (2)β-actin. F: 5' 
CACCCTGTGCTGCTCACCGAGGCC 3', R: 5' 
CCACACAGATGACTTGCGCTCAGG 3'.
1.2.3.2 肝脏细胞中总RNA的提取[10] 选取小鼠肝

脏组织0.1 g, 置于1.5 mL微量离心管(Eppendorf 
tube)中, 剪碎研磨制成匀浆, 向管内添加1 mL 
RNA裂解酶, 用5 mL注射器在管内反复吹打均

匀; 添加200 μL氯仿, 混匀, 于4℃ 13 000 r/min离
心15 min, 吸上层水相至一0.5 mL微量离心管中, 
加入50 μL异丙醇, 4℃放置30 min至1 h, 于4℃ 
13 000 r/min离心15 min, 弃上清液, 得RNA沉

淀, 加入750 mL/L乙醇300 μL充分洗涤沉淀, 于

www.wjgnet.com

■研发前沿
内毒素与细胞表
面的C D 1 4结合 , 
再通过钟样受体
4实现跨膜转导 , 
使核因子-κB从胞
浆转移至核内, 从
而启动细胞内的
基因转录更多的
mRNA, 增加蛋白
的合成, 此通路系
本领域研究的热
点问题.
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4℃ 13 000 r/min离心15 min, 弃上清液, 室温下

干燥RNA沉淀10 min, RNA产量及纯度用岛津

UV2201型紫外分光光度计260/280 nm波长测定, 
并用双蒸水溶解RNA过夜,  -70℃保存. 
1.2.3.3 反转录合成c D N A第一链  (1)按下列

组成配制反转录反应液: 25 mmol/L MgSO4 4 
μL, 2×Bca 1st Buffer 10 μL, RNase Free dH2O 
1.5 μL, dNTP Mixture (各10 mmol/L)1 μL, 
RNase Inhibitor(4×107 U/L) 0.5 μL, BcaBEST 
Polymerase(2.2×107 U/L), Oligo dT Primer 1 μL. 
(2)按以下条件进行反转录反应: 65℃ 1 min, 
30℃ 5 min, 65℃ 15-30 min(15-30 min内匀速升

温), 98℃ 5 min, 5℃ 5 min. 反转录产物cDNA于

-70℃冻存备用.
1.2.3.4 P C R反应  按下列组成配制P C R反应

液: 25 mmol/L MgSO4 6 μL, 5×Bca 2st Buffer  
16 μL, 灭菌蒸馏水, 55.5 μL, Bca-Optimized Taq, 
0.5 μL, 上游特异性PCR引物1 μL, 下游特异性

PCR引物1 μL. 把反应液加入到反转录反应结束

后的PCR反应管中, 轻轻混匀. 94℃ 30 s, 25-30
循环, 37-65℃ 30 s, 72℃ 1-10 min, 72℃ 5 min. 
PCR反应产物以肌动蛋白(β-actin)作对照, 取反

应液(5-10 μL)用20 g/L琼脂糖凝胶电泳(60 V,  
1.5 h), 溴化乙锭染色显示, 凝胶成像仪观察, 使
用10Kodak型号紫外、白透射仪成像分析系统

分析成像, 以GUSB mRNA/β-actin mRNA电泳

带的荧光强度比值作为GUSB mRNA的表达量 
指标.

统计学处理 所有数据采用均数±标准差

(mean±SD)表示, 应用SPSS11.5统计软件进行

方差分析, P <0.05认为有显著性差异.

2  结果

2.1 BALB/c小鼠生存状况 共计对23只BALB/c
小鼠ip内毒素(5 mg/kg), 作用时间最长24 h, 无死

亡, 亦未发现有小鼠发生腹腔感染. 
2.2 ip内毒素对小鼠血清β-葡萄糖苷酸酶活性

的影响 各组BALB/c小鼠ip内毒素后, 血清β-葡
萄糖苷酸酶活性的情况, 经过统计分析, 注射

LPS 0.5, 2和4 h后, 血清β-葡萄糖苷酸酶活性显

著高于对照组, 而24 h组与对照组无显著性差异 
(表2). 
2.3 LPS对小鼠肝细胞GUSB mRNA表达的影

响 LPS 2 h组和LPS 4 h组显著高表达于对照组, 
LPS 0.5 h和LPS 24 h的GUSB mRNA表达, 与对

照组无显著性差异(表3). LPS影响小鼠肝脏细胞

GUSB mRNA表达的RT-PCR结果(图1). 

3  讨论

我们采用的检测组织β-葡萄糖苷酸酶的方法原

理为: 组织β-葡萄糖苷酸酶在其最适pH4.5条件

下, 可以水解酚酞葡萄糖苷酸, 生成酚酞和β-葡
萄糖苷酸钠盐, 随着反应进行, 反应混合物中酚

酞量增加, 在碱性环境下显红色. 其颜色的深

浅与β-GD的活性成正比[11], 以100 mL血清每小

时水解酚酞葡萄糖苷酸所释放酚酞的微克数

表示β-GD的活性单位(Fishman Unit). 人β-葡萄

糖苷酸酶(EC 3.2.1.31)是一种溶酶体酸性水解

酶, 其系统名是β-D-葡萄糖苷酸葡萄糖醛酸水

解酶, (β-D-glucuronide glucuronosohydrolase), 
能特异的催化葡萄糖酸C1位上的β-糖苷键水

解, 释放出葡糖醛酸. β-GD广泛分布于人体各

组织[12](如肝、肾、脾、肾上腺、甲状腺、胃

肠黏膜、子宫和包皮腺), 细胞(如红细胞、白细

胞、血小板、巨噬细胞、成纤维细胞)及体液

(如血清、尿液、脑脊液、胆汁、阴道液、胃

液和十二指肠液等)中, 其胞内定位主要在溶酶

体、线粒体及微粒体内, 他是一类四聚体糖蛋

白, 分子量275 000. β-GD的活性于个体间差异

较大, 在体内的真正生理功能迄今尚未完全阐

明, 可能与胆红素代谢、类固醇激素的生物转

化及各种葡萄糖苷酸的水解有关; 他还可能与

其他溶酶体酶共同参与细胞器的溶解及细胞的

表  1  标准曲线制备(mL)

     
                       空白管	      1           2         3	         4          5

醋酸缓冲液     0.2	    0.2      0.2      0.2        0.2      0.2

酚酞标准液     0	    0.02    0.04    0.06	     0.08    0.10

甘氨酸SDS     2.8	    2.8      2.8      2.8        2.8      2.8

蒸馏水	        2.0	   1.98     1.96    1.94	     1.92    1.90

表  2  各组BALB/c小鼠血清β-GD酶活性(Fishman Unit)

     
分组	               β-GD活性                  t 值                P 值

对照组                  2.14±1.46

LPS 1/2 h             3.96±0.88a            2.548          0.031

LPS 2 h                4.40±0.55a            2.896          0.023

LPS 4 h                5.65±0.58a            4.474          0.03

LPS 24 h              3.85±1.11             1.924          0.096

aP<0.05 vs  对照组.

■创新盘点
首次发现内毒素
可以增加小鼠血
清中β -葡萄糖苷
酸酶活性, 向上调
节该基因mRNA
的 表 达 ,  为 不 伴
有细菌感染的胆
色素结石的发病
原因提供间接的 
证据.
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更新; 从多型核白细胞(PMN)释放的β-GD可以

在炎症引起组织损伤及杀灭细菌方面具有重要

作用. 此酶的另一个作用是在溶酶体内通过去

除硫酸软骨素和硫酸乙酰肝素末端β-葡糖醛酰

基残基降解糖胺聚糖. 此酶缺乏[13-14]可以造成非

降解糖胺聚糖的贮积, 导致黏多糖贮积症Ⅶ型

(mucopolysaccharidosis type seven, MPS Ⅶ). 
棕色素结石含有约60%胆红素钙, 黑色素结

石含有约40%胆红素钙, 而某些胆固醇结石亦含

有胆红素钙的核心, 这说明胆石症的病因与胆

红素的代谢密切相关[15]. Maki[16]认为, 细菌β-GD
水解胆汁中的结合胆红素, 成为非结合胆红素

(UCB)和葡萄糖醛酸, UCB再与钙结合, 在硫酸

糖蛋白的参与下, 经聚合导致结石产生, 此细菌

酶解致石学说已得到公认, 但是并非所有的胆

石症患者的胆汁或结石中存在细菌, 提示了一

定有非细菌因素参与胆石症的成因. 由于内源

性β-GD同样可以水解胆红素双葡糖醛酸酯, 即
水解结合胆红素, 因而与胆色素结石的形成有

关. Ostrow et al [17]认为胆道及肝组织的内源性

β-GD水解结合胆红素导致色素沉淀进而形成结

石;  Ho et al [18]通过研究发现, 棕色素结石组胆汁

中内源性β-GD活性显著高于对照组, 而且该酶

活性与胆红素的分解率及分解程度有很强的正

相关性, 推测内源性β-GD可能在胆色素结石的

发病中起主要作用. 杨波 et al [19]通过免疫电镜胶

体探针技术, 对胆红素结石患者肝细胞溶酶体

内源性β-GD进行定量研究, 发现内源性β-GD与

胆红素结石的形成密切相关. 内源性β-GD有多

种形式, 其作用的最适pH值为3.8, 4.5和5.2, 与
正常胆汁pH值相差大, 且受胆汁中葡萄糖醛酸

-1, 4-内酯及胆盐的抑制, 故其在胆汁中活性甚

弱[20]. 但是, 如果发生胆道感染, 肝、胆管上皮

及胆汁中白细胞分泌的酶增多, 且细胞膜的通

透性增大, 释放入细胞外的酶量就会增加. Osnes  
et al [21]发现, 胆总管胆汁中LPS的水平与结石的

发病密切相关, 推测其中的一个机制是: LPS通
过细胞毒效应激活胆道黏膜细胞及位于胆汁中

的白细胞, 促进释放内源性β-GD. 如果胆汁中的

β-GD超出了抑制剂的作用, 就会水解结合胆红

素, 导致结石的发生. 
我们的研究发现, 正常B A L B/c小鼠血清

内可以检测到一定活性的β-GD, 其肝脏细胞亦

有一定的GUSB mRNA表达. ip LPS以后, 无论

是血清β-GD活性, 还是肝细胞GUSB mRNA表

达, 都有增加. 对于β-GD活性, 这种增加开始

于内毒素注射后0.5 h, 在4 h增加到高峰, 随后

下降, 在24 h已经和对照组的酶活性无显著性

差异; 对于肝细胞GUSB mRNA表达, 这种增

加也具有一定的时间依赖性, 即在LPS刺激的 
24 h之内, β-GD活性随刺激时间的延长, 呈现先

升高, 后下降的趋势, 只不过这种增加直到LPS
注射2 h后才和对照组有显著性差异, 在24 h也
下降到与对照组相差无几的水平. 针对此处肝

细胞GUSB mRNA表达的增加反而滞后于血清

β-G D活性增加的现象, 我们认为有两种可能

的原因: (1)实验误差造成的; (2)小鼠在ip LPS
后, 血清中β-GD活性的增加机制, 是独立于肝

脏细胞GUSB mRNA表达, 即血清β-GD活性的

增加很有可能是LPS作用于血细胞的结果. 由
于我们从体质量<30 g的BALB/c小鼠身上, 总共

取血不足0.5 mL, 分离白细胞提取RNA比较困

难, 故LPS对BALB/c小鼠外周血单核细胞GUSB 
mRNA表达的影响情况, 我们未知. 

LPS增加血清中β-GD活性的机制可能如下: 
LPS与肝脏细胞和外周血单核细胞表面的CD14
结合后[22-23], 具有信号传导功能[24-25], 通过钟样

受体4(Toll like receptor 4, TLR4)实现跨膜转 
导[26-27], 使核因子-κB(NF-κB)从胞浆转移至核 

■应用要点
本研究对指导临
床预防胆石症的
发病提供实验依
据, 即通过使用肠
黏膜保护剂等措
施控制内毒素入
血, 对减少胆石症
的产生有一定意
义.

表  3  各组BALB/c小鼠肝细胞GUSB mRNA的表达(mean
±SD)

     
 分组	                GUSB mRNA                 t 值            P 值

对照组                    0.57±0.36

LPS 0.5 h               0.85±0.29              1.405        0.194

LPS 2 h                  1.10±0.23a             2.539        0.039

LPS 4 h                  1.81±0.04a             6.775        0.001

LPS 24 h                0.94±0.51              1.301        0.235

aP<0.05 vs  对照组.

Marker    1      2      3     4      5      6       7     8     9      10   11

2000 bp

690 bp
407bp

100bp

2000 bp

690 bp
407bp

100bp

β-actin
GUSB

β-actin
GUSB

图  1  LPS对小鼠肝脏细胞GUSB mRNA表达的影响. 1-5: 对

照组; 6-11: LPS 0.5 h组; 12-15: LPS 2 h组; 16-19: LPS 4 h

组; 20-23: LPS 24 h组.  

Marker 12    13     14    15     16    17     18    19    20    21    22    23
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内[28], 从而启动细胞内控制β-GD的基因(GUSB
基因)转录更多的mRNA, 增加β-GD蛋白的合成. 
我们的研究发现, LPS刺激BALB/c小鼠后, 不但

可以增加其血清β-GD的活性, 还可以向上调节

小鼠肝脏细胞表达GUSB mRNA, 这就从分子

水平证明LPS可以增加组织源性β-GD的合成和

释放, 他也许可以解释那些不伴有细菌感染的

胆色素结石的发病原因. 由于Oddi括约肌的单

向阀门作用(non-return valve action)和肠道黏膜

的屏障作用[29-30], 多数细菌很难从肠道进入胆

道, 但LPS却很容易. 进入肝胆系统的LPS有可

能刺激肝脏细胞, 胆道上皮细胞, 胆汁中的白细

胞, 增加GUSB mRNA表达进而增加了胆汁中的

β-GD活性, 在一定的环境下, β-GD分解结合胆

红素, 成为非结合胆红素(UCB)和葡萄糖醛酸, 
UCB再与钙结合, 导致结石产生. 

总之, BALB/c小鼠经过ip LPS后, 其血清中

β-GD的酶活性具有显著性增加. LPS还可以增

加小鼠肝脏细胞GUSB mRNA的表达. LPS可能

通过增加组织β-GD活性的途径, 参与了胆色素

结石的发病.
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Abstract
AIM: To explore the mechanism of acute renal 
injury in severe acute pancreatitis (SAP) and 
the effect of the conservative mechanism of 
L-arginine. 

METHODS: Sixty SAP model rats were estab-
lished by retrograde injection of 5% sodium tau-
rocholate into the pancreatic duct and then the 
PAAF collected for reservation. Another 60 rats 
were established as perforative peritonitis (PP) 
models, and their perforative peritonitis associ-
ated ascitic fluid (PPAF) was collected. Another 
ninety SD rats were randomly divided into five 
groups: NS, PAAF, PPAF, PAAF + L-arg and 
PPAF + L-arg. Serum concentrations of amylase 
(Amyl), urea nitrogen (BUN), creatinine and 
nitric oxide were determined at 12 hours post-
operation. The renal cell apoptosis rate and in-
ducible nitric oxide synthase activity were exam-
ined. Histological observation was performed. 

RESULTS: The amylase, blood urea nitrogen, 
and creatinine levels of serum in the PAAF + 

L-arg and PPAF + L-arg groups were lower than 
those in the PAAF and PPAF groups (Amyl: 
1925.8 ± 1024.2 vs 3328.3 ± 833.3, 2128.0 ± 795.9 
vs 3599.1 ± 1156.9; BUN: 9.1 ± 0.9 vs 12.4 ± 1.0, 
8.5 ± 0.8 vs 13.0 ± 1.1; Cr: 62.1 ± 7.5 vs 114.5 ± 8.6, 
60.0 ± 6.1 vs 115.8 ± 6.9; respectively, P < 0.01). 
The content of nitric oxide and the inducible 
nitric oxide synthase activity in the SAP group 
were higher than that in the PAAF group, while 
they were lower than those in the PAAF + L-arg 
group, while the NS group was the lowest. Simi-
larly, the PP group was higher than the PPAF 
group, but lower than the PPAF + L-arg group, 
while the NS group was, again, the lowest.

CONCLUSION: Renal cell apoptosis and injury 
are induced by pancreatitis associated ascitic fluid 
and blocked by low doses of L-arginine. A stable 
renal injury model can be established by PAAF. 

Key Words: L -arginine; Pancreatitis; Ascitic fluid; 
Renal injury; Apoptosis; Nitric oxide

Cheng RC, Liu QY, Su YJ, Zhang JM, Diao C, Luo HY. 
Curative effects of L-arginine on apoptosis of renal cells 
induced by pancreatitis associated ascitic fluid. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(17):1893-1898

摘要
目的: 探讨重症急性胰腺炎(SAP)时急性肾损伤
的发病机制及L-精氨酸(L-arg)对其的保护机制. 

方法: SD大鼠60只制成SAP模型并收集腹水
(PAAF); 60只制成穿孔性腹膜炎(PP)模型并收
集其腹水(PPAF); 另将90只随机分为5组: 空白
组(NS组)、对照组(PPAF组)、模型组(PAAF
组)及2个处理组(PAAF+L-arg组和PPAF+L-arg
组). 观察各组术后12 h的血淀粉酶(Amyl)、尿
素氮(BUN)、肌酐(Cr)、血清一氧化氮(NO)及
病理学变化, 同时检测其肾细胞的凋亡及诱生
型一氧化氮合酶(iNOS)的表达情况.
 
结果: PA A F+L -a rg组和P PA F+L -a rg组的
Amyl、BUN、Cr均显著低于PAAF组和PPAF
组(Amyl: 1925.8±1024.2 vs  3328.3±833.3, 
2128.0±795.9 vs  3599.1±1156.9; BUN: 9.1
±0.9 vs  12.4±1.0, 8.5±0.8 vs  13.0±1.1; Cr: 
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■背景资料
尽管近年来的重
症监护水平得到
很 大 提 高 ,  但 是
重症急性胰腺炎
的病死率仍比较
高 .  早 期 的 多 器
官功能衰竭(包括
心衰、肺衰、肾
衰、肝衰)和后期
的 脓 毒 血 症 ( 由
坏死胰腺及胰周
组 织 感 染 引 起 )
均导致了SAP很
高 的 病 死 率 .  因
此 ,  阐 述 这 些 系
统并发症的机制
对提高SAP患者
的临床预后尤为 
重要.



62.1±7.5 vs  114.5±8.6, 60.0±6.1 vs  115.8
±6.9; P <0.01). 而NO及iNOS表达, 使用L -arg
组最强, 依次高于模型组(SAP组及PP组), 实
验组(PA A F组及P PA F组), 而N S组表达最
弱. 肾细胞的凋亡率SAP组依次高于PAAF组
PAAF+L -arg组及NS组; PP组依次高于PPAF
组、PPAF+L -arg组及NS组(P <0.01); 与肾脏的
病理学改变一致. 

结论: PAAF可以诱导健康大鼠的肾细胞凋亡
引起肾损伤以建立稳定的PAAF诱导的健康
大鼠肾损伤模型, 但该作用可以被小剂量的
L -arg阻断.

关键词: L -精氨酸; 胰腺炎; 腹水; 肾损伤; 细胞凋

亡; 一氧化氮
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)是临床常见急腹症, 常
并发多器官功能障碍综合征(MODS)[1]; 其胰外

器官损伤中肾功能障碍发生率仅次于肺功能障

碍, 大约在14%-43%[2], 且大多同时伴有其他器

官系统的损害; 发展至急性肾功能衰竭(ARF)后
病死率高达80%, 出现ARF后其他脏器衰竭发生

率也明显上升; SAP引起ARF的机制尚未完全阐

明. 一般认为有效循环血容量不足、肾血流动

力学异常是SAP并发肾损伤的主要原因, 尽管

如此, 最近越来越多的资料都表明SAP败血症

时的肾衰是由于免疫或毒素的应急引起的急性

肾小管凋亡导致的, 而不是简单的血液动力学

紊乱引起的[3]. 本实验通过观察L -精氨酸(L -arg)
对PAAF诱导的大鼠肾细胞凋亡的影响, 探讨

SAP时肾损伤的发病机制及L -arg对其的保护 
机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠210只, 雌雄不限, 体重(250
±25)g(购自昆明医学院动物实验研究中心). 牛
磺胆酸钠(购自美国Sigma公司), NO的生成量(试
剂盒购自南京建成生物工程研究所), 兔抗大鼠

iNOS多克隆抗体、SABC试剂盒和DAB显色试

剂盒(购自博士德生物有限公司), PI染色法(试剂

购自美国BD公司). 
1.2 方法 
1.2.1 动物分组 健康SD大鼠210只, 雌雄不限, 体
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重(250±25) g. 60只制成SAP模型并收集PAAF
备用, 随机选取18只作为SAP组; 60只制成PP
模型7 h后收集其腹水(PPAF)备用, 随即选取18
只作为PP组; 最后90只SD大鼠随机分5组. 空白

组(NS组): ip生理盐水(NS)8 mL/只; 穿孔性腹

膜炎组(PPAF组): 参照2(2)建立消化道穿孔模

型, 7 h后无菌状态下开腹收集腹腔渗出液, 4℃,  
2500 r/min离心15 min后取上清液, -80℃保存备

用; 实验时ip 8 mL/只. 模型组(PAAF组): 参照2(1)
建立SAP模型, 7 h后无菌状态下开腹收集腹腔

渗出液(即PAAF), 4℃, 2500 r/min离心15 min后
取上清液, -80℃保存备用; 实验时ip 8 mL/只. 精
氨酸组(L -arg组): 在模型组(PAAF组及PPAF组)
基础上, 注射腹水前10 min经股静脉给予L -arg 
(100 mg/kg). 即(PAAF+L-arg组及PPAF+L-arg组). 
1 .2 .2  动物模型的制作  (1)大鼠S A P模型的

制作: 大鼠术前12 h禁食, 自由饮水; 30 g/L
的戊巴比妥钠(30  m g/k g)i p麻醉后 ,  正中切

口入腹 ,  以无损伤小动脉夹暂时阻断肝门

侧胆总管 ,  以套管针针头 ( 尖端剪断并磨

钝 )由十二指肠前壁进针 ,  经乳头部插入胆

总管内 ,  以50  g/L牛磺胆酸钠1 m L/k g匀速

注入 ,  拔针后局部指压穿刺部位防止逆流 .  
5 m in后开放胆总管阻断, 胰腺在短时间内可

见出血水肿, 局部坏死, 大鼠SAP诱导成功. (2)
大鼠消化道穿孔模型的制作: 大鼠术前12 h禁
食, 自由饮水; 30 g/L的戊巴比妥钠(30 mg/kg)ip
麻醉后, 作长约1.5 cm上腹正中切口开腹, 横断

十二指肠球部无血管区1/2周径, 并将胃窦部下

拉悬吊于中腹部腹壁. 以0号丝线结扎各出血

点, 无活动性出血后分层关腹. 术后自由饮水, 
于术后7 h留取腹水, PP模型建立成功. 
1.2.3 指标的检测 (1)血清学指标: SAP组及PP组
于模型成功建立后7 h、其余各组分别于实验设

计12 h后, 经腹主动脉采血5 mL, 注入抗凝试管, 
离心(4℃, 3000 r/min, 10 min), 取上清置于-20℃
冰箱保存待测. NO含量(μmol/L), 采用硝酸还原

酶法测定血清NO2
-/NO3

-含量, 间接反应NO的生

成量; 血清BUN、Cr和Amyl水平应用酶偶联测

定法在全自动生化分析仪上测定. 采血完毕后, 
立即取胰腺左叶及左肾上极组织分别用于以下

指标的检测. (2)病理学指标检测: 按照标准步骤

将胰腺及肾组织制成石蜡切片并行HE染色, 光
镜下观察组织病理学改变. (3)组织中iNOS表达

的检测: iNOS抗体的工作浓度为1∶200. 按说明

书步骤操作; 光镜下观察并照相, 无着色为阴性, 
浅黄色为弱阳性, 棕黄色为阳性, 棕褐色为强阳

www.wjgnet.com

■研发前沿
本实验通过观察
胰腺炎相关性腹
水 ( PA A F ) 对 正
常肾细胞凋亡的
影响、L -精氨酸
(L -arg)对该损伤
的 影 响 ,  探 讨 重
症急性胰腺炎时
急性肾损伤的发
病机制及L -精氨
酸对其的保护机
制. 并进一步完善
PAAF诱导胰外脏
器损伤的模型建
立.
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■相关报道
新 近 研 究 表 明 , 
SAP时异常激活
的胰酶在造成胰
腺损伤的同时, 使
粒细胞等炎症细
胞过度激活, 大量
释放多种炎性介
质及细胞因子, 并
通过扳机样作用, 
形成瀑布样炎性
损害, 不但使胰腺
组织发生大量坏
死, 而且还可导致
SIRS和多器官衰
竭; SAP时除了大
量的胰酶释放入
血, 还有大量有毒
性细胞因子的腹
水产生.

■创新盘点
以胰腺炎相关性
腹水(PAAF)腹腔
注射建立大鼠的
肾损伤模型, 并且
成功建立了该模
型 ,  该 模 型 可 以
“屏蔽”SAP时
坏死胰腺对肾脏
的影响, 从而可以
在模拟临床的条
件下为研究肾损
伤的机制提供了
比较单纯的研究
背景. 术前小剂量
的L -arg可以通过
抑制肾细胞的凋
亡来减轻PAAF诱
导的肾损伤.

性. (4)细胞凋亡的检测: 采用PI染色法, 按照说

明操作, 于流式细胞仪上检测肾细胞的凋亡率. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用t检验; P <0.05为差异显著. 指标间联系的密切

程度采用Pearson's相关分析. 所有处理均采用

SPSS12.0统计软件包.

2  结果

2.1 血清Amyl、BUN、Cr及NO水平 SAP组与

PP组、PAAF组与PPAF组及PAAF+L -arg组与

PPAF+L -arg组比较均无统计学差异. 血清Amyl
及血BUN、Cr, SAP组及PP组最高, 其余依次为

PPAF组及PAAF组、PPAF+L -arg组及PAAF+L -
arg组、NS组; 血清NO, 使用L -arg的两组最高, 
依次高于PPAF组及PAAF组、SAP组及PP组, 而
NS组反而最低(表1).
2.2 胰腺的病理学变化 SAP组及PP组胰腺大片

出血坏死, 呈暗红色, 表面及周围腹膜、系膜见

皂化斑; 光镜下胰腺大部分坏死, 腺体结构消

失, 大量炎性细胞浸润伴出血; PAAF组及PPAF
组仅有部分腺体组织水肿, 组织间隙增宽, 少量

炎性细胞浸润; PAAF+L -arg组与PPAF+L -arg组
胰腺轻度水肿, 偶见炎性细胞浸润.
2.3 肾组织病理学变化及iNOS表达 SAP组及PP
组病变最严重, 大鼠肾小球体积增大, 肾小管上

皮细胞重度水肿, 管腔纹状缘消失, 少数肾小囊

内可见红细胞渗出; 髓质内间质血管扩张、出

血, 中等量炎细胞浸润; 组织中iNOS均呈阳性

染色. PAAF组及PPAF组病变次之, 主要表现为

肾小管上皮细胞中度水肿, 髓质内间质血管扩

张、淤血, 少量炎细胞浸润; 组织中iNOS亦均为

阳性染色. PAAF+L -arg组与PPAF+L -arg组病变

较前4组明显变轻, 仅表现为肾小管上皮细胞轻

度水肿, 未见炎细胞浸润; 但组织中iNOS为强阳

性染色. iNOS染色主要集中在肾小管的上皮细

胞胞浆内, 而肾小球并不表达. 正常肾组织iNOS
呈弱阳性染色(图1). 
2.4 肾组织的细胞凋亡 正常肾组织存在较低水

平的凋亡现象1.32%±0.12%; 而SAP组凋亡最

严重, 高达23.8%±4.5%, PP组为22.7%±3.41%; 
其次为PAAF组18.3%±2.11%、PPAF组17.3%±

2.25%, 但PAAF+L -arg组与PPAF+L -arg组均明显

减轻, 分别为8.3%±0.77%、8.1%±0.71%. SAP
组、PAAF组、PAAF+L -arg组及NS组, PP组、

PPAF组、PPAF+L -arg组及NS组组内两两比较

均有统计学意义(P <0.05, 图2). 

3  讨论

SAP时可产生大量胰腺炎相关性腹水(PAAF), 含
有多种毒性有害物质和炎性细胞因子介质, 他
们被腹膜吸收后亦可能是引起多脏器损害的重

要原因之一. 但毫无疑问感染是影响SAP死亡率

的关键性因素[4], 下调炎症性过程可以明显降低

SAP的死亡率. 故临床上常通过腹腔灌洗、手术

引流等方法来减少腹水中毒性物质吸收, 从而减

轻SAP造成的全身性损害, 但这缺乏充足的实验

依据. 本实验通过将PAAF注射到正常大鼠腹腔

内, 12 h后肾小管上皮细胞中度水肿, 髓质内间质

血管扩张、淤血, 并少量炎细胞浸润, 与PPAF组
肾损伤相当; 但均明显轻于SAP组. 说明了PAAF
可以屏蔽SAP时坏死胰腺对肾脏的影响, 单独诱

导健康肾脏的损伤. 从而为研究PAAF诱发的肾

损伤以及L -arg对该损伤的疗效提供了较为单纯

的研究背景. 此外, 本实验SAP组与PP组、PAAF
组和PPAF组中的淀粉酶、尿素氮及肌酐并无统

计学差异, 且胰腺、肾脏的病变程度相当, 充分

说明了PAAF腹腔内注射引起的腹膜炎为非特异

性的炎症, 该模型更接近临床上的PAAF. 
急性肾功能衰竭时肾小管上皮细胞出现凋

亡早于肾功能的变化, 凋亡作为细胞丢失的途

表  1  各组血清Amyl、BUN、Cr、NO含量变化(mean±SD，n  = 18)

     
分组	                          Amyl(U/L)             BUN(mmol/L)         Cr(μmol/L)          NO(μmol/L)

SAP组	               6977.6±2687.8ad        15.1±2.0ad      137.6±15.2ad	    63.05±8.31ad

PP组	                  6969±1502.5af         15.1±1.8af      138.2±19.6af	    57.48±6.93af

NS组	                 734.3±305.9              4.6±0.7           33.8±2.7	    31.76±3.63

PAAF组	               3328.3±833.3a           12.4±1.0a       114.5±8.6a	    71.84±6.56a

PPAF组                  3599.1±1156.9a         13.0±1.1a       115.8±6.9a	    67.98±8.00a

PAAF+L-arg组      1925.8±1024.2ad          9.1±0.9ad        62.1±7.5ad	  121.70±12.89ad

PPAF+L-arg组      2128.0±795.9af            8.5±0.8af         60.0±6.1af	   118.56±12.64af

aP<0.05 vs  NS组; dP<0.01 vs  PAAF组; fP<0.01 vs  PPAF组.
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■应用要点
本实验为临床上
通过腹腔灌洗、

引流等治疗SAP
时的腹水以减轻
病变程度提供了
一定的实验理论
依据, 模拟临床的
条件下为研究肾
损伤的机制提供
了比较单纯的研
究背景; 更为SAP
及其胰外脏器损
伤的治疗提供了
新的视点.

径之一, 同样可造成肾小管基底膜裸露、转运

功能丧失及小管液回漏等功能障碍, 成为少尿或

无尿的病理生理基础, 说明凋亡在肾功能损害

中发挥重要的作用[5]. Nishikawa et al [6]利用鼠的

PAAF对Madin-Darby狗的远端肾小管细胞进行

培养发现, PAAF可以导致培养细胞凋亡且具有

剂量和时间依赖性. 同时细胞DNA片段的酶联

免疫吸附试验发现培养4 h后DNA片段开始增加

到12 h达高峰, 提示有细胞的凋亡. 国内朱明德 

et al [7]发现SAP大鼠肾脏的细胞凋亡数明显增多, 
凋亡指数增高, 肾小管凋亡现象较肾小球严重, 
肾脏细胞凋亡指数与肾功能的损害程度呈正相

关. 本实验发现, SAP大鼠肾脏的细胞凋亡数明

显增多, 凋亡指数增高, 肾小管凋亡现象较肾小

球严重, 肾脏细胞凋亡指数与肾功能的损害程度

呈正相关, 与肾脏的病理改变一致; 本实验又直

接将PAAF注射到正常大鼠腹腔后, 肾脏呈急性

肾损伤的Ⅱ级病理改变, 肾细胞的凋亡率明显增

图  1  各组肾组织中iNOS表达(×200). A: NS组; B: PAAF组; C: PPAF组; D组: PAAF+L-arg组; E: PPAF+L-arg组; F组: SAP组; 

G组: PP组. 
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集, 抗血栓形成, 而对急性胰腺炎(AP)具有一定

的保护作用[13]. 但也有相反报道[14-20], 焦点主要集

中在L -arg给药的量及给药的时机. 一般认为, 大
剂量、高浓度的L -arg(20%, 2 g/kg)加重急性胰

腺炎的损害, 而小剂量、低浓度的L-arg(1%, 100 
mg/kg)起保护作用[21]. 本实验发现: SAP时大鼠

存在显著血浆及胰组织NO增加, 胰腺血流量显

著下降, 胰淀粉酶显著增加; 表明SAP大鼠早期

存在NO合成相对不足, 随SAP大鼠病程发展, 胰
酶、内毒素及炎症介质作用下, 内皮细胞合成

NO过多, 反之过量NO生成通过直接抑制靶细胞

的氧化呼吸链, 致胰腺细胞及胰血管内皮细胞

损害; 与铜蛋白及其他氧自由基结合, 产生过量

■名词解释
PAAF(pancreatitis 
associated ascitic 
fluid), 即胰腺炎
相关性腹水, 多见
于重症急性胰腺
炎时产生的腹部
并发症, 内含复杂
的炎症介质和毒
性物质.

加, 均明显轻于SAP组. 说明SAP肾脏损伤至少部

分是通过细胞凋亡机制引起的, 而且细胞凋亡是

造成肾功能进一步恶化的重要因素之一. 
近年来大量实验研究表明, 以L -arg为底物

在体内一氧化氮合成酶(NOS)催化生成的NO, 是
一种很强生物活性物质, 具有广泛且重要的生物

学功能, 其主要是传递信息、舒张血管和细胞

毒作用, 参与了多种炎症性疾病的发生、发展

过程. 当某些疾病造成血管内皮细胞损伤时, 将
导致NO生成减少, 因而补充外源性NO就成为一

种必要的治疗措施[8-12]. L -arg及其体内代谢产物

一氧化氮(NO)能有效改善胰腺微循环, 抑制白

细胞内皮细胞相互作用, 抑制血小板黏附和聚

图  2  各组肾细胞的凋亡率. A: NS组; B: PAAF组; C: PPAF组; D: PAAF+L-arg组; E: PPAF+L-arg组; F: SAP组; G: PP组.
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ONOO-, 从而对胰组织有毒性作用. 
本实验尚发现: SAP大鼠12 h时存在内毒素

血症, 血BUN、Cr显著升高, 肾组织NO显著升

高; 即时给予小剂量L -arg后明显降低血内毒素

及肾组织NO, 肾功能明显改善, 显著延长死亡

时间; 此外, 本实验通过免疫组化发现iNOS只在

肾小管细胞中表达, 而肾小球无表达; 与肾小管

的病变一致; 且SAP的表达最强, 应用小剂量的

L -arg反而较弱. 据此认为小剂量的L -arg通过增

加组织中NO可以抑制肾细胞的凋亡以减轻肾损

伤. 其具体机制可能主要包括以下几个方面: (1)
抑制中性粒细胞活化及其表面CD11/CD18表达; 
(2)拮抗细胞因子生成, 从而减少引发“白细胞-
内皮细胞相互作用”的始动因素; (3)灭活氧自

由基, 已证实氧自由基可促进“白细胞-内皮细

胞相互作用”, 外源性L -arg可灭活氧自由基, 减
少氧自由基的生成而使此反应逆转; (4)内皮细

胞生成的NO在血管内皮表面形成保护层, 能降

低血管阻力, 阻止中性粒细胞在血管内皮细胞

表面的黏附. 这为临床治疗SAP肾损伤又提供了

新视角.
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Abstract
AIM: To establish a Lovo/5-FU of human drug-
resistance colon carcinoma cell line, and to 
screen possible drug resistance-associated genes.

METHODS: LoVo/5-FU of a human drug-resis-
tance colon carcinoma cell line was induced by 
continuously exposing human colon carcinoma 
cells to gradually increasing concentrations of 
5-FU. The growth law was observed and the 
growth curve protracted. The drug resistance of 
LoVo/5-FU was measured by MTT assay and 
the drug resistant index (RI) was calculated. 
Genes expressing differently between LoVo/5-

FU and its parent cell line Lovo were screened 
using a gene chip, and several selected associ-
ated drug resistance genes were confirmed by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR).

RESULTS: Compared with parental cells, the 
resistance cell line had a slower growth rate and 
larger morphology. The LoVo/5-FU cell line 
showed drug resistance to 5-FU, adriamycin 
(ADM), mitomycin (MMC), but not to cisplatin 
(CDDP) (RI: 7.69, 2.78, 1.43, and 0.96). There 
were 425 differently expressed genes associated 
with drug resistance by the gene chip screening 
method. The possible drug resistance-related 
genes included CYP1B1, NAT2, RNF20, SNAI2, 
and MAP3K2. The expression of CYP1B1 had 
a significant difference between the LoVo/5-
FU cell line and the parent cell line (Cy5/Cy3 = 
5.877). RT-PCR results were consistent with the 
gene chip results.

CONCLUSION: The altered biological proper-
ties of LoVo/5-FU may be related to its drug 
resistance phenotype. Several genes, such as CY-
P1B1, are possibly involved in the mechanism of 
drug resistance.

Key Words: Human colon carcinoma; Drug resist-
ance-related genes; 5-fluorouracil; LoVo/5-FU cell 
lines; MTT assay; Gene chip; Reverse transcription 
polymerase chain reaction

Sheng YP, Li JF, Liu BY, Luo JM, Zheng LZ, Chen Q, 
Guo WJ. Establishment and selection of genes expressing 
differently in a human colon carcinoma LoVo/5-FU cell 
line. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(17):1899-1904

摘要
目的: 建立结肠癌细胞耐药模型LoVo/5-FU并
初步筛选可能的耐药相关基因. 

方法: 采用5-FU浓度递增法建立人结肠癌细
胞耐药模型LoVo/5-FU, 观察其生长规律并绘
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■背景资料
大肠癌是消化系
统常见的肿瘤, 其
治疗主要是手术, 
化疗则可减少复
发和提高生存率. 
但以5-氟尿嘧啶
(5-FU)为主的化
疗疗效仍不能令
人满意, 其主要原
因是化疗过程中
出现肿瘤细胞耐
药. 肿瘤细胞与抗
癌药物接触后, 不
仅能对所用药物
产生耐药性, 对结
构和功能不同的
其他药物也能产
生耐药性, 而肿瘤
细胞对化疗药物
的耐药性是化疗
失败的主要原因. 
因此, 肿瘤耐药基
因的研究可能在
将来为选择决定
化疗方案提供参
考依据. 



制细胞生长曲线; 用MTT法鉴定耐药细胞株
耐药性并计算耐药指数(RI); 用基因芯片技术
检测耐药细胞株LoVo/5-FU与其亲本细胞株
LoVo中的差异表达基因, 从中筛选出可能的
耐药相关基因; 用半定量RT-PCR方法对筛选
出的部分耐药相关基因在耐药细胞及其亲本
细胞中的表达情况进行验证. 

结果: LoVo/5-FU细胞与LoVo细胞相比, 生
长缓慢, 细胞体积增大. LoVo/5-FU对5-FU、

ADM、MMC耐药, 而对CDDP无耐药性(RI: 
7.69, 2.78, 1.43和0.96). 通过基因芯片筛选出
差异表达基因425个, 可能的耐药相关基因包
括CYP1B1, NAT2, RNF20, SNAI2, MAP3K2, 
其中CYP1B1在LoVo/5-FU与LoVo中的表达有
明显差异(Cy5/Cy3 = 5.877).

结论: LoVo/5-FU细胞株耐药性稳定, 耐药
机制可能与CYP1B1, NAT2等耐药相关基因 
有关.
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0  引言

大肠癌是消化系统常见的肿瘤, 其治疗主要是

手术, 化疗则可减少复发和提高生存率. 但以5-
氟尿嘧啶(5-FU)为主的化疗疗效仍不能令人满

意, 其主要原因是化疗过程中出现肿瘤细胞耐

药. 因此, 肿瘤耐药基因的研究可能在将来为选

择决定化疗方案提供参考依据. 而基因芯片技

术在肿瘤耐药研究中的应用对肿瘤耐药机制研

究, 新的耐药基因发现及耐药个体化诊断具极

大促进作用. 我们用5-FU对LoVo细胞进行长期

诱导获得耐药模型LoVo/5-FU细胞株, 并对其生

物学特性进行研究. 同时, 通过基因芯片检测筛

选可能的耐药相关基因, 并对筛选出的基因进

行RT-PCR验证.

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI1640(杭州吉诺生物医药技术有限

公司); 小牛血清(杭州四季青生物公司); TRIzol
溶液(Invitrogen公司); AMV逆转录酶, Rnase抑制

剂, 逆转录试剂盒(A3500), Taq聚合酶, dNTP和
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PCR标志(Promega公司); 基因芯片(上海博星基

因芯片有限公司); 引物由上海英骏生物公司合

成; 噻唑蓝(MTT, Sigma公司); 氟尿嘧啶(5-FU), 
丝裂霉素(MMC), 阿霉素(ADM), 顺铂(CDDP)均
为国产药物.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及耐药细胞系的建立  结肠癌

LoVo细胞在37℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度的

培养箱中培养, 培养液为含100 mL/L热灭活小

牛血清, 青霉素100 kU/L和链霉素100 mg/L的
RPMI1640培养液. 采用药物(5-FU)持续接触浓

度递增诱导法建立人结肠癌耐药细胞系LoVo/5-
FU, 可在含5-FU浓度为5.0-6.0 mg/L的培养液中

稳定生长. 
1.2.2 生物学特性观察 细胞一般形态学观察: 在
Olympus光学显微镜下观察其形态. 生长曲线测

定: 取对数生长期的LoVo和LoVo/5-FU细胞, 用
2.5 g/L胰酶消化, RPMI1640培养液制成单细胞

悬液, 接种到24孔板中(每孔5×103个, 各3复孔

×7 d), 37℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度下培养, 每
日消化3孔进行计数, 连续7 d, 绘制生长曲线. 
1.2.3 药敏实验 用MTT法检测LoVo和LoVo/5-
FU细胞对5-FU, ADM, MMC, CDDP的敏感性. 
LoVo/5-FU细胞在不含5-FU的RPMI1640培养

液中培养2 wk后备用. 取对数生长期的LoVo和
LoVo/5-FU细胞, 用2.5 g/L胰酶消化, RPMI1640
培养液制成单细胞悬液 ,  接种到96孔板(100 
μL/孔, 5×103/孔), 培养24 h, 加入不同浓度的上

述药物(设4复孔和阴性对照), 再培养72 h, 每孔

加入MTT液20 μL培养4 h, 离心, 弃上清, 加入二

甲亚砜100 μL/孔, 震荡摇匀, 紫色颗粒溶解后上

Quant酶标仪测定吸光度, 波长570 nm, 以药物浓

度为横轴, 细胞存活率为纵轴, 绘制浓度-效应曲

线, 确定半数抑制浓度(IC50), 计算耐药指数(RI) 
= 耐药细胞IC50/亲本细胞IC50. 
1 .2 .4  基因芯片检测  取生长良好的L o Vo和
LoVo/5-FU细胞提取RNA后进行基因芯片检测, 
检测由上海博星基因芯片公司代为进行(芯片

型号: Biostar H-40S). 该芯片共有人类cDNA克

隆4000多个, 包括OTS(原癌基因和抑癌基因), 
ARP-SRP(细胞凋亡和应激反应蛋白相关基因), 
CCCP(细胞周期蛋白相关基因), FMS(细胞骨架

和运动蛋白相关基因), SRRP(DNA合成, 修复

和重组蛋白相关基因), CR(细胞受体相关基因), 
ECSCP(细胞信号和传递蛋白相关基因), GC(发
育相关基因)等. 判断基因差异表达的筛选标

www.wjgnet.com

■研发前沿
基因芯片技术在
肿瘤耐药研究中
的应用对肿瘤耐
药机制研究, 新的
耐药基因发现及
耐药个体化诊断
具极大促进作用. 
基因芯片的筛查
不仅有助于确定
与肠癌耐药细胞
耐药相关的特殊
基因, 阐明与诊断
及预后相关的分
子标志, 而且对肿
瘤药物的开发也
将产生深远影响. 
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准: 耐药细胞组与亲本细胞组的检测结果比值

>2.0(上调2倍)或<0.5(下调2倍). 如比值>5.0或
<0.2认为基因表达差异有极显著性. 
1.2.5 半定量RT-PCR 采用TRIzol一步法提取

LoVo和LoVo/5-FU细胞的RNA, 具体步骤见

Invitrogen公司的操作法; 以1 μg总RNA进行逆

转录合成cDNA, 操作步骤见AMV逆转录体系

(A3500)的方法, 分别进行不同循环数的PCR
循环, 以确定最佳扩增循环数(26-28个), 并进

行温度梯度P C R, 以确定各对引物的最佳退

火温度. PCR引物的设计采用Primer3软件, 经
B L A S T验证后由上海英骏生物公司合成, 序
列如下: b-actin正义链5'ccactggcatcgtgatggac3', 
b-actin反义链5'gcggatgtccacgtcacact3'(产物427 
bp); CYP1B1正义链5'caggcagaattggatcaggt3', 
CYP1B1反义链5'tcatcactctgctggtcagg3'(产物315 
bp); NAT2正义链5'accattgacggcaggaatta3', NAT2
反义链5'gatgaagcccaccaaacagt3'(产物377 bp); 

RNF20正义链5'gaactctttcctcgcacagg3', RNF20反
义链5'ccgaagtttcttcagctcac3'(产物388 bp); SNAI2
正义链5'ctttttcttgccctcactgc3', SNAI2反义链

5'ttgaaatgatttggcagcaa3'(产物530 bp); MAP3K2
正义链5'gaccagcttacggtctcctg3', MAP3K2反义链

5'tccttgctggtctcaggact3'(产物320 bp). 以b-actin 
mRNA水平作为内参照, 每个PCR产物取10 mL
在20 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 用Alpha Innotech的
凝胶成像系统(FluorChem IS-9900), Alpha Ease 
FC软件对电泳条带进行分析.

2  结果

2.1 LoVo/5-FU细胞系的建立 采用药物浓度递

增法, 历经12 m o, 建立人结肠癌耐药细胞系

LoVo/5-FU. 5-FU起始浓度为0.1 μg/L, 最终细胞

能在含5-FU浓度为5.0-6.0 mg/L的培养液中稳定

生长. 
2.2 LoVo和LoVo/5-FU细胞的生物学特性 LoVo
细胞呈短梭形; LoVo/5-FU细胞呈长梭形, 且体

积大于LoVo细胞. LoVo/5-FU细胞的增殖速度较

LoVo细胞显著减缓(图1).
2.3 耐药谱分析 耐药株不仅对5-FU耐药, 而且对

ADM, MMC有交叉耐药, 但对CDDP无耐药性

(表1).
2.4 基因芯片检测结果 有差异表达的基因共425
个, 其中表达上调的共203个, 表达下调的共222
个, 从中选取5个基因用于RT-PCR验证(表2).
2.5 对芯片筛查差异表达显著的代表性基因

的验证结果 运用半定量RT-P C R方法分别检

测LoVo和LoVo/5-FU细胞中CYP1B1, NAT2, 
RNF20, SNAI2, MAP3K2基因在转录水平的差

异表达. 结果显示, 耐药细胞中CYP1B1 mRNA
表达明显上调; NAT2, RNF20, SNAI2, MAP3K2 
mRNA表达亦上调, 但不如前者明显(图2). CY-
P1B1, NAT2, RNF20, SNAI2, MAP3K2基因的

RT-PCR验证结果基因表达差异情况与芯片筛查

结果一致.

图  1  细胞生长曲线.

表  1  LoVo/5-FU细胞的耐药谱

      
耐药倍数(RI) = 耐药细胞IC50/亲本细胞IC50

5-FU	                        7.69

ADM	                        2.78

MMC	                        1.43

CDDP	                        0.96
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图  2  LoVo和LoVo/5-FU细胞中CYP1B1, NAT2, RNF20, SNAI2, 
MAP3K2基因在转录水平的表达.

■应用要点
本研究用5-FU对
LoVo细胞进行长
期诱导获得耐药
模型LoVo/5-FU细
胞株, 并对其生物
学特性进行研究; 
同时, 通过基因芯
片检测筛选可能
的耐药相关基因, 
并对筛选出的基
因进行RT-PCR验
证, 不仅有助于确
定与肠癌耐药细
胞耐药相关的特
殊基因, 而且对逆
转肿瘤耐药相关
药物的寻找和开
发也有一定的意
义.
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MAP3K2
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L                          R
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3  讨论

本实验建立了LoVo/5-FU耐药细胞株, 对5-FU的

相对耐受度较亲代细胞提高了7.69倍, 与亲代

细胞相比耐药细胞生长速度减慢, 细胞体积增

大. 他是一种继发性耐药细胞株, 具有多药耐药

特性, 对ADM, MMC等化疗药物存在交叉耐药 
现象. 

肿瘤细胞与抗癌药物接触后, 不仅能对所

用药物产生耐药性, 对结构和功能不同的其他

药物也能产生耐药性, 而肿瘤细胞对化疗药物

的耐药性是化疗失败的主要原因. 以往对5-FU
耐药机制的研究主要涉及: 5-F U靶酶胸苷酸

合成酶(TS)活性改变[1-2], 5-FU代谢限速酶二氢

嘧啶脱氢酶(DPD)活性改变[3-4], 胸腺嘧啶核苷

激酶(TK)活性改变[3], 叶酸代谢相关酶活性改 
变[5], DNA修复机制异常, 信号传导异常等. 在分

子水平理解肿瘤耐药机制对制定化疗和耐药逆

转方案, 提高治疗效果是非常重要的, 而基因芯

片技术为分析基因组表达水平差异或变化提供

了强有力的工具[6]. 本研究应用基因芯片技术对

人结肠癌5-FU耐药细胞LoVo/5-FU及其亲本细

胞LoVo进行筛查, 结果表明, 与亲本细胞LoVo
相比, 耐药细胞LoVo/5-FU的CYP1B1, NAT2, 
RNF20, SNAI2, MAP3K2均上调>2.0倍. 对上述5
种基因的RT-PCR验证结果与基因芯片的筛查结

果一致, 其中CYP1B1基因的表达差异尤其明显. 
基因芯片的筛查不仅有助于确定与肠癌耐药细

胞耐药相关的特殊基因, 阐明与诊断及预后相

关的分子标志, 而且对肿瘤药物的开发也将产

生深远影响.
CYPIB1即cytochrome P450, subfamily1, 

polypeptide1, 属于混合功能单氧化酶这个多基

因超家族的一员, 后者是药物代谢过程中最重

要的酶. 关于CYP1B1与化疗药物耐药性的研究

很多, 一些研究证实CYP家族可活化或失活化

疗药物, 由此影响肿瘤对抗癌药物治疗的敏感 
性[7-9]. McFadyen et al [7]在对CYP1B1作为新的抗

肿瘤药物耐受机制的研究中发现CYP1B1可降

低细胞对某些抗肿瘤药物的敏感性. 一些P450
酶,尤其是CYP1B1, 在肿瘤细胞中过表达可能

代表新型的抗肿瘤靶点, 通过在肿瘤部位(即
抗肿瘤药物作用部位)提供P450介导的代谢[10]. 
Rochat et al [11]通过研究认为CYP诱导活化可能

与产生耐药有关, 通过加速抗癌药物的降解, 尤
其是靶细胞中. 最近一项关于芳香化合物代谢

的研究发现CYP1B1*1/*2基因型赋予细胞对苯

并芘的DNA损伤效应的耐受性[12]. 至今CYP1B1
与5-FU耐药的关系尚未见报道, 而本研究结果

显示他与肠癌细胞的5-FU耐药高度相关.
NAT即N-acetyltransferase(N-乙酰转移酶), 

包括3个基因: NAT1, NAT2, NATP(为假基因). 
芳香胺N-乙酰转移酶是Ⅱ期异生化合物代谢酶, 
促进乙酰辅酶A依赖的N-和O-乙酰化反应, 其
中NAT2根据乙酰化活性分为快乙酰化(RA), 中
速乙酰化(IA)和慢乙酰化(SA). 最近一项关于药

物代谢基因突变相关化学敏感性的研究发现,
那些具有慢乙酰化(即SA)的个体更容易有高度

化学敏感性[13]. NAT2是许多化合物(包括潜在的

致癌物质)代谢中的一个重要的酶, 他与耐药性

的相关研究很少. Husain et al [14]提出人类NAT2
基因多态性与药物毒性和/或不同组织的肿瘤

发生有关. Bradshaw et al [15]用CJM126诱导出乳

腺癌细胞耐药株MCF-7(10 nmol/L CJM126)及
MCF-7(10 mmol/L CJM126), 分别对CJM126相
应剂量耐受, 同时对结构、作用机制类似药物

交叉耐受. 二者NAT1和NAT2蛋白均有表达, 尤
其是NAT2高表达与MCF-7(10 nmol/L CJM126)
细胞增强的乙酰化能力有关. 其他相关研究亦

报道NAT2引起的乙酰化在药物反应中具一定影

响[16-18].

 

表  2  经验证的基因芯片筛选出的相关基因

      
基因序号	                                                                                     基因名称	                                                                   Cy5/Cy3*

3855c02	                    Homo sapiens cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1. (CYP1B1)            5.877

3854a04	                    Homo sapiens N-acetyltransferase 2 (arylamine N-acetyltransferase, NAT2)                  5.755

1256h07	                    Homo sapiens ring finger protein 20 (RNF20)                                                                     2.762

3599e01	                    Homo sapiens snail homolog 2 (Drosophila) (SNAI2)                                                          2.272

1553a08	                    Homo sapiens mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2 (MAP3K2)                    2.126

Cy5(实验组), Cy3(对照组), Cy3信号值乘上均一化系数得出调整后的Cy3*, 计算每个基因点在本次实验中的表达差异值Ratio, Ratio 

= Cy5/Cy3*.

■同行评价
本文选择自己建
立的结肠癌细胞
耐药模型LoVo/5-
F U 为 研 究 对 象 , 
采用基因芯片技
术筛选差异基因
的表达, 做了较为
详细的工作, 也取
得了阶段性结果, 
为后期机制的探
讨奠定基础, 具有
较高的学术价值.
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R N F20是B r e1的同源物之一 ,  另一个为

RNF40. Hwang et al [19]研究发现, S cerevisiae 
protein, Bre1, 作为一个进化上保守的环指蛋白, 
是体内组蛋白H2B泛素化和H3在lys4上甲基化

所必需的, 对突变的分析证实了其在控制细胞

大小中的作用. Kim et al [20]证实了人类RNF20是
核蛋白, 他提高了H2B在lys120泛素化的整体水

平, 并加强了激活物依赖性的转录. Zhu et al [21]发

现RNF20过表达导致H2B单泛素化增强, 随之引

起H3lysines 4和79甲基化水平升高, 刺激HOX基

因表达. 有关RNF20与耐药性的研究不多, Rao  
et al [22]曾报道RNF2与耐药有关, 不知是否指同

一蛋白. Rao et al [22]在一项对RNF2与人类P-糖蛋

白连接区相互作用的研究中发现RNF2调节细胞

内P-糖蛋白数量, 通过其下游调节途径在肿瘤耐

药形成中起重要作用. 
SNAI2(SLUG)是Snail相关锌指蛋白转录

因子 ,  对神经嵴起源细胞的正常发育很重要 . 
Perez-Mancera et al [23]发现, SLUG过表达可能导

致先心病和肿瘤(主要是间叶细胞肿瘤)的发生. 
关于SLUG与耐药性的研究亦不多见, Catalano 
et al [24]在关于多药耐药恶性间皮瘤细胞中干细

胞因子/c-Kit/slug信号传导的诱导的研究显示, 
诱导SLUG在该耐药株的广谱耐药中起重要作

用. 最近在对乳腺癌耐药细胞株中基因表达的

研究发现, 在HER2阳性的乳腺癌trastuzumab耐
药细胞株(JIMT-1)中有SLUG基因扩增[25].

MAP3K2, 即MAP/ERK kinase kinase 2; 
MEKK2. MEKK2属于mitogen-activated protein 
kinase (MAPK) kinase kinase基因家族, 与MAPK
信号传导途径调节有关. 关于MAPK与耐药性

的研究也很多, 认为其促进与抑制耐药形成的

观点都有 ,  且曾有研究发现他与乳腺癌细胞

的5-FU耐药有关. Hirose et al [26]研究发现, p38 
MAPK途径促使DNA错配修复系统至G2检查

点, 并导致DNA甲基化药物的耐药. Ding et al [27]

对信号传导途径间相互关系与多药耐药蛋白

MDR-1的研究表明ERK1/2 MAPK途径可能与

耐药产生有关. Gutierrez et al [28]通过研究发现

ER, HER-2, p38及ERK间的相互联系可能与乳

腺癌对他莫昔芬耐受有关. Wu et al [29]在KT乳腺

癌细胞的5-FU耐药株中发现MAPK活化增强. 
另一项关于乳腺癌的研究发现持续的ERK激活

与乳腺癌细胞株的获得性TRAIL耐受有关[30]. 
而一项关于胰腺癌的研究也发现MAPK与胰腺

癌细胞的化学耐受性有关[31]. Sun et al [32]亦通过

研究发现DDB2过表达引起的p38信号传导减弱

可能是获得性TNF-α耐受的原因之一. 与此相

反, Villedieu et al [33]经研究发现顺铂治疗乳腺癌

产生的耐药与ERK及p38 MAPK进行性活性丧

失有关. 我们的研究结果则显示MAPK有促进

耐药形成的作用. 由于信号传导途径中的蛋白

激酶与肿瘤耐药相关, 这类蛋白激酶(包括p38 
MAPK)的抑制剂作为靶向治疗的研究得到极

大发展. 上述5种可能的耐药相关基因在耐药细

胞LoVo/5-FU的具体耐药机制还有待于进一步 
研究. 
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Abstract
AIM: To investigate and test differential mRNA 
expression of new ESTs within HeLa epithelial 
cells following infection with Shigella flexneri 
2457T. 

METHODS: HeLa cells were incubated with S. 
flexneri 2a 2457T. A methylene blue assay was 
performed to examine the ratio of bacterial in-
fection. Total RNA was extracted from HeLa 
cells and mRNA was isolated for use as probes. 
A cDNA microarray was assembled with about 
3000 cDNA clones representing the same num-
ber of independent cDNA clusters, which were 
unknown-gene ESTs. Using 156 EST sequences 
obtained from cDNA microarray analysis as 
seed sequences, the Siclone software was ap-
plied for splicing, proofing, and extending EST 
sequences as long as possible. To validate the 

correctness of sequences after extension and to 
confirm the accuracy of the differential expres-
sion of genes from the microarray analysis, three 
new genes were selected and their transcription 
levels in HeLa cells were analyzed before and 
after Shigella infection using semi-quantitative 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR).   

RESULTS: Forty-five ESTs were determined 
as being differentially expressed, with ≥ 3-fold 
or ≤ 0.33-fold changes, and 25 of these were 
identified as known genes involved in several 
important intestinal functions. Interestingly, 
three strikingly different cDNA fragments from 
unknown ESTs, name NPCCKH12, ADBCSB0 
and HTBAMG05, were cloned by RT-PCR, 
sequenced and their expression levels were 
confirmed by semi-quantitative RT-PCR. We 
confirmed that they were new human or pseudo 
genes. 

CONCLUSION: Three new ESTs from HeLa 
cells, differentially expressed after S. flexneri 
2a infection, were identified. This investigative 
strategy is useful for obtaining information to be 
applied as a basis for further study of the inter-
actions between Shigella and epithelial cells. 

Key Words: Shigella flexneri  2a; Expressed se-
quence tag; cDNA microarray; Electronic extension; 
Reverse transcriptase polymerase chain reaction; 
Gene identification

Huang LY, Shi ZX, Yuan J, Hu FQ. Electronic extension 
and identification of new HeLa cell ESTs differentially 
expressed after Shigella flexneri 2a infection. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(17):1905-1913

摘要
目的: 研究痢疾杆菌福氏2a入侵前和入侵后 
3 h的人上皮细胞差异表达的新基因.  

方法: 采用增毒的痢疾杆菌福氏2a 2457T侵
袭HeLa细胞, 检查HeLa细胞中细菌的数量并
用RT-PCR方法从HeLa细胞中提取总RNA, 制
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■背景资料
痢疾是全世界广
泛流行并高发的
一种急性肠道传
染病, 其在结肠上
皮细胞中的繁殖
和扩散是导致痢
疾的重要环节之
一. 结肠上皮细胞
作为痢疾杆菌的
宿主细胞, 在受到
痢疾杆菌的入侵
之后为适应新的
环境而会诱发产
生新的生存或抵
御机制. 但目前对
痢疾杆菌侵袭上
皮细胞后, 宿主细
胞基因发生的变
化及宿主的免疫
保护机制还不十
分清楚.



备探针. 采用含有约3000个代表新基因的芯
片进行芯片杂交, 分析杂交结果. 将所获得
的新的156条EST序列为种子序列用cDNA微
阵列实验, 以人类EST数据库为基础库, 应用
SiClone软件进行EST拼接、校对并尽可能延
长获得大片段或全长cDNA. 选取基因组未注
释的编码区序列作为新基因进行RT-PCR实验
验证.

结果: 共鉴定到≥3倍或≤0.33的差异表达的
代表新基因的EST序列45条, 其中25个延伸
序列鉴定为与重要的肠道功能相关的已知基
因, 并有3个在痢疾杆菌侵袭期间高表达的
存在显著差异的新EST序列, 他们分别名为: 
NPCCKH12、ADBCSB02和HTBAMG05, 这3
个基因是新的人基因或假基因. 

结论: 鉴定出了在HeLa细胞感染痢疾杆菌前
后差异表达的新EST序列, 为进一步研究痢疾
杆菌与寄主相互作用奠定了基础.

关键词: 痢疾杆菌福氏2a; 表达序列标签; cDNA微

阵列; 电子延伸; 反转录聚合酶链反应; 基因鉴定
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0  引言

病原菌致病是在与真核宿主细胞相互作用过程

中实现的. 痢疾杆菌在结肠上皮细胞中的繁殖

和扩散是导致痢疾的重要环节之一[1]. 志贺氏菌

感染引起痢疾发病机制为所有病原性痢疾杆菌

都具有一个可以编码侵袭质粒抗原IpaACDB毒
力大质粒[2], 通过Mxi-Spa-Ⅲ型分泌系统(TTSS)
将细菌蛋白注射到肠道上皮细胞内[3], 通过胃

肠屏障到达结肠, 侵入结肠上皮细胞开始增殖

并向邻近细胞扩散, 最终引起结肠炎症、上皮

细胞死亡、溃疡及液体的增多产生脓血及黏液 
等[4-5]. 肠上皮细胞作为痢疾杆菌的宿主细胞, 在
受到痢疾杆菌的入侵之后为适应新的环境会诱

发新的生存或抵御机制. 在该过程中, 基因表达

将会发生明显的变化. 以前的研究主要集中于

通过免疫染色推断寄主的形态学的变化[6-7], 但
目前对痢疾杆菌侵袭上皮细胞后, 宿主细胞基

因发生的变化及宿主的免疫保护机制还不十分

清楚. 
基因表达谱(转录组)是研究细胞表型和功
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能的一个重要工具. 与基因组不同, 表达谱是高

度动态的, 细胞所处环境改变或受到病原微生

物入侵时, 其形态和生理状况都会发生改变, 甚
至当细胞处于复制、分裂等正常的生理活动时, 
基因的转录情况也会变化很大, 而这些都是由

于基因表达的不同引起的. 因此, 对这种基因表

达差异的检测不仅会深入认识痢疾发生发展的

机制, 也会为预防和治疗痢疾带来新的思路. 转
录组学可能提供一些未知表达序列标签(EST)
的信息, 但如果这些重要的序列太短, 那就很难

把他们评判为差异基因. 尽管利用传统的方法

可能可以研究这些EST序列, 通过从cDNA文库

中筛选获得较长的序列, 然而, 这个方法是很复

杂的而且仍处于试验阶段, 尤其是大量的信息

获得应该通过采用高通量的技术. 在病原菌与

寄主细胞相互作用的研究中经常会出现未知

的EST序列, 同时大量的生物信息资源为未知

EST序列的分析提供了便利的方法. GenBank 或 
EMBL等公开的数据库中存在大量的EST序列, 
他们许多序列相互重叠并可能代表了相同的

cDNA序列, 因此短的EST序列可以利用生物软

件被延伸. 根据这个原理, 通过序列图谱和基因

克隆[6]可以设计电子PCR[8]. 我们采用新的策略

快速鉴定未知EST序列进行定量转录组学分析, 
用于研究上皮细胞和痢疾杆菌相互作用, 利用

含有约3000个新基因的表达谱芯片检测了痢疾

杆菌入侵诱导3 h的人上皮细胞新EST序列基因

表达的差异, 对差异表达的全新EST序列进行了

电子延伸克隆和相应的验证, 这些发现也为进

一步进行寄主-病原菌相互作用的生化分析奠定

了基础和框架.

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌DH5α和野生型痢疾杆菌福氏

2a毒株2457T均为本室保存. 实验前, 痢疾杆菌

福氏2a 2457T用豚鼠角膜实验鉴定其毒性并进

一步增毒. 人子宫上皮细胞株HeLa细胞为本室

保存.
1.2 方法 
1.2.1 HeLa细胞侵袭实验[9] 人子宫上皮细胞株

HeLa细胞培养在含有100 mL/L FBS无支原体感

染的RPMI 1640培养基中. 进行感染实验时, 将
2457T福氏2a痢疾杆菌培养至指数生长期, 取
约108CFU的菌用PBS洗涤3次后, 悬浮于不含血

清的RPMI 1640培养液中, 用来侵袭约106个的

HeLa细胞, 37℃作用3 h, PBS冲洗3次感染后的

www.wjgnet.com

■研发前沿
痢疾杆菌侵入肠
上皮细胞引起细
胞大量死亡是造
成痢疾发生的关
键环节. 因此, 要
了解痢疾杆菌的
致病机制, 必须在
基因水平研究宿
主细胞在与痢疾
杆菌相互作用过
程中的应答, 从而
提高对痢疾杆菌
致病机制的认识.
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细胞, 加入新鲜培养基(含20 mg/L的庆大霉素)以
杀死细胞外的细菌, 再培养3或24 h. 收集细胞并

用RNA稳定试剂RNAlater(Qiagen公司产品)保存

样品. 另外, 感染实验时进行染色, 用甲醇∶冰醋

酸(3∶1)固定15 min, 美蓝染色10 min, 检测HeLa
细胞中细菌的数量.
1.2.2 cDNA微阵列的构建 含有约3000个代表

新基因和对照基因的芯片克隆由上海中科开

瑞公司提供 .  利用通用引物P C R扩增所需片

段, 并用琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增产物的

质量. 将PCR产物异丙醇沉淀后溶于变性溶液 
(1.5 mol/L NaCl, 0.5 mol/L NaOH), 利用芯片制

作仪(BiorRobotics, Cambridge, UK)将100 μL含
PCR产物的溶液点到8 cm×12 cm的Hybond N尼

龙膜上(Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, 
UK), 每个点的直径约为0.4 mm, 每个cDNA片

段在同一张膜的不同位置点2次. 以λ D N A和

pUC18 DNA作为阴性对照. 每张8 cm×12 cm的

尼龙膜上包含8个看家基因(分别编码核糖体蛋

白S9、β肌丝蛋白、3磷酸甘油脱氢酶、次黄嘌

呤磷酸核糖转移酶、RPL13A蛋白、泛素C、磷

脂酶A2和UCHL1蛋白)作为膜内对照基因, 每个

基因均匀地点在每张膜的12个不同的位置. 如
果杂交结果中某个基因的12个点的最大差异倍

数大于1.5倍, 则认为杂交结果是无效的.  
1.2.3 RNA的提取和检测 采用标准的TRIzol 
R N A提取方法抽提对照组和实验组 (包括

感染后3和24 h)的H e L a细胞总R N A, 利用

poly(dT)resin(Qiagen, Hilden, Germany)分离纯化

mRNA, 并检测mRNA的质量和纯度, 使其纯度

符合要求(A 260/280>1.9). 总RNA质量检测(Lab on 
chip检测)操作步骤参考人oligo基因表达谱芯片

使用手册, Lab-on-chip参照Agilent 2100分析仪

操作手册, 制备凝胶, 按照软件提示进行RNA电

泳操作, 评价RNA质量.
1.2.4 探针的制备 取大约1-2 μg mRNA用于反转

录探针制备和纯化, 以200 μCi的α-33P为标记物, 
用MMLV反转录酶进行反转录, 取反转录反应

产物的1/10进行PCR反应(94℃ 30 s, 55℃ 1 min, 
72℃ 1.5 min, 35个循环). 
1.2.5 杂交及洗涤 芯片用20 mL预杂交液(6×
SSC, 5 g/L SDS, 5×Denhardt和100 mg/L变性

鲑精DNA)在68℃预杂交3 h, 随后用洗液(0.1×
SSC, 5 g/L SDS)在65℃下严格洗涤1 h, 与33P标
记的cDNA在6 mL杂交液(6×SSC, 5 g/L SDS和
100 mg/L鲑精DNA)中68℃杂交过夜.  

1.2.6 检测及分析 将杂交好的芯片置于Phosphor 
S c r e e n上过夜 ,  扫描用F L A-3000A P l a t e/
Fluorescent Image Analyzer (Fuji Photo Film, 
Tokyo, Japan), 图像分析采用Array Gauge软件

(Fuji Photo Film, Tokyo, Japan). 根据没有cDNA
位置的背景灰度, 对芯片上cDNA点的灰度进行

背景消减. 只有灰度值大于10的cDNA点才认为

是有意义的信号, 足以保证与背景灰度有显著

性差异(>99.9%).
1.2.7 电子延伸 首先对人的EST数据库进行预处

理, 去除载体等混杂序列, 得到干净的人类EST
序列数据库. 然后以cDNA微阵列实验所获得的

156条新的EST序列为种子序列, 以人类EST数
据库为基础库, 应用Siclone软件进行EST拼接、

校对并尽可能延长获得大片段或全长cDNA(称
为Contig). 用Sim4软件将延长并校对的Contig序
列与人基因组序列对准, 检验拼接的正确程度, 
并可与基因组注释结果进行比较. 用Estscan软
件, 预测没有注释的新的Contig序列的真正阅读

框, 重构编码区序列, 并进行启动子等调控序列

的预测. 
1.2.8 RT-PCR分析 选取基因组未注释的编码区

序列作为新基因进行RT-PCR实验验证. 利用

RNeasy Mini Kit(Qiagen, Hilden, Germany)提
取细胞总RNA, 并用Oligo(dT)和MMLV反转录

酶将约1 μg的总RNA反转录为单链cDNA. 在 
50 μL PCR扩增体系中加入1 μL cDNA作为模板, 
以不同基因的序列设计引物进行PCR(94℃ 30 s, 
52-60℃ 1 min, 72℃ 2-3 min, 30个循环). 得到的

PCR产物纯化后连接到pMD18-T载体上测序, 
BLAST分析.

2  结果

2.1 cDNA微阵列体系的建立 从人类cDNA文库

中随机挑取的克隆经过末端测序和与Unigene
数据库比对, 鉴定该DNA序列为代表未知基因

的新EST序列. 代表约3000个新基因的cDNA
克隆构成了cDNA微阵列体系. 为了评估cDNA
微阵列体系的重复性好坏, 独立地进行了重复

性实验. 制作不同批次的cDNA芯片, 用相同的

mRNA样品制作的cDNA探针进行杂交, 并通过

数据分析计算相关系数R 2(用来表示基因表达模

式的相似性), 经检测R 2值约为0.97(图1), 表明在

3000个基因中只有0.2%的基因两次杂交的结果

差异大于2倍. 由此表明, 本实验构建的cDNA微

阵列系统具有很高的可重复性.

■相关报道
2003年, Pedron et al
利用a f f y m e t r i x 
微 阵 列 技 术 对
S .  f l e x n e r i  5 a 
(M90T)侵袭上皮
细胞的转录学反
应进行了详细的
研究[9], 证明了上
皮细胞的前感染
过程. 这些结论都
是检测了已知基
因的表达变化, 但
对于未知基因的
作用尚不清楚. 然
而, 痢疾杆菌侵袭
上皮细胞新的保
护或反应机制可
能和一些未知功
能基因密切相关.
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2.2 痢疾杆菌入侵HeLa细胞产生的差异表达新

基因 采用痢疾杆菌入侵HeLa细胞3 h后, 进行

美蓝染色, 检测HeLa细胞中细菌的数量, 结果

见图2, 镜检每个细胞内含有细菌数约10个, 表
明痢疾杆菌已完全侵袭上皮细胞内. 我们对痢

疾杆菌感染后3 h和未感染2个样品mRNA进行

总RNA的质量控制, 见图3. 采用琼脂糖电泳和

较高灵敏度的Lab-on-chip进一步对总RNA进

行质量检测, 通过对图谱的分析发现没有明显

的RNA降解(图3), 因此可以判定10个样品的总

RNA完整性良好, 可以进行探针标记.
严格按照方法中描述的质量控制标准筛选

cDNA阵列中差异表达基因, 部分扫描图的结果

见图4. 对数据进行分析比较后得到有3倍以上

差异的EST序列进行了测序(结果未显示). 痢疾

杆菌感染3 h后与对照相比, 有11个代表新基因

的EST序列表达上调, 最高倍数达到14.60, 只有

2个EST序列表达下调, 差异最大为0.146. 
2.3 差异表达新EST序列的电子延伸和校对 为了

能够获得差异表达新基因, 对代表新基因的EST
序列进行了电子延伸, 其中痢疾杆菌感染3 h后
的差异EST序列包含了3倍以上差异表达的代表

新基因的EST序列45条, 对这些EST序列进行电

子延伸, 延伸后的Contig序列长度由436-2993 bp. 
对这些Contig序列与人基因组序列对准, 检验

拼接的正确程度, 并可与基因组注释结果进行

比较, 这些序列分布在多个染色体上, 在6号和

17号染色体上聚集有较多的序列, 并且多数序

列是在同一染色体上邻近的多个序列(2-9个)
匹配, 提示这些序列可能是经过mRNA剪接得 
到的. 

通过GenBank BLAST分析, 有25条序列与

已知的基因或cDNA序列高度匹配, 20个序列是

未注释的, 可能是这些基因的表达序列标签, 也
可能是这些基因的不同的剪接体. 因为未注释

序列可能是新基因, 我们对EST序列进行了结

构域编码序列库搜索. 25个序列具有正确的开

放阅读框, 分别是人 DEAD(Asp-Glu-Ala-Asp) 
多肽3, SNRPN, CLCN5, 黏附因子B2, FOXJ3, 
RPS2, actinβ, cofilin, talin, gelsolin, cDNA 
FLJ46584 fis, cDNA DKFZp686N23124, TPD52,  
TPP2,  C10orf9,  ABCA8,  COMMD3,  COL4A5,  
Vof16, CLECSF2, Nedd4 结合蛋白Ⅰ, calpain5, 
钙转运ATPase Ⅰ, MOBKL2B, unc-84同源体A. 
鉴定到的差异表达的EST延伸序列主要的功能

分类是与几个重要的肠道功能, 包括痢疾杆菌

诱导的凋亡、细胞骨架、离子转运、离子通道

功能、黏膜屏障防御、异型生物质代谢以及上

皮细胞的保护机制. 与离子转运、离子通道和

细胞凋亡相关基因大多表达量上调, 这可能是

痢疾杆菌引起腹泻的原因. 
鉴定到的差异基因在分类中大多属于细胞

骨架相关蛋白, 如actin, talin, cofilin和gelsolin, 其
次是离子转运蛋白如calpain-5, Nedd4结合蛋白Ⅰ

和钙转运蛋白ATPaseⅠ. 在痢疾杆菌2457T侵袭

反应中寄主上皮细胞最显著变化的是TPP Ⅱ, 表
达量上调了7.01倍, 其参与了由痢疾杆菌2457T
触发的细胞凋亡途径. 此外, 另一个重要的功能

基因包括CLECSF2和Vof16也显示了重要的基因

水平变化, 反应了上皮细胞的保护性机制. 
用Estscan软件, 预测没有注释的新的Contig

■创新盘点
在本研究采用新
的策略快速鉴定
未知EST序列进
行定量转录组学
分析, 用于研究上
皮细胞和痢疾杆
菌 相 互 作 用 ,  利
用含有约3000个
新基因的表达谱
芯片检测了痢疾
杆菌入侵诱导3h
的人上皮细胞新
EST序列基因表
达的差异, 对其中
3个差异表达的全
新EST序列进行
了电子延伸克隆
和相应的验证. 这
些发现也为进一
步进行寄主-病原
菌相互作用的生
化分析奠定了基
础和框架.

图  2  HeLa细胞
感染痢疾杆菌3 h
后 的 美 蓝 染 色 结
果.
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图  1  不同批次的cDNA芯片杂交的double点的散点图. A: 

HeLa细胞; B: 侵袭3 h后的HeLa细胞. 
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序列的真正阅读框, 重构编码区序列, 预测到存

在正确阅读框的序列有3条序列, 分别命名为

NPCCKH12、ADBCSB02和HTBAMG05. 然后

对这3条序列进行RT-PCR的克隆验证分析, 经测

序后得到的序列与电子延伸得到的序列相比稍

有差异. 克隆NPCCKH12和克隆ADBCSB02没
有已知的基因与之相匹配, 为新的基因序列; 克
隆HTBAMG05的延伸序列与褐鼠局部缺血相关

基因Vof 16有90%的同源性.
2.4 RT-PCR的验证分析 为了验证cDNA微阵列

分析中3个延伸后的序列差异表达的准确性, 本
研究进行了半定量RT-PCR的差异表达分析, 结
果见图5. 克隆ADBCSB02(感染后下调6.25倍)
和克隆HTBAMG05(感染后上调2.17倍)代表的

EST序列在RT-PCR实验中反映出了在cDNA微

阵列分析中的表达差异; 克隆NPCCKH12(感染

后下调2.38倍)代表的EST序列差异表达在RT-
P C R实验中不能明显地反映出来 .  由此可知 , 
cDNA微阵列分析的大部分数据是可信的.

3  讨论

在肠道内, 痢疾杆菌会引发急性感染而破坏组

织 ,  细菌进一步侵袭胞质或形成膜结合复合

物, 导致寄主免疫反应下降. 目前对痢疾病原学

的研究焦点是痢疾杆菌与上皮细胞的相互作 
用[5]. 最近Pedron et al [9]利用affymetrix微阵列技

术对S. flexneri  5a(M90T)侵袭上皮细胞的转录学

反应进行了详细的研究, 证明了上皮细胞的前

感染过程. 这些结论都是检测了已知基因的表

达变化, 但对于未知基因的作用尚不清楚. 然而, 
痢疾杆菌侵袭上皮细胞新的保护或反应机制可

能和一些未知功能基因密切相关. 
为了了解未知基因表达的改变, Eckmann  

et al [10]对沙门氏菌侵袭肠上皮细胞的约4300个
EST序列进行微阵列分析, 他们发现几个细胞

因子、激酶、转录因子和HLA Ⅰ表达上调, 认
为微阵列技术是研究病原菌－寄主相互作用的

有效方法[10]. 因此, 我们也应用了cDNA微阵列

技术检测短的痢疾杆菌侵袭上皮细胞HeLa后新

EST序列的差异表达, 并使用Siclone软件进行了

电子延伸. 结果显示: (1)大约50% EST 延伸序列

是和已知基因直接相关; (2)强烈暗示了上皮细

胞对痢疾杆菌的侵袭具有新的反应机制. 通过

cDNA阵列分析和EST序列的电子延伸, 具有差

异表达的ESTs中约一半为已知基因, 参与了富

含肌动蛋白actin支架、离子运输、细胞凋亡和

其他重要途径. 
最显著差异EST序列之一是编码tripeptidyl 

peptidaseⅡ(TPPⅡ)的基因, 其表达量上调了7.01
倍. TPPⅡ是一个高分子量丝氨酸蛋白酶, 以同

型寡聚体存在于细胞质或细胞膜中[9], 起蛋白

质降解的作用. 例如, 在淋巴瘤细胞中, 采用蛋

白酶体抑制剂, TPPⅡ替代了一些蛋白酶体的

功能[11], TPPⅡ类蛋白水解系统发挥作用以补

偿蛋白酶体的失活. 除了参与通常蛋白质降解

的功能外, TPPⅡ在凋亡途径中也扮演了特殊

的作用. 在由Shigella flexneri触发巨噬细胞凋

亡的过程中, TPPⅡ参与到Caspase的上游, 促进

了pro-caspase-1的成熟[12]. 同时, 在我们的实验

中, TPPⅡ在痢疾杆菌侵袭细胞后表达量上调, 
是否他也起到蛋白质降解或凋亡的作用还需要

■应用要点
研究结果为寻找
上皮细胞新的生
存或抵御通路提
供了思路, 也为进
一步进行寄主-病
原菌相互作用的
生化分析奠定了
基础和框架.
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进一步研究. 如果TPPⅡ参与细胞凋亡, 将与凋

亡调控蛋白密切相连,  如Caspase-类凋亡调控

蛋白CLARP 和两个生长因子, EGF受体的配体

amphiregulin 和TGF-α, 他们在痢疾感染上皮细

胞Caco-2中被强烈诱导表达[9]. TPPⅡ如何参与

痢疾杆菌诱导的凋亡目前尚不清楚. 已知痢疾

杆菌侵袭素IpaB可以诱导巨噬细胞凋亡, 并直

接结合和激活Caspase-1, 因此, TPPⅡ可能的作

用是: (1)与IpaB和Caspase-1形成复合物, 直接

促进Caspase的活性; (2)降解IpaB-caspase-1复合

物引发细胞死亡的抑制子; (3)断裂作为细胞凋

亡途径中一部分的Caspase-1底物. TPPⅡ抑制子

是Ala-Ala-Phe-chloromethylketone(AAF-cmk)和
clasto-lactacystin b-lactone(lactacystin), 也是在

侵袭时保护细胞的蛋白酶体的抑制子. 在本实

验中, 我们鉴定到一些蛋白酶体如calpain-5明显

上调, 因此, 我们认为TPPⅡ可能通过降解AAF-
cmk抑制子, 参与了痢疾杆菌诱导的凋亡途径, 
对于确定TPPⅡ在凋亡中的作用以及其凋亡前

底物的鉴定还需要更详细的研究. 
痢疾杆菌利用寄主细胞骨架蛋白进入到细

胞内. 在痢疾杆菌侵袭上皮细胞后, 本研究发现

了几个与肌动蛋白鞭毛翻转相关基因, 他们的

表达是被特殊的方式调控的, 这是以前未报道

过的. Actin、talin、cofilin和gelsolin在感染后的

表达水平提高了, 而支架黏附因子B2的表达水

平下降. 在痢疾杆菌黏附到中国鼠卵细胞时, 细
胞骨架蛋白talin连接了肌动蛋白微纤丝与细胞

质膜, 结合integrins形成肌动蛋白的核心聚集到

F-actin, 并与细胞运动中负调控蛋白vinculins结
合[13]. 在本研究中, 我们鉴定到HeLa细胞的talin
表达上调. 

细胞骨架重排的连续, 对于HeLa细胞的趋

向性和趋化性很重要[14]. Cofilin和gelsolin 属
于痢疾杆菌切断肌动蛋白的组分, 在痢疾杆菌

感染细胞中过表达. 已知Cofilin在吞噬菌作用 
中 [15], 与痢疾杆菌相互作用, 并提高N a+, K+-
ATPase的活性, 促进离子转运作用[16], 可以通过

控制肌动蛋白聚合因子/cofilin过程, 快速连接和

分裂肌动蛋白微纤丝. 肌动蛋白微纤丝的分裂

可以释放肌动蛋白单体和cofilin, 并且在cofilin
去磷酸化后2种组分都可以结合到新的微纤丝

中[17]. 在细胞骨架中肌动蛋白解聚物丰度的提

高表明在寄主细胞和痢疾杆菌的能使具有解聚

能力的蛋白失活的TTSS-效应子蛋白之间进行

着复杂的分子竞争, 这与Philip et al [18]采用蛋白

质组学方法分析人细胞对EPEC反应的结论是一 
致的. 

鉴定到的另一个重要的E S T序列是膜相

关基因: ABCA8、UNC84A、MOBKL2B 和 
SAFB2.  ABCA8是一个新的异质生物质ATP-
结合(ABC)转运子超家族的成员[19], ABC转运

蛋白可以将各种分子转运到细胞外和细胞内 
膜[20], ABC基因被分为7个不同的亚家族, 包括: 
ABC1, MDR/TAP, MRP, ALD, OABP, GCN20, 
和White. ABCA8属于ABC1亚家族, 广泛存在于

多细胞真核生物中, 其功能目前仍未确定, 但推

测ABC转运子可能与细胞对痢疾杆菌存在的环

境条件的适应性有关[20]. 另一个膜相关基因-编
码一个新的100 kD转膜蛋白UNC84A, 位于内

部核膜上, 其基因序列与Caenorhabditis elegans  
U n c-84A高度相似 [21],  他可能与核层相互作 
用[22]. MOBKL2B和SAFB2是2个细胞骨架相

关蛋白 ,   M O B K L2B蛋白与酵母菌M o b1蛋
白具有相似性 ,  M o b1是在极化纺锤体的复

制和有丝分裂检测调控起关键作用的蛋白

激酶[23]. 另一个基因SAFB2, 推测编码953-氨
基酸的蛋白 ,  与支架黏附因子B1(S A F B1)具

A B

图  4  芯片杂交结果扫描图. A: HeLa细胞; B: 侵袭3 h后的

HeLa细胞.

β-actin

HTBAMG05

 A              B

β-actin

HNPCCKH12

β-actin

ADBCSB02

图   5   3 条 电 子
延伸后的差异表
达序列的半定量
RT－PCR分析. A: 

HeLa细胞; B: 侵

袭3 h后的HeLa 

细胞.

■同行评价
本文实验设计严
谨、方法先进, 实
验证据较充实, 统
计学数据可靠, 结
果客观, 有一定的
学术和实际应用
价值.
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有75%的同源性. S A F B1和S A F B2包括一个

高度保守的S A F框和R R M结构域, 他们都有

一个核定位信号 .  这些蛋白在许多细胞加工

中发挥作用 ,  包括染色质形成、转录调控、

R N A剪拼以及应激反应 [24].  S A F B2通过与

v i n e x i n相互作用参与了细胞骨架的信号转 
导[25]. 我们认为, 在本实验中SAFB2的高表达与

痢疾杆菌进入上皮细胞期间细胞骨架信号密切

相关. 
此外, 本研究还鉴定到ca lpa in-5, Nedd4

结合蛋白  I  (N a+通道),  氯化物通道5的表达

上调, 控制肿瘤蛋白D52和钙-转运(Ca lc ium-
transporting)ATPase Ⅰ的转录水平下调. 到目前

为止, Shigella诱发腹泻的分子机制尚不清楚. 我
们鉴定到寄主蛋白酶calpain-5显著上调, 可能破

坏了细胞紧密结合的完整性, 并降低细菌穿过

上皮的抗性. 当具有高Ca2+储存能力的细胞器如

内质网(endoplosmic reticulum, ER)和线粒体, 由
于应激或受到损伤时, 造成Ca2+外泄, 使细胞质

中Ca2+浓度提高. 一些研究提出Shigella诱发的

腹泻依赖于HCO3
-分泌, 也就暗示了对钙流量的

依赖[18]. HeLa细胞受痢疾杆菌侵袭后, 胞内Ca2+

的浓度提高表明了Ca2+从线粒体中的泄露. 我们

检测到钙激活的对粘液素调控[26]的氯化物通道5
的表达量提高. 

Nedd4结合蛋白I在被痢疾杆菌侵袭后表达

上调. Nedd4是一个泛素连接酶, 可以靶向到上

皮细胞的钠通道, 调控盐和液体的动态平衡, 并
且通过Nedd4的WW结构域与离子通道相互作

用[27]. 因此, 由蛋白酶体介导的特异离子转运子

的降解很可能在痢疾杆菌引发的腹泻中起关

键作用. 在ER上肿瘤蛋白D52P(TPD52)通过一

个不同的基序结合Ca2+, ER中Ca2+的积累引起

TPD52表达水平的降低. 我们发现质膜钙转运 
ATPaseⅠ和肿瘤蛋白D52P下调, 可能也是引起

发炎和腹泻的一个因素. 
EST序列MDSDAH01鉴定为CLECSF2基

因. 这个基因编码的蛋白是C-型血凝素/C-型血

凝素类结构域(CTL/CTLD)超家族成员, 位于染

色体12p13天然致死基因复合物区域[28]. 该家族

成员具有一个共同的蛋白折叠和多种功能, 如
细胞黏附, 细胞-细胞信号、糖蛋白翻转等, 普
遍认为是参与对外源因子的防御机制, 识别健

康和病原感染细胞, 对潜在的病原产生天然免

疫反应[29]. 当淋巴细胞具有活性时, CLECSF2
或AICL基因的表达水平是上调的. 编码2型转

膜蛋白可能的功能是作为一个细胞被诱导激活

的抗原[30-31], 该诱导激活抗原在上皮细胞内将

引起新的免疫反应. 所以, CLECSF2基因在感

染早期的上调预示他在上皮细胞的保护性机制

中可能起重要的作用. 这种保护机制的现象在

Caco-2对Shigella的转录组学研究中也观察到 
了[9]. 此外, 在细胞解毒作用中的基因, 如CYP异
构体和乙醛脱氢酶(aldehyde dehydrogenase), 我
们鉴定到他们的表达量上调. 我们的数据说明S. 
flexneri 2457T可能调节了一些重要的天然免疫

蛋白的表达. 
有趣的是, 对NPCCKH12、ADBCSB02

和HTBAMG05 3个片段经测序后得到的序列

与电子延伸得到的序列相比稍有差异 .  克隆

NPCCKH12和克隆ADBCSB02没有已知的基因

与之相匹配, 为新的基因序列; 克隆HTBAMG05
的延伸序列与褐鼠局部缺血相关基因Vof16有
90%的同源性. 我们得到的这3个基因是新的

人基因或假基因, 其相关信息已提交GenBank, 
登录号为nos. UAY776160U, UAY776161U和

UAY776162U. 我们认为他们在细胞对痢疾杆菌

2457T侵袭反应中起重要的作用. 
本研究为了大规模获得新的功能基因, 利

用cDNA微阵列技术和电子延伸技术进行了尝

试性研究. 从取得的结果可以看到, 我们不仅鉴

定到了很多新基因, 也鉴定到了与已知基因高

度同源的基因. 这一结果说明我们的尝试性研

究思路获得了初步的成功, 为全面深入开展痢

疾杆菌和上皮细胞之间相互作用的研究奠定了

基础. 利用cDNA微阵列技术研究微生物和宿

主之间的相互作用已经成为近期的研究热点之

一[6-8]. 通过这样的研究, 可以得到大量的基因

表达谱差异的信息. 这些信息既有已知基因, 也
有未知基因. 对于已知基因的表达差异, 可以通

过生物信息学手段(包括聚类分析、信号通路

分析等)寻找总结规律. 但要对未知的EST序列

进行深入的分析, 就需要先获得较长的序列. 通
过筛选全长基因文库获得全长cDNA序列是早

期的经典方法, 该方法的缺点是操作烦琐, 时间

周期较长, 成功的几率也较低. 目前拥有大量

EST序列的数据库已经建立起来, 从生物信息

学的原理出发, 利用数据库中的EST序列进行

电子延伸, 可以使很多基因片段得以延伸, 这样

可以迅速地对未知基因的功能进行研究. 电子

延伸技术已经在基因组研究方面发挥了重要作

用. 这些高度同源基因可能是已知基因的不同
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剪接体, 也可能是新的基因, 这需要进一步的实

验进行研究. 
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2007 年原位肝脏移植新技术及进展学习班通知

本刊讯 为促进国内肝脏移植领域的交流与合作, 为拟开展肝脏移植的同道提供技术支持, 提高我国肝移植的

技术水平, 推动肝移植的健康发展, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心将于2007-08-29/09-02与世界华人消

化杂志合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主持, 并

邀请海内外肝移植知名专家授课, 就目前我国肝移植存在的重点和难点问题以及近几年来肝移植技术的新进

展进行学术讲座. 

中山大学附属第三医院肝脏移植中心是广东省器官移植研究所和中山大学器官移植研究所挂靠单位, 也

是广东省卫生厅重点专科和广东省器官移植学会主任委员单位. 目前, 已开展近1000例肝脏移植术, 术后1 a生

存率超过80%, 居国内领先水平. 本中心已举办三期肝脏移植技术学习班, 并协助国内60余家单位开展了肝脏

移植术. 本项目为2007年国家级继续医学教育项目, 项目编号为: 2007-04-10-024, 授予Ⅰ类学分14分. 授课内容

主要涉及肝脏移植手术技巧、高危受者的麻醉管理、重症感染病人的无肝素化持续血液净化治疗、个体化免

疫抑制方案、术后随访管理系统、抗乙肝病毒治疗新策略、西罗莫司及超声造影技术在肝脏移植中的应用等

方面. 学习对象为省级、地市级医院的医护人员. 

收费标准: 培训费900元/人(统一安排食宿, 费用自理)

通讯地址: 广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心 邮编: 510630 联系人: 汪根树 电话: 

020-87595523 传真: 020-87595523 E-mail: chengying_827@163.com.
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Abstract
AIM: To investigate the potential role of 
infiltrating dendritic cells (DCs) in the biological 
behavior of gastric cancer and any association 
with tumor angiogenesis.

METHODS: Immunohistological identification 
of DCs in gastric cancer using monoclonal anti-
body recognizing S-100 protein was undertaken 
in 35 primary gastric cancers (PGC) and 23 lym-
phoid metastatic gastric cancers (LMGC). Anti-
bodies recognizing vascular endothelial growth 
factor (VEGF) and CD34 were employed to de-
tect VEGF expression and microvascular density 
(MVD), respectively.

RESULTS: The density of S-100+DCs was obvi-
ously decreased along with progressive can-
cer invasion of the gastric wall; a statistically 
significant decrease was seen in gastric cancer 
with serosal invasion (P = 0.04). Further, a sta-
tistically negative correlation between the den-
sity of S-100+DCs and the degree of invasion 
was shown in gastric cancer (P = 0.023). The 
density of S-100+DCs in PGC with lymphatic 
metastasis was clearly lower than that in PGC 
with no lymphatic metastasis, though this dif-
ference was not statistically significant. How-
ever, the density of S-100+DCs in lymph nodes 
with carcinomatosis showed a marked decrease 
corresponding to the increase in the percentage 
of metastasis; a significantly negative correla-
tion was shown between them (r = -0.923, P < 
0.01). The density of S-100+DCs in VEGF-posi-
tive PGC was lower than that in VEGF-negative 
PGC (P = 0.157). There was a negative associa-
tion of the density of S-100+DCs with VEGF 
expression in PGC, but it was not statistically 
significant (r = -0.128, P = 0.464). MVD in PGC 
with lower infiltration of S-100+DCs was sig-
nificantly higher than that in PGC with higher 
infiltration (P = 0.013). Similarly, the density of 
S-100+DCs in PGC with higher MVD was also 
lower than that in PGC with lower MVD, thus 
showing a significantly negative association of 
the density of S-100+DCs with MVD (r = -0.322, 
P = 0.059).

CONCLUSION: Biological behaviors of gas-
tric cancer cells such as invasive growth and 
lymphatic metastasis were closely associated 
with the level of infiltrating S-100+DCs. The 
infiltration of DCs might be affected by the abil-
ity of cancer cell-induced angiogenesis. Thus, 
pro-angiogenic factors such as VEGF released 
from tumor cells might be one of the molecular 
mechanisms of tumor orientated immune escape 
in gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Dendritic cells; Vascular 
endothelial growth factor; Microvascular density; 
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■背景资料
胃癌是具有较强
侵袭和转移能力
的恶性肿瘤, 其临
床生物学行为及
肿瘤血管生成活
性与局部免疫状
态是否具有关联
性有待研究. 淋巴
转移和肿瘤血管
生成能力是影响
胃癌预后的重要
因素, 但其与肿瘤
局部树突状细胞
浸润的关系尚不
清楚. 
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摘要
目的: 探讨树突状细胞(dendritic cells, DCs)浸
润对胃癌生物学行为的影响, 并探讨DCs浸润
程度与肿瘤血管生成的相关性. 

方法:  采用免疫组织化学染色S P法检测胃
原发癌35例及其中淋巴转移癌23例组织中
S-100+DCs的密度, 同法检测35例胃原发癌血
管内皮生长因子(VEGF)的表达及CD34标记
的微血管密度(MVD). 

结 果 :  随 着 胃 癌 浸 润 程 度 的 增 加 ,  间 质
S-100 +D C s密度的下降 ,  浆膜浸润的胃癌
S-100+DCs密度显著下降, S-100+DCs与肿瘤浸
润深度呈显著负相关(P = 0.023); 有淋巴转移
胃癌S-100+DCs密度明显低于无淋巴转移者, 
但无统计学意义; 在胃癌转移的淋巴结, 随
着胃癌转移程度的增加, S-100+DCs密度显著
下降, 两者呈显著负相关(r  = -0.923, P <0.01); 
VEGF阳性表达的胃癌S-100+DCs密度明显低
于VEGF阴性表达的胃癌(P = 0.157), 两者呈
负相关(r  = -0.128, P = 0.464), 但均无统计学
意义; S-100+DCs低密度胃癌的MVD显著高
于S-100+DCs高密度胃癌(P = 0.013); 高MVD
胃癌S-100+DCs密度明显低于低MVD胃癌, 胃
癌MVD与S-100+DCs密度呈显著负相关(r  = 
-0.322, P = 0.059).

结论: 胃癌组织的S-100+DCs浸润程度与胃癌
侵袭和淋巴转移密切相关; 胃癌DCs浸润程度
与肿瘤血管生成的活力密切相关, 胃癌细胞释
放的VEGF等促血管生成因子可能是肿瘤源
性免疫逃逸的重要分子机制之一.

关键词: 胃癌; 树突状细胞; 血管内皮生长因子; 微

血管密度; 免疫组织化学
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0  引言

树突状细胞(dendritic cells, DCs)是目前发现的

功能最强、广泛分布于皮肤、消化道、呼吸道

黏膜等机体防御第一线的专职抗原呈递细胞

(antigen presenting cell, APC). DCs是肿瘤组织中

主要的、也是最有效的抗原提呈细胞, 近年来

已逐渐认识到DCs在机体抗肿瘤免疫中处于中

心地位, 主要通过提呈肿瘤抗原介导特异性T细
胞免疫应答而对肿瘤细胞产生抑制作用, 具有

免疫监视的功能[1-2]. 目前, 有关DCs浸润与胃癌

生物学行为, 以及与胃癌血管生成的相互关系

仍不清楚. 我们旨在探讨组织DCs浸润与胃癌侵

袭及淋巴转移程度的相互关系, 以及与VEGF表
达和MVD的关系, 初步探讨胃癌DCs局部浸润

的生物学意义及其影响因素.

1  材料和方法

1.1 材料 35例胃癌和其中23例淋巴转移组织

标本均来自1996-2000年在我院普外科手术治

疗的患者. 35例胃癌中, 男28例、女7例; 年龄

31-66(平均45)岁; 早期胃癌4例(均为原位癌)、
进展期胃癌31例; 肿瘤浸及浆膜者16例, 伴有

淋巴转移者23例, 参照国际抗癌联盟(UICC)的
TNM分期标准, Ⅰ期10例、Ⅱ期18例、Ⅲ期15
例、Ⅳ期2例. 所有胃癌患者均接受了根治性或

姑息手术切除, 但术前均未接受化疗、放疗及

生物治疗. 鼠抗CD34、S-100蛋白mAb、兔抗

VEGF多克隆抗体, Ultrasensitive S-P Kit及DAB 
Kit均购自福州迈新生物技术开发公司的即用型

产品.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组化染色 经40 g/L甲醛固定、石腊包

埋的胃炎、胃癌及淋巴转移癌组织标本, 5 μm
连续切片; 应用免疫组化染色SP法, 操作按试剂

说明进行, 高温高压修复抗原, 用PBS替代一抗

作阴性对照, 阳性对照为迈新公司提供的阳性

切片.
1.2.2 结果判断 (1)S-100+DCs密度: S-100+DCs
细胞在胃原发癌的计数局限于肿瘤及邻近的黏

膜和癌周组织, 计数方法: 先在100倍光镜下确

定10个密度最高的区域, 然后分别在400倍光镜

下计数, 其平均值分别作为S-100+DCs密度; 在
淋巴转移癌组织的计数同原发肿瘤, 也以平均

值分别作为S-100+DCs密度; (2)VEGF的表达水

平: VEGF在胃癌组织的表达水平均采用染色强

度评分+阳性细胞面积评分的积分表示. 染色强

度分0-3级: 0 = 完全阴性, 与背景一致; 1 = 弱阳

性染色信号(±), 淡黄色略高于背景; 2 = 阳性染

■创新盘点
本研究发现树突
状细胞在胃癌的
浸润水平与肿瘤
侵袭和转移能力
呈明显负相关; 且
对认识其抗肿瘤
作用的途径开辟
了新视野 :  (1)树
突状细胞除诱导
抗肿瘤免疫应答
外, 其直接诱导肿
瘤细胞凋亡还可
能是抑制胃癌侵
袭转移的重要方
式 ;  (2)树突状细
胞可能通过抗肿
瘤血管生成的作
用间接抑制胃癌
的侵袭和转移潜
力.
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色(+)黄色, 明显高于背景; 3 = 强阳性染色信号

(++)呈棕褐色. 阳性细胞面积也分4级: 0 = 阳性

细胞面积<10%, 1 = 阳性细胞面积为10%-25%, 
2 = 阳性细胞面积为25%-50%, 3 = 阳性细胞面

积≥50%. 两者表达定性以积分0-2为阴性, 积分

≥3为阳性表达; (3) MVD计数标准与方法: 微
血管记数标准参照Weidner et al [3]介绍的方法, 
即: 对任何相互独立的、直径8个红细胞直径的

微血管、单个内皮细胞或细胞簇均视为一个微

血管计数. MVD的确定参照我们先前报道的方 
法[4], 即: 先在低倍镜(×100)下扫视整个切片, 
寻找出4个高血管密度区(热区), 再在高倍镜(×
200)下计数, 其平均值作为MVD; (4)淋巴结内胃

癌转移程度的确定: 以转移癌组织占据淋巴结

的面积为依据分为4级: Ⅰ = 转移癌面积<10%; 
Ⅱ = 转移癌面积10%-25%; Ⅲ = 转移癌面积

25%-50%; Ⅳ = 转移癌面积≥50%.
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 

根据适用条件 ,  组间差异比较采用O n e-w a y 
ANOVA或非参数检验及Pearson相关性分析; 应
用统计软件SPSS13.0处理, 以P <0.05为有显著性

意义.

2  结果

2.1 S-100+DCs在胃原发癌和淋巴转移癌浸润分

布的特点 S-100+DCs在癌组织邻近的黏膜腺体

间浸润较少, 偶可见密集浸润, 在黏膜下则呈带

状浸润, 形成“防御带”; 在癌周围淋巴组织可

见高密度的S-100+DCs聚集; 在胃原发癌组织, 
S-100+DCs散在分布于肿瘤细胞间, 在某些区域

集聚成团(图1). 在淋巴转移癌组织, S-100+DCs
主要聚集在转移癌细胞周围的淋巴组织, 癌细

图  1  S-100+DCs在胃癌组织及邻近的黏膜、淋巴组织的浸润(IHC, SP×400). A: 癌组织邻近黏膜腺体间S-100+DCs集聚成

团; B: 癌周黏膜下S-100+DCs带状浸润; C: 癌周淋巴组织S-100+DCs密集浸润; D: 胃高分化腺癌细胞间S-100+DCs散在浸润; 

E: 胃低分化腺癌S-100+DCs低密度散在浸润; F: 胃低分化腺癌S-100+DCs高密度浸润.

A B

C D

E F

■应用要点
树突状细胞抗肿
瘤的机制尚需进
一步认识, 本研究
为此进行了初步
探索, 对进一步研
究和临床应用奠
定了基础.
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胞间浸润的S-100+DCs稀少(图2). 
2.2 S-100+DCs密度与胃癌侵袭、淋巴转移的

相互关系 S-100+DC密度随胃癌浸润深度增加

而下降, 浆膜浸润者S-100+DC浸润密度显著下

降(P  = 0.04), S-100+DC密度在≤35岁组、男性

组、分化较好组、淋巴结转移组、临床晚期

组的胃癌较低, 但均无统计学差异; 相关分析

发现S-100+DC密度与胃癌浸润深度(r  = -0.34, P  
= 0.023)及TNM分期(r  = -0.306, P = 0.037)均呈

明显负相关(表1). 本组中S-100+DCs密度值为

0-28.5/HP400, 中位值为6.2/HP400, 以此为标准

分为高S-100+DCs胃癌组(17例)及低S-100+DCs
胃癌组(18例), 两组胃癌的淋巴转移率分别为

55.56%(10/17)和76.47%(13/18), 两者的差异

明显, 接近统计学意义(76.47% vs  55.56%, P = 

0.096). 在23例胃癌转移的淋巴结中, S-100+DC
浸润密度与淋巴结内胃癌转移程度亦有明显关

系: 随淋巴结内S-100+DC浸润密度下降, 淋巴结

内胃癌转移程度明显增强, 各组间有显著性差

异. 相关分析发现淋巴结内胃癌转移程度与结

内S-100+DC浸润密度呈显著负相关(r  = -0.923, 
P <0.01, 表2).
2 .3  胃癌组织V E G F、M V D与间质浸润的

S-100+DCs的关系 VEGF表达主要位于胃癌细

胞 ,  C D34位于肿瘤血管内皮细胞 ,  显示肿瘤

新生血管(图3). 本组胃癌VEGF阳性表达者19
例, VEGF阴性16例, VEGF阳性胃癌S-100+DCs
密度明显低于VEGF阴性胃癌的S-100+DCs密
度, 差异无统计学意义(5.89±2.20 vs  9.11±

 

图  2  胃癌转移淋巴结内S-100+DCs的的浸润(IHC, SP×
400). A: 胃癌Ⅰ级转移的淋巴结内大量S-100+DCs密集浸润; 

B: 胃癌Ⅱ级转移的淋巴结内S-100+DCs已明显减少, 主要位

于转移癌灶周围的淋巴组织中; C: 淋巴结完全被胃癌转移

灶占据, 其间仅见散在稀少的S-100+DCs浸润.

表  1  S-100+DCs密度与胃癌临床病理因子的关系

      
临床病理指标      n        S-100+DCs密度(个/HP400)         P

年龄      

    ≤35	          11	               6.90±7.80	                0.76

    >35	          24	               7.60±5.20	

性别        

    男	          28	               6.78±4.82	                0.13

    女	            7	             10.70±9.12	

癌分化     

    Ⅰ+Ⅱ	            9	               5.12±2.69	                0.20

    Ⅲ	          26	               8.14±6.71	

浸润深度    

    T1	            4	             11.84±1.19	                0.12

    >T1	          31	               6.79±5.10	

    <T3    	          19	               9.27±7.24	                0.04

    ≥T3	          16	               5.10±3.17	

淋巴结     

    N0	          12	               8.51±7.93	                0.43

    N1+N2	          23	               6.76±4.91	

TNM分期   

    Ⅰ+Ⅱ	          19	               8.90±7.55	                0.10

    Ⅲ+Ⅳ	          16	               5.54±2.85

表  2  胃癌转移淋巴结内S-100+DCs密度与胃癌转移程
度的关系

      
淋巴结内胃癌                                               S-100+DCs密度        

转移程度分级                                                    (个/HP400)

Ⅰ	                         6	                  64.17±11.51

Ⅱ	                         7	                  34.43±7.39

Ⅲ	                         6	                  24.67±7.23

Ⅳ	                         4	                    8.75±2.50

n     

任何组间两两比较, P  = 0.036(F  = 3.96).

A

B

C

■同行评价
本文探讨了树突
状细胞浸润对胃
癌生物学行为的
影响以及与肿瘤
血管生成的相关
性, 对于揭示肿瘤
免疫逃逸的分子
机制有很重要的
意义.
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8.41, P = 0.157), Spearman等级相关性分析显

示, S-100+DCs密度与VEGF表达呈负相关(r  = 
-0.128, P = 0.464), 但无统计学意义. 本组胃癌

组织MVD为17.5-98条/HP200, 中位值为45条
/HP200, 以此为标准, 分为高MVD胃癌组(18例)
和低MVD胃癌组(17例), 前者的S-100+DCs密度

明显低于后者, 但差异无统计学意义(6.21±6.06 
vs  8.59±5.98, P = 0.251); S-100+DCs低密度胃

癌(18例)的MVD显著高于S-100+DCs高密度胃

癌(17例)的MVD, 两者的差异具有统计学意义

(39.82±14.97 vs  56.26±21.12, P = 0.013); Spear-
man相关分析显示, S-100+DCs密度与胃癌MVD
呈显著负相关(r  = -0.322, P = 0.059).

3  讨论

本研究显示 ,  胃癌侵袭深度和T N M分期与

S-100+DCs浸润程度有较密切的关系, 在早期胃

癌-进展期胃癌的进展过程中, S-100+DCs密度

均呈下降趋势, 特别是当浆膜浸润时下降最为

明显; 相关分析揭示S-100+DCs密度与浸润深度

和TNM分期均呈显著负相关, 提示S-100+DCs浸
润程度对胃原发癌的侵袭性生长的能力有一定 
影响. 

黄海力 e t a l [5]的研究表明, 胃癌淋巴转移

与S-100+DCs浸润程度下降显著相关, 本研究

亦显示, 有淋巴转移的胃癌S-100+DCs浸润水

平下降, 但无统计学意义, 这可能与我们的样

本量较少有关. 为进一步探讨S-100+DCs在胃

癌淋巴转移中的作用, 我们观察了转移淋巴结

中S-100+DCs浸润密度与淋巴结内胃癌转移程

度的关系, 结果显示, 淋巴结内胃癌转移程度与

S-100+DCs浸润水平密切相关, 两者呈显著负相

A B

C D

E F

图  3  胃癌组织VEGF表达和CD34标记的肿瘤新生血管(IHC). A-B: 侵袭肌层的胃黏液腺癌、中分化腺癌VEGF阳性表达(SP

×200); C: 侵袭浆膜的胃低分化腺癌VEGF强阳性表达(SP×400); D-E: 胃高分化和低分化腺癌细胞与间质新生血管紧密接

触, 管腔内可见癌细胞黏附(SP×400); F: 侵袭浆膜的胃低分化腺癌MVD明显增加(SP×400).
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关. 上述结果从临床和组织学表明, S-100+DCs
在抑制原发和淋巴转移性胃癌的侵袭和扩散方

面有着重要作用, 其作用机制可能与其直接或

间接诱导胃癌细胞凋亡和抑制胃癌细胞的增

殖活性有关[5-6], 其作用途径有以下几方面: (1)
发挥抗原递呈功能, 激活细胞毒性T淋巴细胞

(CTL)及自然杀伤细胞(NK), 通过穿孔素/颗粒

酶及Fas/Fas-L途径诱导胃癌细胞凋亡; (2)释
放一氧化氮(NO)和/或直接表达肿瘤坏死因子

(TNF)家族细胞因子, 如: TNF、Fas-L、TNF凋
亡相关配体(TRAIL), 直接引起肿瘤细胞坏死或

凋亡[7]. 我们研究发现, 不管是原发癌还是淋巴

转移癌, S-100+DCs在癌组织间的分布稀少, 而
在癌周组织分布较多, 集簇成团, 呈“防御带”

样分布的现象, 提示DCs对肿瘤抗原递呈的水

平低下, 有利于肿瘤的免疫逃逸. 据此, 我们有

理由推测, S-100+DCs在抑制胃癌侵袭和转移的

作用中, 通过抗原递呈、激发免疫杀伤的途径

可能并不是主要的, 而更主要的或许是通过其

直接的抗瘤机制发挥作用. 
影响D C s在肿瘤组织中浸润密度的因素

仍不明确, 成为肿瘤局部免疫研究的热点. 近
年来的一些基础研究发现, VEGF是肿瘤细胞

分泌的一种多功能的细胞因子, 他不但具有强

大的诱导肿瘤新生血管的作用 ,  还可通过与

CD34+的DCs前体细胞表达的VEGF受体的相

互作用, 影响DCs的成熟[8], 以及抑制人体已成

熟DCs的功能[9], 成为肿瘤源性免疫抑制/免疫

逃逸的重要机制之一. 目前, 有关人体肿瘤组

织中VEGF表达对DCs浸润影响的研究仍较少, 
Sa i to e t a l [10]在日本人胃癌的研究中发现, 胃
癌组织中S-100+DCs的浸润密度与VEGF表达

水平呈显著负相关. 近年来, 国内的研究者在

原发性肝癌[11], 食管癌[12], 非小细胞性肺癌[13]

等肿瘤组织的研究中也有类似报道. 本研究结

果表明, 胃癌S-100+DCs浸润密度与肿瘤细胞

VEGF的表达状态亦有一定关系: VEGF阴性者

S-100+DCs密度明显高于VEGF阳性者, 且两者

呈负相关, 但无统计学意义, 其原因可能与观

察的样本含量偏小有关, 但其趋势与Saito et al
的研究结果有一致性, 进一步证实VEGF高表

达可影响S-100+DCs在胃癌组织中的浸润, 使
局部免疫力下降. 近年研究发现, 除VEGF外, 
还有其他促/抑血管因子对肿瘤组织中D C s的
分化和功能产生影响[14], 如最近有文献报告胃

癌S-100+DCs浸润水平与COX-2表达水平亦有

密切关系[15]; 因此, 肿瘤组织局部免疫状态是

肿瘤细胞产生的多种细胞因子作用的结果, 对
其深入探讨有助于揭示肿瘤免疫逃逸的分子 
机制. 

肿瘤血管生成是肿瘤微环境产生的多种

促/抑血管因子共同作用的结果, 在肿瘤生长、

侵袭和转移等临床生物学行为中起着不可或

缺的作用 ,  抑制肿瘤血管生成已成为有效的

抗肿瘤策略之一. 肿瘤血管形成与DCs浸润之

间关系的研究目前尚不多见 ,  本研究结果显

示, 胃癌S-100+DCs低浸润组的MVD显著高于

S-100+DCs高浸润组; 与之相似, 高MVD胃癌组

的S-100+DCs浸润明显低于低MVD胃癌组; 相
关性分析显示胃癌S-100+DCs浸润水平与MVD
呈显著负相关, 提示胃癌新生血管生成活性与

S-100+DCs浸润程度的关系较之与VEGF表达更

为密切, S-100+DCs浸润对胃癌新生血管生成活

性可能具有一定的抑制作用. Yoneyama et al [16]

最近的研究发现, 应用同种或异基因的内皮细

胞裂解物脉冲DCs, 能显著抑制结肠癌小鼠移植

瘤的生长和肺部转移的发生, 免疫组化发现移

植瘤微血管密度明显下降; 体外研究进一步发

现内皮细胞裂解物刺激的DCs能有效地活化细

胞毒T淋巴细胞和NK细胞, 这些免疫效应细胞

对肿瘤细胞无细胞毒作用, 而对激活的血管内

皮细胞具有细胞毒作用, 同时在血清中可检测

到抗血管内皮细胞的抗体, 而检测不到抗肿瘤

细胞的抗体. 这些结果可较好地解释我们在人

体胃癌组织中观察到的现象, 提示树突状细胞

尚可通过递呈内皮细胞抗原诱导抗肿瘤血管生

成的途径发挥抗肿瘤作用. 
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Abstract
AIM: To explore correlat ions among the 
expression of gastrin (GAS), somatostatin (SS), 
P16INK4a, P21CIP1, Cyclins, and Cyclin-dependent-
kinases (CDKs) in large intestine carcinomas.  

METHODS: Seventy-nine resected large intestine 
carcinomatous specimens were randomly select-
ed. GAS, SS, p16INK4a, p21CIP1, Cyclin D1, Cyclin E, 
Cyclin A, Cyclin B1, CDK2, and CDK4 were de-
tected by immunohistochemistry (Streptavidin-
Peroxidase, SP). 

RESULTS: Positive expression rates of Cyclin 
D1, CDK2, CDK4, and Cyclin A were signifi-
cantly higher in cases showing high or medium 
expression levels of GAS than in cases with low 
GAS expression. The positive expression rates of 

P16INK4a and P21CIP1 were the reverse. The posi-
tive expression rate of Cyclin E was significantly 
lower in the high and middle SS expression 
groups than in the low SS expression group. The 
positive expression rate of P21CIP1 was signifi-
cantly higher, and that of CDK2 was significant-
ly lower, in the high and middle SS expression 
groups compared with the low SS expression 
group. The integral GAS/SS was positively cor-
related with Cyclin D1 (r = 0.252), Cyclin E (r 
= 0.387), Cyclin A (r = 0.466), CDK2 (r = 0.519), 
and CDK4 (r = 0.434, P < 0.01), but negatively 
correlated with P16INK4a (r = -0.385) and P21CIP1 (r 
= -0.454, P < 0.01). 

CONCLUSION: The regulation and control of 
GAS and SS in large intestine carcinoma cell 
growth may be directly related to the abnormal 
expression of p16INK4a, p21CIP1, Cyclin D1, Cy-
clin A, CDK2 CDK4, and Cyclin E. The integral 
GAS/SS may be considered an important evalu-
ating target for clinical determinations of the 
biological behavior of large intestine carcinomas. 

Key Words: Carcinoma of Large intestine; Gastrin; 
Somatostatin; P16INK4a; P21CIP1; Cyclins; Cyclin-
dependent-kinase

Wu P, Mao JD, Liang LH, Yan JY. Correlations among 
gastrin and somatostatin expressions and the cell cycle:  
controlling genes in large intestine carcinomas. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(17):1921-1927

摘要
目的: 探讨大肠癌组织中胃泌素(GAS)、生长
抑素(SS)的表达及其比势与细胞周期调控蛋
白P16INK4a、P21CIP1及细胞周期素(Cyclins)、
细胞周期依赖性蛋白激酶(CDKs)表达的关系. 

方法:  随机选择79例大肠癌患者的手术切
除标本, 采用免疫组化SP法检测GAS、SS、
P16INK4a、P21CIP1、Cyclin D1、Cyclin E、
Cyclin A、Cyclin B1、CDK2、CDK4的表达 
情况. 

结果: Cyclin D1、CDK2、CDK4、Cyclin A
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■背景资料
大肠癌是消化道
最常见的恶性肿
瘤之一, 发病率、

死亡率均较高, 而
早期诊断和根治
办法尚未有突破
性的进展, 10 a生
存率徘徊在50%
左右. 随着生活水
平的不断提高, 饮
食习惯的改变, 我
国大肠癌的发病
率日渐增高, 已跃
居第3-5位 .  据预
测,我国大肠癌的
发病率与死亡率
在今后很长一段
时期内将稳步上
升,成为我国最常
见的、发病率上
升的恶性肿瘤之
一. 然而, 大肠癌
治疗效果却不尽
理想,约有半数患
者 治 疗 失 败 .  因
此,如何更好地干
预、阻断大肠癌
的发生发展是当
前应迫切解决的
问题, 对他开展深
入的研究具有深
刻的临床意义和
社会意义.



在GAS高表达组、中表达组的阳性表达率明
显高于低表达组; 而P16INK4a、P21CIP1阳性表达
率与此相反. Cyclin E在SS低表达组的阳性表
达率明显高于中表达组、高表达组; P21CIP1在
SS高表达组、中表达组的阳性表达率明显高
于低表达组; CDK2在SS低表达组的阳性表达
率明显高于SS高表达组. 大肠癌组织中GAS、
SS表达的积分比值(GAS/SS)与Cyclin D1(r  
= 0.252)、Cyclin E(r  = 0.387)、Cyclin A(r  = 
0.466)、CDK2(r  = 0.519)、CDK4(r  = 0.434)呈
正相关(P<0.01)与P16INK4a(r  = -0.385)、P21CIP1(r  
= -0.454)蛋白的表达积分呈负相关(P<0.01). 

结论: GAS、SS对大肠癌细胞生长的调控可
能与P16INK4a、P21CIP1、Cyclin D1、Cyclin A、

CDK2、CDK4、Cyclin E基因异常表达有关. 
G A S对大肠癌细胞周期的调控位点可能在
G1、S、G2期, SS对大肠癌细胞周期的调控
位点可能在G1/S、G2/M期的交界点, 即S、M
期的入口. 对大肠癌GAS/SS积分比值分析, 可
作为临床大肠癌生物学行为的重要评估指标.
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0  引言

胃泌素(gastrin, GAS)、生长抑素(somatostatin, 
SS)分别通过其受体对胃肠道黏膜起着十分重要

的生理调节作用, GAS、SS蛋白表达的异常与

肿瘤发生有关[1-5]. 近来研究已发现大肠癌的发

生与胃肠激素的异常表达有密切的关系. 如生

长激素能够诱导大肠癌细胞的凋亡而促进大肠

癌的生长, 胃泌素的作用与其相反[6-12]. 然而胃肠

激素的大肠癌生长的调节的具体分子机制仍不

清楚. 我们采用免疫组化SP法检测79例大肠癌

(结肠癌、直肠癌)组织中GAS、SS、P16INK4a、

P21CIP1、Cyclin D1、Cyclin E、Cyclin A、

Cyclin B1、CDK2、CDK4的表达情况, 探讨大

肠癌组织中GAS、SS的表达及其比势与细胞周

期调控蛋白P16INK4a、P21CIP1及Cyclins、CDKs表
达的相关性, 了解胃肠激素对大肠癌细胞增殖

的具体调控位点. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2001-08/2005-10我院大肠癌手术
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切除新鲜标本共79例, 均经病理确诊. 其中直

肠癌39例, 结肠癌40例, 女33例, 男46例, 年龄

20-78(平均50.9±13.2)岁. 大体类型为溃疡型46
例, 隆起型30例, 浸润型3例. 组织学类型按全国

大肠癌协作组标准: 高分化癌(乳头状腺癌、管

状腺癌Ⅰ)18例, 中分化癌(管状腺癌Ⅱ、黏液

腺癌)41例, 低分化癌(管状腺癌Ⅲ、印戒细胞

癌)13例, 未分化癌7例; Dukes分期: A期10例, B
期28例, C期31例, D期10例. 组织学类型: 乳头状

腺癌7例, 管状腺癌40例, 黏液腺癌14例, 印戒细

胞癌11例和未分化癌7例; Dukes分期: A、B期38
例, C、D期41例.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化(SP法) 生物试剂均由北京中山

生物技术有限公司提供, 具体步骤按试剂盒说

明书操作. 检测79例大肠癌(结肠癌、直肠癌)组
织中GAS、SS、P16INK4a、P21CIP1、CyclinD1、
Cyclin E、Cyclin A、Cyclin B1、CDK2、CDK4
的表达情况. 以正常胃窦黏膜作GAS阳性对照, 
以正常的胰腺组织作SS阳性对照, 以胰腺组织

作P16INK4a的阳性对照, 以乳腺癌组织作P21CIP1阳

性对照, 以正常扁桃体组织作Cyclin A、Cyclin 
B1阳性对照, 以乳腺癌组织作Cyclin D1、Cyclin 
E阳性对照, 以反应性淋巴结作CDK2阳性对照, 
以正常皮肤组织作CDK4阳性对照, 用PBS替代

一抗作阴性对照.
1.2.2 结果判断标准 GAS、SS表达积分的计算

先根据切片中的细胞质染色深浅, 细胞质无染

色为0分, 浅黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为

3分; 再按切片中阳性细胞数占整个肿瘤细胞的

百分数比例(取10个高倍视野, 每个高倍视野计

数100个肿瘤细胞中的阳性细胞数, 计算其平均

数)<5%为1分, 5%-10%为2分, 11%-20%为3分, 
>20%为4分. GAS、SS半定量积分按其二项积

分的乘积数来表示, 其1-3分为低表达组, 4-8分
为中表达组, >8分为高表达组. 表达积分的计算

参照Fromowitz方法对组织中棕黄色反应产物根

据其染色强度, 阳性细胞数的百分比作半定量

处理. 无着色计0分, 浅黄色计1分, 棕黄色计2分, 
棕褐色计3分. 阳性细胞数占整个肿瘤细胞的百

分数比例(取10个高倍视野, 每个高倍视野计数

100个肿瘤细胞中的阳性细胞数, 计算其平均

数), 0%-5%计0分, 6%-25%计1分, 26%-50%计2
分, 51%-75%计3分, >75%计4分. 以上两项相加, 
≤2分为阴性(-), 3分为阳性(+), 4分为中度阳性

(++), ≥5分为强阳性(+++).  

www.wjgnet.com

■相关报道
人们近年来研究
发现许多组织的
生长受激素调节, 
这些组织发生的
肿瘤依然受激素
控制. 胃肠激素可
调节胃肠黏膜细
胞的增殖与分化, 
同时也能促进或
抑制部分胃肠肿
瘤的生长, 如胃泌
素对胃肠黏膜细
胞有营养作用, 其
对大肠癌细胞的
增殖具有促进作
用; 而生长抑素具
有广泛的抑制作
用, 可抑制大肠癌
的生长. 因此可以
推断胃泌素、生
长抑素可能会直
接或间接的影响
到细胞周期的调
控, 从而促进或抑
制大肠癌细胞的
增殖.
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统计学处理 采用χ2检验和Spearman等级相

关经验. P <0.05为差异有显著性. 所有数据均使

用专业统计软件包SPSS11.0进行统计分析处理.

2  结果 

GAS、SS主要定位于细胞质, 部分定位于细胞

膜上(图1). P16INK4a、P21CIP1、Cyclin D1、Cyclin 
E、Cyclin A、Cyclin B1、CDK2、CDK4中
Cyclin B1主要定位于细胞质, P16INK4a、P21CIP1、

Cyclin D1、Cyclin E、Cyclin A、CDK2、CDK4
主要定位于细胞核(图2), 核内可见黄色颗粒者

为阳性, 单纯细胞质着色或细胞核细胞质均无

着色为阴性.
2.1 大肠癌GAS各组相关指标的表达 P16INK4a、

P21CIP1在GAS高表达组(28.6%, 35.7%)、中表达

组(34.8%, 43.5%)的阳性表达率明显低于低表达

组(62.8%, 69.0%), 之间差异有显著性(χ2
P16高与低 = 

4.985,  χ2
P16中与低 = 4.719, χ2

P21高与低 = 4.891,  χ2
P21中

与低 = 4.048, 均P <0.05 ); Cyclin D1在GAS高表达

组(78.6%)、中表达组(73.9%)的阳性表达率明

显高于低表达组(45.2%), 之间差异有显著性(χ2

高与低 = 4.691,  χ2
中与低 = 4.945, 均P <0.05 ); Cyclin 

A在GAS高表达组(100.0%)、中表达组(82.6%)
的阳性表达率明显高于低表达组(54.8%)(χ 2

高与

低 = 9.586, P <0.01; χ2
中与低 = 5.040, P <0.05); CDK2

在GAS高表达组(92.9%)、中表达组(87.0%)的
阳性表达率明显高于低表达组(50.0%), 之间差

异有显著性(χ2
高与低 = 8.086, χ2

中与低 = 8.715, 均
P <0.01); CDK4在GAS高表达组(78.6%)、中表

达组(78.3%)的阳性表达率明显高于低表达组

(42.9%)(χ2
高与低 = 5.364, P <0.05, χ2

中与低 = 7.539, 
P <0.01). Cyclin E、Cyclin B1在GAS高表达

组(57.1%、47.8%)、中表达组的阳性表达率

(92.9%、73.9%)均高于低表达组(26.2%, 66.9%), 
但三组间相比较差异无显著性(χ2 = 5.608, χ2 = 
4.417, P >0.05, 表1).
2.2 大肠癌SS各组相关指标的表达 P21CIP1在SS
高表达组(81.8%)、中表达组(73.9%)的阳性表

达率明显高于低表达组(44.4%), 之间差异有显

著性(χ2
高与低 = 4.945, χ2

中与低 = 5.328, 均P <0.05); 
Cyclin E在SS低表达组的阳性表达率(53.3%)明
显高于中表达组(21.7%)、高表达组(9.1%), 之

图  1  GAS、SS在大肠癌中分化腺癌中的阳性表达, 棕褐色颗粒在胞质(SP染色×400). A: GAS; B: SS.

A B

表  1  大肠癌GAS、SS各表达组之间Cyclin D1、Cyclin E、Cyclin A、Cyclin B1、CDK2、CDK4 、P16INK4 、P21CIP1的阳性
表达率比较

     
	                 Cyclin D1         Cyclin E       Cyclin A       Cyclin B1           CDK2         CDK4              P16INK4              P21CIP1

                                   －     ＋         －    ＋        －    ＋         －    ＋         －    ＋        －     ＋        －       ＋          －      ＋

GAS

    High       14           3     11a        6     8         0    14b       1    13         1    13b        3    11a     10      4a           9      5a

    Middle    23          6     17a      12    11         4   19a        6    17        3     20b       5    18b      15     8a         13    10a   

    Low        42        23     19        31   11       19    23      14    28       21    21      24    18       16    27          13    29

SS

    High        11          6      5        10      1c       3      8         2      9        8      3         7      4d       4      7            2      9c

    Middle    23          9     14       18      5c        7    16        6    17        7     16        9    14       12    11            6    17c

    Low        45        17     28        21   24       13    32      13     32     10     35       16   29       24    21          25    20

aP<0.05, bP<0.01 vs  本组低表达组; cP<0.05, dP<0.01 vs  本组低表达组.

分组               n  

■同行评价
本文层次分明, 数
据 可 信 ,  图 片 清
晰, 对基础研究与
临床研究都有重
要的参考价值与
指导意义.



www.wjgnet.com

1924                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2007年6月18日    第15卷   第17期

间差异有显著性(χ2
中与低 = 6.212, χ2

高与低 = 5.325, 
均P <0.05); CDK2在SS低表达组的阳性表达率

(77.8%)明显高于SS高表达组(27.3%), 差异有

显著 (χ2 = 8.151, P <0.01). P16INK4a在SS高表达组

(63.6%)、中表达组(47.8%)的阳性表达率明显

高于低表达组(46.7%), 但3组间相比较差异无

显著性(χ2 = 1.049, P >0.05); Cyclin D1、CDK4
在SS低表达组的阳性表达率(62.2%、64.4%)高
于SS高表达组(45.5%、36.4%), 但3组间相比较

差异无显著性(χ2 = 1.038, χ2 = 2.868, 均P >0.05); 
Cyc l in A、Cycl in B1在SS高表达组(72.7%, 
81.8%)、中表达组(69.6%, 73.9%)、低表达组

(71.7%, 71.1%)阳性率比较差异无显著性(χ 2 = 
0.039, χ2 = 0.554, 均P >0.05, 表1).
2.3 大肠癌GAS/SS和相关指标变化的相关性 
GAS/SS变化与Cyclin D1、Cyclin E、Cyclin A、

CDK2、CDK4半定量积分呈明显正相关(D1r s  = 
0.252, P <0.05; Er s = 0.387, Ar s = 0.466, K2r s = 0.519,  

C

A B

D

E F

G H

图  2  P16、P21、Cyclin A 、Cyclin B1、Cyclin D1、Cyclin E、CDK2、CDK4在大肠癌中的阳性表达, 棕褐色颗粒在细胞核(SP
染色 ×400). A: P16; B: P21; C: Cyclin A; D: Cyclin B1; E: Cyclin D1; F: Cyclin E; G: CDK2; H: CDK4.
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K4r s = 0.434, 均P <0.01), 与P16INK4a、P21CIP1蛋白

的表达积分呈负相关(P16r s = -0.385, P21r s = -0.454, 
均P <0.01); 而Cyclin B1与的积分变化无明显相

关(B1r s = -0.108, P >0.05).

3  讨论

大肠癌的发生涉及到多个因素、多个步骤、

多个阶段、多个基因突变的复杂的病理过程, 
最后汇集到一个共同的环节-细胞周期机制的

破坏 ,  故众多学者把肿瘤称为细胞周期性疾 
病[13-16]. 细胞周期分为G1、S、G2、M期4个连

续阶段, 细胞周期的运行与否, 能否按序完成细

胞周期, 受控于精密的细胞周期调控机制[17-20]. 
其分子调控机制涉及细胞周期蛋白(cyclin)、细

胞周期蛋白依赖激酶(cyclin-dependent kinase, 
C D K)以及细胞周期蛋白激酶抑制物(c y c l i n 
kinase inhibitor, CKI)3种分子的相互作用, 其中

CKI分为锚蛋白家族(INK4)和双重特异性家族

(CIP/KIP)两类, P16INK4a、P21CIP1分别为INK4和
CIP/KIP家族的代表, 在细胞周期的调控中起负

调节作用[21-26]. CDK的时相性激活是细胞周期调

控机制的核心, 他主要依赖于cyclin的细胞周期

特异性或时相性表达、积累与分解[27]. 人类细

胞主要CDK有CDK1(CDC2)、CDK2、CDK4、
CDK5、CDK6、CDK7(CAK)[28]. 细胞周期素有

Cyclin B1、Cyclin A、Cyclin E、Cyclin D1、
D2、D3. 而CDK与cyclin的特异性结合是细胞

周期事件启动和进行的必要条件[29-32]. 
近年来, GAS、SS对细胞周期调控的研究

有了一定的进展. 我们前期研究发现, 大肠癌

组织GAS、SS的表达积分与其细胞增殖密切

相关, GAS表达水平越高, 其细胞增殖活性愈

高, 而SS的作用与其相反, 对细胞增殖有抑制

作用[33]. Shen et al发现, GAS能促进大肠癌细胞

的DNA及蛋白的合成, 而GAS的拮抗剂丙谷胺

能抑制胃泌素的这一功能, 抑制大肠癌细胞从

G0/G1期过渡到S期和G2, M期. Torrisani et al [34]

认为胃泌素受体过表达促进肿瘤细胞增殖与

P16INK4a基因突变导致对细胞周期负调节功能丧

失有关. Celinski et al [35]研究发现, SS可能通过

上调P16INK4a蛋白以诱导细胞周期阻滞, 抑制细

胞由G1期进入S期, 从而发挥抑制肿瘤细胞生长

的作用. Song et al [36]发现, G-17能诱导胃癌细胞

Cyclin D1的过表达, 加快细胞从G1进入S期, 从
而导致细胞失控性生长. Charland et al [37]发现, 
在胰腺细胞中生长抑素能通过上调P21CIP1蛋白

强烈的抑制Cyclin E的表达和CDK2的活性, 同时

对Prb的磷酸化有抑制作用, 此将抑制细胞从G1
期到S期的转化, 从而抑制细胞增殖. Zhao et al [38]

发现, 生长抑素的类似物奥曲肽可抑制胆管癌

的增殖, 他主要通过肿瘤细胞周期中G0/G1期的

抑制, 而不是通过促进肿瘤细胞的凋亡来实现

的, 这一细胞周期抑制效应是部分地通过上调

p27kipl(CKIs机制)的表达, 下调Cyclin E-CDK2复
合物的表达来实现的. 由此可见GAS、SS对消

化道肿瘤细胞周期的调控位点可能与肿瘤细胞

的组织来源有关. 我们的实验结果显示, GAS表
达的水平越高, Cyclin D1、Cyclin A、CDK2、
CDK4的阳性表达率越高, 而P16INK4a、P21CIP1

越低. 此结果说明, GAS促进大肠癌细胞增殖

可能是通过促进大肠癌细胞Cyclin D1、Cyclin 
A、CDK2、CDK4基因的过表达, 使Cyclin D1- 
CDK4、Cyclin A- CDK2复合物的水平增高, 进
而使达到G1、S、G2期的细胞数增多, 影响细

胞周期的进程, 促进细胞增殖. 此外GAS还可通

过抑制大肠癌细胞P16INK4a、P21CIP1蛋白表达, 从
而消弱了P16INK4a、P21CIP1基因在细胞周期G1期
对CDK4的抑制作用和在G1/S、S、G2/M期对

CDK2的抑制作用, 导致CDK2、CDK4过表达, 
加速细胞周期G1期、S期的进程及G1/S、G2/M
期转换, 促进大肠癌细胞增殖. 因此我们认为, 
GAS对大肠癌细胞周期的调控位点可能在G1、
S、G2期. 而SS表达的水平越高, P21CIP1阳性表

达率越高, Cyclin E、CDK2的阳性表达率越低. 
说明SS对大肠癌细胞周期的调控一方面可能是

通过促进了大肠癌细胞P21CIP1蛋白过表达, 从而

增强了P21CIP1基因在细胞周期G1/S、S、G2/M
期对CDK2的抑制作用, 导致CDK2呈低表达, 使
细胞周期G1/S、G2/M期转换延迟及S期阻滞, 
抑制细胞增殖. 另一方面可通过抑制大肠细胞

Cyclin E、CDK2基因的表达, 使Cyclin E -CDK2
复合物的水平降低, 进而抑制细胞从G1期到S期
的转化, 使进入S期的细胞数减少, 以诱导细胞

周期阻滞, 抑制细胞增殖. 因此, SS对大肠癌细

胞周期的调控位点可能在G1/S、G2/M期的交界

点, 即S、M期的入口. 
大肠癌组织中GAS、SS比势研究发现GAS/

SS比值的变化能够反映大肠癌的部分生物学特

性, 如大肠癌的发生、发展及其恶性表型、分

化程度、临床分期等, 其GAS/SS积分比值的升

高在肿瘤发生、发展上具有更重要的意义. 本
实验结果显示: GAS/SS表达积分的比值变化与
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Cyclin D1、Cyclin E、Cyclin A、CDK2、CDK4
半定量积分呈明显正相关, 与P16INK4a、P21CIP1呈

显著负相关; 提示大肠癌组织GAS、SS的异常

表达, 导致大肠癌细胞周期调控因子表达失常, 
可能是胃肠激素对大肠癌生长的调控机制之一. 
对大肠癌GAS/SS积分比值的分析, 可作为临床

大肠癌生物学行为的重要评估指标. 
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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 value of rectal magnetic 
resonance hydrography (MRH) in rectal 
carcinoma.

METHODS: Thirty-four patients with rectal car-
cinoma were included in the study. All under-
went plain scan, three-planar enhanced scan and 
hydrography.

RESULTS: All foci were correctly detected by 
rectal MRH, which showed that there were ir-
regular intraluminal filling defects (n = 32), and 
that“cuff”or“sawn-off”signs were seen at 
the distal end of the tumor (n = 19). Main MRH 
findings were: intraluminal soft tissue mass (n 
= 30), irregular thickening of the rectal wall and 

partial or circumferential stenosis of the rectal 
lumen (n = 26). The accuracy of rectal MRH for T 
staging was 82.4% (28/34). The accuracy for T1, 
T2, T3, and T4 staging was 66.7% (2/3), 76.9% 
(10/13), 86.7% (13/15) and 100% (3/3), respec-
tively. The sensitivity, specificity, and accuracy 
for lymph node metastases were 69.2% (18/26), 
62.5% (5/8) and 67.6% (23/34), respectively. The 
accuracy for adjacent organ invasion and liver 
metastasis was 94.1% (32/34) and 97.1% (33/34), 
respectively.

CONCLUSION: The combination of MRI plain 
scan, three-planar enhanced scan and hydrog-
raphy could accurately stage rectal carcinomas 
and determine the invasive depth of local le-
sions. This method has direct applicability for 
clinical treatment.

Key Words: Rectal carcinoma; Staging; Magnetic 
resonance hydrography

Tu XH, Li CJ, Ma M, Wang L, Song JX. Value of rectal 
magnetic resonance hydrography for diagnosis and 
staging of rectal carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(17):1928-1933

摘要
目的: 探讨磁共振(MRI)水成像(MRH)对直肠
癌术前诊断和分期的价值.

方法: 对临床确诊为直肠癌的患者34例进行
MRI水成像检查, 检查前经直肠注入生理盐水
300 mL左右, 先作盆腔常规轴位平扫, 再作磁
共振直肠水成像扫描, 扫描完后再作轴位、矢
状位和冠状位增强扫描.

结果: 34例直肠癌均能显示原发病灶, 三维成
像病变部位肠腔内不规则充盈缺损32例, 19
例病变远侧端呈“袖口征”及“截断征”. 
轴位30例表现为腔内软组织肿块, 26例表现
为肠壁不规则增厚, 肠腔环形狭窄. MRI水成
像检查对T1, T2, T3, T4期肿瘤的准确度分
别为66.7%(2/3), 76.9%(10/13), 86.7%(13/15), 
100%(3/3), 总准确性为82.4%(28/34); 判断淋
巴结转移的敏感性、特异性和准确性分别为

®

■背景资料
直肠癌准确的术
前诊断并分期直
接关系到治疗方
案的制订、术式
的选择和评估预
后. 为了提高磁共
振成像在术前诊
断和分期的准确
率, 目前主要采用
不同的对比剂、

mAb体技术及高分
辨磁共振技术等.
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69.2%(18/26), 62.5%(5/8), 67.6%(23/34); 对邻
近组织脏器浸润、远处转移判断的准确度分
别为94.1%(32/34)、97.1%(33/34).

结论: MRI水成像加常规平扫加增强扫描对
直肠癌的诊断和分期有较大价值, 可以较准确
地判断肿瘤在肠壁的浸润深度及盆腔内淋巴
结的转移.

关键词: 直肠癌; 分期; 磁共振水成像

涂小煌, 黎成金, 马明, 王烈, 宋京翔. 直肠癌术前磁共振水成像

检查的意义.  世界华人消化杂志  2007;15(17):1928-1933
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0  引言

直肠癌为消化道常见恶性肿瘤 ,  在我国发病

率呈上升趋势 ,  准确的术前诊断并分期直接

关系到治疗方案的制订、术式的选择和评估

预后. 传统的诊断方法如指诊、内镜、钡灌肠

等, 用于直肠癌分期的准确性较低, 随着近年影

像学的发展, 开始较多地运用经直肠超声检查

(TRUS)、CT、MRI等对其进行诊断, MRI检查

不仅对直肠癌患者的预后有参考意义, 对术前

分期方面也有重要价值, 但单一的MRI检查对肿

瘤的侵犯及淋巴结转移的判断其敏感性较低[1-13]. 
用水使直肠充盈后, 可提高肿瘤的诊断率[14]. 为
了探讨磁共振水成像在直肠癌术前分期的意义, 
我们对34例确诊为直肠癌的患者于术前行MRI
水成像检查, 分析其表现并分期, 与术后病理分

期进行对比, 结果报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 本组共34例, 其中男21例, 女13例, 年龄

27-72(平均54.6±12.8)岁, 均为病理诊断为直肠

癌的患者, 术前未行放疗或化疗, 术前1 wk内行

MRI水成像检查. 根据肛门指诊及内窥镜检查, 
肿瘤距肛门口的距离小于3 cm的5例, 距肛门口

3-6 cm的肿瘤16例, 距肛门口6-12 cm的肿瘤13例. 
病理显示: 黏液腺癌11例, 低分化腺癌6例, 中分

化腺癌9例, 高分化腺癌8例.
1.2 方法 检查前禁食, 禁水, 清洁灌肠, 扫描前

患者右侧卧于扫描床, 用双腔气囊导尿管经肛

门插入, 先将所囊管注空气20 mL, 让气囊充

气, 以防导尿管脱出; 再经导尿管注入生理盐水

300 mL左右, 以患者能耐受为度, 扩张直肠; 注
水结束后, 患者取仰卧位, 脚先进; 先作常规盆

腔轴位平扫, 再作MRI直肠水成像扫描, T2WI采

用FSE序列, T1WI采用SE序列, 水成像扫描参

数: TR5000-9000 ms, TE352 ms, Nex: 1次, Etl: 
48, TA 1800, FOV: 36×36, 距阵192×256, 层厚

3 mm, 层间隔0 mm, 平扫完后作增强扫描, 增强

扫描前经肘静脉推注顺磁性对比剂Gd-DTPA(钆
-二乙烯三胺五乙酸)15 mL, 以带脂肪抑制T1WI
序列行轴位、矢状位、冠状位扫描, 以清楚显

示直肠壁, 平扫及增强扫描观察直肠周围组织

浸润与淋巴结转移情况. 图像后处理: 对直肠水

成像扫描的原始图像用最大信号强度投影法, 
作任意方向重建, 获得直肠水成像的图像, 利用

Navigator软件对扫描数据进行三维重建进行仿

真内窥镜检查, 应用Fly-through Sequence软件沿

直肠管腔中轴方向进行观察病变在肠腔内的形

态及邻近肠段的腔内表面情况.
MRI诊断标准[1]: 直肠癌MRI诊断标准如

下: 肠壁局限性或弥漫性增厚(>6 mm), 肠腔内

偏心性软组织肿块, 平扫呈等T1、长T2信号, 增
强扫描明显强化, 肠腔不规则狭窄; MR水成像

肠腔内不规则充盈缺损, 病变远侧端呈“袖口

征”或“截断征”. MRI分期标准: MRI上T1期
指肿瘤浸润至黏膜层, 不论黏膜是否受累, 但肌

层完整; T2期指肿瘤破坏黏膜下层, 肌层部分中

断, 但肌层的外缘和周围脂肪完整; T3期指肌层

完全中断, 与周围脂肪界限不清; T4期指肿瘤侵

犯周围脏器和盆壁结构. 鉴别T1、T2期的关键

是看环形肌有无受累, 鉴别T2和T3期的关键是

看直肠周围脂肪有无浸润. 病理分期采用国际

TNM分期方法(表1).

2  结果

34例直肠癌均能显示原发病灶, 三维成像病变

部位肠腔内不规则充盈缺损32例(图1A), 19例病

表  1  直肠癌TNM分期

     
分期	                   肿瘤侵犯范围 

Tis	 原位癌

T1期	 肿瘤侵犯黏膜下层

T2期	 肿瘤侵犯直肠壁的环形或纵型肌层

T3期	 肿瘤侵犯浆膜或纤维外直肠周围脂肪组织

T4期	 肿瘤直接侵犯周围组织器官

N0期	 无区域淋巴结转移

N1期	 直肠周围有1-3个淋巴结转移

N2期	 直肠周围有4个以上淋巴结转移

M0期	 无远处转移

M1期	 有远处转移

■名词解释
磁共振水成像是
利用体内的液体-
水作为天然对比
剂 ,  在重度T2加
权 序 列 的 M R 图
像上, 静态或缓慢
流动的液体呈高
信 号 ,  而 实 质 脏
器或快速流动的
血液呈低或无信
号 ,  白 色 高 信 号
的液体在黑色低
信号背景的衬托
下 清 晰 显 示 ,  因
此 称 为 M R 水 成
像 .  如 :  MR胰胆
管造影(MRCP)、
M R 尿 路 造 影
( M R U )、M R 脊
髓造影(MRM)、
肠 梗 阻 M R 水 成
像、MR输卵管成 
像等.
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变远侧端呈“袖口征”及“截断征”(图1B). 轴
位像30例表现为腔内软组织肿块(图1C), 26例表

现为肠壁不规则增厚, 肠腔环形狭窄(图1D). 平
扫T1WI上呈等信号, 31例T2WI上呈略高信号, 3
例呈明显高信号; 增强扫描病灶均明显强化. 7
例平扫SE序列T1WI上病灶周围脂肪间隙内见

斑片状低信号. 病变段肠壁外缘光滑20例(图
1E), 不光滑或有结节影向外突出14例(图1F).
    本组34例手术病理诊断T1, T2, T3, T4期肿

瘤中, MRI检查的准确性分别为66.7%, 76.9%, 
86.7%, 100%, 总准确性为82.4%. 低估4例, 高估

2例(表2). 3例肝转移, 正确诊断2例(表3).

3  讨论

基因治疗等综合疗法是直肠癌治疗的方向[15-16], 
手术切除是治疗直肠癌效果最明确的方法, 而
手术方式的选择必须基于术前对肿瘤浸润深度

与范围的准确判断. 直肠属空腔器官, 由于直肠

解剖位置特殊, 被盆腔内脂肪固定, 蠕动较弱, 
使之成为消化道M R I检查最成功的器官 [17-18]. 
MR水成像是利用长TR加特长TE获得重T2WI的
效果, 使含水器官显影[19], 我们体会, 采用人为

的方法使肠腔充水, 增厚的肠壁或腔内肿块及

周围结构发生信号的减弱, 含水的肠腔以明显

的高信号显示出来, 再对其进行MIP重建, 肠腔

的狭窄特征显示更清楚. 肠道灌水量主要取决

于患者的承受能力, 本组平均灌水量300 mL, 34
例原发病灶均能显影, 我们分析除检查前应作

充分的肠道准备外, 与检查前已确诊, 病变较晚

有关. T1WI轴位平扫采用SE序列, SE序列不进

行脂肪抑制, 可以显示肠管周围脂肪, 有助于对

T1, T2, T3, T4期肿瘤进行鉴别. Gd-DTPA增强

扫描可以清楚显示病变段肠壁的外缘, 有助于

判断肿瘤的浸润深度, 提高T分期的准确率[20-24].
目前常用的对结直肠肿瘤术前分期的方法包括

TRUS、CT及MRI, TRUS和MRI可显示肠壁的

分层, MRI判断肠壁侵犯程度的能力和直肠内

超声基本相当, 均优于盆腔CT. 直肠狭窄与上

段直肠病变是直肠超声的主要局限因素, 对瘤

边缘的炎性浸润与肿瘤侵犯难以区分, 肌层收

缩导致肌层外缘形态改变也可误诊为肿瘤已突

破肌层[25-33]. 本组T分期的总准确度为82.4%, 从

A B C

D E F

图  1  磁共振水成像检查直肠癌原发病灶表现: A: 充盈缺损; B: 截断征; C: 腔内软组织肿块; D: 肠壁不规则增厚, 

肠腔环形狭窄; E: 肠壁外缘光滑; F: 肠壁外缘有结节影向外突出.

表  2  MRI与组织学分期符合率

     
                                            组织学
MRI水成像

          T1	    T2        T3        T4	  
准确度[%(n /N )]

T1                      2	     1	                      66.7(2/3)

T2                      1	   10        2	                     76.9(10/13)

T3	                     1       13        1	      86.7(13/15)

T4			            3	    100(3/3)

总准确度				         82.4(28/34)

■同行评价
本文以人为的方
法使肠腔充水, 再
采用磁共振水成
像技术, 使含水的
肠腔以明显的高
信号显示出来, 肠
腔的狭窄特征显
示更清楚, 并与临
床病理结果做对
比分析, 对提高磁
共振成像术前分
期的准确率有指
导意义, 有一定的
学术价值和现实
指导意义.
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T1到T4期分期的准确度呈上升趋势, 表明MRI
水成像对中晚期直肠癌T分期更有价值. 本组

对肠壁和直肠周围脂肪组织中大于0.5 cm的淋

巴结设定为有转移, 但敏感性、特异性和准确

性均较低, 分别为69.2%(18/26)、62.5%(5/8)、
67.6%(23/34), 部分病例可见淋巴结, 但没有转

移, 部分病例则未见淋巴结, 病理显示已有转移, 
小于5 mm的淋巴结假阴性率高, 位于直肠上段

病变的淋巴结转移常因超越病变水平而造成假

阴性. MRI和CT、超声检查一样, 均无法对淋巴

结有无转移作出准确判断, 对淋巴结转移的判

断仅仅是通过大小、形态以及他和原发肿瘤的

分离性来定性的, 因而常常不能发现淋巴结内

部结构与微小转移, 或区别增大的炎性淋巴结

与转移, 从而对淋巴结分期过高或过低[34-36].
钡灌肠和纤维内窥镜是检查直肠癌的主要

方法, 但两者对肿瘤分期价值有限. 与钡灌肠相

比较, MRI水成像可以解决钡灌肠梗阻近侧段

及腔外情况不能显示的问题, MRI水成像由于

具有多参数成像的特点及良好的软组织分辨

率, 且扫描范围广, 因而并不存在空间限制的约

束, 不仅能显示肠壁病灶、邻近器官的浸润及

较大范围淋巴结转移外, 还能显示肝、骨等远

处转移的种种优点, 本组邻近组织脏器浸润、

远处转移判断的准确度分别为94.1%(32/34)、
97.1%(33/34). MRI检查也克服了钡灌肠检查的

不适和操作者依赖性, 以及CT检查的较大辐射

量和碘过敏反应的不足, 随着检查技术的进展, 
将成为对直肠癌术前诊断并分期的一种十分有

效的手段[37-40].

4      参考文献
1	 Diagnostic accuracy of preoperative magnetic 

resonance imaging in predicting curative resection 
of rectal cancer: prospective observational study. 
BMJ 2006; 333: 779

2	 Panzironi G, De Vargas Macciucca M, Manganaro 
L, Ballesio L, Ricci F, Casale A, Campagnano 
D. Preoperative locoregional staging of rectal 
carcinoma: comparison of MR, TRUS and Multislice 
CT. Personal experience. Radiol Med (Torino) 2004; 
107: 344-355

3	 Brown G, Davies S, Williams GT, Bourne MW, 
Newcombe RG, Radcliffe AG, Blethyn J, Dallimore 
NS, Rees BI, Phillips CJ, Maughan TS. Effectiveness 
of preoperative staging in rectal cancer: digital 
rectal examination, endoluminal ultrasound or 
magnetic resonance imaging? Br J Cancer 2004; 91: 
23-29

4	 Bianchi PP, Ceriani C, Rottoli M, Torzilli G, Pompili 
G, Malesci A, Ferraroni M, Montorsi M. Endoscopic 
ultrasonography and magnetic resonance in 
preoperative staging of rectal cancer: comparison 
with histologic findings. J Gastrointest Surg 2005; 9: 
1222-1227; discussion 1227-1228

5	 Bianchi P, Ceriani C, Palmisano A, Pompili G, 
Passoni GR, Rottoli M, Cappellani A, Montorsi M. 
A prospective comparison of endorectal ultrasound 
and pelvic magnetic resonance in the preoperative 
staging of rectal cancer. Ann Ital Chir 2006; 77: 41-46

6	 Chun HK, Choi D, Kim MJ, Lee J, Yun SH, Kim 
SH, Lee SJ, Kim CK. Preoperative staging of rectal 
cancer: comparison of 3-T high-field MRI and 
endorectal sonography. AJR Am J Roentgenol 2006; 
187: 1557-1562

7	 S inha R , Verma R , Ra jesh A, R ichards CJ . 
Diagnostic value of multidetector row CT in rectal 
cancer staging: comparison of multiplanar and axial 
images with histopathology. Clin Radiol 2006; 61: 
924-931

8	 Hoeffel C, Arrive L, Mourra N, Azizi L, Lewin M, 
Tubiana JM. Anatomic and pathologic findings 
at external phased-array pelvic MR imaging after 
surgery for anorectal disease. Radiographics 2006; 26: 
1391-1407

9	 Stollfuss JC, Becker K, Sendler A, Seidl S, Settles M, 

表  3  MRI水成像测定肿瘤浸润、转移与组织学的符合率

     
                                                  组织学
MRI

                                       阳性     阴性         
敏感性[%(n /N )]        特异性[%(n /N )]       准确性[%(n /N )]

淋巴结

    阳性                               18          3	       69.2(18/26)	     62.5(5/8)	  67.6(23/34)

    阴性                                 8          5	

周围脂肪浸润

    阳性                               13          2	       76.5(13/17)	     88.2(15/17)	  82.4(28/34)

    阴性                                 4        15	

临近器官及骨盆浸润

    阳性                                 3           0            60.0(3/5)	     100.0(29/29)          94.1(32/34)

    阴性                                 2         29	

远处转移
    阳性                                 2           0            66.7(2/3)	     100.0(31/31)          97.1(33/34)

    阴性                                 1         31		



www.wjgnet.com

1932                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2007年6月18日    第15卷   第17期

Auer F, Beer A, Rummeny EJ, Woertler K. Rectal 
carcinoma: high-spatial-resolution MR imaging 
and T2 quantification in rectal cancer specimens. 
Radiology 2006; 241: 132-141

10	 Hama Y, Makita K, Yamana T, Dodanuki K. 
Mucinous adenocarcinoma arising from fistula in 
ano: MRI findings. AJR Am J Roentgenol 2006; 187: 
517-521

11	 Kuriu Y, Otsuji E, Kin S, Nakase Y, Fukuda K, 
Okamoto K, Hagiwara A, Yamagishi H. Monoclonal 
antibody conjugated to gadolinium as a contrast 
agent for magnetic resonance imaging of human 
rectal carcinoma. J Surg Oncol 2006; 94: 144-148

12	 Salerno G, Danie ls IR , Brown G. Magnet ic 
resonance imaging of the low rectum: defining the 
radiological anatomy. Colorectal Dis 2006; 8 Suppl 3: 
10-13

13	 Skandarajah AR, Tjandra JJ. Preoperative loco-
regional imaging in rectal cancer. ANZ J Surg 2006; 
76: 497-504

14	 Kim MJ, Lim JS, Oh YT, Kim JH, Chung JJ, Joo SH, 
Kim NK, Lee KY, Kim WH, Kim KW. Preoperative 
MRI of rectal cancer with and without rectal water 
filling: an intraindividual comparison. AJR Am J 
Roentgenol 2004; 182: 1469-1476

15	 黎成金, 马庆久, 赖大年, 鲁建国, 王小军, 王青, 潘伯
荣, 武永忠, 李金茂. CD/5-FC系统对结肠癌细胞的杀
伤作用. 世界华人消化杂志 2003; 11: 535-539

16	 黎成金, 王烈, 涂小煌, 宋京翔. 前药热化疗对转CD基
因结肠癌细胞SW480的作用机制. 世界华人消化杂志 
2004; 12: 2307-2311

17	 Slater A, Halligan S, Taylor SA, Marshall M. 
Distance between the rectal wall and mesorectal 
fascia measured by MRI: Effect of rectal distension 
and implications for preoperative prediction of a 
tumour-free circumferential resection margin. Clin 
Radiol 2006; 61: 65-70

18	 Brown G, Kirkham A, Williams GT, Bourne M, 
Radcliffe AG, Sayman J, Newell R, Sinnatamby 
C, Heald RJ. High-resolution MRI of the anatomy 
important in total mesorectal excision of the rectum. 
AJR Am J Roentgenol 2004; 182: 431-439

19	 Poon FW, McDonald A, Anderson JH, Duthie F, 
Rodger C, McCurrach G, McKee RF, Horgan PG, 
Foulis AK, Chong D, Finlay IG. Accuracy of thin 
section magnetic resonance using phased-array 
pelvic coil in predicting the T-staging of rectal 
cancer. Eur J Radiol 2005; 53: 256-262

20	 Brown G. Thin section MRI in multidisciplinary 
pre-operative decision making for patients with 
rectal cancer. Br J Radiol 2005; 78 Spec No 2: 
S117-127

21	 Kim CK, Kim SH, Chun HK, Lee WY, Yun SH, 
Song SY, Choi D, Lim HK, Kim MJ, Lee J, Lee SJ. 
Preoperative staging of rectal cancer: accuracy of 
3-Tesla magnetic resonance imaging. Eur Radiol 
2006; 16: 972-980

22	 Tatli S, Mortele KJ, Breen EL, Bleday R, Silverman 
SG. Local staging of rectal cancer using combined 
pelvic phased-array and endorectal coil MRI. J 
Magn Reson Imaging 2006; 23: 534-540

23	 Iafrate F, Laghi A, Paolantonio P, Rengo M, 
Mercantini P, Ferri M, Ziparo V, Passariello 
R. Preoperative staging of rectal cancer with 
MR Imaging: correlat ion with surgical and 
histopathologic findings. Radiographics 2006; 26: 
701-714

24	 Burton S, Brown G, Daniels I, Norman A, Swift I, 

Abulafi M, Wotherspoon A, Tait D. MRI identified 
prognostic features of tumors in distal sigmoid, 
rectosigmoid, and upper rectum: treatment with 
radiotherapy and chemotherapy. Int J Radiat Oncol 
Biol Phys 2006; 65: 445-451

25	 Koh DM, Brown G, Temple L, Raja A, Toomey P, 
Bett N, Norman AR, Husband JE. Rectal cancer: 
mesorectal lymph nodes at MR imaging with USPIO 
versus histopathologic findings--initial observations. 
Radiology 2004; 231: 91-99

26	 Brown G, Radcliffe AG, Newcombe RG, Dallimore 
NS, Bourne MW, Williams GT. Preoperative 
assessment of prognostic factors in rectal cancer 
using high-resolution magnetic resonance imaging. 
Br J Surg 2003; 90: 355-364

27	 Kim MJ, Park JS, Park SI, Kim NK, Kim JH, Moon 
HJ, Park YN, Kim WH. Accuracy in differentiation 
of mucinous and nonmucinous rectal carcinoma on 
MR imaging. J Comput Assist Tomogr 2003; 27: 48-55

28	 Roach SC, Hulse PA, Moulding FJ, Wilson R, 
Carrington BM. Magnetic resonance imaging of 
anal cancer. Clin Radiol 2005; 60: 1111-1119

29	 Lahaye MJ, Engelen SM, Nelemans PJ, Beets GL, 
van de Velde CJ, van Engelshoven JM, Beets-Tan 
RG. Imaging for predicting the risk factors--the 
circumferential resection margin and nodal disease-
-of local recurrence in rectal cancer: a meta-analysis. 
Semin Ultrasound CT MR 2005; 26: 259-268

30	 Beets-Tan RG, Lettinga T, Beets GL. Pre-operative 
imaging of rectal cancer and its impact on surgical 
performance and treatment outcome. Eur J Surg 
Oncol 2005; 31: 681-688

31	 O b e r h o l z e r K , J u n g i n g e r T , K r e i t n e r K F , 
Krummenauer F, Simiantonaki N, Trouet S, 
Thelen M. Local staging of rectal carcinoma and 
assessment of the circumferential resection margin 
with high-resolution MRI using an integrated 
parallel acquisition technique. J Magn Reson Imaging 
2005; 22: 101-108

32	 Ferri M, Laghi A, Mingazzini P, Iafrate F, Meli 
L, Ricci F, Passariello R, Ziparo V. Pre-operative 
assessment of extramural invasion and sphincteral 
involvement in rectal cancer by magnetic resonance 
imaging with phased-array coil. Colorectal Dis 2005; 
7: 387-393

33	 Taylor A, Sheridan M, McGee S, Halligan S. 
Preoperative staging of rectal cancer by MRI; results 
of a UK survey. Clin Radiol 2005; 60: 579-586

34	 Koh DM, Brown G, Temple L, Blake H, Raja A, 
Toomey P, Bett N, Farhat S, Norman AR, Daniels 
I, Husband JE. Distribution of mesorectal lymph 
nodes in rectal cancer: in vivo MR imaging 
compared with histopathological examination. 
Initial observations. Eur Radiol 2005; 15: 1650-1657

35	 Kim DW, Kim DY, Kim TH, Jung KH, Chang HJ, 
Sohn DK, Lim SB, Choi HS, Jeong SY, Park JG. Is T 
classification still correlated with lymph node status 
after preoperative chemoradiotherapy for rectal 
cancer? Cancer 2006; 106: 1694-1700

36	 Matsuoka H, Nakamura A, Sugiyama M, Hachiya 
J, Atomi Y, Masaki T. MRI diagnosis of mesorectal 
lymph node metastasis in patients with rectal 
carcinoma. what is the optimal criterion? Anticancer 
Res 2004; 24: 4097-4101

37	 Burton S, Brown G, Daniels IR, Norman AR, Mason 
B, Cunningham D. MRI directed multidisciplinary 
team preoperative treatment strategy: the way to 
eliminate positive circumferential margins? Br J 



www.wjgnet.com

涂小煌, 等. 直肠癌术前磁共振水成像检查的意义                                                                                                           1933

Cancer 2006; 94: 351-357
38	 Kim YH, Kim DY, Kim TH, Jung KH, Chang 

HJ, Jeong SY, Sohn DK, Choi HS, Ahn JB, Kim 
DH, Lim SB, Lee JS, Park JG. Usefulness of 
magnetic resonance volumetric evaluation in 
predicting response to preoperative concurrent 
chemoradiotherapy in patients with resectable 
rectal cancer. Int J Radiat Oncol Biol Phys 2005; 62: 
761-768

39		 Oh YT, Kim MJ, Lim JS, Kim JH, Lee KY, Kim NK, 

Kim WH, Kim KW. Assessment of the prognostic 
factors for a local recurrence of rectal cancer: the 
utility of preoperative MR imaging. Korean J Radiol 
2005; 6: 8-16

40		 Atkin G, Taylor NJ, Daley FM, Stirling JJ, Richman P, 
Glynne-Jones R, d'Arcy JA, Collins DJ, Padhani AR. 
Dynamic contrast-enhanced magnetic resonance 
imaging is a poor measure of rectal cancer 
angiogenesis. Br J Surg 2006; 93: 992-1000

             电编  何基才  编辑  张焕兰

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2007年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

中国中西医结合第十九次全国消化病学术会议最后通知

本刊讯 由中国中西医结合学会消化专业委员会主办、河北医科大学第二医院承办的中国中西医结合第十九

次消化学术会议, 定于2007-07-27/29日将在河北省石家庄市中山宾馆召开. 2007-27全天报道, 2007-28/29日为

大会专题报告与学术交流. 大会将邀请多位国内外知名专家作专题学术报告, 并进行学术论文交流. 参加会议

的正式代表将授予国家I类继续教育学分7分[2007-3-3-027(国)]. 参加会议的每位代表收取会务费700元(包括餐

费和资料费等)欢迎广大从事中西医结合基础与临床工作者、消化内、外科、胃肠、肝胆科、消化内镜的医

务人员以及研究生等踊跃投稿积极参加. 现将本次学术会议征文的有关事项通知如下.  

1    征文内容

(1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肠、肝、胆、胰等中西医结合诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢

性肝炎(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)

中西医结合对脾胃学说与脾虚证研究进展; (5)当前消化疾病的最新诊断与治疗技术的临床应用与进展.  

2    征文要求

论文应具有科学性、先进性、实用性和真实性. 文字表达准确、精练、通顺. 大会论文摘要800-1000字左右, 

具有目的、方法、结果、结论. 来稿最好以Email形式发送; 或以A4纸5号字打印并附软盘或光盘一份, 寄送

至下列单位: (1)哈尔滨市南岗区学府路45号解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化疾病专业委

员会)邮编: 150080  收件人: 李春雷  贾云  电话: 0451-57752440或86632450  传真: 0451-86603878; Email: czs.

xiaohua@163.com或211zyke@163.com; (2)石家庄市和平西路215号河北医科大学第二医院消化内科 蒋树林 孙

玉凤副教授, 邮政编码: 050000, 联系电话: 0311-87222301; 87222951; Email: zxyjhxh@yahoo.com.cn(特别提醒: 

此为新注册信箱, 原信箱因故不可使用), 截稿日期2007-06-30. 

来稿请注明“中西医结合消化会征文”字样, 并用楷体写清楚作者姓名、单位、通讯地址、邮政编码、

便捷联系电话和E-mail信箱.  欢迎采用Word格式E-mail投稿.  入选论文将编入《中国中西医结合消化学术会

议论文汇编》. 优秀论文将推荐至《中国中西医结合消化杂志》、《世界华人消化杂志》等杂志.
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Abstract
AIM: To conduct a review to explore the efficacy 
of Tong Xie Yao Fang (TXYF) in treating irritable 
bowel syndrome (IBS).

METHODS: Computer-based and manual litera-
ture searches from Internet databases and regis-
ters of clinical trial databases and references, as 
well as related meetings were performed. Search 
strategy: randomized or quasi-randomized con-
trolled trials for treating IBS patients with TXYF 
or TXYF with the addition of other traditional 
Chinese medicines (TXYFa), and controls treated 
with conventional medicines or a placebo, or 
with no treatment were included.

RESULTS: A total of 31 studies with 32 arms 
met the inclusion criteria. Meta-analysis of these 

studies showed that TXYFa had beneficial effects 
for relieving IBS symptoms (RR: 1.30, 95%CI: 
1.22-1.38, P < 0.01). Compared with the controls, 
23 (72%) showed that TXYFa had significant 
benefit for IBS treatment (P < 0.05). Combining 
data from 11 studies showed a global improve-
ment of symptoms in IBS (RR: 1.31, 95% CI: 
1.23-1.40, P < 0.01). Combining data from 20 
studies showed that TXYFa was advantageous 
in diarrhea-predominant IBS (RR: 1.33, 95%CI: 
1.21-1.45, P < 0.01). However, all these studies 
were of low quality. Further, a funnel plot was 
asymmetric, indicating the presence of a publi-
cation bias.

CONCLUSION: Although TXFYa had therapeu-
tic benefit in IBS in the studies evaluated, the 
evidence is not strong enough for it to be recom-
mended as a treatment for IBS because of the 
low quality of the studies and the publication 
bias. It will be necessary to conduct rigorous 
well-designed clinical trials to evaluate the effi-
cacy and safety of TXFYa as a treatment for IBS.

Key Words: Tong Xie Yao Fang; Irritable bowel syn-
drome; Meta-analysis
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摘要
目的: 评价以痛泻要方(TXYF)为基础方的中
药方剂(TXYFa)治疗肠易激综合征(IBS)的疗效.

方法: 通过对网上电子数据库、临床试验注
册数据库、参考文献以及手工对相关会议检
索的TXYF和TXYFa治疗IBS随机或半随机对
照试验, 对照组用西药、安慰剂或不治疗者的
对象和数据进行荟萃分析.

结果: 31个临床试验涉及32个TXYFa符合入

选条件而纳入研究. 对所有纳入试验的数据分
析显示TXFYa具有显著疗效(RR :1.30, 95% CI: 
1.22-1.38, P <0.01).其中23个TXYFa(72%)分
别与西药或安慰剂比较有显著疗效(P <0.05); 

®

■背景资料
肠易激综合征是
影响人们生活质
量的一种常见的
功能性肠疾病. 治
疗该病还无十分
满意的药物. 痛泻
要方是中国古代
流传下来的经验
方, 现在, 用它来
治疗肠易激综合
征相当普遍, 其临
床应用的确切疗
效和安全性还需
要用循证医学的
手段加以证实.
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11个和20个试验数据分别显示TXYFa显著改
善IBS总体症状(RR :1.31, 95% CI:1.23-1.40, 
P <0.01)和腹泻型IBS的相关症状(RR : 1.33, 
95% CI: 1.21-1.45, P <0.01). 纳入试验的方法
质量学评估均为低质量试验, 倒漏斗图形显示
不对称, 提示存在发表偏畸.

结论: 痛泻要方的潜在疗效和安全性有待严格
设计的随机、双盲、安慰剂对照试验加以证实.

关键词: 痛泻要方; 肠易激综合征; 荟萃分析
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0  引言

IBS是常见的影响人们生活质量的一种功能性

紊乱性肠疾病, 其典型症状包括腹痛、腹胀和

排便习惯的改变. 在西欧和北美约有20%的成

年人患此病[1], 在亚洲国家该病的发病率约为

0.8%-11%[2]. 目前对该病的治疗还缺乏十分满意

的药物. 痛泻要方(TXYF)为中国古代流传下来

的一经验方, 他在现代医学还没有出现前就已

经在民间广为应用. 在中国, 该方用于治疗IBS
仍然非常普遍, 很多医生和患者认为其由天然

中草药组成, 无毒副作用, 而且中草药比西药也

相对便宜. 但其疗效是否能得到有力的证据支

持, 毒副作用到底如何还不十分清楚, 故本文拟

针对这一问题对TXYFa治疗IBS的疗效进行荟

萃分析.

1  材料和方法

1.1 检索策略 我们从MEDLINE(1966-2006)、
EMBASE(1980-2006)、Cochrane Database 
(1992-2006)、中国期刊网(1994-2006)、万方数

据库(1998-2006)、重庆维普数据库(1989-2006)
以及中国中医药期刊文献数据库(1984-2006), 用 
“肠易激综合征、痛泻要方、功能性肠疾病、

中医药”等关键词进行检索, 同时对参考文献和

相关会议进行网上和/或手工检索. 所有检索和

数据抽取均由几个研究者独立进行(石珺、汪崇

文和范可), 不同见解经过协商达到一致.
1.2 研究纳入及排除标准 纳入标准: (1)IBS诊断

采用ROMEⅠ[3]或ROMEⅡ[4], 或1986年成都会

议拟定标准[5]. (2)TXYF或TXYFa治疗IBS的随

机对照或半随机对照试验, 无论是否采用盲法. 
(3)对照组采用西药、安慰剂或不治疗者. 排除

标准: (1)治疗组TXYFa与西药联用. (2)对照组与

治疗组为同种、不同剂量的药物.
纳入研究的的方法学质量采用Jadad评分

法[6]和Cochrane手册[7]进行评估.
统计学处理 我们利用各研究中的原始数据

计算相对危险度(RR), 以95%可信区间(95% CI)
表示. 荟萃分析根据是否存在异质性用固定效

应模型或随机效应模型表达. 尽可能对原始数

据进行意向性分析. 潜在的发表偏倚采用倒漏

斗图形分析. 统计软件用Cochrane协作网提供的

RevMan 4.2软件包.

2  结果

文献检索到76条相关题录, 查看标题及摘要后

得到66个相关痛泻要方临床试验, 仔细阅读全

文后, 确定31个临床试验符合入选标准纳入本

研究[8-38]. 35个试验由于以下原因排除本研究: 
(1)无确定的诊断标准, (2)缺乏可用的原始数据, 
(3)非随机或非半随机临床对照试验, (4)对照组

与治疗组为同种、不同剂量的药物. (5)治疗组

TXYFa与西药合用.
最终31个试验使用32个TXYFa(试验[17]涉及

两个不同的TXYFa)包括1724名试验者, 1300名
对照者纳入本研究. 所有试验均在中国进行, 纳
入的均为中国患者.

所有试验用Jadad评分均为2分及以下分数, 
为低质量试验, 其中2个试验[19,29]说明产生随机

的方法为使用随机数字表, 故评为2分, 其余未

提及随机产生的方法为1分[8-18,20-24,26-28,30-32,34-38]或

按就诊顺序安排患者分组为0分[25,33]. 无一篇报

告随机分配方案隐藏; 无报告使用盲法; 也无报

告样本含量的计算或使用了意愿性分析 .  对
照药物的使用 :  每一试验均选用西药作对照

药物, 其中2个试验 [10,26]在选用西药作对照的

同时也选用了一组安慰剂作对照 .  有13个试

验 [8,12-13,15,18,22,25,27-28,33,35-37]进行了1 mo至2 a(平均

7.5 mo)的治疗后随访. TXYFa治疗IBS临床试验

的设计特征(表1). 治疗效果: 74%(23/31)的试验
[9-12,14,16-18,20-21,24-28,30,32-38]显示TXYFa与西药[9-12,14,16-1

8,20-21,24-25,27-28,30,32-38]或安慰剂[10,26]比较有治疗效果

(P <0.05). 将31个试验中32个TXFYa数据进行荟

萃分析, 结果显示TXFYa与对照药物比较具有明

显效果(RR  = 1.30 95% CI 1.22-1.38, P <0.01).
总体症状的改善: 31个试验中9个试验[9,11,14,

16,20,24-25,32,34]显示TXFYa改善IBS的腹痛、腹胀、

■研发前沿
循证医学是遵循
证据的临床医学, 
可指导医师为病
人的诊治作出最
佳的决策. 中医药
的应用在中国已
有几千年的历史, 
其主要为一门经
验医学, 如要走向
世界, 得到国际社
会的认可, 其循证
医学研究亟待加
强.
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腹泻、便秘及排便习惯改变等总体症状优于对

照西药(P <0.05). 2个试验[15,31]显示TXYFa与西药

比较IBS总体症状的改善效果不明显(P >0.05), 
这11个试验荟萃结果显示TXFYa对IBS总体症

状的改善明显优于对照西药(RR  = 1.31 95% CI 
1.23-1.40, P <0.01, 表2). 腹泻型IBS症状的改善: 
13个试验[10,12,17-18,21,27-28,30,33,35-38]和2个试验[10,26]分

别与西药或安慰剂比较能明显改善腹泻型IBS
相关症状(P <0.05). 7个试验[8,13,17,19,22,23,26,29]显示

TXYFa与西药比较, 治疗腹泻型IBS的相关症

状无明显效果(P >0.05). 荟萃这20个试验数据

分析显示TXFYa效果显著(RR  = 1.33 95% CI 
1.21-1.45, P <0.01)(表3). 不良反应: 31个试验中, 
6个试验[10-11,19,24-25,33]提及了不良反应, 结果6个试

验使用TXYFa均未发现不良反应. 倒漏斗图示

分析: 经Meta View与Funnel Plot分析, 倒漏斗图

形分析显著不对称(图1).

3  讨论

中医认为IBS的病机是肝旺脾虚所致的腹痛泄

泻. 痛泻要方又名白术芍药散, 出自《景岳全

表  1  TXYFa治疗IBS随机对照试验的设计特征

     
试验名称              n           年龄(岁)           性别(%男)        Jadad评分           对照药物                         治疗时间(wk)        随防(a)

卓8(1996)	          50	            37.5	     60	            1	               苯乙哌啶	                            2	                   1
殷9 (1998)	         57	         19-76	     46	            1	               硝苯地平、谷维素	            4	                   
赵10(2000)       233	               39	     34	            1	               柳氮磺胺吡啶、苯乙哌啶      2
                                                                                                                山莨菪碱、阿米替林	            	                   
叶11(2000)	       126	               38.5	     57	            1	               西沙比利	                            2	                   
杨12(2001)	       116	               40	     58	            1	               苯乙哌啶、硝苯地平	            4	                 0.6
龚13(2001)	         96	               44	     52	            1	               西沙比利、洛哌丁胺	            4	                   1
文14(2002)	         96	               34.5	     60	            1	               硝苯地平、谷维素	            4	                   
芮15(2002)         50	               64.5	     44	            1	               苯乙哌啶、西沙比利	            4	                 0.6
侯16(2002)	       120	       25-52(治疗组)   58(治疗组)           1	               谷维素	                            5	                   
陈17(2002)	       110	           固定TXYF             	            1	               匹维溴铵	                            8	                   
                                         43.27±8.4
                                          辩证TXYF
                                         42.11±8.2
                                          对照组
                                         40.55±9.2	
唐18(2003)	        62	             38.5	      27	            1	               思密达	                            4	               0.6-1
沈19(2003)	        45	           治疗组                58	            2                 匹维溴铵	                            8                     
                                         41.63±12.79
                                           对照组
                                         42.27±14.65
费20(2003)      189               治疗组                42                  1                  谷参肠安、谷维素、	           2-4                    
                                         37.6±11.4                                                     思密达、麻仁丸
                                           对照组
                                         38.2±13.5            
王21(2004)	      150	              45.5	      74	            1	                匹维溴铵	                          4-5	                   
黄22(2004)        60               治疗组                43	            1                  谷参肠安、思密达、	         1-4	                  1
                                         35.7±13.8                                                       麻仁丸
                                           对照组
                                         32.6±15.3
吴23(2004)	        60	               37.9	      52	            1	                匹维溴铵	                               5	  
杨24(2004)	       104	          43±8.26	      28	            1	                匹维溴铵	                               3	  
许25(2004)	         66	               40.2	      45	            0	                培菲康、匹维溴铵	               6	                 0.1
肖26(2004)	       167	                  37                 41                  1                  曲美布汀、柳氮磺胺吡啶、    2	  
                                                                                                                苯乙哌啶
黄27(2004)	       136	          35.7±13.8	      47                  1	                山莨菪碱、阿米替林	               4                0.6
王28(2005)	         73	                41.4	      65                  1	                洛哌丁胺	                                4	   2
叶29(2005)	         68	                41.65	        0	            2	                洛哌丁胺	                                4	   
张30(2005)	         68	                40.5	      68	            1	                曲美布汀	                                4	   
佘31(2005)       124	                35.5	      45	            1                  培菲康
马32(2005)	       145	                30.5	      39	            1	                诺为、肠复康、果导	               8	   
张33(2006)	       159	                40.3	      44	            0	                多潘立酮、洛哌丁胺	               4	 0.5
苏34(2006)	       148             22-61(治疗组)     61	            1                  曲美布汀、米雅MB匹维溴铵   4                
                                           20-65(对照组)	
兰35(2006)	         89	                33.5	      34	            1	                苯乙哌啶、硝苯地平	               4	 0.6
程36(2006)	         58	                41.8	      51	            1	                谷维素	                                4	 0.3
杨37(2006)	       110	                35.5	      47	            1	                苯乙哌啶、硝苯地平	               4	 0.6
陈38(2006)	         93	           42.00±14.67	     55	            1	                固肠止止泻丸	                4	     

表  1  TXYFa治疗IBS随机对照试验的设计特征■应用要点
本文通过对检索
到的痛泻要方治
疗肠易激综合征
的随机对照试验
的评估, 发现普遍
存在方法学质量
低下的问题, 尤其
缺乏严格的临床
试验设计. 如果在
以后的临床试验
中注意到这点, 将
可提供证实中医
药治疗疾病潜在
疗效的具有说服
力的、可靠的证
据.
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书》引刘草窗方, 由白术、白芍、陈皮、防风

组成. 其中白术健脾燥湿和中; 白芍养血柔肝, 
缓急止痛; 陈皮和中化湿、理气醒脾、防风散

肝舒脾, 诸药合用可起到补中寓疏, 泻肝补脾, 
调和气机, 则痛泻可止[39]. 药理实验证实该方具

有调节胃肠道平滑肌、解痉止痛的作用[40].
本研究提示TXYFa对IBS有一定的疗效. 但

经过评估我们发现这些试验存在以下方面问题: 
(1)方法学质量低下: 所有试验按Jadad评分表及

Cochrane手册评估均为低质量试验. 仅有2个试

验正确采用随机数字表进行随机分组; 2个半随

机试验按就诊顺序分组; 其他试验仅提及随机

分组, 但未描述随机分组的方法. 所有试验均未

提及分配隐藏、未使用盲法. 绝大多数试验用

水煎中药汤剂与西药片剂或胶囊进行对照. 只
有2个试验使用安慰剂, 且不恰当的应用中药汤

剂与安慰剂胶囊进行对照, 很明显安慰剂无法

起到其应有的作用. IBS患者应用安慰剂作对照

物所致安慰剂效应越来越引起关注, 一项治疗

IBS的随机临床试验的系统综述报道安慰剂的

症状改善率平均为40.2%[41]. 安慰剂反应率的大

小被发现与干预药物使用频率、方法学质量的

高低、试验持续时间的长短以及医患交流频率

等因素有关[42-44]. 由于我们纳入的试验极少或者

说欠缺使用安慰剂的资料, 因此无法从中得出

安慰剂效应的结论. 另外, 试验用药时间较短: 

最长8 wk, 最短2 wk, 大多数为4 wk的用药观察

时间. 此外, 除了13个试验外, 大部分试验无治

疗后的随访. 对IBS这种慢性疾病来说, 药物治

疗时间和治疗后的观察时间都相应较长, 否则, 
对TXYFa确切效果的了解很有可能会受到影响. 
经TXYFa治疗后疗效可维持多长时间, 远期效

应如何, 停止TXYFa治疗后IBS的复发情况、随

着时间的推移, 是否出现迟发性的毒副作用或

器官损害, 都需要比较长期的随访观察. (2)发表

偏畸: 本研究中倒漏斗图形显示明显的不对称, 
可用存在发表偏畸进行解释, 而方法学质量低

下以及试验样本量较小等也是导致这种不对称

的原因之一. (3)不良反应的观察: 31个试验仅有

6个试验提及了不良反应的观察, 但很少说明观

表  2  TXYFa治疗IBS总体症状的疗效分析

     Study or                              Treatment                    Control                    RR (fixed)                    Weight                      RR (fixed)

sub-category                          n /N                             n /N                        (95% CI)                        %                           (95% CI)

殷1998                               28/33                      14/24                                                   4.57              1.45 [1.01, 2.10]

叶2000                               75/85                      24/41                                                   9.13              1.51 [1.15, 1.97]

侯2002                               58/60                      25/30                                                   9.40              1.16 [0.98, 1.37]

文2002                               59/65                      19/32                                                   7.18              1.53 [1.14, 2.06]

芮2002                               25/28                      15/22                                                   4.74              1.31 [0.96, 1.79]

费2003                           155/157                      21/32                                                   9.83              1.50 [1.17, 1.93]

许2004                               35/38                      20/28                                                   6.49              1.29 [1.00, 1.66]

杨2004                               32/32                      36/42                                                   8.78              1.17 [1.03, 1.32]

马2005                               85/87                      44/58                                                 14.98              1.29 [1.11, 1.49]

佘2005                               35/40                      33/40                                                   9.30              1.06 [0.88, 1.28]

苏2006                               72/75                      55/73                                                 15.71              1.27 [1.11, 1.46]

Total (95% CI)                       700                         422                                               100.00              1.31 [1.23, 1.40]

Total events: 659 (Treatment), 306 (Control)

Test for heterogenety: Chi-Square = 14.17, df = 10 (P = 0.17)

Test for overall effect: Z = 8.12 (P  < 0.00001)

0.1 0.2 0.5  1 2    5     10
Favours control     Favours treatment

0.1   0.2       0.5         1               2              5        10

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

SE(log RR)

RR (fixed)

图  1  TXYFa治疗IBS的倒漏斗图示.

■名词解释
荟 萃 分 析 :  又 称
Meta-分析(Meta-
analysis), 是通过
将多个研究资料
合并进行统计学
再分析, 提供一个
量化的平均效果
或联系, 从而回答
研究问题.
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察方法、观察项目和使用调查量表; 很少试验

检测应用TXYFa后组织器官功能影响的实验数

据. 因为较少甚至缺乏对试验药物的严密监控, 
故不能很好的提供TXYFa用于治疗IBS安全性

的可靠资料.
虽然我们的研究结果显示TXYFa治疗IBS

有效, 也未发现明显的不良反应, 但由于所纳入

试验均为低质量的试验, 以及存在发表偏畸等

缺陷, 因此认为推荐TXYFa治疗IBS的证据力度

不够. 我们的研究结果与Bian et al [45]的结论基本

一致. 然而, 缺乏有力证据的支持并不代表完全

否定TXYFa的临床效果, 正如刘建平 et al [46]的观

点: 中草药的潜在疗效有待于严格设计的随机

双盲安慰剂对照试验加以证实.
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Abstract
Gastric cancer is a common malignant tumor in 
China and has a high mortality rate. Early diag-
nosis is important for prognosis in gastric can-
cer. Developments in the fields of immunology, 
biochemistry, molecular biology, cell engineer-
ing and euphenics have resulted in the deter-
mination of many tumor markers with clinical 
value. In this report, we review the molecular 
constitution, disposition, and bionomics of pep-
sinogen (PG) and MG-7 and their relationships 
with gastric cancer to evaluate the respective 
clinical values for early diagnosis.
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摘要
胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 其病死率居

各种恶性肿瘤之首, 早期诊断对胃癌的预后具
有重要意义. 近年来随着免疫学、生物化学、

分子生物学、细胞工程学和遗传工程学及其
相应新技术的发展, 发现了许多具有一定临
床价值的肿瘤标志物. 本文综述胃蛋白酶原
(PG), 胃癌相关抗原(MG-7 Ag)的分子结构、

分布、生物学特性及其与胃癌的关系, 并评价
其对早期胃癌诊断的临床价值.
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0  引言

胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 其病死率居

各种恶性肿瘤之首[1], 严重地威胁着人民生命

健康. 国内各医院胃癌手术后的5 a生存率为

30%-50%, 其中进展期约为40%, 早期约为90%, 
早期诊断和治疗胃癌成为提高患者生存质量、

降低其死亡率的唯一途径. 目前诊断胃癌的主

要方法是纤维胃镜和上消化道造影检查, 其中

胃镜被称为是确诊胃癌的“金标准”. 由于这

两种检查方法必须要求具备先进的仪器设备

和专门的操作人员, 技术要求高, 费用较贵, 而
且下胃镜又令患者很痛苦, 结果使不少患者望

而却步, 对亚临床症状患者尚不能作为普查手

段. 而且, 早期胃癌缺乏一定的特异性症状与体

征, 一般的消化道症状经对症治疗后能暂时好

转, 当出现明显的临床症状而来就诊时, 往往病

情已属中、晚期, 使胃癌难以早期发现, 失去最

佳的治疗时机, 影响胃癌的预后. 这使得人们

希望能有一种简便、快速、重复性好、非介

入性、便于动态监测等优点的检查方法, 能筛

选出胃癌的高危人群, 最好对胃癌能进行早期 
诊断. 

近年来, 肿瘤标志物的研究与应用在肿瘤学

中已成为一个引人注目的新领域. 肿瘤标志物

®

■背景资料
胃癌是我国常见
的恶性肿瘤之一, 
其病死率居各种
恶性肿瘤之首. 早
期诊断对胃癌的
预后具有重要意
义. PG, MG-7是
目前得到研究最
多也是最重要的
与胃癌早期诊断
相关的肿瘤标志
物. 
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(tumor markers, TM)是指肿瘤组织和肿瘤细胞

由于癌基因或抑癌基因和其他肿瘤相关基因及

其产物异常表达所产生的抗原, 而在正常组织

或良性疾病时不表达或表达甚微, 他反映了癌

的发生和发展过程及肿瘤相关基因的激活或失

活程度, 可在肿瘤患者组织、体液和排泄物中

检出. 此外, 由于肿瘤组织浸润正常组织, 引起

机体免疫功能和代谢异常, 产生一些生物活性

物质和因子, 虽然这些物质和因子特异性低, 但
与肿瘤发生和发展有关, 也可用于肿瘤的检测, 
因此也将其称为肿瘤标志物. 理想的肿瘤标志

物应符合以下条件: (1)敏感性高; (2)特异性高; 
(3)肿瘤标志物浓度和肿瘤大小、转移、恶性程

度有关, 能协助肿瘤分期和预后判断; (4)半衰期

短, 有效治疗后浓度很快下降, 较快反映体内肿

瘤的实际情况; (5)存在于体液特别是血液中易

于检测[2]. 应用肿瘤标志物早期诊断目前面临诸

多难题, 尚未找到一种高灵敏度、高特异性的

指标[3]. 因为, 同一肿瘤可含有一种或多种肿瘤

标志物, 而不同或同种肿瘤的不同组织类型既

可有共同、也可有不同的肿瘤标志物. 已有的

研究表明, 选择一些特异性较高的肿瘤标志物

联合测定某一肿瘤优于单一指标, 有利于提高

检出的阳性率[4]. 而且, 合理选用肿瘤标志物, 常
可在临床症状出现之前数月鉴别出复发和转移. 
因此多种肿瘤标志物的联合检测是胃癌研究

的一个发展方向. 目前, 人们对肿瘤标志物PG, 
MG-7研究较多, 认为他们对诊断胃癌的诊断价

值较高, 本文予以综述.

1  胃蛋白酶原(PG)

1.1 PG的结构、分布与生物学特性 PG是一种门

冬氨酸蛋白酶前体, 是分子质量为42 kDa的单

链多肽, 包括3个二巯键, 等电点为3.7. 人类PG
依其电泳迁移率可以分为7个组分, 较快移向阳

性的1-5组分的免疫原性近似, 称为胃蛋白酶原

Ⅰ(PGⅠ或PGA), 主要由胃腺的主细胞和黏液

颈细胞分泌; 组分6-7被称为胃蛋白酶原Ⅱ(PG
Ⅱ或PGC), 除由胃体和胃底黏膜的泌酸腺的主

细胞分泌外, 泌酸腺的黏液颈细胞、贲门腺和

胃窦的幽门腺的黏液细胞以及十二指肠上段的

Brunner腺也能产生PGⅡ. 胃蛋白酶原Ⅰ和胃蛋

白酶原Ⅱ的基因位点、免疫反应性及生化特性

上均存在一定差异. 不同种的PG的产生似乎与

以下几种因素相关: 结构基因的数量、个体等

位基因的差异以及翻译后的修饰[5]. 胃蛋白酶原

无活性, 在胃内盐酸作用下, 或在酸性条件下, 
通过自身催化, 从N端水解42个氨基酸残基后

而转变为有活性的胃蛋白酶. 胃蛋白酶为内切

酶, 可分解大部分蛋白质为标和胨, 产生的多肽

或氨基酸较少. 在PG转变成胃蛋白酶的过程中, 
分子量由42 kDa降为35 kDa, 等电点由3.7降为

-1. 主细胞中的PG贮存在细胞顶部的分泌颗粒

中, 当细胞受到刺激时, 通过胞吐作用大部分释

入腺腔, 只有1%进入血液循环. 在正常人血清中

的PGⅠ浓度是PGⅡ的6倍. 在不同物种间, PG的

激活机制有很大的差异, 至今还没有完全阐明[6]. 
其信号转导途径的刺激-分泌耦合机制至少包括

两条途径: 一条途径是以CAMP为介质, 另一条

途径似乎与细胞内的CA浓度变化相关. 
因为胃几乎是PG的唯一来源, 并且在分泌

阶段的分泌量会发生变化, 血清PGⅠ和PGⅡ反

映了胃黏膜腺体和细胞的数量, 也间接反映了

胃黏膜不同部位的分泌功能. 胃酸分泌过多的

浅表性胃炎和H pylori感染的胃炎, PGⅠ和PGⅡ

的分泌会增加; 而在慢性严重萎缩性胃炎当主

细胞减少时PGⅠ含量下降; 当萎缩性胃炎伴有

肠化、胃窦腺假幽门腺化生, PGⅡ含量会随之

增高. 当肠上皮化生(intestinal metaplasia, IM)、
不典型增生(displasia, DYS)和胃癌时, PGⅠ分泌

会减少, PGⅠ/PGⅡ也会发生变化, 血清PG可作

为监测胃癌的一个可靠的标志物[7-9]. 高浓度的

PGⅠ还作为十二指肠溃疡及其并发症的危险性

的一个亚临床指征, 也可以作为观察H pylori感
染根除治疗疗效的一个指标. 
1.2 PG与胃癌 胃癌是由癌前病变逐渐发展而致

的, 凡与胃癌发病有关因素也均与癌前病变进

展有关. 在这方面很多学者都做了大量的流行

病学研究. 1998年Yashihara对10 966例健康居

民实施SPG和胃镜检查. 在PGⅠ和PGⅠ/PGⅡ

的比值下降的人群中, 胃癌发生率远高于PG不

下降者, 检出的胃癌有90%属于早期, 远高于常

规临床56.9%的早期诊断率. 1999年日本学者

Kitahara et al [10]以PG加胃镜活检普查了5113人, 
以血清PGⅠ<70 μg/L及PGR<3为界值, 对胃癌

诊断的敏感度为84.6%, 特异度为73.5%. 张祥宏 
et al [11]通过对1504名受检居民随访发现, PG异常

组居民胃黏膜腺体萎缩和腺上皮不典型增生的

发生率达70.0%, 肠化生的发生率也超过50.0%,
明显高于SPG正常居民(P <0.01), 并认为SPG异

常居民胃黏膜多有明显的癌前病变, 是胃癌高

危人群. 据报道有80%以上的胃癌伴有萎缩性胃

■研发前沿
就目前的检测技
术而言, 肿瘤直径
在2-3 mm左右甚
至更小时, 即有可
能通过检测这些
标志物测出, 但因
为胃癌mAb与其
他肿瘤及胃黏膜
的非癌性病变都
存在不同程度的
交叉反应, 能作为
诊断胃癌金标准
的肿瘤标志物尚
未真正发现. 本研
究发现MG7抗原, 
胃蛋白酶原作为
一种新的肿瘤标
记物, 对于胃癌的
早期诊断和筛选, 
以及胃癌术后复
发与转移的检测
都有重要的意义. 
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炎, 而大约10%的萎缩性胃炎可发展成胃癌. 许
多学者认为[12-16]萎缩性胃炎可导致黏膜主细胞

的丧失, 从而影响分泌功能, 引起血清PGⅠ,  PG
Ⅰ/PGⅡ比值逐渐下降, 通过SPG检测来判断胃

黏膜的萎缩程度, 与正常健康者相比, 胃癌患者

PGⅠ, PGⅠ/PGⅡ比值下降是属于有意义的降

低. 蒋孟军 et al [17]研究认为, 胃癌患者PGⅠ较正

常健康者相比明显下降, SPGⅡ因为分布较广、

变化不大, PGⅠ/PGⅡ能够比较全面的反映胃

黏膜病变情况, 胃癌患者PGⅠ/PGⅡ比值明显 
降低. 

另有学者报道, 血清PGⅠ含量的变化是判

断早期胃癌分化程度的一个亚临床指标, 但结

果说法不一, 是有待于进一步研究探讨的课题. 
2000年Kalinovskii et al [18]报道, 胃癌和慢性胃炎

患者的血清PG含量急剧下降, 低分化癌患者PG
Ⅰ含量(37.4 μg/L)更低于分化较好的胃癌患者

的血清PG含量(58.2 μg/L). 而吕国强 et al [19]通过

对正常对照组、胃癌组、胃癌术后组的血清PG
检查比较发现: (1)胃癌组PGⅠ, PGⅠ/PGⅡ明

显降低, 尤其是早期胃癌降低更有临床意义, 这
与胃黏膜细胞的萎缩、肠化分泌降低有关. (2)
早期高分化胃癌组织可能是广泛地存在肠化生

腺细胞、进展期胃癌则可能存在更多的腺细胞

萎缩性炎症, 而导致PGⅠ分泌减少; 而早期低分

化胃癌组织认为可能不存在广泛的萎缩和肠化. 
胃黏膜细胞早期出现异型增生时, 细胞逐渐增

殖, 幼稚细胞含量较高. 由于PGⅠ在胚胎胃黏膜

中高度表达, 胃幼稚细胞能分泌一定量的PGⅠ, 
因PGⅡ主要在成熟的腺细胞中产生, 故而早期低

分化胃癌组织的PGⅠ明显高于高分化胃癌组织. 
血清P G含量还可以作为胃癌术后复发与

转移的检测指标. 胃癌术后血清PGⅠ, PGⅡ数

值有助于了解残胃黏膜腺体的分泌状况. 组织

化学研究表明[20], 胃癌细胞本身能够分泌PGⅠ, 
PGⅡ. Yamaguchi et al [21]认为具有分泌功能的

胃癌细胞增殖同样会引起血清中PG的含量变

化. 当全胃切除患者血清中PG下降到很低水平

时, 这种变化就会表现出来. 许多学者对胃癌根

治术后PG变化进行追踪调查, 认为PGⅠ, PGⅡ

相对性升高是胃癌复发的临床指标之一. 胃癌

根治术后长期呈良性状态的患者, 血清中PGⅠ, 
PGⅡ无明显变化, 分别为4.17+0.51和32.2+3.83 
μg/L, 分别为正常值的1/15和1/12. 但胃癌复发

时血清PGⅠ常明显升高, 因而认为血清中PGⅠ

检测对诊断复发、有无转移有意义[22]. 肖志坚 

et al在此方面研究也有类似报道[19,23], 认为一般

胃癌细胞分泌的PG由于受正常细胞分泌的影响, 
在血清中的变化不能察觉. 当胃全切后, 如PG再

次上升, 极可能为部分有分泌功能的癌细胞转移

增殖的结果, 从而可以尽早发现复发. 幼稚细胞

的增殖使分泌PGⅠ的量增高, 而PGⅡ的增高可

能是由于高分化管状或乳头状腺细胞分泌所致. 
由此提示, 转移的癌细胞与原发的胃癌细胞有

同源异质性, 因此全胃切除术后, 检测血清PGⅠ, 
PGⅡ含量是判断其是否复发的可靠依据. 

PG作为一种新的肿瘤标记物, 对于胃癌的

早期诊断和筛选, 以及胃癌术后复发与转移的

检测都有重要的意义, 以PG作为肿瘤标记物的

方法目前在我国还未普及. SPG测定常用放免法

与酶学法, 由于测定方法不断完善, 其对SPG值

影响已经很小. 许多研究表明, 因为PG浓度会因

为国家、种族以及其他一些膳食因素、感染因

素、饮食习惯的影响而不同, 对于具体的血清

PG浓度多大可以确诊胃癌还没有统一的标准, 
因而在以SPG变化作为胃癌早期诊断、筛选与

全胃切除术后复发和转移指标时, 应对受检者

个人情况予以足够重视.

2  胃癌抗原(MG7Ag)

2 . 1  M G 7 A g 的 结 构、分 布 及 生 物 学 特 性  
MG7Ag是由鼠源性抗人胃癌mAb(胃癌细胞株

MKN-46-9作为免疫原免疫BALB/C小鼠)MG7
新发现的一个胃肠肿瘤相关抗原, 为中性糖脂, 
抗原决定簇位于糖链上, 属糖蛋白抗原, 具有分

泌性抗原的特点, 即在细胞内合成, 进而分泌到

细胞外. MG-Ags在细胞中的分布形式大致分为

4种: 胞质型、胞膜型、胞外型及混合型. 胞质

型和胞膜型分别指抗原主要分布在癌细胞的胞

质内或胞膜上, 胞外型指癌腺腔内或癌细胞周

围的黏液物质中有阳性抗原存在, 但癌细胞本

身阴性, 混合型是上述两种形式同时存在, 实际

上多数病例属于混合型. 抗原分布的差异可能

与癌细胞所处的增殖周期不同有关. 电镜观察

发现, 由于不同类型胃癌的细胞分化程度差异

较大, MG7抗原物质的分布也明显不同. 高分化

腺癌, 其细胞分化好, 异型性小, 其抗原主要表

现在细胞膜和腺腔的微绒毛上, 胞质内很少; 低
分化腺癌或未分化细胞癌, 其抗原分布广泛, 阳
性物质在细胞膜和胞质内均可见到, 呈散在性

分布, 在低分化腺癌的高尔基复合体、粗面内

质网及核膜上, 也有抗原存在; 未分化细胞癌只

■创新盘点
近年来, 肿瘤标志
物的研究与应用
在肿瘤学中已成
为一个引人注目
的新领域. 多种肿
瘤标志物的联合
检测是胃癌研究
的一个发展方向. 
由于MG7Ag、PG
在产生和分泌的
机制上有不同之
处, 在胃癌的侵袭
转移中发挥着不
同的作用, 联合检
测在诊断胃癌的
敏感度和特异度
方面可实现互补, 
应用于临床, 有望
提高胃癌总的诊
断水平.
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在胞质内有少量抗原物质; 在黏液腺癌, MG7阳
性产物位于黏液较多的部位, 分布较均匀; 在黏

液细胞癌, 抗原物质除见于黏液及胞质外, 细胞

膜上也有阳性产物, 分布不均匀. 因此可以推测, 
低分化腺癌的生物学行为改变以胞质为主; 高
分化腺癌生物学行为改变主要在细胞表面; 未
分化的癌细胞分泌抗原的活性差; 而黏液腺癌

和黏液细胞癌, 抗原物质含量较多, 其原因可能

是由于此类型的细胞在癌变后, 其蛋白生成基

因更活跃, 分泌活性旺盛, 产生了较多的抗原物

质. 胃黏膜上皮细胞在癌变过程中所发生的形

态、生化及抗原性的改变, 与基因的损伤和控

制失调有关, 不同类型的胃癌, 由于其遗传性改

变不一, 其抗原表达的顺序和组型也不同[24]. 因
此, 通过观察抗原表达情况, 有助于胃癌的病理

分型、免疫治疗监测和预后判断[25]. 
2.2 MG7Ag与胃癌 以往应用多株MG单抗混和

包被载体建立的IRMA方法对胃癌获得较高的

敏感性, 然而同时也增加了假阳性. 经过不断

的试验, 已改为以单纯MG7单抗包被载体的IR-
M A方法, 从而使特异性大大提高. M G7抗原

作为胃癌相关抗原, 其产生、表达和消长反映

着胃癌细胞的某些生物学行为改变. 此种抗原

在胃癌或癌前病变组织内表达具有较高的敏

感性和特异性, 在血清中敏感性优于TAG72、
CA19-9等指标, 且随着新技术如免疫-PCR技术

的建立, 血清阳性率进一步提高, MG7Ag基本具

备了肿瘤标志物的诊断、监测病情, 判定疗效

等作用, 已被较为成熟的应用于免疫组化、细

胞学、放射免疫自显影等实验技术中, 是值得

深入研究的肿瘤相关抗原. 
有报道MG7Ag在胃癌组织中有80%-94%

的阳性表达率[26], 是研究和诊断胃癌的有效标

志物之一. 但由于入血的抗原少且很快被破坏

或代谢, 原有的一些检测手段敏感度不够, 故血

清中的检出阳性率偏低[27-28], 国内资料显示基本

为40%-60%, 但无论血清还是组织中MG7Ag对
胃癌的特异性均很高[29]. 任军 et al [30]在DNA重

组基础上, 结合抗原抗体反应的专一性与PCR
技术的高敏感性, 成功构建检测血清MG7Ag的
免疫-PCR技术, 大大提高了血清学检测的敏感

性, 樊代明 et al将此技术用于临床胃癌的血清

学诊断, 结果满意>80%, 王曾怡 et al [31]检测胃

癌血清MG7Ag, 阳性率达到84%. 黄立群 et al [32]

利用此技术研究结果显示, 胃癌组与慢性胃炎

组M G7A g阳性率比较有非常显著差异, 说明

MG7Ag首先具备了肿瘤标志物区分良恶性的

能力, 其次MG7Ag诊断胃癌的敏感性为81.48%, 
特异性为90.90%, 与众多学者报道的MG7Ag对
胃癌的高特异性相符合, 且阳性患者与胃癌的

病变早晚无关, 说明在胃癌早期血清中即存在

MG7Ag, 可以认为MG7Ag是一种具有早期诊

断意义的胃癌标志物; 胃癌患者术后MG7Ag含
量明显下降, 对晚期胃癌患者经胃镜局部注射

化疗药物后, 病灶有所缩小, 血清MG7Ag也轻

度下降, 以上结果说明MG7Ag含量的高低与肿

瘤的消长有密切关系, 连续测定MG7Ag有助于

观察疗效、推测预后等. 另有学者检测了胃液

MG7Ag的含量, 结果发现胃液MG7Ag检测对胃

癌诊断的敏感性为82%, 特异性为70%, 提示胃

液MG7Ag检测对胃癌诊断有重要价值. 慢性胃

炎伴胃黏膜肠上皮化生及异常增生被认为是重

要的胃癌前病变. 黄立群 et al [32]发现胃癌前期

病变患者血清MG7Ag阳性率明显高于慢性胃

炎(P <0.01), 提示癌变过程异常增生的胃上皮具

有的抗原性质发生了改变, 继之出现了MG7Ag
的表达, 对这些患者予以随访观察, 结合胃镜检

查, 可提高早期胃癌的检出率. 胃黏膜上皮异型

增生的患者, 黏膜组织内有MG7Ag的表达, 表明

其可能具有与胃癌相似的生物学性状. 陈李华 
et al [33]运用MG7对74例胃癌, 23例癌旁肠化黏膜

及18例正常胃黏膜抗原表达意义及预后进行探

讨, 结果前两者皆有阳性表达, 正常组均为阴性, 
三组间有显著性差异; 其表达强度与胃癌组织

学类型、浸润深度和淋巴结转移等无明显关系, 
并观察到随着抗原表达强度的增加, 胃癌5 a生
存率逐渐增高, 但无显著性差异, 其原因有待于

进一步的探讨. 刘杰 et al [34]研究认为MG7Ag表
达状况和癌变关系密切, MG7Ag表达阳性的胃

黏膜不典型增生, 尤其当平均灰度值(高危界值)
大于0.19的病例, 是具有潜在癌变倾向的高危人

群, 对这些患者进行严密的监测随访, 会提高早

期胃癌的检出率. 其他一些可能与胃癌有关的

病变如萎缩性胃炎、胃黏膜肠上皮化生等也有

类似的结论[35].

3  PG, MG-7用于胃癌的联合检测

3.1 联合检测中肿瘤标志物的选取 肿瘤标志物

在临床应用上有很大价值, 这是因为肿瘤标志

物在患者血清中的含量往往和肿瘤组织的生长

消退或转移有直接的定量关系, 用免疫学或生

物化学方法在血清中检出一个显著增高的肿瘤

 

■应用要点
胃癌高危人群及
癌前疾病的有效
筛查是提高胃癌
早期诊断率从而
降 低 胃 癌 死 亡
率的关键措施之
一 ,  有望将 M G -
7Ag、PGC作为
胃癌前病变随访, 
进行癌变风险预
测以及早期诊断
胃癌的预警标志
物, 应用于临床.
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标志物来诊断肿瘤是一个理想的诊断方法. 从
1864年Bence-jones首先发现本周氏蛋白并作为

多发性骨髓瘤的实验室诊断依据以来, 许多科

学家致力于这方面的研究, 希望找到有高度敏

感性及高特异性的肿瘤标志物, 并应用于肿瘤

临床诊治的不同阶段. 经过多年的研究, 人们发

现兼顾两者的理想的标志物很难找到. 但是同

一种肿瘤可能有不止一种标志物, 同一种标志

物也可能会在不同的肿瘤中出现, 这一特点为

临床选择高灵敏度或高特异性检测肿瘤提供了

灵活而多样的结合方式. 对于某一特定的肿瘤

来说, 可同时选定几种特异性较高的指标, 互相

补充, 提高诊断的阳性率. 肿瘤标志物的联合应

用有利有弊, 并非检测的标志物越多越好, 如应

用不当, 不仅增加工作量和经济负担, 且检测结

果也易引起误导. 尽管采用四项或者五项指标

联合检测还能提高灵敏度, 但是其特异性和诊

断准确度均呈下降趋势, 费/效比提高. 兼顾特异

度与敏感度, 是较合理的组合. 肿瘤标志物另一

重要的特性就是预测价值, 其依据是Bayes法则. 
可用阳性预期值(PPV)和阴性预期值(NPV)来表

示. PPV与NPV不仅与灵敏度与特异性有关, 还
与人群的患病率有关. 某一肿瘤标志物的灵敏

度、特异性、PPV、NPV不是固定不变的, 而是

依赖于选定的临界值. 将临界值提高, 可增加特

异性, 但灵敏度随之降低; 反之, 将临界值降低, 
则灵敏度提高, 但特异性下降. 总之在联合应用

时, 一定要做仔细的分析, 才能使联合检查达到

尽可能“完美”的程度. 
3.2 联合检测的常用方法 肿瘤标志物联合应用

常采用: (1)并联法: 对同一患者同时作多种标志

物检测, 其中一种或一种以上阳性即为阳性, 提
高了阳性率, 但亦导致特异性下降, 容易造成阴

性时否定诊断的价值较大, 而阳性时诊断价值

下降. (2)序贯法: 一种标志物检测阳性后才作第

二种, 依次类推, 阴性时则不再继续, 其结果是

特异性提高而敏感性下降, 阳性结果对肯定诊

断有较大意义, 而阴性结果对否定诊断的意义

降低. 有人认为标志物联合应用可以任二项阳

性为诊断标准较为合适, 兼顾了敏感性、特异

性和准确性. 与胃癌相关的肿瘤标志物中, 目前

大多还没有统一的标准检测方法, 得出的结果

还有相互矛盾的地方, 有待进一步研究. 
3.3 客观评价检测结果 如何应用肿瘤标志物客

观的评价手术、放疗或药物治疗是否有效呢？

有的肿瘤标志物可反映肿瘤残存量, 这种定量

关系十分重要. 任何标志物浓度的居高不下, 均
与残留肿瘤不断产生肿瘤标志物有关, 表示手

术切除得不完全, 或肿瘤抗药, 或肿瘤复发. 虽
然目前尚无一种能被普遍认可的、用肿瘤标志

物浓度来评价治疗有效性的标准, 但Beastall提
出的方案是值得重视的. 即无效: 则浓度与治疗

前相比下降<50%; 改善: 肿瘤标志物浓度与治疗

前相比下降>50%; 有效: 肿瘤标志物浓度与治疗

前相比下降>90%; 显效: 肿瘤标志物浓度下降至

非恶性肿瘤的参考值内. 治疗中或治疗后肿瘤

标志物浓度变化有3种基本类型: (1)浓度下降到

正常水平, 提示肿瘤全部除去或病情缓解; (2)浓
度明显下降但仍持续在正常水平以上, 或短期

下降到正常水平后又重新增高, 提示有肿瘤残

留和(或)肿瘤转移; (3)浓度下降到正常水平一段

时间(约数月)后, 又重新增加, 提示复发或转移. 
应注意, 如化疗、放疗或手术后立即测定肿瘤

标志物浓度, 可能会有短暂的升高, 这是由于肿

瘤坏死所致. 另外, 化疗、放疗或手术后肿瘤标

志物浓度重新恒定升高, 可能表示治疗无效, 应
尽可能改用其他治疗方式. 并不是同一器官的

肿瘤均表达相同的肿瘤标志物, 为了确定何种

肿瘤标志物适宜监测疗效, 最好在手术前检测

一组肿瘤标志物, 然后选择升高的作为检测指

标. 但注意即使某些肿瘤标志物在手术前浓度

不增加, 也可能可以作为预示复发和转移的指

标. 不同的患者、不同的肿瘤制定不同的测定

时间表. 一般而言, 治疗前应测定每个患者肿瘤

标志物的原始值, 治疗后1-2 a, 应每月测定(测定

时间应根据具体指标的半衰期, 通常在2-14 d完
成), 至浓度明显下降后, 每3 mo测定一次. 第3-5
年, 应每年测定1-2次. 第6年起, 每年1次. 但每次

改变治疗之前、肿瘤标志物浓度增加或怀疑复

发和转移时, 均应及时测定. 特别在病程监测中, 
肿瘤标志物的浓度增加或降低与疾病的预后密

切相关. 
3.4 PG, MG7Ag在胃癌联合检测中的应用 肿
瘤细胞在倍增过程中, 遗传基因容易发生变异, 
因此, 每个肿瘤实体中都存在生物学特性有很

大不同的细胞, 细胞表面的受体、抗原表位、

表达的基因产物、生长速度、浸润性、转移

性, 对化疗与放疗的敏感性等方面都可能相去

甚远. 这些细胞在肿瘤标志物(TM)的合成、表

达、释放等方面可能不尽相同. 因此, 一种肿瘤

常常可能产生多种TM. 联合检测数种TM, 将有

可能取长补短, 提高对肿瘤的总的诊断水平. 一

■同行评价
本文对目前研究
比较多的肿瘤标
志物PC, MG-7与
胃癌的关系进行
了详细的综述, 认
为他们对诊断胃
癌的价值比较高, 
对于临床有一定
的参考意义.
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个新的肿瘤标志物只有通过临床诊断试验才可

以确定标志物临床应用价值的大小, 回答他能

否取代已有标志物, 是否值得推广等问题. 大
量文献证实PG, CA72-4, MG7Ag对胃癌具有

较好的敏感性和特异性, 因此在胃癌的检测分

析中有不可替代的作用. 刘军 et al [36]利用RIA
法对胃癌患者血清MG7Ag、TAG-72进行联合

检测, 两者诊断胃癌的敏感性分别为52.8%和

69.4%, 特异性分别为86.2%和84.5%, 而两者联

合检测可提高胃癌的阳性检出率, 达到86.1%. 
杜同信 et al [37]报道二者的联检阳性率85.5%, 特
异性也较高, 为93.3%. CA72-4+CA19-9阳性率

低于MG7Ag+TAG-72的阳性率. 李建刚 et al [38]

利用免疫放射分析法(Immunoradiometricassay, 
IRMA)对胃癌患者CEA, CA19-9, CA72-4, MG-
7A g进行单项及联合检测, 检测结果表明, 单
项检测阳性率均>70%, 但以MG-7Ag阳性率最

高(90.4%), 次为CA72-4(84.2%). 两两组合进行

双项联合检测, 按双阳性分析, 结果显示MG-
7Ag+CA72-4组合阳性率最高(70.6%). 因此认为

单项筛选检测, 首选MG-7Ag; 双项组合检测首

选MG-7Ag+CA72-4为宜. Lin HZ和Chen L报道

PG+CA72-4能明显提高胃癌诊断的敏感性和特

异性并有助于胃癌手术后的随访与监测, 但其

他关于PG与CA72-4或MG-Ag联合检测对胃癌

诊断的价值的研究目前极少. 关于试验对照人

群的选择, 由于肿瘤标志物将应用于怀疑肿瘤

的人群, 而不是无症状的健康人群, 所以国外有

文献认为应选择与所研究肿瘤相关的良性病变

人群作对照, 但目前国内外文献中以正常人对

照亦不少见. 

4  肿瘤标志物检测在临床应用的展望

肿瘤标志物历经多个阶段的发展, 逐渐成为癌

症临床诊治中越来越重要的组成部分, 由于免

疫学, 分子生物学等基础理论研究的深入, 以及

其他相关学科发展的推动, 具有更高特异性、

敏感性的肿瘤标志物渐渐被人们发现和熟知, 
为肿瘤的早期诊断、治疗方案的选择等提供了

依据. 最近2 a已有公司推出可同时检测12种肿

瘤标志物的蛋白芯片, 对肝、胃、胰腺等10多
种器官的恶性肿瘤的诊断敏感性为80%-94%, 
诊断特异性为90%-99%, 具有相当高的临床应

用价值. 不断寻找和筛选新的肿瘤相关抗原并

对其诊断价值作出客观准确的评价, 是提高恶

性肿瘤诊断水平的重要途径, 我们期望越来越

多的具有下列特点的肿瘤标志物被发现: (1)敏
感性高, 能早期测出所有肿瘤患者; (2)特异性好, 
鉴别肿瘤和非肿瘤患者应100%准确; (3)有器官

特异性, 能对肿瘤定位; (4)血清中浓度与瘤体大

小、临床分期相关, 可用以判断预后; (5)半衰期

短, 能反映肿瘤的动态变化, 可根据其水平的升

降监测治疗效果、复发和转移; (6)测定方法精

密度、准确性高, 操作简便, 试剂盒价廉. 目前

胃癌肿瘤标志物的研究非常活跃, 也取得了很

多成果, 相信不久的将来会有更大的飞跃.
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Abstract
Capsaicin, capsaicin-sensitive afferent neurons 
(CSAN) and vanillin receptor 1 (VR1) have roles 
in gastric mucosal injury and renovation. Re-
cent research has demonstrated the protection 
afforded by capsaicin for gastric mucosa. This 
treatment could increase gastric mucosal blood 
flow, promote gastric dynamia, regulate gastric 
acid and excrete prostaglandin. The effects and 
the mechanism of capsaicin on gastric mucosa 
are reviewed. 
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摘要
辣椒素(capsaicin)、辣椒素敏感传入神经元
(CSAN)及辣椒素受体(VR1)与胃黏膜损伤及
修复密切地相关. 研究显示辣椒素对胃黏膜具
有保护作用, 可能与其增加胃黏膜血流、促进
胃动力、调节胃酸和前列腺素分泌等因素有
关. 本文对辣椒素对胃黏膜的作用及其机制的
研究进展进行综述.

关键词: 辣椒素; 胃黏膜; 作用; 机制
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0  引言

辣椒是一种常用的调味料, 辣椒素(capsaicin)是
辣椒果实中的主要生物活性成分. 早在明弘治

帝十八年, 《食物本草》中写道“辣椒, 味辛、

温、无毒, 具有温中、散寒、开胃、消食之功

效”. 近年国内外研究发现适量的辣椒素可能

对人体胃肠黏膜具有保护作用, 对胃肠疾病的

治疗具有潜在的应用价值[1-2]. 现就辣椒素对胃

黏膜的作用及其机制的研究进展作一综述. 

1  辣椒素的理化性质

辣椒素分子式C18H27NO3, 化学名称为反-8-甲
基-N-香草基-6-壬烯基酰胺, 属酰胺类化合物. 
辣椒素纯品呈单斜长方形片状无色结晶, 熔点

65℃, 沸点210℃-220℃, 易溶于乙醇、乙醚、苯

以及氯仿, 微溶于二硫化碳[3].

2  辣椒素的药理作用

大量研究显示, 辣椒素药理作用广泛, 具有镇

痛、止痒、抗炎、抗氧化、心肌保护及调节血

压等作用, 近年报道辣椒素在减肥、抗癌等方面

也可能有一定的作用[2]. Epstein et al [4]研究显示

辣椒素对带状疱疹后遗神经痛、三叉神经痛、

糖尿病神经痛、风湿性关节炎、骨关节炎、牛

皮癣、秃发等有显著疗效, 并可用于麻醉和戒毒

等方面. 膀胱内灌注辣椒素溶液治疗神经源性的

膀胱过激和痛觉过敏, 患者症状可长时间缓解. 
研究发现辣椒素的镇痛作用与吗啡相似, 但比

吗啡更持久, 吗啡镇痛时间为6 h, 而辣椒素可达

7-10 h. 辣椒素有一些不良反应, 其作用于呼吸道

黏膜可引起喷嚏、鼻出血、咳嗽、流泪、呼吸

困难等症状, 辣椒素作用于皮肤产生灼痛感, 并
引起局部区域充血, 甚至神经源性的炎症反应.
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人类食用辣椒素
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制研究尚少. 本文
就近年辣椒素对
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其机制的研究进
展作一概括.
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3  辣椒素敏感传入神经元及辣椒素受体

辣椒素通过选择性刺激初级传入神经元末梢和

细胞膜上特殊的受体而产生作用, 这一受体称

为辣椒素受体, 又称香草醛受体亚型1(vanillin 
receptor subtype 1, VR1), 此类传入神经元命名

为辣椒素敏感传入神经元(capsaicin- sensitive 
afferent neurons, CSAN). 1997年Julius在大鼠的

cDNA文库中首次成功克隆出VR1. 研究显示

VR1广泛分布在脊髓背根神经节、三叉神经节

和迷走神经节的中、小神经元上, 因此被认为

是一种神经系统特异性受体. 近年来发现一些

非神经组织也有VR1的分布, 如胃肠道、肝、

肺、支气管、膀胱上皮、肥大细胞、角质细

胞、巨噬细胞等, 可能参与调节多种组织、器

官的生理功能[5-6]. 研究证实VR1是组织接受伤

害性化学和物理刺激的感受器, 能被伤害性热

刺激(>43℃)、酸性(pH<5.9, 室温)和生物碱如辣

椒素激活[7], 在炎症产生和痛觉传递中发挥重要

作用. Caterina et al [8]培育的VR1阴性小鼠sc辣椒

素, 喝辣椒水无疼痛抗拒行为, 体外培养的VR1
阴性小鼠的初级感觉神经对各种有害刺激的反

应都严重减弱了. 
辣椒素的药理作用复杂, 有趣的是不同剂

量的辣椒素或辣椒素给药的不同时期对机体产

生的作用效果极大不同. 辣椒素初次施用可引

起患者烧灼样的刺痛感, 施用区局部血管扩张, 
形成一个痛觉过敏区并可引起神经源性炎症反

应. 继续使用辣椒素, 神经元变得迟钝, 对辣椒

素及其他一些伤害性致痛刺激无反应性, 即产

生“脱敏”作用. 辣椒素小剂量时对CSAN有强

烈的刺激作用, 但大剂量时可引起神经递质的

过量释放, 导致CSAN受到长期损害, 失去其信

息传入功能, 称为辣椒素的化学“去神经”作

用. 辣椒素又是一种兴奋性毒素, 用量过度有神

经毒性作用, 可引起传人神经的纤维变性、坏

死, 此作用已经不可逆转. 在新生动物身上大剂

量使用辣椒素, 可使部分体积较小的神经元细

胞死亡, 进而造成动物永久性痛觉丧失. 辣椒素

的剂量与药理作用是目前研究的热点, 多数学

者报道在大鼠身上辣椒素用量≥50 mg/kg即可

引起化学“去神经”作用[9]. Richeux et al [10]研

究发现29.3 µmol/L的辣椒素就使细胞无法结合

alpha-1酸性糖蛋白, 50 µmol/L的辣椒素能诱导

DNA链断裂, 60 µmol/L的辣椒素可以抑制50%
的蛋白质合成. DNA链的断裂或损害导致了神

经细胞死亡或基因突变, 除神经细胞外, 高浓度
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的辣椒素还可抑制猴肾细胞及鳞状上皮细胞的

蛋白合成.

4  辣椒素对胃黏膜的作用

流行病学资料表明[1], 居住在新加坡的中国人

比马来人和印地安人患溃疡病高3倍, 认为与中

国人较少食辣椒有关. 意大利学者试用辣椒素

治疗功能性消化不良, 从第3周起辣椒素组上腹

疼痛、饱胀、恶心等症状评分明显低于安慰剂

组, 第5周末辣椒素组的症状评分从基线下降约

60%, 而安慰剂组仅下降约30%[11]. 近几年研究

显示适量的辣椒素对胃黏膜具有保护作用, 并
能促进溃疡愈合[1]. 辣椒素可预防或明显减轻

由盐酸、乙醇、酸化阿司匹林和出血性休克等 
引起的大鼠胃黏膜损伤[13-15]. 蒋海清 et al [12]报道

胃溃疡患者口服红干辣椒粉可促成溃疡愈合, 
并有抑制幽门螺杆菌的作用. 李林 et al [13]用800 
g/L 辣椒煎剂喂饲大鼠, 1 h后未见胃黏膜有明显 
损伤.  

辣椒素对胃黏膜的作用与辣椒素的剂量有

关. Sobue et al [14]研究表明, 小剂量辣椒素灌注于

大鼠胃内产生胃黏膜保护作用, 并在早期加速

胃黏膜的修复, 但大剂量的辣椒素“去神经”

后该作用减弱或消失. 蒋海清 et al [12]研究结果表

明, 灌服50 g/L辣椒煎液6 d有促成盐酸造成的大

鼠急性胃黏膜损伤愈合的作用. Takeuchi et al [15]

报道应用辣椒素后盐酸乙醇所致的胃黏膜损伤

减轻, 当辣椒素浓度超过0.6 g/L (5 mg/kg)以上

时, 显示出和浓度相关的黏膜保护作用; 研究还

发现在先给予消炎痛或对神经麻痹时, 辣椒素

对盐酸乙醇所致的胃黏膜损伤的保护作用明显

减弱, 甚至完全消失. Teng et al [16]报道预先给予

大鼠辣椒素(5 mg/kg), 可有效地减轻失血性休克

所致的胃黏膜损伤, 而预给予辣椒素(125 mg/kg)
则产生“去神经”作用, 使辣椒素的胃黏摸保

护作用消失.

5  辣椒素对胃黏膜的作用机制

研究表明消化道内分布有很丰富的C S A N及

VR1[17-18], 他们在维持胃肠黏膜的正常机能、

对抗多种侵袭因素中发挥重要的作用 [19 -25 ]. 
Faussone et al [26]应用免疫组化及Western Blot研
究显示胃黏膜层、黏膜下层以及壁细胞的神经

末梢有VR1的分布, 并发现在胃壁细胞线粒体上

也有VR1分布. 辣椒素对胃黏膜的作用机制目前

尚不完全清楚, 可能与下列因素有关: 

www.wjgnet.com

■研发前沿
胃肠道是应激反
应的中心器官之
一, 胃肠黏膜屏障
功能的研究是目
前国内外消化领
域研究的热点. 辣
椒素与胃黏膜血
流、胃动力、前
列 腺 素、 P 物 质
(SP)、神经激肽
A、降 钙 素 基 因
相关肽(CGRP)、
血 管 活 性 肠 肽
(VIP)等的改变目
前尚在研究中.
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5.1 增加胃黏膜血流量 CSAN为肽能神经, 分
布在胃黏膜下微动脉的周围, 他通过神经末梢

所释放的神经肽如血管活性肠肽及生长抑素

等, 使黏膜下微动脉舒张导致胃黏膜血流增多. 
Kang et al [27-29]研究表明, 辣椒素可通过增大胃黏

膜血流量发挥对胃黏膜的保护作用. 前列腺素I2
有扩张胃黏膜血管, 增加黏膜血流的作用. Arai et 
al [30-32]的研究显示, 小剂量辣椒素刺激胃肠黏膜

产生内源性前列腺素I2. 顾洛 et al [33]发现大鼠胃

扩张引起胃酸分泌时胃黏膜血流增加, 预先用大

剂量辣椒素发挥“去神经”作用，可阻断胃扩

张引起的胃黏膜血流增加效应, 并部分阻断胃酸

分泌，CSAN和内源性NO参与胃扩张引起的胃

酸分泌及胃黏膜血流增多效应. Saeki et al [34]研究

显示辣椒素对乙醇诱导的胃黏膜损伤的抑制作

用是因为集合微静脉的收缩.
5.2 促进胃动力 VR1广泛分布在迷走神经节的

中、小神经元上. 辣椒素激活胃肠道的VR1后
钙离子通道开放, 引起神经元及其纤维释放神

经肽如P物质(SP)、神经激肽A、降钙素基因相

关肽(CGRP)、血管活性肠肽(VIP)和兴奋性氨

基酸如天门冬氨酸等, 促进胃肠排空[35]. Zit tel 
et al [36]研究证明VR1的激动剂可以增加腹部手

术后胃肠动力, 减少肠梗阻的发生, 提高术后治 
愈率. 
5.3 辣椒素对胃酸分泌的影响 辣椒素对胃酸分

泌具有调节作用, 但其影响结果尚不太明确, 多
数研究认为小剂量的辣椒素通过激活CSAN, 抑
制胃酸分泌[34,39-43]. Bilski et al[37]实验发现辣椒素

不影响基础胃酸分泌, 但减少五肽胃泌素刺激

胃酸量. 顾洛 et al [33]的研究认为, 以大剂量辣椒

素使CSAN发生“去神经”作用后, 胃扩张引起

的胃酸分泌减少. Raybould et al [38]研究发现, 使
用辣椒素“去神经”后, 扩张胃引起的胃酸分

泌的增加值可降低40％. Faussone et al [26]研究

VR1对胃酸分泌的调节, 发现在神经结构中被

标记的VR1同时存在于胃壁细胞线粒体, 提示

CSAN和壁细胞的VR1对胃酸的分泌可能有联

合效应, 认为VR1在调节胃酸分泌中可能有更复

杂的途径. 
辣椒素对胃酸分泌的调节作用可能通过下

列机制: (1)促胰液素. 小剂量的辣椒素可刺激

CSAN, 增加促胰液素的分泌. 促胰液素通过抑

制胃窦部的G细胞释放胃泌素, 从而间接抑制胃

酸分泌和活性. Li et al [39]研究发现肠促胰液素对

胃酸分泌的抑制作用是通过CSAN传入路径实

现的; (2)神经肽. 辣椒素作用于CSAN使之释放

神经肽, 包括神经激肽A、血管活性肠肽(VIP)、
降钙素基因相关肽(CGRP)等[40-42], 其中CGRP可
抑制胃壁细胞分泌胃酸[34]. 另外, Kato et al [43]实

验研究认为巴氯芬抑制胃酸分泌的作用可能与

CSAN的激活有关. 辣椒素对胃酸分泌的作用尚

待进一步研究.    
5.4 前列腺素、表皮生长因子、转化生长因子

及其他 Arai et a l [30]实验表明小剂量的辣椒素

刺激胃肠黏膜可产生内源性的前列腺素I2. Ma 
et al [44]研究CSAN和表皮生长因子在溃疡愈合

中的作用, 发现辣椒素能够刺激唾液腺和血清

中表皮生长因子的表达, 可能是CSAN有利于

胃黏膜的保护作用以及溃疡愈合的机制之一. 
Vongthavaravat et al [45-46]研究发现外源性给予转

化生长因子(TGF-α)对胃黏膜有保护作用. 小剂

量的辣椒素激活CSAN, 从而介导TGF-2对胃黏

膜应激性损伤的保护作用, 但此作用会被辣椒

素的“去神经”作用所抑制. Aihara et al [47-49]研

究发现辣椒素有促进HCO3(-)分泌的作用. Park 
et al [50]研究表明辣椒素可以抑制酒精诱导胃黏

膜损伤的过程中的脂质过氧化反应以及髓过氧

化酶活性. 
总之, 辣椒素对胃黏膜有重要作用, 可能通

过介导胃黏膜血流、胃动力等因素对黏膜防御

机制发生影响. 人类食用辣椒数千年, 但辣椒素

对胃黏膜的生理、药理作用及其机制研究尚

少, 仅仅是一个粗略的了解, 参与其中的细胞、

分子及相互间的作用等仍有许多不够明确之处, 
有待进一步研究与探讨.
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本刊讯 为了推动肝胆胰外科临床及科研工作的深入开展, 由哈尔滨医科大学附属第一医院肝胆胰外科与世

界华人消化杂志共同举办的国家继续教育项目“肝胆胰外科领域新技术研讨会”拟于2007-08-03/05在哈尔滨

召开. 届时将邀请日本及国内肝胆胰领域知名专家进行讲座和学术交流, 会议将对活体肝移植供受体手术、肝

脏手术、血管技术在肝胆胰手术中的应用、如何提高胰十二指肠手术切除率以及生物人工肝脏等技术的新进

展进行深入讨论, 学习该领域国内外先进技术和理念, 促进学术交流和学科发展. 与会者将被授予国家I类继续

教育学分12分. 欢迎各位肝胆胰及相关领域同仁参加. 

通讯地址: 黑龙江省哈尔滨市南岗区邮政街23号, 哈尔滨医科大学附属第一医院肝胆胰腺外科 邮编: 

150001 联系人: 吴祥松 电话: 0451-53643849-5721, 13633621389. E-mail: wxs417@yahoo.com.cn

收费标准: 500元(含资料费及午间工作餐, 统一安排食宿, 费用自理). 报到日期: 2007-08-02.
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Abstract
AIM: To explore the effects of As2O3 on apoptosis 
and i ts inhibitory migrat ion in a human 
pancreatic carcinoma cell line. 

METHODS: The human pancreatic carcinoma 
PC-3 cell line was treated with As2O3. The rate 
of apoptosis and the growth cycle of the cell line 
were investigated by flow cytometry. The expres-
sion of gene proteins related to apoptosis (Fas, 
Fas-L, Bcl-2, and Bax) and metastasis (CD44 and 
nm23) were observed by immunohistochemistry.  

RESULTS: A visible apoptotic peak and block-
age of the S phase of the cell cycle (14.86%-63.66%) 
were shown by flow cytometry. Immunohisto-
chemical staining indicated that the expressions 
of Bcl-2 (+++~+) and CD44 (++++~+) were 
down regulated, while the expressions of Fas 

(+~+++), Fas-L (-~+++) and nm23 (+~+++) were 
up-regulated. 

CONCLUSION: Injections of As2O3 can induce 
human pancreatic carcinoma cell apoptosis and 
inhibit pancreatic carcinoma migration. The 
mechanism was thought to be that As2O3 regu-
lated the expression of Fax, Fax-L, Bcl-2, CD44 
and nm23. 

Key Words: Arsenic trioxide; Pancreatic carcinoma 
cell; Apoptosis; Migration
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摘要
目的: 探讨三氧化二砷(亚砷酸, As2O3)注射液诱
导人类胰腺癌细胞凋亡及其抑制转移的作用 
机制.  

方法: 用As2O3处理人胰腺癌细胞株PC-3, 通
过流式细胞仪观察细胞的凋亡率及生长周期
的变化; 用免疫组织化学的方法, 检测凋亡相
关基因蛋白Fas, Fas-L, Bcl-2和Bax及转移相
关基因蛋白CD44和nm23表达的变化. 

结 果 :  流 式 细 胞 仪 检 测 显 示 明 显 的 凋 亡
峰 出 现 ,  并 使 细 胞 周 期 主 要 被 阻 滞 在 S
期 ( 1 4 . 9 % - 6 3 . 7 % ) ;  免 疫 组 化 结 果 显 示 , 
Bcl-2(+++~+), CD44(++++~+)基因的表达下调,  
Fas(+~+++)、Fas-L(-~+++)及nm23(+~+++)基
因的表达上调. 

结论: As2O3注射液可诱导人类胰腺癌细胞株
PC-3凋亡并具有抑制转移作用, 这可能与调
节Bcl-2, Fas, Fas-L及CD44, nm23蛋白的表达
有关. 

关键词: 三氧化二砷; 胰腺癌细胞; 凋亡; 转移
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■背景资料
胰腺癌号称21世
纪最顽固的癌症
堡垒, 历来受到消
化科及肿瘤科医
生的广泛关注, 其
早期诊断困难, 外
科手术治疗虽经
过努力可以达到
“根治性”切除, 
但复发转移较快, 
因此其他辅助治
疗目前研究较多.
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0  引言

胰腺癌(pancreatic carcinoma)是胰腺的外分泌

性腺癌 ,  在引起人类死亡的十大恶性肿瘤中

占第8位, 全世界每年有22.7万人死于此病, 其
发生率在男性和女性分别为0.007%-0.009%和

0.0045%-0.006%[1-5]; 且胰腺癌预后极差, 是所有

常见恶性肿瘤中生存率最低的肿瘤, 据美国癌

症协会统计, 2004年美国有31 860例患者被诊断

为胰腺癌, 其中31 270例死亡[6]; 几十年来, 胰腺

癌的5 a生存率几乎没有变化, 仍然低于5%, 这
主要与其内在的生物侵袭性及临床发现较晚有

关[7]. 手术切除是可能治愈此病的唯一方法, 然
而只有10%左右的患者在就诊时获得切除机会, 
且切除后的5 a生存率仍然只有5%-20%[8]. 目前

的姑息性治疗, 包括放疗、化疗、姑息手术等, 
只能减轻症状, 不能显著延长生存期. 三氧化二

砷(arsenic trioxide, As2O3, 亚砷酸)注射液在胰腺

癌[9-14]的研究和临床应用上初步显示出良好的

前景, 但仍较肤浅, 我们课题组在预实验[15]中已

观察到As2O3对胰腺癌细胞有明显的诱导凋亡作

用, 本实验进一步观察其诱导凋亡及抗转移的

作用机制, 希望能为胰腺癌的临床治疗提供一

种新的有效药物以及确凿的治疗依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人类胰腺癌细胞株PC-3, 引种自北京协

和医科大学协和医院病理科. 将细胞接种于无

菌培养瓶中, 加入适量RPMI 1640培养液(含150 
mL/L的小牛血清、青霉素100 mg/L、链霉素

100 mg/L), 于37℃、50 mL/L CO2及饱和湿度的

培养箱中培养. 细胞呈单纯贴壁生长, 每3-5 d传
代1次. As2O3注射液: 哈尔滨伊达药业有限公司

上市药品.
1.2 方法 取1.0×106的活细胞接种于培养瓶中, 
待细胞贴壁后分别加入终浓度为2 mg/L的As2O3

溶液, 置培养箱中培养至预定时间. 消化, 离心, 
固定, 加入5 g/L的碘化丙啶(propidium iodide) 
1 mL进行染色, 过滤后, 存放在4℃冰箱内20 
min后上流式细胞仪检测. 使用软件CELL Quest
进行分析. 收集与As2O3(终浓度为2 mg/L)孵育 
48 h的PC-3细胞, 固定, 晾干. 按免疫组化试剂

盒所示方法(SP法)进行操作. 阳性判断: 以胞质

和/或胞膜呈棕黄色为阳性细胞, 油镜下观察200
个细胞, 计算阳性细胞百分率. 以阳性率<5%为

(-); 5%-25%为(+); 26%-50%为(++); >50%则为

(+++).
统计学处理 采用SPSS11软件进行相关资料

处理. 统计变量以mean±SD表示, P <0.05表示差

异具有显著性.

2  结果

2.1 流式细胞术(FCM)分析 2 mg/L As2O3注射液

分别作用12 h, 24 h及48 h后的胰腺癌PC-3细胞, 
经流式细胞仪检测, 结果显示对照组细胞的凋亡

率为0.21%; As2O3作用组细胞的凋亡率随作用时

间的延长而增加, 且随用药时间的延长, S期细胞

比例呈上升趋势, 而G0/G1期呈下降趋势(表1). 
2.2 PC-3细胞凋亡相关基因蛋白的表达 未加药

的对照组PC-3细胞, Bax基因表达强(+++), Bcl-2
基因表达强(+++), Fas基因表达弱(+), Fas-L基因

表达阴性(-); 经As2O3作用48 h后, Bax基因仍表

达较强(+++), Bcl-2基因表达弱(+), Fas基因表达

增强(+++), Fas-L基因表达增强(+++). 
2.3 PC-3细胞转移相关基因蛋白的表达 未加药

对照组的PC-3细胞, CD44基因表达呈强阳性

(++++), nm23基因表达弱(+); 经As2O3作用48 h
后, CD44基因表达减弱(+), nm23基因表达增强

(+++).

3  讨论

自1971年哈尔滨医科大学第一临床医学院率先

用As2O3治疗急性早幼粒细胞白血病(AML-M3

型, 简称APL)取得成功以后, 砷剂成为世界血

液、肿瘤界研究的新热点; 近年来的研究证实, 
As2O3对多种实体瘤均有效[16-19]. 对As2O3的作用

机制, 人们进行了较为广泛的研究, 发现As2O3除

诱导细胞凋亡和部分分化外, 还可调控细胞凋

亡相关基因的表达, 在诱导不同类型肿瘤细胞

凋亡时, 调控凋亡相关基因的表达也不完全相

同, 并可使线粒体内膜跨膜电位下降, 延长细胞

■应用要点
因前期研究已得
出: As2O3对胰腺
癌细胞有明显的
诱导凋亡作用, 本
文则进一步观察
了其诱导凋亡及
抗转移的作用机
制, 为临床治疗提
供更为可靠的治
疗依据.

表  1  As2O3对PC-3细胞凋亡及细胞周期的影响(%)

     
时间(h)	          凋亡	          G0/G1                S               G2/M

  0	          0.2	          60.9	             14.9            24.2

12	          3.8	          39.5	             23.9            36.6

24	        21.9	          38.6	             37.1            24.3

48	        27.4	          31.8	             63.7              4.6
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倍增时间或阻抑细胞周期进程. 
本实验中, FCM分析显示As2O3作用于胰腺

癌细胞48 h后, 细胞凋亡率一直随时间的延长而

持续上升; 细胞周期分析显示: S期细胞比例呈

上升趋势(14.9%-63.7%), 而G0/G1期呈下降趋势

(60.9%-31.8%). 说明As2O3诱导胰腺癌细胞凋亡

的机制之一为将细胞周期阻滞于S期, 从而阻抑

细胞的有丝分裂. 
Bcl-2基因家族在细胞凋亡的调控中起着重

要的作用, Bcl-2具有抑制细胞凋亡, 延长细胞生

命的功能, 其定位于细胞线粒体膜、核膜和内

质网, 在诸多凋亡相关基因中尤显重要, 被看做

是调控细胞凋亡的最后共同通路之一[20-21]; Bax
是Bcl-2家族的另一成员, 与Bcl-2作用相反, 具
有促进细胞凋亡的作用[22-24]. 这一基因家族的成

员通常以二聚体的形式发挥作用, 如Bcl-2/Bax. 
As2O3作用于胰腺癌细胞48 h后, Bax基因表达

无变化, 而Bcl-2基因表达明显减弱(+++~+), 使
Bcl-2/Bax的比值下调, 从而促进了细胞的凋亡. 
Fas基因也称APO-1或CD95, 是存在于人细胞表

面介导凋亡的蛋白质分子, 属于TNF受体和NGF
受体家族的成员, 通过与其配体(Fas-L)交联, 即
可诱导典型的细胞凋亡[25-27]. 本实验发现,  As2O3

作用于胰腺癌细胞48 h后, Fas及Fas-L基因表达

均明显增强(+~+++及-~+++). 
CD44属于黏附分子家族透明质酸受体类, 

是存在于细胞表面的跨膜糖蛋白, 主要配体为

透明质酸(HA), 其大量表达于癌前期病变和恶

性肿瘤[28-32]. 大量研究表明, 他的表达与胰腺癌

的浸润和转移有关. nm23定位于人17号染色体

长臂远端, 他可以抑制参与细胞转移连锁反应

中的蛋白质或直接作用于转移相关基因的RNA
或DNA[33-38]. nm23基因的低表达己经在多种高

转移性肿瘤中被证实, 通过分析乳腺癌、胰腺

癌、甲状腺癌、胃癌、肝癌、结肠癌等均发现, 
nm23基因缺乏及其产物低表达与疾病进展及高

转移潜力呈正相关, 且预后也差. 经As2O3作用 
48 h后的胰腺癌细胞, 转移相关基因蛋白CD44
表达减弱(++++~+), nm23表达增强(+~+++), 表
明As2O3抗胰腺癌转移的机制与调节这两种基因

蛋白的表达密切相关. 
本实验证实了As2O3长期以来被认为能抑制

细胞DNA合成, 干扰细胞代谢, 致染色体畸变或

损害细胞基因的作用; 尤其对生长活跃的肿瘤

细胞, As2O3可抑制在正常细胞表达少而在肿瘤

细胞表达活跃的基因[39-42]. 研究发现, As2O3通过

阻滞细胞周期的发展及以上基因主动参与的激

活过程而发挥抗胰腺癌的作用, 本实验为其治

疗胰腺癌的作用机制研究提供了新的思路, 为
胰腺癌的治疗提供了科学客观的实验依据. 
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Abstract
AIM: To investigate the effects of ulinastatin 
combined with panax notoginseng saponins 
(PNS) on oxygen free radicals in rats with acute 
pancreatitis (AP). 

METHODS: Seventy-five Sprague-Dawley rats 
were divided into five equal groups: group A 
(sham-operated), B (AP), C (treated with ulina-
statin), D (treated with panax notoginseng sapo-
nins) and E (treated with ulinastatin combined 
with panax notoginseng saponins). A rat model 
of AP was created by retrogression injection of 
sodium taurocholate though pancreas biliferous 
ducts. Serum superoxide dismutase (SOD) and 
malondialdehyde (MDA) levels in each experi-
mental group were observed at 3, 6 and 12 h. 

RESULTS: The level of SOD in group B de-
creased while the MDA increased. Levels of 
SOD in groups C and D were higher than that in 
group B (274.750 ± 14.44 U/L and 281.420 ± 16.48 

U/L vs 204.440 ± 14.87 U/L, P < 0.05) while the 
levels of MDA were lower (6.85 ± 0.65 µmol/L 
and 6.78 ± 0.56 µmol/L vs 9.25 ± 0.22 µmol/L, P 
< 0.05). The level of SOD in group E was higher 
than that in group C (318.360 ± 13.71 U/L vs 
274.750 ± 14.44 U/L, P < 0.05) while the level of 
MDA was lower (5.53 ± 0.45 µmol/L vs 6.85 ± 0.65 
µmol/L, P < 0.05). 

CONCLUSION: Ulinastatin in combination with 
PNS has therapeutic effects on AP by increasing 
the protective SOD and decreasing the MDA 
injury factors. The effect is more evident when 
ulinastatin is combined with PNS than when ap-
plied separately. 

Key Words: Acute pancreatitis; Oxygen free radi-
cals; Superoxide dismutase; Malondialdehyde; Ulin-
astatin; Panax notoginseng saponins
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on oxygen free radicals in rats with acute pancreatitis. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(17):1956-1959

摘要
目的: 探讨乌司他丁、三七总皂甙合用对急
性胰腺炎(AP)大鼠氧自由基的影响. 

方法: SD大鼠75只, 随机分为A, B, C, D, E5组. 
A组为假手术组; B组为急性胰腺炎组; C组为
乌司他丁治疗组; D组为三七总皂甙治疗组; E
组为乌司他丁联合三七总皂甙治疗组. 通过
胰胆管逆行性注射牛磺胆酸钠制成AP大鼠模
型. 分别采用黄嘌呤氧化酶法和硫代巴比妥酸
法于术后3 h, 6 h, 12 h测定各组大鼠血清超氧
化物歧化酶(SOD)和丙二醛(MDA)浓度.  

结果: B组与A组相比大鼠表现为血清SOD降
低和MDA升高. 术后6 h, C组和D组较B组血
清SOD明显升高(274.750±14.44 U/L, 281.420
±16.48 U/L vs  204.440±14.87 U/L, P <0.05), 
MDA明显降低(6.85±0.65 µmol/L, 6.78±0.56 
µmol/L vs  9.25±0.22 µmol/L, P <0.05); E组较

®

■背景资料
AP早期即产生大
量氧自由基. 氧自
由基所致胰腺损
伤是各种病因所
致AP的共同发病
环节 .  AP及全身
并发症的发生与
氧自由基所致的
损伤有关. 氧自由
基在AP发病及转
归中起着中心主
导地位的作用. 凡
能清除氧自由基
(OFR)的物质都能
防止或减轻氧自
由基对组织的过
氧化损害.

■研发前沿
急性胰腺炎的发
病机制十分复杂, 
目前临床尚无确
切 的 治 疗 方 法 . 
研究的热点主要
集中于胰酶、血
液循环、细胞凋
亡、核因子-κB、
炎性介质、细胞
内 信 号 转 导 等 . 
氧自由基作为一
种重要的炎性介
质，受到越来越
多的关注.
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C组血清SOD明显升高(318.360±13.71 U/L 
vs  274.750±14.44 U/L, P <0.05), MDA明显降
低(5.53±0.45 µmol/L vs  6.85±0.65 µmol/L, 
P <0.05); C组与D组相比没有显著差异. 

结论: 乌司他丁、三七总皂甙通过升高SOD
保护性因子降低MDA损伤性因子, 对AP起治
疗作用. 而乌司他丁联合三七总皂甙应用具有
协同效应.

关键词: 急性胰腺炎; 氧自由基; SOD; MDA; 乌司

他丁; 三七总皂甙
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0  引言

氧自由基(OFR)导致胰腺损伤是各种病因所致

急性胰腺炎(Acute pancreatitis, AP)的共同发病

环节. 本研究通过大鼠AP模型, 经尾iv乌司他

丁(Ulinastatin)、三七总皂甙(Panax notoginseng 
saponins, PNS), 动态观察大鼠血清超氧化物岐

化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、病理改变等, 以判

定乌司他丁、三七总皂甙对AP治疗的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 

1.1.1 实验动物及分组 SD♂大鼠75只(由华中

科技大学同济医学院动物中心提供), 体质量

200-300 g, 在22℃恒温房内饲养, 标准颗粒混合

饲料(由华中科技大学同济医学院动物中心提供)
喂养. 实验鼠随机分为5组(每组15只): A组, 为假

手术组; B组, 为急性胰腺炎组; C组, 为乌司他丁

治疗组; D组, 为三七总皂甙治疗组; E组, 为乌司

他丁与三七总皂甙合用治疗组. 每组又随机分为

3个小组(每小组5只): 3 h组、6 h组、12 h组. 
1.1.2 药物与试剂 牛磺胆酸钠(美国Sigma公司), 
乌司他丁(广东天普生化医药股份有限公司), 
三七总皂甙(商品名: 血塞通注射液. 昆明制药

股份有限公司), 超氧化物歧化酶(SOD)试剂盒

和丙二醛(MDA)试剂盒(南京建成生物工程研 
究所).
1.2 方法 
1.2.1 急性胰腺炎模型制备 参照A h o e t a l [1]

的方法制备急性出血坏死型胰腺炎 ( a c u t e 
hemorrhagic and necrotizing pancreatitis, AHNP)
模型. 术前12 h禁食, 自由饮水. 采用10 g/L戊巴

比妥钠(4 mL/kg)ip麻醉. 上腹正中切口进入腹

腔, 显露胰胆管, 以血管夹阻断近肝门处胰胆管

后, 用4号头皮静脉针于十二指肠乳头附近经

十二指肠壁穿刺, 逆行插入胰胆管, 在十二指肠

乳头处用手指捏闭胆总管末端. 将50 g/L牛磺

胆酸钠溶液(0.24 mL/min)注入胰胆管, 剂量为 
l mL/kg. 2 min后松开血管夹, 关腹后于背部sc生
理盐水(20 mL/kg), 以补充血容量不足. 
1.2.2 假手术组 开腹后不进行插管, 仅仅翻动胰

腺. 其余步骤同上. 
1.2.3 治疗组给药方法 急性胰腺炎模型制备成功

后20 min, 经尾iv给药, 给予乌司他丁(20 000 U/kg, 
浓度为10 000 U/mL)、三七总皂甙(100 mg/kg, 浓
度为25 g/L)、合用组(注射乌司他丁10 min后再

注射三七总皂甙). 
1.2.4 标本采集 每组大鼠按不同的时间段于术

后3 h、6 h、12 h深麻醉后门静脉取血, 装于

试管内, 37℃水浴20 min, 随即4℃离心15 min 
(3000 r/min), 取上清悬液分装于2只EP管中, 
-20ºC冻存. 实验结束后, 将大鼠剖腹, 肉眼观察

腹水及胰腺炎轻重情况.  
1.2.5 检测指标及方法 超氧化物歧化酶(SOD)测
定采用黄嘌呤氧化酶法. 丙二醛(MDA)测定采

用硫代巴比妥酸法(TBA法)试剂盒.
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件处理分

析. 数据均以均数±标准差(mean±SD)表示, 采
用t检验和方差分析.

2  结果

2.1 AP时的胰腺病理形态及血清SOD、MDA的

变化 腹水: 假手术组无腹水; AP组各时段均有

红色或暗红色的混浊腹水, 腹水量均超过6 mL, 
并且, 腹水混浊程度和量随时间延长而加重. 胰
腺大体观察: 假手术组无明显改变; AP组胰腺充

血水肿, 可见点片状出血、黑色坏死灶及散在

表  1  AP时不同时点血清SOD、MDA的变化(mean±SD, 
n  = 5)

     
分组                                    SOD(U/L)	    MDA(μmol/L)

假手术组3 h            356 150±14.01	     4.70±0.28

AP组3 h                  245 420±17.73a	     7.75±0.56a

假手术组6 h            365 210±16.46	     4.88±0.23

AP组6 h                  204 440±14.87a	     9.25±0.22a

假手术组12 h          362 500±18.11	     4.85±0.42

AP组12 h                175 530±13.54a	   11.12±0.46a

aP<0.05 vs  同时点假手术组.

■创新盘点
乌司他丁、三七
总皂甙合用与二
者单用相比具有
显 著 的 差 异 性 , 
说明乌司他丁与
三七总皂甙合用, 
可以有效提高机
体对氧自由基的
清除能力, 减轻胰
腺组织的损伤.
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的皂化斑, 病理改变随时间延长而加重. 胰腺光

镜观察: 假手术组无明显改变; AP组胰腺间质水

肿, 红细胞漏出, 腺泡细胞水肿, 灶性坏死, 部分

腺导管扩张, 点片状出血坏死, 炎细胞浸润. AP
组与同时点假手术组相比, 血清SOD水平降低

(P <0.05), 血清MDA水平升高(P <0.05, 表1).
2.2 乌司他丁、三七总皂甙及两药合用对AP大

鼠病理形态及血清SOD、MDA的影响 腹水: AP
组为暗红色混浊腹水, 量均在6 mL以上; 治疗组

腹水量明显减少, 量约3 mL左右, 混浊程度明显

低于AP组. 胰腺大体观察: AP组胰腺均充血水

肿, 可见点片状出血坏死、黑色坏死灶及散在

皂化斑; 治疗组病理改变明显减轻. 
各治疗组与同时点AP组相比, 血清SOD水

平均明显升高(P <0.05), 血清MDA水平均明显降

低(P <0.05). 乌司他丁治疗组与三七总皂甙治疗

组同时点相比, 血清SOD、MDA水平无明显改

变(P >0.05). 乌司他丁、三七总皂甙合用组与乌

司他丁治疗组、三七总皂甙治疗组同时点相比, 
血清SOD水平均明显升高(P <0.05), 血清MDA水

平均明显降低(P <0.05, 表2).

3  讨论

急性胰腺炎的发病机制极为复杂, 尚未完全阐

释清楚. 目前已知胰酶、炎性介质、胰腺血液

循环紊乱、细胞凋亡等因素参与了急性胰腺炎

的发生、发展. 其中, 氧自由基与急性胰腺炎

的发病以及胰腺炎时胰外脏器的损伤均有密

切关系. 研究表明, 多种原因诱发的AP均有氧

自由基的产生[2]. Urunuela et al [3]通过结扎胰管

(PDO)诱导急性大鼠胰腺炎模型, 并用二氢若丹

(dihydrorhodamine-123)荧光染色检测胰腺细胞

内氧自由基, 发现大鼠急性胰腺炎在6 h、12 h 
氧自由基显著升高, 表明急性胰腺炎早期即产

生大量氧自由基. 氧自由基在急性胰腺炎组织

的损伤过程中起着重要的介导作用, 氧自由基

所致胰腺损伤是各种病因所致胰腺炎的共同发

病环节. 而氧自由基的产生主要发生于胰腺缺

血后. 同时, 氧自由基还参与了急性胰腺炎并发

肝、肾、肺损害的病理过程. 胰腺血流量和微

循环灌注量减少导致的微循环障碍可促使水肿

性AP转变为重症急性胰腺炎(SAP)[4]. 
王兴鹏 et al报道, 氧自由基增多引起的组

织损伤可能与两方面因素有关: (1)脂质过氧

化损伤: 氧自由基与膜内多价不饱和脂肪酸结

合, 形成多种脂质过氧化物(L P O), 导致细胞

膜多价不饱和脂肪酸与蛋白质比例失调, 影响

膜通透性, 并可使钙离子大量内流, 线粒体和

溶酶体膜被破坏, 最后造成细胞死亡; (2)共价

键结合性损伤: 氧自由基作用于含巯基的氨基

酸, 使蛋白质变性和失活, 作用于辅基使辅酶

活性下降.[5] SOD活力的高低间接反映了机体

清除氧自由基的能力. MDA的量常常可反映机

体内脂质过氧化的程度, 因此, MDA的高低可

以间接反映机体细胞受氧自由基攻击的严重

程度. 乌司他丁是从人尿中提取精制而成的糖

蛋白, 是一种广谱的酶抑制剂, 可抑制磷脂酶

A2(PLA2)、胰淀粉酶、弹性蛋白酶及纤溶酶等

的活性, 同时可稳定溶酶体膜, 抑制溶酶体酶

和心肌抑制因子的产生, 抑制炎症介质的释放. 
秦仁义 e t a l [6]报道, 重症急性胰腺炎大鼠模型

给予乌司他丁后, 血清中肿瘤坏死因子、淀粉

酶、氧自由基、一氧化氮明显下降, 并显著降

低重症急性胰腺炎实验动物的死亡率. 乌司他

丁作为一种高效广谱的酶抑制剂, 阻断了蛋白

酶所介导的中性粒细胞在肺内的聚集, 抑制了

中性粒细胞溶酶体酶活性和吞噬作用, 从而减

轻了炎性介质与氧自由基的释放, 有效制约了

表  2  不同实验组各时段血清SOD含量和MDA含量的变化比较(mean±SD, n  = 15)

     
分组                                                                        3 h	                         6 h	                       12 h

SOD(U/L)           B组(AP组)	            245 420±17.73      204 440±14.87      175 530±13.54

                          C组(乌司他丁组)        296 400±14.30a     274 750±14.44a     247 310±14.43a

                          D组(三七总皂甙组)    305 620±12.57a     281 420±16.48a     252 630±13.75a

                          E组(合用组)	            337 280±15.26ac    318 360±13.71ac    287 420±14.35ac

MDA(μmol/L)     B(AP组)	                  7.75±0.56              9.25±0.22            11.12±0.46

                          C(乌司他丁组)	                 6.25±0.43a             6.85±0.65a             7.70±0.56a

                          D(三七总皂甙组)             6.03±0.47a             6.78±0.56a             7.62±0.62a

                          E(合用组)	                  5.08±0.38ac            5.53±0.45ac            6.15±0.52ac

■应用要点
急性胰腺炎目前
在临床尚无确切
的 治 疗 方 法 ,  本
文通过对AP大鼠
的实验性治疗, 对
AP的临床应用有
一定的指导意义.

aP<0.05 vs  同时点B组; cP<0.05 vs  同时点C、D组.
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酶、细胞因子、氧自由基级联反应所形成的恶

性循环和放大效应[7]. 三七总皂甙是五加科植

物三七的提取物, 具有活血祛瘀, 通脉活络的功

效, 其药理机制与扩张血管、改善微循环、保

护组织抗氧化能力、抑制脂质过氧化反应、减

少钙离子内流、影响自由基生成等有关. 三七

总皂甙不仅具有清除自由基的作用 ,  而且也

有钙通道阻断作用[8]. 王学梅 e t a l [9]研究表明, 
三七皂苷能有效地清除超氧自由基(O2

-)、羟自

由基(OH-), 其中以清除OH-较为显著. 罗伟 e t 
a l [10]研究表明, 三七总皂甙具有较强的抗氧自

由基损防和抗脂质过氧化损伤作用, 其作用机

制可能在于其一方面减少氧自由基的产生, 一
方面通过激活抗氧化酶SOD活性, 抑制氧自由

基, 降低脂质过氧化物, 从而发挥抗脂质过氧化

损伤的作用.  
研究表明, 与对照组相比, 乌司他丁、三七

总皂甙二者单用与合用均可升高各组SOD水平

及降低各组MDA水平, 并明显减轻AP所导致的

病理损害. 而乌司他丁、三七总皂甙二者合用

与二者单用相比具有显著的差异性, 说明乌司

他丁与三七总皂甙合用, 可以有效提高机体对

氧自由基的清除能力, 减轻胰腺组织的损伤, 延
长急性胰腺炎大鼠的生存时间. 本结果显示, 乌
司他丁与三七总皂甙合用具有协同作用, 比单

独使用乌司他丁或三七总皂甙效果好.
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科技论文统计源期刊的第449位, 内科医学类28种期刊的第14位.《世界华人消化杂志》的即年指标0.070, 他引

率0.66, 地区分布数26, 基金论文比0.43, 国际论文比0.02,学科影响指标0.46.
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Abstract
AIM: To invest igate the express ion and 
significance of the ECM1 gene in colorectal 
cancer tissue.

METHODS: Based on TaqMan-MGB methodol-
ogy, real time quantitative polymerase chain re-
action (RQ-PCR) was used to detect the mRNA 
levels of ECM1 in tissue from normal controls 
(n = 46), colorectal adenoma (n = 18), colorectal 
cancer without lymphatic metastasis (n = 25) 

and colorectal cancer with lymphatic metastasis 
(n = 21). 

RESULTS: The mRNA expression of ECM1 in 
colorectal cancer tissue including those with and 
without lymphatic metastasis was significantly 
higher than that in normal and adenoma tissue 
[(6.89 ± 2.96) ×109 copy/g RNA, (5.01 ± 2.22) ×
1010 copy/g RNA vs (9.81 ± 3.16) ×108 copy/g 
RNA, (10.1 ± 3.65) ×108 copy/g RNA, P < 0.01]. 
There was no significant difference between 
normal and adenoma tissue (P > 0.05). ECM1 
mRNA expression in metastatic colorectal cancer 
was higher than that in the other three groups 
(P < 0.01).

CONCLUSION: Over-expressed mRNA of 
ECM1 in colorectal cancer tissue correlates with 
the properties of metastasis in colorectal cancer.

Key Words: Extracellular matrix protein 1; Colorec-
tal cancer; Real time quantitative polymerase chain 
reaction

Hou YQ, Lou JT, Peng L, Zhou L, Ni J, Kong XT, Zhong 
RQ. Detection and clinical significance of ECM1 gene 
expression in colorectal cancer tissue. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2007;15(17):1960-1964

摘要
目的: 探讨细胞外基质蛋白1基因在结直肠癌
中的表达及其意义.

方法: 基于TaqMan-MGB荧光探针技术, 建立
实时荧光定量RT-PCR方法, 检测正常结直肠
黏膜组织(n  = 46), 结直肠腺瘤(n  = 18), 结直肠
癌(淋巴结未转移)(n  = 25)和结直肠癌(淋巴结
转移)(n  = 21)中ECM1基因的表达.

结果: 正常黏膜, 腺瘤组织, 结直肠癌(淋巴结
未转移)组织和结直肠癌(淋巴结转移)组织
中ECM1基因的表达均值分别为(9.81±3.16)
×108拷贝/g RNA, (10.1±3.65)×108拷贝/g 
RNA, (6.89±2.96)×109拷贝/g RNA, (5.01±
2.22)×1010拷贝/g RNA. 正常黏膜和腺瘤组织
组间无明显差异(P >0.05); 结直肠癌(淋巴结
未转移)组明显高于正常黏膜和腺瘤组织组

®

■背景资料
结直肠癌是临床
上最常见的恶性
肿瘤之一, 发现和
寻找新的标志物
和治疗靶点对提
高结直肠癌防治
的具有重要意义. 
E C M 1 具有促进
血管生成特性, 与
肿瘤的发生、发
展相关.
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(P <0.01); 结直肠癌(淋巴结转移)组明显高于
其他三组(P <0.01).

结论: ECM1基因在结直肠癌中表达升高, 并
且与结直肠癌的转移相关.

关键词: 细胞外基质蛋白1; 结直肠癌; 实时定量聚

合酶链反应
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0  引言

细胞外基质蛋白1(extracellular matrix protein 1, 
ECM1)是1994年Mathieu et al [1]在鼠的成骨基

质细胞系M N7中分离出来的一种分泌性糖蛋

白, 近年来对ECM1功能的研究表明其具有多

种功能, 其中Han et al [2]研究报道, ECM1可促进

血管内皮细胞的增殖(在体外培养中)和血管的

生成(在鸡胚中), 同时还证明了ECM1存在于两

个恶性程度较高的乳腺癌细胞系MDA-435和
LCC15的基质中, 而相对恶性程度较低的乳腺

癌细胞系MCF-7、Sk-Br-3等则不表达ECM1, 提
示ECM1的表达可能与肿瘤及肿瘤的转移有关

联, 而目前在多种肿瘤的研究中也已确认细胞

外基质与肿瘤的发生、发展及转移等有密切的

关系, 本研究拟采用实时荧光定量PCR(real-time 
fluorescent quantitative polymerase chain reaction, 
RQ-PCR)技术从基因水平探讨ECM1在结直肠

癌中的表达及意义.

1  材料和方法

1.1 材料 长征医院结直肠癌患者手术切除的标

本46例, 每例患者取癌组织及远离癌组织的正常

黏膜组织各一块, 另取18例腺瘤组织做对照. 所
有患者术前均未接受化疗、放疗或其他针对肿

瘤的治疗, 所有病例均经病理证实. 总RNA抽提

试剂盒(QIAGEN公司); 逆转录酶及逆转录反应

缓冲液(TaKaRa公司); 荧光定量PCR试剂盒PCR 
TaqMan universal Master Mix(ABI公司); 7700 
Sequence Detector分析仪(ABI公司); GAPDH标准

品(上海基康生物技术有限公司). 根据Gene bank
上人ECM1 mRNA的序列, 利用ABI公司的Primer 
Express2.0引物和探针设计软件设计基因专一的

引物和探针, 两条引物设计在不同的外显子上, 
以避免因RNA内基因组DNA的污染所造成的假

阳性. ECM1引物、探针序列如下: 上游引物: 5'-
GACCTGCCATTTCCAGAACAG-3'; 下游引物: 
5'-GGGACCACACAGATCATTGATG-3'; 探针: 
FAM-AATTTCTCCTCCTCTGCAC-MGB. 所用

内参为GAPDH, 其引物、探针序列如下: 上游引

物: 5'-CCATCAATGACCCCTTCATTG-3'; 下游

引物: 5'-CATGGGTGGAATCATATTGGAAC-3'; 
探针: FAM-CCTCAACTACATGGTTTAC-MGB. 
以上引物及探针均在上海基康生物技术有限公

司设计合成.
1.2 方法 
1.2.1 组织细胞总RNA的提取 称量新鲜组织标

本≤30 mg, 总RNA用QIAGEN公司的总RNA
抽提试剂盒提取, 操作严格按说明书进行; 采用 
10 g/L琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度仪检测

所提取的总RNA的质量和浓度, 以计算RNA含

量, 样本-80℃储存备用.
1 .2 .2  定量阳性模板的克隆和制备  E C M1-
pEGFP-N2真核表达载体质粒为本室构建, 将提

取的ECM1-pEGFP-N2质粒在260 nm下测A值, 得
出拷贝数, 用TE稀释成1.0×108 拷贝数/μL, 置于

-20℃保存备用. 3-磷酸甘油醛脱氢酶(GADPH)
标准品由上海基康生物技术有限公司提供, 浓
度为2×108 拷贝数/μL, 置于-20℃保存备用.
1.2.3 逆转录(RT)反应 将提取的各种组织细

胞的RNA进行逆转录反应, 反应条件如下: 于
DEPC处理的0.5 mL PCR管中加入总RNA 2 
μg, Reverse Transcription Buffer(5×) 5 μL, 
RNAasin(RNA酶抑制剂)1 μL, dNTP 2.5 μL, 
Oligo(dT)2.0 μL, AMV(禽成隋病毒逆转录酶 
10 U)2.0 μL, 焦磷酸钠2.5 μL, DEPC处理的无

粒子水补至总体积为25 μL. 反应条件: 42℃ 45 
min, 94℃ 3 min终止反应.
1.2.4 阳性标准模板的配制及标准曲线的绘制 
(1)将人还原磷酸甘油醛脱氢酶(GADPH)标准

品用TE 1∶10稀释成(2.0×106, 2.0×105, 2.0×
104, 2.0×103, 2.0×102 拷贝数/μL)各种浓度的

模板; (2)将ECM1-pEGFP-N2质粒用TE 1∶10稀
释成(2.0×106, 2.0×105, 2.0×104, 2.0×103, 2.0
×102 拷贝数/μL)各种浓度的内参模板; (3) 将上

述不同稀释度的两种标准模板按以下条件进行

检测: 反应体系: 于PCR管中加入TaqMan MGB 
probe(10 pmol/L) 1.25μL, Forward Primer(20 
pmol/L) 2.25 μL, Reverse Primer(20 pmol/L) 2.25 
μL, Template DNA 2 μL, TaqMan Master mix(2×) 

■创新盘点
本 文 采 用 先 进
的TaqMan-MGB
探 针 技 术 探 讨
E C M 1 基 因 在 结
直肠癌中的表达
及意义, 首次在国
内 报 道 E C M 1 在
结直肠癌中高表
达, 与肿瘤的转移
性相关.
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25 μL, ddH2O至50 μL. 反应条件: 50℃ 2 min; 
95℃ 5 min; 95℃ 30 s, 60℃ 45 s循环40次; (4)反
应结束后计算机自动生成GAPDH和ECM1的标

准曲线.
1.2.5 实时荧光定量PCR检测 将逆转录后的各种

组织细胞的标本在7700 Sequence Detector分析

仪上进行扩增和分析, 反应体系及反应条件同

上, 每份标本均做ECM1和GAPDH测定. 反应结

束后计算机将标本与标准曲线对比, 并结合内

参得到各标本的ECM1基因拷贝数.
统 计 学 处 理  结果用m e a n± S D表示 , 

SPSS10.0统计软件分析数据, 采用方差分析.

2  结果

2.1 组织细胞总RNA的质量鉴定 从组织细胞

中提取的总RNA采用琼脂糖凝胶电泳对RNA
完整性进行检测, 电泳显示18S、28S两条带, 
28S亮度约为18S的2倍, 证实抽提的总RNA完

整. 紫外分光光度仪检测RNA浓度, 所选用标本

RNA的A 260/280比值为1.8-2.2, 标本总RNA浓度为

0.12-0.58 g/L.
2.2 标准曲线和线性范围 将不同浓度的阳性标

准模板同时进行定量PCR检测, 检测临界点定在

PCR产物进入指数增长期的起始点, 即Ct(Cycle 
threshold, 阈循环)值处, 将Ct值与不同定量模板

的对数拟合作图, 得到一条定量标准曲线. 因此, 
对未知样品可根据样品的Ct值和定量标准曲线

计算出该样品的起始拷贝数. ECM1标准曲线的

相关系数为0.999, GAPDH的标准曲线的相关系

数为0.999.
2.3 各组组织中的ECM1基因的表达水平 46例
正常黏膜中可检测到ECM1基因的表达, 均值为

(9.81±3.16)×108拷贝/g RNA; 18例腺瘤组织组

织中ECM1均值为(10.1±3.65)×108拷贝/g RNA; 
25例结直肠癌(淋巴结未转移)组织中ECM1均值

为(6.89±2.96)×109拷贝/g RNA; 21例结直肠癌

(淋巴结转移)组织中ECM1均值为(5.01±2.22)
×1010 拷贝/g RNA(表1). 统计分析结果显示, 正
常黏膜和腺瘤组织组间无明显差异(方差检验, 
P >0.05); 结直肠癌(淋巴结未转移)组明显高于正

常黏膜和腺瘤组织组(方差检验, P <0.01); 结直

肠癌(淋巴结转移)组明显高于其他3组(方差检

验, P <0.01). 此结果表明, ECM1基因在结直肠癌

中表达升高, 而且在转移性结直肠癌中升高更

为明显.

3  讨论

细胞外基质蛋白1是从鼠的成骨基质细胞系

MN7中分离出来的一种85 kDa的分泌性糖蛋白, 
ECM1基因有3个不同的剪切体ECM1a, ECM1b
和ECM1c, 分别编码540, 415和559个氨基酸的

蛋白质, ECM1a可表达于各种组织, 但基因表

达最丰富的是胎盘和心脏, ECM1b为限制性表

达模式, 仅在扁桃体和角化细胞中可检测到, 而
E C M1c的表达现仍未确定 ,  但在皮肤中约占

ECM1 RNA 的15%[3-4]. 对于ECM1功能的研究, 
目前主要集中该分子在骨及皮肤中作用的研究, 
如现已发现ECM1是一种软骨内骨形成的负调

节因子, 可抑制碱性磷酸酶的活性和骨的矿化[5]; 
ECM1基因定位在染色体1q21的临近表皮分化

复合体区, ECM1可能在角化细胞分化中起作用; 
ECM1基因的功能性缺失可导致类脂蛋白沉积

症的发生[6]; 硬化性苔癣患者血清中存在高滴度

的ECM1自身抗体, 提示ECM1可能是硬化性苔

癣患者体液免疫的一个作用靶点[7].
目前, 已知细胞外基质(extracellular matrix, 

ECM)在肿瘤的发生、发展及转移等方面有重

要作用, 尤其是在肿瘤的转移中, 一方面ECM能

影响肿瘤细胞的增殖、转移, 另一方面肿瘤细

胞与ECM的黏附、肿瘤细胞对ECM的侵袭及肿

瘤细胞在ECM中的迁移等都与肿瘤的转移密切

相关[8-9]. 对于ECM1与肿瘤的关系, 目前的研究

资料极少, Kebebew E et al [10-11]研究报道, ECM1
可作为恶性甲状腺肿瘤的一个诊断性标志物, 
而且能提高针吸活检的正确度. Han et al [2]研究

表明, ECM1可促进血管内皮细胞的增殖(在体外

培养中)和血管的生成(在鸡胚中), 同时还证明

ECM1存在于两个恶性程度较高的乳腺癌细胞

系MDA- 435和LCC15的基质中, 而相对恶性程

度较低的乳腺癌细胞系MCF-7、SK-BR3等则不

表达ECM1. 已知血管的生成是肿瘤发展的一个

表  1  各组组织细胞中的ECM1基因的表达水平(拷贝/g 
RNA )

     
分组                               n                               mean±SD

正常黏膜                   46                    (9.81±3.16)×108

腺瘤组织                   18                    (10.1±3.65)×108

结直肠癌

    淋巴结未转移        25                    (6.89±2.96)×109

    淋巴结转移            21                    (5.01±2.22)×1010

■名词解释
TaqMan-MGB探
针(TaqMan Minor 
G r o o v e  B i n d e r 
Probe): 又称MGB
探针, MGB(Minor 
Groove Binder, 小
型的凹槽结合物)
是个三肽, 他可以
结合在DNA双螺
旋的小沟里, 从而
起到稳定DNA双
螺旋结构的作用. 
该探针在TaqMan
探针的 3 ' 端连接
得是非荧光淬灭
剂及MGB, 非荧
光淬灭剂与荧光
报告基团在空间
位置上更接近, 可
使淬灭作用更安
全 ,  明 显 降 低 本
底, 显著提高敏感
性 ,  这 种 改 进 的
TaqMan探针被称
为TaqMan-MGB
探针或MGB探针.



www.wjgnet.com

侯彦强, 等. 结直肠癌组织中ECM1基因水平的测定及临床意义                                                                                       1963

重要因素, 在血管形成之前, 大多数肿瘤相对较

小, 保持在原位, 生长缓慢. 然而, 当血管生成后, 
肿瘤变得恶性程度更高, 生长快速, 侵袭和转移. 
据以上分析, ECM1很可能与肿瘤的发生和转移

有某种关联性.
实时荧光定量PCR是近年来发展起来的一

项新技术, 是目前国际公认的核酸分子定量的

标准方法[12]. TaqMan-MGB探针(TaqMan Minor 
Groove Binder Probe)是近年来在TaqMan探针的

基础上发展起来的一种新型的荧光标记探针技

术, 可全程应用于荧光定量PCR分析, 这种探针

比TaqMan探针有更高的敏感性和特异性[13-15]. 由
于不同标本在RNA产量、质量以及逆转录效率

上可能存在差别, 为了标准化目标基因mRNA的

表达, 本实验用GAPDH(3-磷酸甘油醛脱氢酶)作
为内参基因同时进行扩增. 在设计ECM1的引物

和探针时, 我们应用了ABI公司的Primer Express 
2.0引物和探针设计软件设计了基因专一的引物

和探针, 两条引物设计在不同的外显子上(9和10
外显子), 以避免因RNA内基因组DNA的污染所

造成的假阳性. 这样的设计对ECM1的3种基因

形式(ECM1a、ECM1b和ECM1c)都可检测, 但
缺点是不能区分为那种基因形式.

结直肠癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一, 
发病率在我国占第4位, 死亡率居第3位[16]. 本文

选取结直肠癌作为研究对象, 成功建立检测人

ECM1 mRNA的实时荧光定量PCR方法, 研究

发现, ECM1基因的表达水平在结直肠正常黏膜

和腺瘤组织组间无明显差异(P >0.05); 结直肠癌

(淋巴结未转移)组明显高于正常黏膜和腺瘤组

织组(P <0.01); 结直肠癌(淋巴结转移)组明显高

于其他三组(P <0.01). 此结果表明, ECM1基因

在结直肠癌中表达升高, 而且在转移性结直肠

癌中升高更为明显, 由此可认为ECM1基因在结

直肠癌组织中过表达, 并且与结直肠癌的转移

相关. 值得注意的是, 从基因到蛋白的表达是一

个复杂的过程, 虽然我们发现了ECM1基因的这

种表达现象, 但ECM1蛋白是否会有类似的表达

模式, 这还有待于进一步深入研究(我们近来的

实验研究初步证实ECM1蛋白有类似的表达, 另
文发表). 另外, ECM1在肿瘤中到底发挥了怎样

的作用, 或这种相关仅仅是种附带现象, 目前还

无这方面的研究资料, 这也还需要进一步研究

确认. 也许ECM1可以作为一种新的肿瘤标记分

子, 来判定结直肠癌或其他肿瘤恶性程度及预

后, 用于结直肠癌或其他肿瘤的诊断或治疗之

中, 这有待于进一步深入研究.
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Abstract
AIM: To discuss the reliability of endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography (ERCP) in 
a bacteriological study of cholendochal bile and 
to study the bacterial category and antibiotic 
susceptibility in bile of choledocholithiasis 
patients in the Lanzhou area. 

METHODS: Bile was aspirated by ERCP in 36 
choledocholithiasis patients and 11 non-stone 
control patients to assess bacterial category and 
antibiotic susceptibility.

RESULTS: Twenty-nine strains of bacteria were 
found in 25 (69.4%) of the choledocholithiasis 
patients and 1 (9.1%) patient in the non-stone 
control group. Twenty-three of the 29 strains 
(79.3%) were gram-negative, including Esch-
erichia coli (14), Klebsiella pneumoniae (5) and 
aeruginosum (3). Six strains were Gram-positive 
(20.7%). With respect to antibiotics, gram-nega-
tive bacilli were sensitive to imipenem (23/23, 

100%), ceftazidime (21/23, 91.3%), and cefepime 
(18/23, 78.3%), but resistant to ampicillin (23/23, 
100%), ciprofloxacin (16/23, 69.6%) and gatiflox-
acin (15/23, 65.2%). Gram-positive bacteria were 
sensitive to ciprofloxacin (6/6, 100%), vancomy-
cin (6/6, 100%) and levofloxacin (4/6, 66.7%).

CONCLUSION: ERCP is an easy, reliable meth-
od to obtain bile for bacteriological study. Gram-
negative bacilli (mainly Escherichia coli, Klebsi-
ella pneumoniae and aeruginosum) exist in the 
bile of most choledocholithiasis patients in the 
Lanzhou area. Imipenem and ceftazidime were 
the most effective antibiotics. 

Key Words: Endoscopic retrograde cholangio-pan-
creatography; Choledocholithiasis; Bile; Bacteria

Wu HP, Kang SC, Zhang FX, Ma Qiang. Clinical significance 
of endoscopic retrograde cholangiopancreatography 
for bacteriological study of bile in patients with 
choledocholithiasis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 探讨ERCP法取材进行胆汁细菌学研究
的可靠性, 并初步了解兰州地区胆总管结石患
者的胆汁中细菌种类及药敏情况. 

方法: 对36例胆总管结石患者及11例非结石
胆道狭窄患者行ERCP检查, 用导管取胆汁行
细菌培养及药敏试验. 

结果: 胆总管结石组中25例(69.4%)检出29株
细菌, 革兰氏阴性菌23株(79.3%), 大肠埃希氏
菌14株, 克雷伯氏菌5株及铜绿假单胞菌3株, 
主要敏感抗生素为亚胺培南(23/23, 100%), 
头孢他啶(21/23, 91.3%), 头孢吡肟(18/23, 
78.3%); 革兰氏阳性菌6株(20.7%), 主要敏感
抗生素为环丙沙星(6/6, 100%), 万古霉素(6/6, 
100%)及左氧氟沙星(4/6, 66.7%); 非结石胆道
狭窄患者11例胆汁标本有1例(9.1%)检出细菌, 
两组有显著差别(P <0.05). 

结论: ERCP法取胆汁进行细菌学研究是简
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■背景资料
胆总管结石与胆
道细菌感染关系
密切, 两者可能互
为因果. 研究胆总
管结石患者胆道
中细菌存在与分
布情况对针对性
治疗意义重大. 以
往对胆汁细菌学
研究只能通过手
术 取 材 ,  可 行 性
差. 随着ERCP技
术的发展, 内镜法
取胆汁进行研究
成为受人关注的
新方法.



便、可靠的方法. 多数胆总管结石患者胆汁中
存在革兰氏阴性菌, 以大肠埃希氏菌为主, 克
雷伯氏菌、铜绿假单胞菌次之, 亚胺培南及头
孢他啶为其主要敏感抗生素.

关键词: 逆行胰胆管造影; 胆总管结石; 胆汁; 细菌
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0  引言

胆总管结石与胆道细菌感染关系密切. 最早有

国外学者研究发现, 100%胆总管结石中可检出

细菌, 提示细菌在胆总管结石形成中起到重要

作用[1]. 在本研究中, 我们探讨了通过内镜下逆

行胰胆管造影术(endoscopic retrograde choledoc
hopancreatography, ERCP)对胆总管结石患者取

胆汁进行细菌学研究的可靠性, 并同时初步了

解胆总管结石患者胆汁细菌学及药敏特点.

1  材料和方法

1.1 材料 Olympus TJF-240电子十二指肠镜; 造
影导管; VITEK32型全自动微生物鉴定仪. 实验

组: 2006年我院就诊胆总管结石(排除并存胆囊

结石者)患者36例, 其中, 男13例, 女23例, 年龄

32-81(平均52.5)岁. 该组所有患者均通过腹部B 
超、CT或MRI检查, 并最终经ERCP证实. 对照

组: 同期我院就诊的非结石胆总管狭窄患者11
例(男4例, 女7例), 年龄35-78(平均55)岁. 所有患

者均通过腹部B超、CT或MRI检查发现胆总管

扩张, ERCP证实胆总管内无结石(其中胆总管炎

性狭窄7例, 乳头括约肌功能紊乱3例, 胆管癌1
例). 两组患者在ERCP术前10 d内均无腹痛、发

热、黄疸等急性胆道感染症状. 两组性别年龄

差异无统计学意义.
1.2 方法 
1.2.1 取材方法 患者行ERCP检查. 术前十二指

肠镜插入部及内腔、造影导管均用0.2 mol/L
戊二醛浸泡30 min以上, 并用无菌水冲洗后备

用. 胆总管深插管成功后, 先用无菌注射器抽吸

胆汁5 mL后弃去, 再换用无菌注射器抽取胆汁 
2 mL立即送检.
1.2.2 需氧菌培养 所取胆汁标本接种在血平板

上, 37℃恒温箱中进行常规培养, 48 h后观察结

果. 用VITEK32型全自动微生物鉴定仪进行细

菌鉴定及药敏试验. 

1966                         ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2007年6月18日    第15卷   第17期

统计学处理 用统计软件SPSS11.0对数据进

行卡方检验.

2  结果

2.1 胆汁需氧菌培养及菌种分析 胆总管结石

组36例胆汁标本需氧菌培养25例检出细菌, 共
检出需氧菌29株. 阳性检出率为69.4%. 革兰氏

阴性菌23株, 占该组检出细菌的79.3%. 其中大

肠埃希氏菌14株, 克雷伯氏菌5株, 铜绿假单胞

菌3株, 嗜水气单胞菌1株. 革兰氏阳性菌6株, 
占20.7%, 其中肠球菌3例, 金黄色葡萄球菌2
株, 表皮葡萄球菌1株. 对照组11例胆汁标本有

1例检出细菌, 检出率为9.1%, 所检出细菌为铜

绿假单胞菌. 两组相比, 细菌检出率有明显差 
别(P <0.01).
2.2 抗生素敏感性分析 药敏试验结果表明, 胆
总管结石组检出革兰氏阴性菌的敏感抗生素依

次为: 亚胺培南(23/23, 100%), 头孢他啶(21/23, 
91.3%), 头孢吡肟(18/23, 78.3%); 耐药抗生素

依次为: 氨苄青霉素(23/23, 100%), 环丙沙星

(16/23, 69.6%), 加替沙星(15/23, 65.2%). 革兰氏

阳性菌的敏感抗生素为: 环丙沙星(6/6, 100%), 
万古霉素(6/6, 100%)及左氧氟沙星(4/6, 66.7%).

3  讨论

正常情况下胆汁内无细菌生长. 但据国内外文

献报道[2-3], 在无症状期及并发胆道感染的胆总

管结石患者胆汁中可培养出一种或多种致病

菌株, 这些致病菌几乎都来自肠道, 为条件致病

菌, 经Vater壶腹(或胆肠吻合口)逆行进入胆道, 
亦可通过血行或淋巴通道进入胆道. 胆汁中细

菌的存在不但是促进胆总管结石形成的重要因 
素[4], 而且也成为胆总管结石患者反复出现胆道

感染的病原菌. 因此, 了解胆总管结石患者胆汁

中细菌的种类及药敏情况对指导临床选择抗生

素至关重要. 既往对胆汁的细菌学研究主要是

通过手术中抽取胆汁标本. 但近年来随着ERCP
技术的普及, 内镜下乳头括约肌切开取石术由

于微创、安全、经济等优点, 已经成为治疗胆

总管结石的最佳选择[5-8]. 对内镜下治疗的患者, 
经导管抽吸胆汁进行细菌检测的可靠性曾受到

质疑. 因为内镜、导管无法严格消毒, 并在进

镜、插管过程中可受到胃肠道内细菌污染而影

响检测结果. 我们采用对照研究方法证实, 在相

同取材条件及方法下, 胆总管结石患者胆汁中

细菌的检出率显著高于非结石胆道狭窄患者, 

www.wjgnet.com

■相关报道
既往的研究提示
胆管结石患者无
症状期胆汁中多
存在细菌, 并可能
是结石形成的原
因(参考文献3-4); 
ERCP目前已成为
胆管结石的最佳
治疗方法(参考文
献5-8); 胆管结石
患者胆汁中以革
兰氏阴性菌为主, 
可多种菌并存, 多
数对亚胺培南及
三代头孢敏感(参
考文献10-15).
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且其细菌种类、比例与手术采集标本相近[3,9], 
并且与国内外其他学者进行的胆道细菌学研究

结果相近[10-15]. 非结石胆道狭窄组11例中仅1例
检出细菌(该例患者为胆管癌, 导管越过狭窄处

抽出较混浊含絮状物的胆汁), 其余均为阴性. 这
证明采用0.2 mol/L戊二醛充分浸泡内镜及导管, 
取材过程中注意无菌操作, 所采集的胆汁标本

受外源细菌污染的可能性很小. 内镜法取材进

行胆汁的细菌学研究较手术取材简便, 而两者

结果的可靠性相当.
我们也同时初步了解了兰州地区胆总管结

石患者的胆汁中细菌种类及其药敏情况. 结果

表明, 多数胆总管结石患者在无症状期其胆道

内也有致病菌存在, 多数为革兰氏阴性菌, 以大

肠埃希氏菌为主, 克雷伯氏菌、铜绿假单胞菌

次之, 其敏感抗生素为: 亚胺培南及头孢三代, 
而对喹诺酮类抗生素耐药率较高. 少数患者为

革兰氏阳性菌(肠球菌、葡萄球菌), 对喹诺酮类

抗生素及万古霉素较敏感.
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■同行评价
本文通过研究使
用ERCP在不同病
人胆汁中检查细
菌菌株的对比, 认
为ERCP是简便可
靠的, 可推广的取
胆汁行细菌检查
的方法. 这对胆总
管结石患者的抗
感染治疗具有一
定的指导作用.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2007年版权归世界华人消化杂志

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

世界华人消化杂志在线办公系统

本刊讯 自2005-12-15起, 世界华人消化杂志正式开通了在线办公系统(http://www.wjgnet.com/wcjd/ch/index.

aspx), 所有办公流程一律可以在线进行, 包括投稿、审稿、编辑、审读，以及作者、读者、编者之间的信息

反馈交流. 凡在在线办公系统注册的用户, 将可获得世界华人消化杂志最新出版消息.



www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年6月18日; 15(17): 1968-1971
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

结直肠高级别上皮内瘤变的临床分析38例

钟晓刚, 黄顺荣, 殷 舞, 麦 威, 秦千子

钟晓刚, 黄顺荣, 麦威, 秦千子, 广西壮族自治区人民医院胃
肠外科 广西南宁市 530021
殷舞, 广西壮族自治区人民医院病理科 广西南宁市 530021
通讯作者: 钟晓刚, 530021, 广西南宁市桃源路6号, 广西壮族自
治区人民医院胃肠外科. zhongxiaogang@csco.org.cn
电话: 0771-2186306
收稿日期: 2007-02-09   接受日期: 2007-03-07

Clinicopathologic 
characteristics of high-grade 
colorectal intraepithelial 
neoplasia: analysis of 38 cases 

Xiao-Gang Zhong, Shun-Rong Huang, Wu Yin, Wei Mai, 
Qian-Zi Qin

Xiao-Gang Zhong, Shun-Rong Huang, Wei Mai, Qian-
Zi Qin, Department of Gastrointestinal Surgery, Guangxi 
People’s Hospital, Nanning 530021, Guangxi Zhuang Au-
tonomous Region, China
Wu Yin, Department of Pathology, Guangxi People’s Hos-
pital, Nanning 530021, Guangxi Zhuang Autonomous Re-
gion, China
Correspondence to: Xiao-Gang Zhong, Department 
of Gastrointestinal Surgery, Guangxi People’s Hospital, 
Nanning 530021, Guangxi Zhuang Autonomous Region,  
China. zhongxiaogang@csco.org.cn
Received: 2007-02-09    Accepted: 2007-03-07 

Abstract
AIM:  To reveal the clinicopathological features 
of high-grade colorectal intraepithelial neoplasia 
and discuss treatment strategy. 

METHODS: Thirty-eight cases of high-grade 
colorectal intraepithelial neoplasia diagnosed by 
colonoscopy biopsy were treated and followed 
up for 3 to 36 months. A retrospective review of 
clinical findings, endoscopic and histopathologi-
cal features, and prognosis was used to determine 
appropriate treatment and follow-up for high-
grade colorectal intraepithelial neoplasia.

RESULTS: Among the 38 patients, 17 under-
went a preoperative endoscopic biopsy and 
agreed to a surgical operation; lesions in 19 
cases were endoscopically resected, while the 
remaining 2 cases just agreed to being followed-
up. Seventeen cases were diagnosed with a ma-
lignant carcinoma, and 21 eventually showed 

high-grade colorectal intraepithelial neoplasia. 
Pathological diagnosis pre- and post-treatment 
showed poor consistency; the Kappa value was 
0.376, and in the cases of endoscopic clamping 
biopsy it was 0.580. Of the patients undergo-
ing surgical or endoscopic treatment, one with 
malignant carcinoma had liver metastasis, and 
one suffered a recurrence 11 months later. One 
case with high-grade colorectal intraepithelial 
neoplasia was found to have an adenocarcinoma 
at a previous endoscopic resection site after 3 
months. There were no new tumors in the other 
cases during 3 years of follow-up. In accordance 
with the characteristics of carcinoma cases, can-
cer risk appears related to tumor size, endoscop-
ic features, severity of clinical symptoms, the 
villous morphology of biopsy pathology, and a 
high level of CEA or CA19-9.

CONCLUSION: Close attention needs to be paid 
when using the WHO's new diagnostic stan-
dards of high-grade intraepithelial neoplasia 
instead of the prestage of tumors of the diges-
tive system. Clinicians should be careful when 
choosing treatment for high-grade intraepithe-
lial neoplasia, especially in cases of endoscopic 
clamping biopsy.

Key Words: Intraepithelial neoplasia; Colorectum; 
Carcinoma; Treatment

Zhong XG,  Huang SR,  Yin W,  Mai  W,  Qin QZ. 
Clinicopathologic characteristics of high-grade colorectal 
intraepithelial neoplasia: analysis of 38 cases. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(17):1968-1971

摘要
目的: 研究结直肠高级别上皮内瘤变的临床
病理特征, 探讨临床合理治疗决策.

方法: 回顾性总结38例经内镜检查和病理初
步诊断为结直肠高级别上皮内瘤变患者的临
床资料, 分析其临床表现、内镜形态学、组织
病理学特点、预后等, 随访观察3-36 mo.

结果: 38例患者中, 最终确诊17例为结直肠癌, 
21例仍为高级别上皮内瘤变. 治疗前后诊断
一致性较差(Kappa值为0.376). 结直肠高级别

®

■背景资料
WHO肿瘤新分类
中把上皮内瘤变
概念引入胃肠道
肿瘤的诊断, 便于
规范和交流, 防止
临床过度治疗. 高
级别瘤变相当于
重度异常增生和
原位癌. 临床医生
如何认识“高级
别上皮内瘤变”病
理诊断和合理制定
该类患者的处理策
略值得探讨.

■研发前沿
结直肠高级别上
皮内瘤变临床病
理 诊 断 的 适 用
性、临床医生如
何合理制定治疗
策略以及其癌变
的化学预防是目
前研究的热点和
难点.
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上皮内瘤变合并癌的高危因素包括: 肿瘤大
小、内镜形态特点、症状严重、绒毛状腺瘤
合并高级别上皮内瘤变、CEA或CA19-9增高等.

结论: 使用WHO新的诊断结直肠高级别上皮
内瘤变需引起临床医生重视, 特别是对于内镜
下单纯活检病例. 应当谨慎选择治疗方式和随
访时间.

关键词: 上皮内瘤变; 结直肠; 肿瘤; 治疗

钟晓刚, 黄顺荣, 殷舞, 麦威, 秦千子. 结直肠高级别上皮内瘤变

的临床分析38例.  世界华人消化杂志  2007;15(17):1968-1971
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0  引言

结直肠癌前病变在临床中倍受关注, 但表述众

多、易于混淆, WHO肿瘤新分类中把上皮内瘤

变(intraepithelial  neoplasia)概念引入胃肠道肿瘤

的诊断, 便于规范和交流. 上皮内瘤变分为低级

别和高级别, 高级别指结构和细胞学异常扩展

到上皮上半部, 乃至全层,相当于重度异常增生

和原位癌[1], 是具有恶性特征的黏膜病变, 但无

浸润间质证据, 而病理诊断结直肠癌必须存在

浸润穿透黏膜肌层进入黏膜下层的依据[2]. 因此

临床医生如何认识“高级别上皮内瘤变”病理

报告, 如何合理制定该类患者的处理策略值得

探讨. 现总结分析正式使用这一病理诊断以来, 
我科诊治的38例结直肠高级别上皮内瘤变患者

临床和随访资料, 为临床合理处置提供参考.

1  材料和方法

1.1 材料 2003-10/2006-10广西壮族自治区人民

医院收治结直肠高级别上皮内瘤变38例, 经电

子肠镜和病理活检初步诊断. 其中男22例, 女16 
例, 年龄26-84(中位58)岁, 随访时间3 mo-3 a. 临
床主要症状包括: 便血21例, 大便性状改变7例, 
腹痛5例, 腹块2例, 贫血或消瘦3例. 肿瘤部位: 右
半结肠7例, 左半结肠10例, 直肠21例, 其中距肛

缘5 cm以上15例, 距肛缘5 cm以下6例. 肿瘤直径

0.7-6.5 cm, 18例≥2 cm, 20例<2 cm. 多原发肿瘤4
例, 高级别瘤变合并同时癌变6例.
1.2 方法 
38例患者接受术前肠镜检查49次, 病理检查49 
次, 其中29次为单纯肠镜下活检, 20次为肠镜下

肿瘤切除活检; 19例接受肠镜下肿瘤切除, 17例
接受外科手术治疗, 2例因故未做特殊治疗, 全
部病例均接受临床随访. 31例患者在接受治疗

后, 进行了第2次肠镜复查. 手术治疗方式包括: 

局部肿瘤切除、局部肠段切除、(腹腔镜或开

放)根治性、姑息性切除手术. 治疗前后肿瘤标

本行病理检查进行比较分析; 对症状、CEA、

CA19-9等肿瘤标志物、肠镜及病理特征以及预

后情况作总结分析, 采用信访、电话和门诊随

访等方式随访, 临床相关资料见表1.
统计学处理 数据用SPSS13.0统计软件分析, 

Kappa或χ2检验, 以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 临床与病理诊断 初诊38例高级别瘤变患者

中17例接受手术, 19例接受肠镜下肿瘤切除, 最
后诊断以术后病理和随访结果做出. 手术组: 术
后病理结果14例为癌, 其余3例仍为高级别瘤

变, 术前首次即明确合并癌变者6例, 术前反复

内镜检查和病理活检最终明确为癌者3例, 术后

病理才明确为癌者5例, 内镜治疗组: 共3例确诊

癌. 浸润癌所占总体比例为44.7%(17/38), 高级

别瘤变诊断符合率为65.63%(21/32), 总体诊断

一致性Kappa值为0.376. 初诊38例高级别瘤变患

者, 治疗前肠镜下单纯病理钳夹活检29次, 其中

癌性病变接受活检共15次, 仅8次病理报告为癌, 
诊断一致性Kappa值为0.580, 内镜切除肿瘤后病

理结果与最后诊断及随访结果比较, 诊断一致

性Kappa值为0.643(表2).
2.2 外科治疗和随访 17例接受外科手术, 14例恶

性肿瘤中行根治术12例, 术中配合肠镜定位者2
例, 术中冰冻为癌做局部切除加根治者1例, 1例
术中发现肝转移, 术后病理明确已有淋巴结转

移8例, 术后临床病理分期如下: Dukes' A期1例
(7.14%), Dukes' B期5例(35.71%), Dukes' C期6例
(42.86%), Dukes' D期2例(14.29%), 淋巴结转移

比例为57.14%(8/14). 随访结果提示14例接受手

术的恶性患者无死亡, 随访最长者无瘤存活已 
32 mo, 1例术后11 mo出现局部肿瘤复发, 总体

预后与目前报道结直肠癌相当.
2.3 内镜治疗和随访 内镜下圈套器热凝切除或

黏膜下局部切除(EMR)19例, 其中浸润癌2例, 但
未接受进一步手术治疗. 另17例高级别瘤变者

中有13例在3 mo内接受了肠镜复查, 发现异常

者1例, 病理诊断为浸润癌, 后手术治疗. 此例患

者在第一次肠镜时病变即大于3 cm, 无蒂, 曾临

床疑癌, 但两次活检不支持, CEA和CA19-9无增

高, 患者不愿外科手术, 行肠镜下瘤体切除. 肠
镜下局部切除的高级别瘤变患者已接受为期

5-36 mo随访, 目前尚未出现癌变,仍继续接受1 a 
1次的肠镜随访, 未进行药物干预. 2例因故从未

■创新盘点
本文全面的总结
分析诊治的结直
肠高级别上皮内
瘤 变 病 例 的 临
床、病理特征, 并
进行较长期的随
访观察, 对高级别
上皮内瘤变诊断
适用性、治疗合
理选择、癌变的
高危因素、诊治
后随访等临床问
题作出客观的评
价, 为临床诊治提
供参考.
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进行治疗者, 分别随访8, 15 mo, 接受了肠镜复

查, 病理不支持癌变.
2.4 癌变相关高危因素 全部17例恶性肿瘤中, 10
例肿瘤直径超过2 cm(58.82%), 21例上皮内瘤变

直径超过2 cm仅8例(38.10%), 经χ2检验两组间

差异有统计学意义(P <0.01, 表3). 17例恶性肿瘤

中, 治疗前临床或肠镜诊断疑癌者11例(68.75%), 
初次病理为绒毛状腺瘤伴高级别瘤变6例, 4例
最终诊断为癌(66.67%), 6例恶性肿瘤CEA增高, 
4例恶性肿瘤CA19-9增高, 出现明显梗阻症状或

消瘦3例患者, 术后病理均为癌.

3  讨论

“上皮内瘤变”诊断的引入应用于界定胃肠肿

瘤性病变, 目的有利于统一, 避免临床过度治

疗[3], 2002年Vienna分类又将“上皮内瘤变”称

为“黏膜内肿瘤”[4]. 但与此同时如临床医生不

能正确理解和认识此诊断, 合理处置, 则可能延

误病情. 分析我院收治的38例高级别瘤变患者, 
治疗后病理诊断结合随访,确诊为癌共17例, 其
中术前即合并有癌的6例, 病理仍为高级别瘤变

的21例, 病理诊断的一致性较差, 尤以肠镜下单

纯病理活检明显, 但多次活检可提高准确率, 完
整切除肿瘤后病理结果与最后诊断及随访结果

较一致. 全部病例总体诊断一致性Kappa值为

0.376. 诊断的一致性较差, 其原因与内镜下病理

取材有关, 因此对不是完整切除瘤体后的病理, 
需持谨慎态度.

上皮内瘤变更强调肿瘤的演进过程, 病理

医生诊断浸润前病变, 特别是高级别上皮内瘤

变, 并不排除该病灶同时存在癌的可能, 临床医

师应当改变肿瘤非良性即恶性的简单概念. 分
析原诊断结直肠高级别上皮内瘤变, 最后诊断

为癌或者随访期间明确为癌者的相关因素, 发
现可能高危因素包括: (1)临床和肠镜特点高

度疑癌; (2)患者症状重 ,  特别是有消瘦表现; 
(3)CEA或CA19-9明显增高; (4)肿瘤直径大于 
2 cm(P <0.01), 特别是大于3 cm病变; (5)临床出

现不全梗阻或表现为腹块者; (6)绒毛状腺瘤伴

高级别瘤变等. 因此对于结直肠单纯活检中应

用这一诊断术语, 如果具有上述危险因素者, 提
倡积极处理, 但尚需要进一步扩大病例准确分

■应用要点
正确理解上皮内
瘤变概念和临床
应用的适用性, 可
合理的决定治疗
策略.

■名词解释
上皮内瘤变, 是一
种以形态学改变
为特征的上皮性
病变, 既包括组织
结构和细胞形态
学改变, 也包括增
殖动力学和细胞
分化的异常. 大多
数学者将其视为异
常增生的同义词.

表  1  结直肠高级别上皮内瘤变外科手术和内镜治疗及随访结果 

     
项目

                                                                                        外科手术                            内镜治疗

			                                        n              比例(%)              n 	     比例(%)

术后病理	              高级别瘤变		                  3	 17.65	      17	      89.47
	              浸润癌		                 14	 82.35	        2	      10.53
随访诊断	              前后一致(3 mo内)	                17           100.00	      18	      94.73
	              前后不一致(3 mo内)	                  0	   0.00	        1	        5.27
最后诊断	              高级别瘤变		                  3	 17.65	      16	      84.21
	              浸润癌		                 14	 82.35	        3	      15.79
手术方式	              外科局部肠段切除	                  1	   5.88
	              外科局部肿瘤切除		   2	 11.67
	              局切后补根治手术		   1	   5.88
	              根治性手术		                 11	 64.71
	              姑息性手术			   2	 11.76
内镜治疗	              圈套器热凝切除或EMR			         19
肿瘤标志物           CEA升高			    6	 42.86	         2	       10.53
	              CA19-9升高		   4	 28.57	         0	         0.00
淋巴结转移           有			    8	 57.14	         0	         0.00
浸润癌预后           复发/转移			    2	 14.29	         0	         0.00
	              无瘤生存			   12	 85.71	         3	     100.00

表  2  诊断一致性Kappa分析(n )

     
诊断

           总体病例        单纯活检病例      切除活检病例

	 初诊  确诊        初诊       确诊        初诊     确诊

高级别	  32     21	          21         14	     19        18

瘤变

癌	    6     17             8         15                1       2
Kappa值	    0.376	            0.580	           0.643

表  3  结直肠肿瘤大小与诊断结果的比较(n )

     
肿瘤大小

                        诊断		         
合计

	      高级别瘤变             癌        

≥2 cm	                8	   10	         18

<2 cm	               13                  7	         20

合计	               21                17	         38

P<0.01.
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析合并癌变的高危因素以指导临床. 文献报道

超声内镜和染色内镜能提高诊断准确率[5], 临床

可加强应用总结.
从解剖学及肿瘤生物学基础分析, 结直肠

中黏膜固有层存在淋巴管, 但肿瘤浸润不超过

黏膜下层不转移[6]. 本组手术病例中恶性者淋巴

结转移比例已达57.14%(8/14), 其中Dukes' C期6
例, Dukes' D期2例, 1例已有肝脏转移, 如不及时

治疗, 可能延误病情. 因此应结合临床、X光、

内窥镜、患者自身体质以及有无癌变的高危因

素等多因素来决定治疗方案. 尤其对于临床或

内镜下诊断疑癌者, 虽然病理诊断高级别瘤变, 
不支持癌, 临床医生应当多次肠镜下活检病理

确诊, 必要时积极的手术处理. 对于直肠高级别

瘤变, 特别是近肛缘的病变, 由于涉及能否保留

肛门, 需慎重决定手术方式[7]; 应当在作好根治

手术准备的情况下, 扩肛后局部完整切除, 由冰

冻或最终的石蜡病理切片结果再决定术式. 当
然, 在某些微创手术医疗中心, 开展腹腔镜内镜

配合手术或经肛内镜微创手术不失为处理结直

肠高级别瘤变较好的微创方式[8].    
“腺瘤-癌序列”已为多数病理和临床医师

所认可, 肿瘤性息肉从理论上讲有癌变可能[9, 10], 
因此结直肠高级别上皮内瘤变如何随访、如何

干预, 值得临床思考. 文献报道, 内镜下切除肿

瘤患者中20%或更多患者1 a后结肠镜检可以发

现新肿瘤病灶[11], 而未经治疗的腺瘤性息肉经过

5-10 a可发现同位置癌变, 但对于高级别上皮内

瘤变随访时间如何确定尚无统一标准[12]. 本组多

数患者接受内镜切除术后3 mo、术后1 a肠镜复

查, 未出现穿孔等并发症, 3 mo内发现1例患者

为癌, 给予了及时治疗. 目前一般认为不到3 mo
内发现浸润性癌, 表明最初活检时已存在癌. 参
考既往对结直肠腺瘤治疗随访指南, 对于高级

别上皮内瘤变, 接受术后3 mo近期肠镜复查和

每12 mo复查一次肠镜可能是临床获益的, 特别

如有临床疑癌等高危因素, 建议多次取材, 以排

除第一次肠镜取材小、表浅或在病灶边缘取材

等误差所导致信息量不足. 肿瘤标志物如CEA,  
CA19-9以及大便隐血等客观指标也是随访观察

的重要内容. 当然, 能否借助肿瘤恶变过程中更

特异的分子标记等来协助诊断值得期待[13], 如何

防止高级别瘤变癌变的药物化学预防也有待研

究[14], 这些必将对临床选择产生重要影响.
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Abstract
AIM: To investigate the value of T lymphocyte 
subset determination and DNA ploidy analysis 
for differential diagnosis of ascites.

METHODS: In 74 cases of ascites, 24 with tu-
berculous peritonitis, 21 with liver cirrhosis and 
29 with carcinomatous ascites, T lymphocyte 
subsets and DNA ploidy in ascitic fluid were de-
tected by flow cytometry. 

RESULTS: In descending order of T lymphocyte 
(CD3+), helper/inducer T lymphocyte (CD4+), 
and helper T lymphocyte/suppressor T lympho-
cyte (CD4+/CD8+) in ascitic fluid, tuberculous 
peritonitis (CD3+: 86.2% ± 5.1%, CD4+: 64.3% ± 
6.4%, CD4+/CD8+: 3.20% ± 0.30%), carcinoma-
tous ascites (65.7% ± 4.6%, 32.5% ± 2.2%, 1.04 % 
± 0.11%) and liver cirrhosis (15.1% ± 2.7%, 3.6% ± 
0.5%, 0.36% ± 0.05%) (P < 0.01) were determined. 
In ascending order, CD8+, liver cirrhosis (10.1% 
± 3.2%), tuberculous peritonitis (20.1% ± 4.3%) 
and carcinomatous ascites (31.3% ± 5.2%) (P < 
0.01) were determined. The positive rate from 

DNA ploidy analysis in carcinomatous ascites 
(89.7%, 26/29) was significantly higher than that 
in tuberculous peritonitis (4.2%, 1/21) or liver 
cirrhosis (4.7%, 1/27) (P < 0.01). 

CONCLUSION: T lymphocyte subsets and DNA 
ploidy in ascitic fluid show obvious differences 
among patients with tuberculous peritonitis, 
liver cirrhosis and carcinomatous ascites. T lym-
phocyte subset determination and DNA ploidy 
analysis are thus useful for the differential diag-
nosis of ascites.

Key Words: T lymphocyte subsets; DNA ploidy; As-
cites; Flow cytometry; Differential diagnosis

Zhang WG, Tong Q, Wang Q, Wang XH, Li SB. Value 
of T lymphocyte subset determination and DNA ploidy 
analysis for differential diagnosis of ascites. Shijie Huaren 
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摘要
目的: 探讨T淋巴细胞亚群和DNA倍体检测在
腹水鉴别诊断中的价值.

方法: 腹水患者74例, 其中结核性腹膜炎24
例, 肝硬化21例, 癌性腹水29例, 流式细胞仪测
定腹水T淋巴细胞亚群和DNA倍体. 

结果: 腹水中T淋巴细胞(CD3+)、T辅助/诱导
细胞亚群(CD4+)、T辅助细胞亚群/ T抑制细
胞亚群(CD4+/CD8+)所占比例从大到小依次
为结核性腹膜炎(CD3+: 86.2%±5.1%, CD4+: 
64.3%±6.4%, CD4+/CD8+: 3.20%±0.30%)、 
癌性腹水(65.7%±4.6%, 32.5%±2.2%, 1.04 %
±0.11%)、肝硬化腹水(15.1%±2.7%, 3.6%
±0.5%, 0.36%±0.05%)(三组间P <0.01), CD8+

比例从小到大依次为肝硬化腹水(10.1%±

3.2%)、结核性腹膜炎(20.1%±4.3%)、癌
性腹水(31.3%±5.2%)(三组间P <0.01). 腹水
DNA倍体阳性率癌性腹水达89.7%(26/29), 与
结核性腹膜炎4.2%(1/24)和肝硬化4.7%(1/21)
具有显著性差异(P <0.01). 

结论: T淋巴细胞亚群和DNA倍体在结核性

®

■背景资料
腹水检测对疾病
的判断有着非常
重 要 的 意 义 .  目
前 ,  大 多 数 医 院
仍然采用一般性
状、生化、细胞
及细菌检查等传
统 检 测 手 段 .  对
于鉴别感染性与
非感染性腹水方
面的敏感性、特
异性等远远不能
满足临床的需要. 
需要寻找新的检
测方法而流式细
胞仪检测相当准
确、快捷, 有必要
在这方面进行探
讨.
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腹膜炎、肝硬化及癌性腹水存在显著差异, 其
检测可用于腹水的鉴别诊断.
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0  引言

腹水可由多种疾病产生, 腹水检查在其病因诊

断中具有重要意义. 传统检测手段包括一般性

状、生化、细胞及细菌检查 ,  近年肿瘤标志

物、细胞因子等检测也逐渐步入临床[1-11], 由于

敏感性、特异性、操作复杂程度的原因, 目前

的检测方法仍不能满足临床的需要. 本文采用

流式细胞仪对几种不同病因腹水中T淋巴细胞

亚群和DNA倍体进行检测, 探讨其在腹水鉴别

诊断中的价值.

1  材料和方法

1.1 材料 74例腹水患者为我院2001-01/2006-04
住院患者, 其中结核性腹膜炎24例, 男14例, 女
10例, 平均年龄36岁; 肝炎后肝硬化21例, 男12
例, 女9例, 平均年龄38岁; 癌性腹水29例, 男17
例, 女12例, 平均年龄41岁; 癌性腹水中胃癌14
例; 结肠癌10例; 卵巢癌3例; 胰腺癌2例. 流式

细胞仪为Beckman coulter公司Epics XL型号. 荧
光mAb CD3-FITC、CD4-FITC、CD8-PE和红

细胞溶解剂(IMMUNO PREPTM A)、白细胞

稳定剂(IMMUNO PREPTM B)、细胞膜固定剂

(IMMUNO PREPTM C)均购自法国Immunothch
公司.
1.2 方法 
收集3组患者肝素抗凝的新鲜腹水100  m L,  
2000 r/min离心5 min, 弃上清, PBS洗涤, 制备

成细胞悬液, 调整细胞数为106/mL. 取100 μL细
胞悬液, 加入CD3-FITC、CD4-FITC、CD8-PE, 
室温避光20 min, 分别加入IMMUNO PREPTM 
A、IMMUNO PREPTM B、IMMUNO PREPTM 
C, 置入流式细胞仪检测, 并用SYSTEMⅡTM 
sof tware处理数据, 测定腹水T淋巴细胞亚群. 
另取100  μ L细胞悬液 ,  按试剂盒说明进行溶

血、固定、PI染色, 置入流式细胞仪检测, 以
腹水中二倍体DNA含量细胞为内标, 分析样品

细胞的DNA指数(DNA index, DI)、增殖指数

(proliferation index, PI)和S期细胞百分比(S phase 
fraction, SPF). DI = 肿瘤细胞G0/G1峰道数/正常

二倍体细胞G0/G1期峰道数. DI<0.9或DI>1.1可
判为异倍体, 且按照国际标准DNA异倍体必须

在组方图上出现两个相分离的峰.
统计学处理 数据以均数±标准差(mean±

SD)表示, 统计学处理采用方差分析及q检验.

2  讨论

2.1 不同病因腹水T淋巴细胞亚群变化 结核性

腹膜炎、癌性腹水及肝硬化患者腹水CD3+(T淋
巴细胞)、CD4+(T辅助/诱导细胞亚群)、CD8+(T
抑制/毒性细胞亚群)、CD4+/CD8+均存在显著

差异(P <0.01), CD3+、CD4+、CD4+/CD8+由高

到低依次为结核性腹膜炎>癌性腹水>肝硬化腹

水(P <0.01), CD8+由高到低依次为癌性腹水>结
核性腹膜炎>肝硬化腹水(P <0.01), 肝硬化腹水

CD4+/CD8+明显倒置(表1).
2.2 不同病因腹水DNA倍体结果 24例结核性腹

膜炎和21例肝硬化患者中各有1例腹水DNA倍

体为阳性, 阳性率分别为4.2%和4.7%, 而29例癌

性腹水26例呈阳性, 阳性率达89.7%, 与前二组

比较具有显著性差异(P <0.01).

3  讨论

腹水的病因在临床上以肝硬化、结核性腹膜炎

和癌性腹水最为常见[12-22], 常需联合多种检测

手段方能确诊, 甚至试验性治疗来进行鉴别诊

断, 而腹水的直接检测对病因的诊断至关重要. 
我们采用流式细胞仪对腹水的T淋巴细胞亚群

和DNA倍体进行检测, 发现肝硬化腹水CD3+、

CD4+、CD8+、CD4+/CD8+较结核性腹膜炎和癌

性腹水显著低下, 且CD4+/CD8+明显倒置, 3种腹

水中CD3+、CD4+、CD4+/CD8+以结核性腹膜炎

最高, 癌性腹水居中, 而CD8+则以癌性腹水最

高, 结核性腹膜炎次之. 腹水T淋巴细胞亚群反

应了腹腔局部的免疫功能, T淋巴细胞由CD4+

和CD8+两大亚群组成[23], CD4+主要介导细胞和

体液免疫, CD8+则参与抗病毒、移植排斥反应

及对非己抗原诱发的免疫应答的抑制[24-28], 免疫

功能的改变往往敏感地表现在CD4+/CD8+比值

改变上, CD4+/CD8+比值的下降被认为是疾病严

重和预后不良的重要指标之一. 我们的研究提

示, (1)肝硬化患者腹腔局部的免疫功能明显低

下, 这可能是患者易并发自发性腹炎的一个原

■同行评价
本文采用流式细
胞仪对几种不同
病因腹水中T淋巴
细胞亚群和DNA
倍 体 进 行 检 测 , 
探讨其在腹水鉴
别诊断中的价值
有一定的临床意
义. 具有一定的创 
新性.
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因; (2)结核性腹膜炎患者腹膜腔局部免疫力增

强. 当结核杆菌感染时, 首先致敏T细胞, 当机体

再次受到结核杆菌或抗原物质入侵时与致敏的

T细胞互相作用, 释放出一系列细胞因子(IL-1、 
TNF等)及黏附分子(P-选择素等), 使得淋巴细

胞、单核细胞定向腹膜腔内募集, 聚集于结核

杆菌或抗原所在部位周围; (3)癌性腹水中的

CD8+增高. 机体对肿瘤细胞的免疫监控过程中, 
抗原提呈细胞将肿瘤抗原有效地提呈给T淋巴

细胞, 激活肿瘤抗原特异性细胞毒性T淋巴细胞

(CTL)是抗肿瘤免疫的关键环节[29-30], CD8+增高

致CD4+/CD8+降低, 降低了患者局部对肿瘤的免

疫力, 可导致肿瘤细胞不断增殖与扩散.
正常细胞DNA倍体为二倍体, 具有较恒定

的DNA含量, 而细胞癌变过程中DNA含量和

(或)染色体结构异常是较普遍的, 尤其是分化程

度很低的恶性肿瘤更为常见, 并以DNA指数的

形式表现出来, 出现非整倍体细胞峰. 联合DNA
倍体检测更有助于将癌性腹水鉴别开来, 本研

究中癌性腹水DNA倍体阳性率达89.7%, 结核

性腹膜炎、肝硬化患者腹水阳性率不足5%. 同
时研究发现, 有些恶性腹水DNA倍体出现假阴

性结果, 可能是: (1)原发肿瘤为二倍体肿瘤, 且
转移灶与原发灶有同源性; (2)少量恶性细胞的

异倍体峰被大量组织细胞所形成的二倍体细胞

峰掩盖; (3)少量的染色体变异不能被流式细胞

仪所识别; (4)大量间皮细胞稀释恶性细胞, 导
致异倍体峰缺如; (5)染色体的机械缺失和复制

中的错误相平衡, 而表现为二倍体. 另外良性腹

水DNA倍体出现假阳性结果可能是因为细胞破

坏、叠连而不能被流式细胞仪所识别, 反应性

间皮细胞增生、染色体一过性畸变和数据分析

也可造成假阳性结果.
我们的研究表明, T淋巴细胞亚群和DNA倍

体在结核性腹膜炎、肝硬化及癌性腹水存在显

著差异, 其检测可用于腹水的鉴别诊断, 而流式

细胞仪检测又相当准确、快捷, 值得推广.
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 病例报告  CASE REPORT

异丙酚静脉麻醉胃镜检查并发皮下坏死1例

雷巧玲, 孙盈盈

雷巧玲, 孙盈盈, 中国人民解放军第四军医大学唐都医院消
化内科 陕西省西安市 710038
通讯作者: 雷巧玲, 710038, 陕西省西安市, 中国人民解放军
第四军医大学唐都医院消化内科. gastdyy9@fmmu.edu.cn
电话: 029-84777721
收稿日期: 2007-01-06   接受日期: 2007-01-28

摘要
本文报告了1例异丙酚静脉麻醉胃镜检查致皮
下坏死的少见病例, 分析了可能的发生原因, 
并对预防和处置提出对策.

关键词: 异丙酚; 胃镜检查; 并发症
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0  引言

异丙酚是新型快速短效的静脉麻醉药物. 因其

具有良好的镇静催眠作用, 能消除患者的焦虑

和恐惧, 已越来越多的应用于无痛苦胃镜检查. 
异丙酚自临床应用以来, 人们便发现他能引起

注射部位的疼痛, 特别是在较浅表的小静脉血

管注射时, 发生率较高, 但不慎渗漏于血管外致

局部组织坏死尚未见报道.

1  病例报告

患者, 女, 70岁, 因间断上腹胀4 mo, 加重伴恶

心, 呕吐10 d, 于当地医院行异丙酚静脉麻醉胃

镜检查. 左手背建立静脉通路, 推注异丙酚的过

程中发现局部肿胀, 随更换右手背静脉穿刺继

续推注药物完成检查. 因当天检查后患者全身

情况无异常变化, 仅左手注射部位有肿胀, 右手

拔针后出现瘀斑, 疼痛均不明显未予重视, 次日

患者双手背红肿淤斑范围逐渐扩大, 肿胀明显

且呈暗紫色, 于术后10 d入我院时, 双手背皮损

面积分别为左手整个背即腕关节至掌指关节全

部累及约10 cm×11 cm, 右手以拇指侧为重, 面
积约6 cm×8 cm, 表皮坏死, 呈暗紫色, 局部结

有厚硬痂壳, 表面温度高, 无渗出, 无压痛. 立

即给予氧化锌油与黄连素粉混合外敷治疗, 红
肿逐渐消失, 痂皮逐渐脱落, 1 wk后痊愈.

2  讨论

有研究表明, 异丙酚产生注射痛的机制可能与

注射时引起的扩血管-缓激肽系统激活有关, 但
具体机制尚不十分明确, 其疼痛的严重程度与

其发生率和注射点有密切关系, 手背静脉注射

痛的发生率为39%-87%, 而前臂或肘窝静脉的

发生率为3%, 此药误入血管外不会造成组织损

伤或坏死[1-2]. 而本例静注异丙酚渗漏于手背皮

下造成组织损伤甚至坏死的原因尚不清楚, 也
未见相关报道, 结合临床可能与下列因素有关: 
(1)异丙酚为一种脂肪乳化剂, 渗透压较高, 外
渗后致局部组织肿胀, 炎性渗出; (2)手背部皮

下组织薄, 血运循环不丰富, 且该患者已恶心

呕吐10 d, 有脱水和外周组织循环不良的基础, 
致吸收困难; (3)本例为老年人, 药液外渗后, 疼
痛感觉不敏感, 未引起医护人员的重视, 早期

未予及时处理, 导致对局部组织损害的进一步

扩大. 
氧化锌油与黄连素粉混合涂敷是基于氧

化锌油对皮肤有抗菌、收敛、滋润和保护作

用, 又有吸着和干燥的性能, 主要通过毛囊吸

收到细胞核内, 被细胞所摄取的锌能促进核酸

和核蛋白的形成, 参与细胞的能量代谢, 促进

人体组织的修复, 还能改善皮肤色素沉着, 而
黄连素为广谱抗生素, 主要成份为小檗碱, 还
有黄连碱及棕榈碱等 ,  对局部组织有活血化

淤、消炎止痛的作用. 二者合用对皮肤无刺激

性, 又有收敛、保护、消炎, 促进组织再生和

修复的作用. 
值得提示的是, 为防止异丙酚静脉注射发

生渗漏, 静注时, 应尽可能选择前臂大静脉和

肘窝部静脉给药 ,  选择血管不能离关节太近 , 
否则易在活动时发生渗漏, 躁动患者要绝对禁

止近关节处穿刺, 注射时针头固定要牢固, 若
不慎脱出或穿透血管壁, 拔针后按压部位面积

®
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要大, 不仅按压皮肤针眼处, 更要按压其上方血

管壁针眼处, 且按压时间要延长至5 min, 一旦

发现局部有药液外渗, 尽快应用硫酸镁进行湿

热敷, 改善局部循环, 促进吸收, 以防局部组织

坏死. 
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第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨第四届
消化介入新技术研讨会会议及征文通知

本刊讯 第七届全国消化道恶性病变介入诊疗研讨会是卫生部“十年百项”适宜技术推广、上海市重大医学

成果转化及国家级继续医学教育项目, 为进一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入诊治的技术

水平, 我们联合上海同仁医院、山东省立医院和山东省医学影像研究所, 定于2007-09-21/25在山东省济南市举

办第七届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会, 参会者可获得国家级一类继续医学教育学

分12分. 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, 安排相关学科的著名专家着重

介绍消化道病变内镜治疗、介入放射学治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗的新理论、新技术和新方法.  

1    征文内容

包括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. 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. 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    征文要求

专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文. 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. 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. 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). 截稿日期: 2007-07-31. 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

张春清收. 联系电话: 0531-85186350, 86701337; 传真: 0531-87902348; E-mail: zhchqing@medmail.com.cn.
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