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摘要

大量证据提示CD4+T淋巴细胞在炎症性肠病的发病中起重

要作用. CD4+T淋巴细胞可根据表型 细胞因子表达谱和

功能等方面的差异分为多个亚群 研究这些亚群的分类 极

化(或分化) 功能特点及相互关系是认识T细胞致病机制

的基础. 目前对Th1/Th2的极化过程已积累了丰富的认识.

近年来很多学者认为调节性T淋巴细胞是一个能产生明显

免疫抑制作用的相对独立的T细胞亚群 并提出致病性T

细胞/调节性T细胞平衡是机体调节免疫反应的主要模式

其紊乱可诱发免疫性疾病 包括炎症性肠病. 本文就这些新

认识作一综述并针对炎症性肠病的研究提出一些看法.
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0   引言

CD4+T淋巴细胞可分为很多功能不同的亚群 大量证

据提示这些亚群的紊乱可能是炎症性肠病(IBD)的重要

发病机制. 很早就根据细胞因子表达谱的不同将辅助性

T细胞分为Th1 细胞和Th2 细胞 并提出Th1/Th2 平

衡失调可能是IBD的发病机制之一. 近年来很多学者倾

向于将抑制性T淋巴细胞重新命名为调节性T淋巴细胞

(Tr 细胞) 认为是一个在表型 细胞因子表达谱和功

能上相对独立的T细胞亚群 并提出致病性T细胞/调

节性T细胞平衡是机体调节免疫反应的主要模式 其

紊乱可诱发免疫性疾病 包括炎症性肠病. 因此 关

于CD4+T 细胞各亚群的分类 极化机制 表型和功

能特点及相互关系等研究一直很受关注. 此领域的新认

识可能对炎症性肠病的研究提供重要的指导作用.

1   CD4+T细胞亚群

人体的T细胞来源于胸腺 在外周经历活化 增生和

分化后形成成熟的效应T细胞 无论是初始T细胞还

是成熟T细胞 在表型和功能上均表现为高度异质性.

在胸腺中经过阳性选择后 T细胞可分为CD4+T细胞

和CD8+T细胞 这种膜表面标记与功能差异相关 其

分别介导与人类主要组织相容性抗原复合体 (MHC

)和 (MHC )分子的结合 多数CD8+T 细胞以直

接细胞毒性作用为功能特点. 根据功能差异 很早就从

理论上将CD4+T细胞分为辅助性T细胞(Th细胞)和抑

制性T细胞(Ts 细胞). Th 细胞主要表现为增强免疫应

答 Ts细胞则相反. 1986年Mosmann et al [1]首先根据分

泌的细胞因子的不同将Th细胞分为Th1和Th2两大类

Th1细胞以表达IFN-γ和IL-2为主 不表达IL-4 Th2
细胞以表达IL-4 IL-5 IL-10为主 不表达IFN-γ. 此
分类虽根据其细胞因子表达谱 但能很好的代表其功

能差异 因为这种功能差异在很大程度上正是由其分

泌的不同细胞因子所决定. Th1 细胞促进B细胞分泌

lgG2α Th2 细胞促进B细胞分泌 lgE lgG1 Th1 细
胞的保护效应主要针对肿瘤和细胞内微生物 Th2细胞

主要针对细胞外寄生虫. Th1细胞介导的病理过程和疾

病主要有迟发型高敏反应(DTH) 类风湿性关节炎

型糖尿病 Chron病 甲状腺炎 葡萄膜炎等 Th2细

胞主要介导噬酸性粒细胞相关细胞毒性作用 过敏性

疾病 哮喘等[2]. 在后来的研究中发现 IFN-γ与 IL-
2 IL-4与IL-10的表达常不一致 且其功能差别也大

故最近已有权威文献[3]用Th1细胞表达IFN-γ和TNF-
β Th2 细胞表达 IL-4 IL-5 IL-9 IL-13 来表
述. 在实际研究中 一般只以高表达IFN-γ和IL-4分别
代表Th1细胞和Th2细胞. Th0细胞曾被用来表示同时

低表达IFN-γ和IL-4的一类亚群 一般被认为是初始
T细胞向成熟Th1/Th2细胞分化的过渡细胞群. 在口服

耐受的研究中发现一类高表达 IL-10和TGF-β的T细
胞 其能产生很强的抗原特异性免疫抑制和非特异性

旁路抑制作用 这种介导口服耐受的T细胞被称为Th3

细胞[4]. 其前体细胞及分化过程尚不清楚 但既然其以

抑制免疫反应为功能特点 继续划入Th细胞行列就不

太合适了. 尽管 1970年代初在概念上已明确提出了Ts

细胞[5] 但由于这种抑制作用的细胞和分子机制并不

清楚 考虑到在很多情况下 即使是Th1 细胞 Th2

细胞或细胞毒性T细胞(CTL) 在发挥免疫效应的同时

也能对其他免疫细胞的活化 增生和表达效应因子产

生抑制作用 所以目前的教科书仍认为Ts细胞只是一

个功能上的概念 而不代表一个较独立的细胞群体[6].

近年的研究进展已对这一观点提出了挑战 越来越多

的学者认为机体内存在以抑制免疫反应为主要功能特

点的独立CD4+T细胞亚群已不容置疑 并倾向于用Tr

细胞来统一表示此类细胞[7-10].
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2   调节性T细胞

T细胞的克隆剔除和无能化(Anergy)被公认为机体耐受

自身及外来抗原的主要机制 但自反应T细胞及外来

抗原和其抗原特异性T细胞在机体内的同时存在却未

表现出明显的自身免疫病或高敏反应提示机体内存在

一种主动免疫抑制的耐受机制[11-14]. 近年研究证明Tr细

胞是介导这种主动免疫耐受的主要细胞. 机体内存在以

抑制免疫反应为主要功能特点的T细胞亚群的最有力

证据来自动物试验. 将某些致病性抗原或半抗原以适当

剂量灌服小鼠并未观察到病理反应 从其脾脏或外周

血中分离的T细胞转输到同基因小鼠体内不但不引起

不良反应 而且能产生强力的抑制相应抗原所诱发的

病理反应 此类T细胞被称为Th3细胞 体外培养中

能高表达 IL-10 和 TGF-β而不或低表达 IFN-γ IL-
4 并能抑制Th1/Th2细胞的活化增生[4, 15-16]. 人类或小

鼠的CD4+T细胞 在加IL-10的体外培养环境下反复

刺激能诱导出一类高分泌IL-10和TGF-β的T细胞亚
群 被称为Tr1 细胞 其能抑制其他T 细胞的增生

动物体内试验中能抑制结肠炎的发展[17-18]. 新生期胸腺

切除小鼠(d3Tx)能自发多器官的自身免疫性炎症反应

如: 胃炎 卵巢炎 睾丸炎 甲状腺炎等 将裸鼠转输

被除去CD4+CD25+T细胞的正常鼠CD4+T细胞也产生

类似的自身免疫病 这些炎症能被转输正常小鼠的

CD4+CD25+T细胞所抑制[11, 19-20]. 重度联合免疫缺陷鼠

(SCID)转输正常鼠CD45RBhighCD4+T细胞亚群能诱发结

肠炎 而转输CD45RBlowCD4+T细胞亚群能阻止这种结

肠炎的发生[21]. 这些符合Tr细胞功能特点的T细胞亚群

的前体细胞和分化过程是否在本质上一致尚不清楚. Th3

细胞和Tr1细胞较为相似 均可看作外来抗原特异性Tr

细胞 CD4+CD25+T细胞并无明显的外来抗原特异性

因为来自无菌环境饲养下的正常鼠的CD4+CD25+T细

胞也能产生同样的体内免疫抑制作用 故被称为自发性

Tr细胞 但有研究显示他们之间有明显的联系[22]. 在人

体或小鼠 CD4+CD25+T细胞约占外周血CD4+T细胞

的5-10% 而相似比例的胸腺CD4+CD8-T细胞表达

CD25并能产生如外周血CD4+CD25+T细胞同样的免疫

抑制作用[23-27]. 值得注意的是成人外周血CD4+CD25+T

细胞的CD25 表达水平有明显差别 高表达的只占很

小部分[28]. 有研究认为CD25的表达发生在CD4+CD8+双

阳T细胞向CD4+CD8-T细胞转化阶段[24-25]. 此类细胞在

IL-2 CD28或B7基因剔除小鼠外周血中没有或很少说

明其在CD4+CD25+T细胞分化或增生中起重要作用[24, 29].

转录因子Foxp3特异的表达于自发性Tr细胞 其基因

缺陷与自身免疫性疾病相关 通过反转录病毒转染

Foxp3 基因能促使初始T细胞向Tr细胞分化 因此其

被看作参与Tr细胞分化的重要分子[30]. 很多研究发现Tr

细胞能高表达IL-10和TGF-β 用相应抗体中和此细胞
因子则其体内免疫抑制作用降低说明Tr细胞的功能可以

通过这些抑制性细胞因子来实现[31-32] 也有研究提示直

接细胞接触是介导Tr 细胞调节功能的重要途径[23,  33].

CTLA-4可能在CD4+CD25+T细胞的分化或免疫抑制

作用中发挥一定作用 其主要表达在CD4+CD25+T细

胞表面 抗CTLA-4抗体能使CD4+CD25+T细胞的体

内外免疫抑制作用减弱[29, 34-35]. 肿瘤坏死因子受体超家族

成员GITR(TNFRSF18)主要表达于CD4+CD25+T细胞

给与GITR特异性抗体或除去GITR高表达T细胞能诱

导正常小鼠发生器官特异性自身免疫病 提示其在介

导Tr细胞的免疫抑制作用中扮演重要角色[36].

3   CD4+T细胞极化

T细胞极化(Polarization)指生理或病理状态下 各种初

始CD4+T细胞在某种抗原刺激和一定的抗原提呈环境

下 被克隆剔除 无能化或克隆扩增并向表型和功能

不同的各类细胞亚群转变的过程. 研究这一过程的分子

机制是认识T细胞亚群稳态或失调并用以防病治病的

基础. 目前只有Th1/Th2的极化过程被研究的较清楚.

        一般认为人体T细胞来源于胸腺 在胸腺内经过

选择后分化为初始T细胞 然后到达次级淋巴组织的

T细胞富集区 在抗原刺激下活化 克隆扩增并分化

为各种功能成熟的T细胞亚群. 普通抗原有效活化T细

胞一般至少需要两种信号途径. 一种为MHC- 抗原 /

TCR-CD3 途径 另一种被称为协同刺激途径(共激途

径) 包括B-7/CD28 B-7/CTLA-4 CD40/CD40L

ICAM/LFA-1 CD58/LFA-2等. 要阐述T亚群的极化

机制 首先需回答其极化结果主要由不同初始T细胞的

内在的分化方向的选择性所决定还是由相似的无分化

选择性的初始T细胞在不同的抗原提呈环境中分化而

来 前者称为选择学说 后者称为分化学说[37-38]. 这两

种学说均是针对Th1/Th2极化而提出的 由于在初始

T细胞上找不到代表分化选择性的标志和分化学说得到

越来越多的证据的支持 选择学说已不受关注. 分化学

说的直接证据为体外培养中 加不同的细胞因子能控

制T细胞的分化方向[2, 39]. 此观点已广泛接受 根据此

学说 T细胞的极化由抗原提呈环境所决定 一般认

为环境中的大分子物质作用于细胞首先必须通过其膜

表面的受体 所以我们首先要考虑的就是哪些膜表面

受体介导了T细胞的极化 依据抗原提呈理论 MHC/

TCR 共激分子及其受体 细胞因子和黏附分子及其

受体等最可能参与T细胞的极化.

        抗原-MHC/TCR-CD3途径: 初始T细胞的活化一般

需要抗原的刺激 体内试验中观察到抗原至少可以通

过其种类 接触途径 剂量和持续时间来影响T细胞的

极化. 很多抗原和半抗原小剂量口服可诱导以分泌 IL-

10 和 TGF-β为主的特异性Tr 细胞 大剂量口服能促
使抗原特异性T 细胞克隆剔除或无能化 而经皮肤

静脉或灌肠等途径可诱导Th1或Th2型细胞免疫[4]. 抗原

的种类能决定极化 如: 自身抗原趋向诱导T细胞向克

隆剔除 无能化或 Tr 极化 三硝基苯磺酸(TNBS)
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髓磷脂碱性蛋白(MBP)等倾向诱导Th1 型反应 恶唑

酮 多数寄生虫表面抗原等倾向诱导Th2型反应 其

反应类型和强度与抗原接触的次数(持续时间)有关[40-43].

这些现象的细胞和分子机制尚不清楚. 一般认为T细胞

的TCR重组后 不同克隆的T细胞TCR结构不同 这

种差别使其对各种抗原的亲和性不同 那么不同抗原

所诱发的T细胞极化方向是否主要由TCR/CD3的结构

和抗原特异性差异所决定呢 尽管一般认为TCR的特

异性及与自身MHC分子复合物的结合力高低在胸腺内

T细胞的阴性/阳性选择中起重要作用 但在生理状态

下外周淋巴细胞TCR的抗原特异性与极化的关系尚没

有明确证据的支持 不过病理情况下TCRα/β链的异
常足以诱发T细胞介导的自身免疫性疾病[44-45]. 在用体

外培养方法分析T细胞的极化状态和极化条件时 经

常用抗CD3和抗CD28 抗体刺激T细胞活化增生 似

乎认为所用的不同抗CD3和抗CD28抗体及各种抗原通

过TCR/CD3 途径的作用是完全一致的 只起激发作

用 并不决定其极化方向. 可能是因为认识到TCR与

CD3 以非共价键结合成复合体 TCR 与MHC 分子复

合物结合后向胞内转导第一信号均由CD3通过其胞内

的免疫受体酪氨酸活化基序(ITAM)来完成.

        协同信号分子途径: T细胞膜表面的共激分子受体

与抗原呈递细胞(APC)及其他细胞表达的天然配体结合

所介导的第二信号途径在T细胞的活化和极化中可能

是很重要的. T细胞膜表面的CD28和CTLA-4在结构上

有很大的同源性 均能结合B7-1和B7-2. CTLA-4的

结合能力更强 与CD28相反 某些情况下其与B7结

合能抑制T细胞的活化[46]. CD28与B7-2结合倾向于促

进Th2极化[47-48]. 因此 T细胞表面CD28/CTLA-4的表

达和密度比例及不同的共激分子环境在其极化中可能发

挥一定的作用. 其他的LFA-1/ICAM LFA-2/LFA-3

CD40L/CD40 FASL/FAS 有丝分裂原受体/有丝分裂原

等信号途径在T细胞的极化中作用尚不肯定.

        细胞因子受体/细胞因子途径: T细胞极化 尤其是

Th1/Th2极化中研究最多 最明确的是细胞因子的作

用. IL-12 IFN-γ能促进T细胞向Th1极化而抑制向
Th2极化. IL-4能促进Th2极化而抑制Th1极化. IL-10

TGF-β能抑制Th1/Th2 极化 而促进Tr极化. IL-18
IL-13可能倾向于分别促进Th1和Th2极化. 细胞因子

的这些作用是被充分证实的 体外培养的T细胞活化

过程中加入不同的细胞因子或抗细胞因子抗体能很好

的控制其极化方向 人体或动物体内给予某些细胞因

子或细胞因子抗体能明显影响极化结果 针对细胞因

子或其受体的转基因或基因剔除动物模型也观察到相

似的结果[49-51].

        胞内信号途径-转录因子: TCR/CD3和CD28途径的

信号转导是通过一序列的蛋白酪氨酸激酶(PTK) 磷脂

酶 丝裂原激活的蛋白激酶(MAP激酶)等级联放大 最

后活化一些相应的转录因子. 转录因子在Th1/Th2极化

中的作用被研究的较多. STAT1 STAT3 STAT4

STAT6 c-maf NFAT NIP45 fos/Jun NF-κB
T-bet GATA-3等在某些条件下均可参与T细胞的活

化 但目前明确的决定 Th1 极化的转录因子主要有

STAT1 STAT4 T-bet 决定 Th2 极化的有 c-maf

GATA-3和 STAT6[39, 52-61]. IL-12诱导的Th1极化需要

STAT4的活化[52]. T-bet 是 2000年才确定的Th1极化的

重要转录因子 其在Th1 表达而在Th2 不表达 T-

bet 基因缺陷小鼠CD4+T 细胞 IFN-γ表达下调[53-55].
GATA-3选择性表达在Th2而不在Th1细胞 能促进

IL-4 IL-5 IL-13 的表达 在 Th2 极化中起关键

作用 STAT6 可能位于GATA-3 的上游 在 IL-4 诱

导下活化 其能促进GATA-3活化和表达[60-61].

         Grogan et al [39 ]在体外培养条件下用加不同细胞因子

或抗体(IL-4 IFN-γ IL-12 和相应抗体)的方法来研
究Th1/Th2 极化过程 发现初始T细胞在活化的早期

可同时低表达IL-4和 IFN-γ 并且不依赖STAT4 T-
bet GATA-3和 STAT6 持续的极化条件刺激下 活

化的T细胞开始增生分化为高分泌IFN-γ的Th1细胞或
高分泌IL-4的Th2细胞 同时转录因子T-bet或GATA-

3活化和高表达. 已极化的Th1或 Th2细胞在3-4次分

裂之前表现出明显的可塑性 即在相反的极化条件下

持续培养可使T细胞的极化倒转 但在多次分裂后则

难以使其极化倒转. 因此认为T细胞的完全极化需要经

过活化(Activation) 定向(Commitment) 基因沉默

(Silencing)和后遗传稳定(Epigenetic stabilization)等阶段.

         APC[62-65]: 如果认为机体内细胞因子 共激分子等

环境因素在T细胞的极化中起关键性作用 那么这些

环境因素始初又有哪些细胞决定呢 根据抗原提呈理

论 首先考虑到的应该是抗原提呈细胞. 专职性APC包

括树突状细胞(DC)和巨噬细胞 在膜相关的免疫反应

中 DC发挥主要抗原提呈作用 因此各种表型不同的

DC是否控制着这些环境因素并决定T细胞的极化呢

近年研究提示可能存在这种调节机制. 在小鼠的次级淋

巴器官中至少有三类主要的DC亚群: CD8α+ 淋巴样DC
(CD8α+ lymphoid DC) CD8α- 髓样DC(CD8α- myeloid
DC) 郎格罕氏细胞源DC(LC-derived DC). CD8α+ 淋
巴样DC 主要位于淋巴器官的T细胞区和胸腺的皮质

区 高表达IL-12和 IFN-γ. CD8α- 髓样DC主要位于
脾的边缘区 抗原活化后进入T细胞区 还位于派尔

集合淋巴结(peyer s patches)的上皮下区 不表达IL-

12或 IFN-γ. 郎格罕氏细胞源DC位于淋巴结的T细胞
区 高表达 IL-12. 通过体外抗原刺激活化不同DC亚

群后将其转入同基因鼠体内的方法证实CD8α+ 淋巴样
DC亚群倾向于诱导Th1型细胞免疫 而CD8α- 髓样
DC亚群诱导Th2型反应. 在人类 目前比较清楚的有

三个亚群: 类浆细胞样DC(plasmacytoid DC) 髓样DC

(myeloid DC interstitial DC) 郎格罕氏细胞源DC. 类浆

细胞样DC主要表型为CD11c-CD11b-IL3R+CD1a- 位



于淋巴器官的T细胞区 体外试验中高表达 INF-α
不表达 IL-10和 IL-12 对 CD4+T细胞的激发作用较

弱. 髓样DC主要表型为CD11c+CD11b+IL3R-CD1a-

位于淋巴样器官的T细胞区和组织间质 高表达IL-10

和 IL-12 不表达 INF-α 对CD4+T细胞的激发作用
较强. 郎格罕氏细胞源DC表型为CD11c+CD11b+IL3R-

CD1a+ 位于淋巴结的T细胞区和上皮 高表达 IL-

12 不表达 IL-10 和 INF-α 对CD4+T 细胞的激发
作用较强. 在体外培养中 单核细胞起源的CD11c+髓

样DC促进Th1 型反应 而CD11- 类浆细胞样DC诱

导Th2型反应 其极化程度与DC的成熟状态和DC/T

细胞比例有关. DC诱导Th1型细胞免疫是通过其分泌

IL-12 和 IFN-γ来介导的 诱导Th2 型反应的机制尚
不清楚 可能并不是通过分泌IL-4介导. G-CSF注入人

体能明显升高外周血中CD11c- 类浆细胞样DC前体细

胞的数量 此类DC能诱导T细胞分泌较高的IL-10而

发挥免疫抑制作用[66-67]. 在外周耐受诱导过程中 DC

可能在一定程度上控制了Tr/Th极化方向. Akbari et al [68]

发现小鼠鼻内给予卵清蛋白(OVA)能诱导抗原特异性

CD4+T细胞的低反应 并从肺输出淋巴结中分离纯化

出一种B7-1hiB7-2hiCD40+MHC CD8- 表型的DC

其能高分泌IL-10 体外培养中能诱导出高表达IL-10

的 Tr1 类似细胞 将其转输给同基因小鼠能明显的诱

导抗原特异性免疫耐受.

4   调节性T细胞/致病性T细胞平衡

CD4+T细胞调控机体免疫反应的模式尚未阐明. 有两个

基本点是肯定的 一方面T细胞要避免对自身组织造成

自主性病理损伤 另一方面又要保持对外来微生物或

抗原的有效对抗或适应(耐受). 这就要求机体的免疫功能

状态处于一定水平和免疫细胞有特异性识别能力. T细

胞的特异性识别机制主要是靠其在胸腺发育中的阳性/

阴性选择来实现. 已知正常机体内存在自反应T细胞

APC呈递的自身肽 /MHC分子(self-peptide-self-MHC

molecules)对初始T细胞及记忆性T细胞外周数量的维

持发挥重要作用 说明正常人外周T细胞经常通过TCR

认识自身成分 但很少引起自身免疫病[11-13, 69-71]. 某些

外周T细胞克隆在识别自身或外来抗原上可能并不存

在绝对的特异性[72]. 机体经常从不同途径接触外来抗

原 但对不同抗原表现出不同的应答 对同一抗原在

多次接触中机体的特异性免疫既可以越来越强 也可

以越来越弱(耐受) 以适应机体的不同需要. 比如多数

病毒的感染或疫苗的多次接种使机体的特异性免疫增

强 而多数来自食物和肠道微生物的抗原在反复的消

化道接触中却能使机体对其特异性免疫越来越弱(免疫

耐受). 这些现象只靠已知的特异性识别机制(阳性/阴性

选择)和整体的免疫状态高低是难以解释的. 根据近年来

对调节性T细胞认识的深入 此处认为Tr 细胞 / 致病

性T细胞(Tp细胞)平衡是机体调节免疫反应的重要机制

之一. Tp细胞包括Th1/Th2细胞及活化的细胞毒性T细

胞(CTL)等. 作者将Tr/Tp平衡设想为自身抗原特异性Tr

细胞(Trs细胞)/自身抗原特异性Tp细胞(Tps细胞)平衡

和外来抗原特异性Tr细胞(Tre 细胞)/ 外来抗原特异性

Tp 细胞(Tpe 细胞)平衡两种模式 这两类平衡相互影

响 共同调节机体的免疫反应. 正常情况下 T 细胞

接受小量的APC提呈的自身抗原肽并倾向于向Trs细胞

分化 Trs 细胞在Tr/Tp平衡中占优势而避免造成自身

组织的病理性损伤 某些情况下Tps细胞长期占优势而

引起自身免疫病[7]. 当机体初次接触某种外来抗原时

初始T细胞接受提呈抗原后优势分化方向既可以倾向

Tre细胞也可以倾向Tpe细胞 或平衡极化. Tre细胞占

优势有利于 Tr s 细胞分化 此时引起的免疫反应较

轻 持续时间较短 反复同样的刺激后Tre细胞占绝对

优势并对此抗原产生免疫耐受. Tpe细胞占优势则引起较

强的免疫反应 同时清除外来抗原的能力增强 随着抗

原的清除 APC提呈自身抗原肽暂时性增加使Trs细胞

大量分化以控制自身免疫损伤 并使Tpe细胞下降到特

异性记忆T细胞的基准水平 如果Trs细胞不能足够产

生则Tpe细胞持续维持在高水平以至再接触极微量的抗

原也能诱发明显而持久的免疫损伤 在另一种特殊情况

下 一度的Tpe细胞优势使Tps细胞分化大量激活或/和

Trs细胞分化抑制 Trs/Tps平衡中Tps细胞长期占支配

地位 引起某些需要外来抗原激发的自身免疫病.

5   炎症性肠病与CD4+T细胞

炎症性肠病包括Crohn 病和溃疡性结肠炎 其病因尚

不清楚 可能主要由遗传易感体质决定 一般认为免

疫调节紊乱是关键的发病机制 肠道菌群是这种免疫

损伤过程的重要激发因素[73]. 已知CD4+T细胞在免疫反

应中起重要调节作用; 炎症性肠病病变局部总有CD4+T

细胞的浸润并表现出异常的功能状态[74-75]; Th1/Th2型细

胞免疫在外来抗原诱发的临床表现类似于炎症性肠病的

动物模型及SAMP1/Yit鼠自发的与Crohn 病表现相似的

回肠炎中扮演重要角色[40, 42, 76]; IL-10 IL-2 TCRα/β
基因缺陷鼠 重度联合免疫缺陷鼠(SCID)转输正常鼠

CD4+CD45RBhiT细胞亚群均能自发慢性肠道炎症说明T

细胞的功能缺陷足以诱发并维持炎症性肠病[21,45, 77-78]. 因

此有理由认为CD4+T细胞的免疫调节功能紊乱是炎症

性肠病发病的重要机制之一 但介导这种病理损伤的

免疫反应是如何被激发及机体为何不能通过正常的调

节机制自主而有效的控制这种免疫反应目前还很不清

楚. 现根据上述CD4+T细胞亚群的新观点谈一谈炎症性

肠病的发病机制及治疗策略.

        致病性T细胞: 炎症性肠病病变局部总存在异常表

现的CD4+T细胞 这些T细胞中的绝大部分很可能起

促进炎症反应作用 因此可将这部分看作致病性T细

胞. 研究这些Tp 细胞的表型特点 细胞因子表达谱

致病及其极化的病理生理机制并以阻断此过程来治疗此
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病的思路是很自然的. 很多证据提示Th1细胞为Crohn 病

的主要Tp细胞 溃疡性结肠炎的主要Tp细胞尚不很

肯定 典型的Th2细胞可能只起有限作用. IL-12和IL-

18 是 Th1 极化中重要的细胞因子 IL-4 IL-13 促进

Th2极化 IFN-γ和IL-4 IL-5分别是介导Th1和Th2
细胞免疫效应的关键分子 因此分别用相应抗体中和

其功能或基因控制手段阻断其表达可望成为Crohn 病和

溃疡性结肠炎的治疗方法[3, 79]. 共激分子 /共激分子受体

在T细胞的活化中起重要作用 其在炎症性肠病病变局

部表达异常 故研究其表达异常的机制及如何控制这一

信号途径来治疗炎症性肠病很有必要[80-84]. 转录因子

STAT4 T-bet 和GATA-3 STAT6分别在Th1和Th2

极化中起关键作用 这些转录因子及其他参与T细胞

活化的NF-κB STAT1 STAT3 c-maf NFAT 等
均可能成为治疗靶点[3, 85].

        Th1/Th2平衡: 体内体外试验均证实Th1细胞与Th2

细胞能相互拮抗 Th1细胞通过分泌IFN-γ抑制Th2极
化 Th2细胞也能通过分泌IL-4限制Th1型反应. 利用

这种Th1/Th2 相互拮抗的平衡机制 是否可以用促进

Th1/Th2一方极化以控制另一方过度极化的方法来治疗

疾病呢 动物试验中已观察到明显效果 但能否用于治

疗炎症性肠病尚需研究[2,86-87].

        Tr/Tp平衡: Tr/Tp平衡失调可能是许多免疫性疾病

的共同发病机制. 如果认为来自肠道菌群的抗原激发并

维持了炎症性肠病的免疫反应且CD4+T细胞在这种炎

症过程中起重要作用 那么用Tr/Tp 平衡失调来解释

为什么此免疫反应会长期持续而不能形成免疫耐受似

乎比较合理[88-89]. 机体从肠道会经常接触多种外来抗

原 在正常情况下通过抗原特异性初始T细胞的克隆

剔除或Tr 细胞的有效极化产生抗原特异性免疫耐受

以防止再次接触同种抗原引起过强的免疫反应而造成

机体的损伤[90]. 由于某些原因 炎症性肠病患者既不能

将抗原特异性T细胞剔除又不能产生足够的Tr细胞来

限制Tp细胞 使机体再接触很微量的特异抗原也能触

发较强持续时间较长的免疫反应. 根据Tr/Tp平衡理论

用促进抗原特异性或非特异性Tr极化以诱导免疫耐受

来治疗自身免疫病或高敏反应可能更科学. 直接阻断Tp

(如 Th1/Th2)极化过程或效应分子可能降低机体的整体

免疫能力 不利于清除入侵的病原微生物及突变的自

身细胞 通过Th1/Th2平衡机制来治疗疾病可能需要很

大剂量的细胞因子 而大剂量细胞因子本身可能有不

良反应. 利用Tr/Tp平衡来控制免疫性疾病符合机体本

身的调节机制 Tr/Tp平衡为一动态过程 促进外抗原

特异性Tr极化能有效预防高敏反应 却不影响整体的

免疫防御能力(如口服耐受) 促进自身抗原特异性Tr极

化能治疗自身免疫病 而且不影响对致病微生物的免

疫能力 但由于目前对Tr细胞的认识不足 还难以有

效促进特异性Tr极化. 非特异性Tr细胞能通过旁观效

应抑制免疫反应 因此用Tr/Tp 平衡机制来防治疾病

并非一定要针对抗原特异性Tr极化. 在动物试验中 诱

导抗原特异性口服耐受及局部或全身应用IL-10已显示

出一定的防治效果 但临床试验中单独应用 IL-10 似

乎并不理想 如何高效利用抗炎细胞因子和非特异性

Tr极化来治疗炎症性肠病有待进一步研究[91-96].

       炎症性肠病在我国的发病率呈上升趋势 但因病

因不明还难以找到真正特异而有效的治疗方法[97]. 在

IBD 与 T淋巴细胞的关系上 对Th1/Th2 细胞研究较

多 Th1/Th2平衡观念被广泛接受. 尽管近年来Tr细胞

的作用在免疫学领域越来越受重视并被积极研究[10]

但由于直到2001年才首次报道人体胸腺和外周血中的

CD25+CD4+T 细胞在表型 所占比例 体外增生特

点 细胞因子表达谱 尤其是体外培养中抑制CD25-

CD4+T细胞增生和细胞因子表达等方面与鼠类的相应

细胞十分相似[23, 98] 所以到目前为止尚没有有关Tr细

胞(CD25+CD4+T细胞)在 IBD患者体内功能状态的研究

资料. 作者认为根据已知的有关Tr细胞的认识及Tr/Tp

平衡理论来研究IBD的发病机制很有必要 当前的研究

至少应回答: IBD患者外周血及病变局部CD25+CD4+T

细胞与正常人相比是否存在数量和表型的差异; CD25+

CD4+及CD25-CD4+T细胞对自身肽或肠道菌群抗原刺

激的增生反应及细胞因子表达谱在患者与正常人间有无

差别; 参与Tr极化和Tr细胞免疫调节效应的物质(Foxp3

B7-2/CTLA-4 ICOS/ICOSL GITR TGF-β IL-
10 IL-2及其受体等)是否存在结构或功能缺陷; APC及

Th1/Th2细胞对Tr细胞抑制作用的敏感性是否下降. 相信

随着对这些问题的回答 CD4+T细胞在IBD发病中的作

用机制会更加明确 治疗更加有的放矢.
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Abstract
AIM: Gastric mucosa dysplasia has been regarded as a
precancerous lesion of the stomach.  Abnormal gene al-
terations in the mucosa dysplasia of the stomach, which
may lead to cell transformation, are probably of great im-
portance in the development of gastric cancer (GC).
Microsatellite instability (MSI) is a good marker of genome
instability. Investigation of MSI in the cancer and precan-
cerous lesion of the stomach will help us to search into the
carcinogenesis of stomach and the potential role of MSI in
the development of gastric cancer.

METHODS: Silver staining single strand conformation
polymorphis-polymerease chain reaction (PCR-SSCP) was
used to screen MSI markers at 5 loci in formalin-fixed,
paraffin-embeded tissues of GC (n =30), dysplasia (n =30)
and corresponding normal gastric tissues.

RESULTS: The abnormal shifting of the single-strand DNA
was identified in 7 (23.3%) out of  GC, in 9 (30%) out of
dysplasia samples respectively. Three (10%) tumors and
two (6.7%) dysplasia displayed a high-level of MSI (two
or more loci altered). Low-level MSI (one loci altered) was
detected in 13.3% of the tumors and in 23.3% dysplasia
samples. GC with MSI  was associated with distal location
of the tumors (P =0.044). No association was detected
between MSI and the grade of dysplasia.

CONCLUSION: The accumulation of MSI in the dysplasia

of gastric mucosa may be an early molecular event in the
development of gastric cancer. It contributes probably to
the multistep gastric carcinogenesis.

Liu P, Zhang XY, Shao Y, Zhao ZQ. Microsatellite instability in dysplasia
mucosa and gastric cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):
512-515

摘要

目的: 胃黏膜异型增生是胃癌的癌前病变 胃癌的发生可

能是胃黏膜异型增生过程中的一系列基因变异累积引起胃

黏膜细胞发生恶性转化所致. 微卫星不稳定性(MSI)是DNA

基因组不稳定的重要标志 研究胃癌和癌前病变组织MSI

的存在情况 有助于从基因组不稳定的角度探讨胃癌可能

的发生机制以及MSI在胃癌发生过程中的可能作用.

方法: 胃癌30例 异型增生组织30例分别提取病变组织

及相应正常组织的DNA 应用银染PCR-SSCP技术检测

5个微卫星位点不稳定性的存在状况.

结果: 胃癌组织MSI的发生率23.3% 胃窦癌MSI的发生

率显著高于贲门癌(10% vs 3.3%  P  = 0.044). 胃黏膜异型

增生组织的MSI发生率30% MSI与异型增生的程度无

明显关系.

结论: MSI是胃癌多步骤发生过程中的早期分子事件 对

胃癌的发生和发展可能具有重要作用.

刘平, 张小勇, 邵耘, 赵志泉. 胃黏膜异型增生组织中微卫星不稳定性的检测
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0   引言

胃癌的发生发展是一个多因素参与 多基因变异累

积 逐渐演变的多阶段过程[1-16] 胃黏膜异型增生被认

为是胃癌的癌前病变 与胃癌的发生关系密切[17-23]. 微

卫星不稳定(microsatellite instability  MSI)在多种肿瘤组

织中均可检测到 以胃癌发生率较高 对于慢性胃炎基

础上异型增生黏膜MSI的情况 国内外报道均很少. 我

们采用PCR-SSCP技术 检测胃黏膜异型增生和胃癌

两种组织中MSI的发生情况和特点 探讨了MSI在胃

癌发生发展中的可能作用.



1   材料和方法

1.1 材料  我院 2001-01/2001-10 因胃癌行手术切除者

30例 均无胃癌家族史. 胃黏膜异形增生30例来自我

院内镜室胃镜活检标本. 胃癌按1987年全国肿瘤会议

PTNM 分期标准分期 异型增生按WHO 标准分轻

中 重度. 挑选分别包括病变及正常组织标本的蜡块

连续以5 µm厚度切片 用于DNA提取. 所有标本的病
变均经病理医师确认. PCR引物 脱氧核苷酸(dNTPs)

购自上海生工公司; Taq酶购自大连宝生物公司.

1.2 方法  石蜡切片经二甲苯脱蜡; 无水乙醇洗脱后烘干.

加入 TE(Tris-EDTA pH=8.0) 95 µL及蛋白酶K(终浓
度500 mg/L) 5 µL 37 过夜 离心后97  7 min
灭活蛋白酶K 取上清 20 贮存. 引物序列参照相

关文献的报道选用(Cancer Res 1997;57:4749 & 1998;58:

5248  表1). PCR反应总体积25 µL 含50-200 ng DNA.
反应条件: 95  5 min 94  30 s 55-58  30 s

72  15 s 35个循环 72 延伸1 min. 取 PCR产物

12 µL加变性缓冲液(980 mL/L 去离子甲酰胺 20 mmol/L
EDTA 0.1 g/L溴酚蓝 0.1 g/L二甲苯青)12 µL 97 
变性 7 min 迅速置于乙醇碎冰中 双链对照标本用

PCR产物6 µL加上样缓冲液(2.5 g/L溴酚蓝 400 g/L
蔗糖)2 µL. 采用 70 g/L 非变性聚丙烯酰胺凝胶(19 1)
电泳 1 TBE缓冲液 室温下180V 恒压电泳3 h

银染制成干胶. MSI判断标准: 肿瘤组织与正常组织相

比 出现异常条带或条带迁移. 阳性标本重复1次试验

以确认无误.

         统计学处理  各组之间年龄的比较采用单因素方差

分析及 t检验; 各组MSI发生率的比较采用Fisher 精密

检验 以 P <0.05 为差异有统计学显著性.

表1  引物序列

微卫星位点 引物序列            扩增片段大小

BAT-25 5 -TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3            -90 bp

5 -TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3

BAT-26 5 -TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3        80-100 bp

5 -AACCATTCAACATTTTTAACCC-3

D5S346 5 -ACTCACTCTAGTGATAAATCG-3      96-122 bp

5 -AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT-3

D17S250 5 -GGAAGAATCAAATAGACAA-3          -150 bp

5 -GCTGGCCATATATATATTTAAACC-3

D2S123 5 -AAACAGGATGCCTGCCTTTA-3     197-227 bp

5 -GGACTTTCCACCTATGGGAC-3

2  结 果

在 30例胃癌中有7例表现1个或1个以上位点的不稳

定性(图 1) MSI 发生率为23.3% 其中3例表现2个

位点(大于或等于 30-40% 位点数)的不稳定性 记作

MSI-H; 4例仅在一个位点表现不稳定性 记作MSI-L;

其余23例为MSS.

图1  胃癌组织MSI检出情况. Ds: 双链DNA; T: 胃癌组织; N: 正常组

织; T与N相比, 多出一异常条带, 表明MSI的存在(箭头所指处).

2.1 MSI 与临床病理的关系  MSI 胃癌与MSS胃癌在性

别 年龄 细胞分化程度 淋巴结转移及TNM分期方

面无统计学差异 但胃窦癌较贲门癌更易表现MSI (P

0.044 表 2).

表2  胃癌组织MSI 与临床病理的关系

特点 MSS (n = 23) MSI-L (n = 4) MSI-H (n = 3)

平均年龄(mean±SD)     57 11         58 5        69 5

男 女    17 6         4 0         2 1

高中分化            5 1 2

低分化                     18 3 1

贲门        12 1 0

胃体            9 2 1

胃窦 a            2 1 2

淋巴结           10 2 3

          13 2 0

TNM分期 期         11 2 2

              期        12 2 1

aP <0.05 (Fisher 精密检验), vs贲门癌.

2.2  异型增生组织MSI  在30例慢性胃炎伴异型增生患

者中9例存在MSI(图 2) 阳性率为30% 其中7例为

MSI-L 2例为MSI-H. 中度以上异型增生组织中MSI阳

性率 33.3%(6/18) 高于轻度异型增生的25%(3/12)

但二者之间的差异无统计学意义. MSI与MSS的异型增

生在性别 年龄方面亦无显著性差异.
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Bat-25

    ds    T        N       T        N
Bat-26

   ds       T      N       T       N
D5s346

    ds      T      N       T       N



图2  异型增生组织的MSI 及检出情况.D: 异型增生组织; N: 正常组

织; D与N相比, 条带迁移率明显改变或出现一异常条带,表明MSI的

存在(箭头所指处).

3   讨论

微卫星(microsatellite MS)序列的多态性由等位基因间

重复单位数目变化所引起. MSI是指由于复制错误引起

的简单重复序列的改变 表现为病变组织与其相应的

正常组织相比 DNA结构性等位基因的大小发生改变.

其发生原因可能与DNA错配修复基因的缺陷有关. 在人

类散发性肿瘤中 胃癌MSI 的发生率最高 通常报道

在13-44% 个别达到76.7%[24-25]. 由于不同研究所选

择的MS 位点种类及数量不同 所报道结果的可比性

不强. 随着检测位点数量的增加 MSI阳性的机会也就

增加. 我们选用1997年美国癌症研究院推荐的用于胃癌

MSI 检测的 5 个位点 即 2 个单核苷酸 3 个二核苷

酸重复序列 胃癌MSI的发生率为23.3%. Leung et al [24]

用以上5个位点加BAT-40 D13S170 TP53 等 3个

位点分析30例胃癌组织的MSI 阳性率达76.7%. 胃癌

MSI阳性率的高低不一可能与所选位点的种类和数目

样本数量 MSI 阳性的判断标准 遗传背景以及地理

区域等不同有关.

        MSI胃癌与临床病理的关系目前尚未明确  一些研

究资料显示[26-30] MSI-H与MSI-L和MSS胃癌相比具

有不同的临床病理特征 MSI-H胃癌一般多发生在胃

窦部 少有淋巴结转移 恶性程度较低 预后较好. 本

组结果表明 MSI与性别 年龄 肿瘤浸润深度 细胞

分化程度 淋巴结转移 Lauren分型以及预后无明显相

关. 由于本组资料病例数较少 所得到的结果尚需更多

样本的研究加以证实. 胃黏膜异型增生被认为是胃癌的

癌前病变. 部分胃癌的发生可能是胃黏膜异型增生过程

中一系列基因变异的累积所致. 因此 研究胃癌和癌前

病变组织MSI的存在情况 可以从基因组不稳定的角度

探讨胃癌可能的发生机制. 本组异型增生组织中MSI发生

率为30% 且与异型增生的程度无关 这与Lee et al [31]

报道的结果相似. 本研究结果显示 MSI在胃癌和癌前

病变组织中均有相当比例的存在 提示在癌前病变阶

段已出现基因的不稳定现象 这是胃癌发生前的分子

异常事件 可能会成为胃癌多步骤发生过程中的起点.

Kashiwagi et al [32]对6例MSI的高分化型癌或胃腺瘤标

本作回顾性研究 取其1-7  a 前的标本 结果发现该

6例标本在慢性胃炎阶段就已经表现为MSI 提示MSI

的出现在胃癌发生过程中发挥了重要作用 是胃癌发

生因素中的重要环节 胃黏膜组织MSI的分析可能将有

助于胃癌发生危险性的预测.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of fragile histidine triad
protein, Fhit and the possible relationship between its ex-
pression and clinicopathological indices in gastric carcinoma.

METHODS: Fhit protein expression was detected in 76 cases
of gastric carcinoma, 58 dysplasia and 10 normal mucosae
by immunohistochemical method to analyse its relation-
ship to histological grade, clinical stage, metastatic status
and prognosis.

RESULTS: The loss of Fhit protein expression was detected
in 48/76 (63.2%) cases of cancer tissue, 36/58 (62.1%)
cases of adjacent dysplastic tissue and 0/10 cases of normal
gastric mucosa. There was a significant difference in the
expression of Fhit protein between cancer or adjacent
dysplastic tissue and normal gastric mucosa (P  =0.000).
It was also showed that loss of Fhit protein expression was
found first in 35.7% (10/28) of grade I-II, and in 79.2%
(38/48) of grade III (P = 0.000); second in 43.8% (14/32)
of stage I-II, whereas in 77.3% (34/44) of stage III-IV
(P = 0.004); and last in 36.4% (8/22) of tumors without
metastasis but in 74.1% (40/54) of those with metastasis
(P = 0.003). The significant difference in the loss of ex-
pression of Fhit was found between cancers on different
histological grade, clinical stage and metastatic status,
respectively. Follow-up data showed that there was a signifi-
cant difference in median survival time between carcinomas
with loss of Fhit (33 months) and those without (71 months)
(Log rank = 20.78; P = 0.000).

CONCLUSION: Fhit protein is an important tumor suppressor
protein. Loss of Fhit protein expression may be associated

with carcinogenesis, invasion, metastasis and prognosis
in the gastric carcinoma.

Zhao P, Liu W, Lu YL. Loss of fragile histidine triad protein expression
and its clinicopathological significance in gastric cancer. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(3):516-519

摘要

目的: 探讨76例胃癌Fhit蛋白表达与临床病理的关系.

方法: 采用免疫组化方法 检测76例胃癌 58例紧邻癌

旁的异常增生和10例正常胃黏膜的Fhit表达并分析其与组

织学分级 临床分期以及预后的关系.

结果: 癌组织Fhit表达缺失为48/76例(63.2%) 紧邻癌旁

的异常增生黏膜缺失为36/58例(62.1%) 而正常胃黏膜为

0/10 相差有非常显著性(P = 0.000) Fhit 蛋白缺失癌在癌

组织学分级中的分布为 - 级癌35.7% (10/28) 级癌

79.2% (38/48) 相差有非常显著性(P = 0.000). Fhit蛋白缺

失癌在临床分期中的分布为 ~ 期癌为43.8% (14/32)

- 期癌77.3% (34/44) 相差有非常显著性(P = 0.004). Fhit

蛋白缺失癌在转移状况组的分布为转移癌74.1% (40/54)

未转移癌为36.4% (8/22) 相差有非常显著性(P = 0.003).

随访资料显示Fhit蛋白缺失癌的中位生存时间为33 mo 而

Fhit 蛋白表达癌者为 71 mo 相差有非常显著性(Log

rank=20.78; P = 0.000).

结论: Fhit 蛋白为一种重要的抑癌蛋白 其表达缺失状况

可能与胃癌的发生 侵犯 转移以及患者的预后相关.

赵坡, 刘武, 吕亚莉. 胃癌Fhit蛋白表达缺失的临床病理意义. 世界华人消化
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0   引言

脆性三联组氨酸基因(fragile histidine triad  FHIT)是最

近继p53 p16基因之后在国外成功分离并定位于染色

体3p14.2[1-2]的重要抑癌基因. FHIT基因不仅横跨家族性

肾细胞癌的易位断点 t (3:8)(p14.2;q24) 同时也见于大

多数人类的共同脆性位点FRA3B. FHIT基因结构及表

达的异常见于多种常见类型的癌组织 [ 3 -32 ] 胃癌中

FHIT基因或表达的异常国外已有少量研究[13-14, 25, 30]. 胃

癌为我国常见肿瘤 其基因研究也不少[33-52] 但目前

尚罕见中国胃癌中FHIT基因蛋白(Fhit)原位表达的研

究 亦未见有随访资料的分析报道. 我们报告76例胃



癌Fhit 表达状况及其与临床病理指标的可能关系.

1   材料和方法

1.1 材料  我院1996-2000年存档并有随访资料的胃癌

手术标本76例 组织学 级22例 级6例 级48

例; 临床 期20例 期12例 期38例 期6例;

手术时已出现淋巴结转移54例 无淋巴结转移22例. 紧

邻癌旁的异常增生黏膜58例作为自身对照 正常胃黏

膜10例为正常对照.

1.2 方法  切片脱蜡至水 在30 ml/L 过氧化氢-甲醇

中浸泡10 min灭活内源性过氧化氢酶 采用枸橼酸-微

波-SP法在10 mmol/L枸橼酸(pH 6.0)中煮沸5 min 保

温10 min 100 ml/L羊血清封闭. 兔抗人FHIT (Zymed

购自北京中山公司)抗体稀释度为1 200  4 过夜;

免疫组化染色均按SP药盒(Zymed)说明书进行. 参用文

献[11 22 24]方法观察Fhit蛋白的分布 阳性强度和

阳性率. 先按染色强度打分: 0分为无色 1分为浅黄

色 2分为棕黄色 3分为棕褐色; 再按阳性细胞所占百

分比打分: 0 分为阳性细胞小于 5% 1 分为大于 5-

25% 2 分为大于 25-50% 3 分为大于 50-75% 4

分为大于75% 染色强度与阳性细胞百分比的乘积9-

12 分为强阳性(++) 5-8 分为弱阳性(+) 0-4 分为阴

性(-)来确定Fhit 蛋白表达状况.

        统计学处理  采用SPSS 10.0软件 以Fisher s 确

切概率法(双侧)检验判断Fhit表达与各病理指标的相互

关系; 以Kaplan-Meier法 Log rank检验作单因素生存分

析 P <0.05 为相差有显著性意义.

2   结果

2.1 胃癌组织Fhit 表达  Fhit 蛋白主要表达于癌旁正常

或紧邻癌旁的异常增生黏膜和癌组织上皮细胞的胞质

以及一些间质细胞如淋巴细胞 浆细胞和巨噬细胞的

胞核及胞质(图1A). Fhit 蛋白表达缺失的分布为癌组织

48/76例(63.2% 图1B) 癌旁黏膜36/58例(62.1%)  正

常胃黏膜0/10. 癌组织或癌旁异常增生与正常胃黏膜比

较 相差有非常显著性(P = 0.000). 癌组织与癌旁异常增

生比较 相差无显著性(P = 1.000).

2.2 Fhit 蛋白表达与癌生物学行为的关系  本组76例胃

癌标本中 Fhit缺失癌在癌组织学分级中的分布为 -

级癌35.7% (10/28) 级癌 79.2% (38/48) 组间比

较 相差有非常显著性(P = 0.000). Fhit缺失癌在临床分

期中的分布为 - 期癌43.8% (14/32) - 期癌

77.3% (34/44) 组间比较 相差有非常显著性(P = 0.004).

Fhit缺失癌在转移癌中的分布为74.1% (40/54) 在未转

移癌中的分布为36.4% (8/22) 组间比较 相差有非常

显著性(P = 0.003). 本组随访资料(图2)显示Fhit 缺失癌

的中位生存时间(Median survival)为 33 mo 而 Fhit 表

达癌者则为71 mo 二者比较相差非常显著(Log rank=

20.78; P = 0.000).

图1  胃癌Fhit 蛋白表达结果(SP 200). A: 胃正常黏膜组织的腺上皮

细胞阳性; B: 胃癌细胞阴性.

图2  Fhit蛋白表达状况的生存曲线.

3   讨论

在正常情况下 Fhit 存在于大多数正常组织中. 国外发

现多种肿瘤组织中Fhit表达存在频繁地降低或丢失 并

发现与FHIT基因转录及缺失有关 故提示FHIT基因

为多种肿瘤的候选抑制基因[1-2]. Fhit蛋白抑制肿瘤的机

制可能与以下方面有关: (1)具有Ap3A水解酶的作用.

Ap3A为ATP类似物 能以底物方式提供磷酸基团从而

提高蛋白激酶的活性. 因此Fhit 表达下降时Ap3A水平

升高可增强生长信号传导途径 阻断抑制途径或凋亡

通道导致肿瘤的发生和发展; (2) mRNA脱帽功能. Fhit蛋

白具有去除mRNA 帽类似物的作用 影响重要基因

mRNA 的翻译; (3)Fhit-Ap3A底物复合物作用. Fhit 蛋

白还可与其底物Ap3A结合通过Fhit-底物复合物产生

抑癌作用 其抑癌作用可能比其水解酶作用更重要. 国

外[13-14, 25, 30]发现Fhit蛋白表达降低或丢失在胃癌发生和
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演化中具有重要作用. 本研究与国外作者的结果比较

胃癌组织Fhit 蛋白表达缺失率为63.2% (48/76) 证实

了国外(62.9%)的发现. 本组结果中紧邻癌旁的异常增生

黏膜Fhit 蛋白表达缺失率为62.1% 提示Fhit 蛋白表

达缺失与胃黏膜上皮细胞的癌变有关; 本结果中Fhit蛋

白缺失癌在各临床分期组中的分布有非常显著性差异

(P =0.004)并多见于伴有转移的胃癌(P =0.003); 随访资料

中Fhit 蛋白缺失癌的中位生存时间明显低于Fhit 蛋白

表达癌(Log rank=20.78; P = 0.000) 提示Fhit 蛋白表达

减少与癌组织侵袭 转移以及预后相关 亦与国外的结

果一致[13-14, 25, 30]. 本结果提示Fhit蛋白为一种与胃癌发生

和侵犯转移相关的重要抑癌蛋白. Fhit 蛋白用免疫组化

方法易于检测 可能成为一种新的分子指标监测临床

患者预后.
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Abstract
AIM: Potassium antimonyl tartrate (PAT), an antiparasitic
agent has rencently been shown to induce apoptosis of leu-
kaemia cells. Its effects on human gastric cancer SGC-7901
cells and possible mechanism were investigated in this study.

METHODS: The growth inhibition of cells induced by vari-
ous concentrations of PAT in different time course was
analyzed by using MTT assay. The nuclei were stained by
Hoechst 33 258 and the morphologic changes were observed
by fluorescence microscope. TUNEL staining, double-staining,
and flow cytomery were used to detect apoptosis of cells.

RESULTS: SGC-7901 cells’ growth inhibitory rates by PAT
were significantly different in dose-and time-dependent
manners (analysis of variance,  P <0.01). Chromatin conden-
sation and nuclear fragmentation were seen under fluores-
cence microscope in the cells treated with Hoechst 33 258,
and apoptotic cells were also detected by flow cytomytry
and TUNEL staining method.

CONCLUSION: PAT can induce the apoptosis of SGC-7901
cells, and PAT may be a promising apoptosis-inducer in
gastric cancer therapy.

Guo GY, Xu SY, Deng CS. Potassium antimonyl tartrate induces
apoptosis in human gastric carcinoma cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(3):520-522

摘要

目的: 用于治疗寄生虫病的酒石酸锑钾能抑制白血病细胞及

淋巴瘤细胞生长 并诱导其凋亡. 本文探讨其对人胃癌

SGC-7901细胞株的作用及可能的机制.

方法: 采用MTT法检测不同浓度酒石酸锑钾对胃癌SGC-

7901细胞的生长抑制作用; 经 Hoechst 33 258染色后用荧

光显微镜观察细胞核的形态变化; DNA末端原位标记染色

法 双染法(annexin- /PI)和流式细胞术检测细胞凋亡.

结果: 酒石酸锑钾能明显抑制胃癌细胞生长 抑制作用呈

时间和剂量依赖性(方差分析 P <0.01); Hoechst 33 258

染色后荧光显微镜观察细胞核固缩 呈致密的强荧光; DNA

末端原位标记染色法 流式细胞仪检测均检测到凋亡细胞.

结论: 酒石酸锑钾能诱导胃癌SGC-7901细胞凋亡.有望作

为一种新的凋亡诱导剂用于胃癌的治疗.

郭光云, 徐少勇, 邓长生. 酒石酸锑钾诱导人胃癌细胞凋亡. 世界华人消化杂
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0   引言

胃癌是威胁人类健康最常见的恶性肿瘤之一[1-10]. 近年来

随着诊断技术的进步 使得早期胃癌的治疗取得了满

意的疗效[11-12] 可是对中晚期胃癌 化疗的效果仍较

差.因此 寻找新的方法治疗胃癌 延长患者的生存期

具有重要临床意义[13-15]. 研究表明三氧化二砷治疗急性

早幼粒细胞白血病疗效显著 并能诱导多种实体瘤细胞

凋亡[16] 但因具有致癌性及其他副作用而使临床使用

受限[17]. 新近的研究表明 酒石酸锑钾曾用于治疗寄生

虫感染 能显著抑制白血病细胞 恶性B淋巴细胞生长

诱导肿瘤细胞凋亡 而副作用比三氧化二砷小 [18-19]. 酒

石酸锑钾对胃癌细胞的作用尚未见报道 现探讨如下.

1   材料和方法

1.1 材料  酒石酸锑钾(potassium antimonyl tartrate)购自

Sigma-Adrich公司; Hoechst 33 258购自Sigma公司; 四

甲基偶氮唑盐[3-(4 5-dimethylthiazo-2-yl)-2 5-

diphenyl-tetrazolium bromide MTT])购自北京华美公司;

RPMI1640 培养基 小牛血清购自Gibco 公司; SGC-

7901胃癌细胞株购自中科院上海细胞生物所; Annexin-

/PI试剂盒购自 Bender Medsystems 公司. TUNEL试剂

盒购自武汉博士德公司. Olympus BX51荧光显微镜 960



酶标仪  Coulter Epics XL流式细胞仪等.

1.2 方法  细胞培养用RPMI 1640培养液(含100 mL/L小

牛血清 100 kU/L青霉素 100 kU/L链霉素) 在37

50 mL/L的CO2孵箱中常规培养. 取对数生长期的SGC-

7901胃癌细胞用2.5 g/L胰蛋白酶消化成单细胞悬液 调

整细胞密度为3 107 /L 接种于96孔培养板 每孔

加细胞悬液200 µL 细胞培养 24 h 贴壁后 加入酒
石酸锑钾. 设立阴性对照组和实验组 酒石酸锑钾浓度

为(5 µmol/L 10 µmol/L 20 µmol/L 40 µmol/L)每组
均设立4个复孔. 培养24 h 48 h 72 h每孔加入MTT

(5 g/L PBS配制) 20 µL再培养4 h 吸弃上清 加入
DMSO 200 µL 震荡10 min. 于酶标仪490 nm处测量吸光
度A值.实验重复3次 取其均值. 计算细胞增生的抑制

率. 细胞生长抑制率=(1-实验组A值)/对照组A值 100%.

1.2.1细胞核的变化  取指数生长期的细胞 以1 108/L

的密度接种于 6 孔板中 培养 24 h 细胞贴壁后加入

5 µmol/L 10 µmol/L 20 µmol/L酒石酸锑钾及不加药
物的阴性对照 24 h后吸尽培养液 加入固定液(甲醇V

冰醋酸 V 3 1) 0.5 mL 固定10 min 去固定液

用PBS洗两遍. 加入Hoechst 33 258 (5 mg/L)染色液0.5 mL

染色5 min. 紫外光激发 荧光显微镜观察并照相.

1.2.2 细胞凋亡的检测  取指数生长期的细胞 以1

108/L的密度接种于6孔板中 培养24 h后加入5 µmol/L
10 µmol/L 20 µmol/L酒石酸锑钾及不加药物的阴性对
照. 收集药物作用24 h后的细胞 按照试剂盒说明书操

作 用Annexin- 和PI染色 流式细胞仪检测. 另培养

24 h后 40 g/L多聚甲醛固定30 min 按照试剂盒说明

书操作. 高倍光镜下记数1 000个细胞 计算凋亡指数

(apoptosis index AI)=凋亡细胞数 /总细胞数 100%.

        统计学处理  采用SPSS10.0软件处理系统 细胞生

长抑制率用 F检验 细胞凋亡率用 χ2检验.

2   结果

2.1 细胞增生抑制率  酒石酸锑钾能有效抑制体外培养

的SGC-7901 细胞生长 其抑制率随时间延长和浓度

升高而升高(bP <0.01 F =276.81表 1) 呈时间效应和剂

量效应关系.

表 1  酒石酸锑钾对SGC-7901细胞的生长抑制率(mean±SD, %)

                 t/ h
PAT(µmol/L)

     24        48        72

          5   8.5 4.4         12. 2 3.3 19.5 5.2

      10 14.2 5.0 33.4 4.3 38.4 5.4

      20 25.7 3.8 47.2 5.1 54.1 7.5

      40 27.7 4.0 59.7 5.5 66.6 6.0

bP <0.01, F =276.81.

2.2 细胞核形态特征  酒石酸锑钾作用24 h行Hoechst

33 258 染色后 在荧光显微镜下观察 SGC-7901 细

胞核明显变小 并可见致密强荧光(图 1). 而对照组细

胞所发荧光较弱 较均匀.

图1  作用24 h SGC-7901细胞核形态 400. A : 对照组;  B: 酒石酸锑钾.

图2  Annexin FITC和PI 双染检测SGC-7901细胞早期凋亡. A:
对照组; B:酒石酸锑钾.

图3  SGC-7901细胞凋亡TUNEL 400.  A: 对照组; B:20 µmol/L酒
石酸锑钾.
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2.3细胞凋亡检测结果  酒石酸锑钾作用于SGC7901细

胞 用Annexin 和PI染色流式细胞仪检测双参数图上

可见对照组细胞主要分布于第三象限(Annexin - PI-)

酒石酸锑钾处理后细胞分布发生明显改变 第四象限细

胞(Annexin + PI-)增加 代表早期凋亡细胞 第二象限

细胞(Annexin + PI+)分布也增加 代表坏死细胞(图2).

酒石酸锑钾处理SGC7901细胞24 h后 早期细胞的凋亡

率3.4 % 8.2 和12.9 呈一定的剂量效应关系.TUNEL

检查细胞核中有棕红色颗粒为阳性细胞(图3). 细胞的凋

亡指数为7.5 16.7 38.1 阴性对照组为4.6

(dP <0.01 χ2=47.454). 可见在一定时间内 随着作用浓
度增大 凋亡细胞的百分率也随着增加.

3   讨论

凋亡异常在肿瘤发生发展中具有重要作用 逃避凋亡

机制的调控在肿瘤细胞对常规化疗药物耐药中起关键

作用. 随着凋亡研究的深入 人们致力于开发新的药物

以选择性诱导肿瘤细胞凋亡[20]. 酒石酸锑钾能抑制急性

早幼粒细胞白血病细胞NB4和NB4R4生长 通过降解

PML/PML-RARa混合蛋白 而诱导NB4和NB4R4凋亡.

其微摩尔浓度可诱导NB4 NB4R4细胞凋亡 机体能

很好耐受而无明显毒副作用 锑剂与RA之间无交叉耐

药 副作用比三氧化二砷小. Lecureur et al [18]研究表明

酒石酸锑钾能诱导其他白血病细胞(K562 HL60 U937

和KGLa)凋亡. 他可能作用于谷光甘肽过氧化物酶或巯

基 导致氧化应激 线粒体跨膜电位下降 触发细胞凋亡

的级联反应; 因诱导的凋亡不能被广谱caspase酶的抑制剂

所阻滞 推测凋亡过程可能不需caspase酶的激活 但凋

亡诱导因子是否参于凋亡过程尚需研究. Lecureur et al  [19]研

究亦发现酒石酸锑钾能抑制多种淋巴细胞株的生长

包括来源于急性淋巴细胞白血病的 Jurkat Molt-4

Nalm-6 细胞和来源于淋巴瘤Dudi Raji Recl 细胞.

并能诱导Dudi Jurkat 细胞凋亡.凋亡依赖于caspase酶

的活性 并与线粒体跨膜电位下降和细胞内活性氧类

物质增多有关.酒石酸锑钾能显著抑制恶性淋巴细胞生

长 而对正常的淋巴细胞无影响. 提示酒石酸锑钾诱导

凋亡对正常组织的影响小 使其在治疗血液系统恶性

肿瘤中具有一定的应用前景[18-19].

          我们发现微摩尔浓度酒石酸锑钾能明显抑制体外培

养的胃癌SGC-7901 细胞的生长 且其抑制细胞增生

在一定范围内 随酒石酸锑钾的浓度而增加 作用时间

延长 细胞增生抑制率相应增加 具有时效及量效关系.

通过荧光显微镜观察到酒石酸锑钾作用后 细胞的染

色质浓缩 边聚 等凋亡的形态改变; 用异硫氢酸荧光

素(fluorescien isothiocyanate FITC)标记的连接素

(Annexin -FITC)和 PI 双染法检测细胞凋亡 因

Annexin 能与暴露在凋亡早期细胞膜外表面的磷脂酰

丝氨酸特异性结合与其连接的FITC发出绿色荧光 而

此时细胞维持膜的完整性 变性染色质着色的荧光染

料PI不能进入细胞; 凋亡晚期及继发性坏死细胞膜失去完

整性 故FITC和PI双染; 坏死 机械性损伤的细胞只能

PI与结合.故通过双染可区分早期的凋亡细胞与凋亡晚期

坏死 继发性坏死细胞.酒石酸锑钾作用后SGC-7901细胞

呈典型的凋亡细胞分布图. TUNEL法亦检测到凋亡细胞.

TUNEL法和Annexin /PI法检测细胞凋亡率有一差别

TUNEL法检测凋亡率稍高 可能因为TUNEL无法区分死

亡细胞与凋亡细胞 少数坏死细胞也呈阳性染色有关[3].
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Abstract
AIM: To study the inhibitory effects of celecoxib on prolif-
eration of human hepatoma SMMC-7721 cells and gastric
cancer SGC-7901 cells in vitro.

METHODS: The two carcinoma cells were cultured with
celecoxib at various concentrations (0, 20, 40, 80, 160 and
320 µmol/L). Growth suppression was detected with MTT
colorimetric assay, cell apoptotic alterations were evaluated
by transmission electron microscopy (TEM), and quantity of
Cox-2 was evaluated by cytochemical staining.

RESULTS: The inhibition of proliferation on two carcinoma
cells was observed by MTT (49.1% and 42.9% by 320 µmol/L
celecoxib). The inhibitory effect was dose-dependent. Apoptotic
cells were observed under transmission electron microscope.
The different quantities of Cox-2 protein in cells were observed
by cytochemical staining.

CONCLUSION:Celecoxib inhibits proliferation, induces
apoptosis of human two carcinoma cells in vitro, and the
effects have close relation to the quantities of Cox-2 protein
in cells.

Fan J, Dou KF, Li KZ. Inhibitory effects of celecoxib on proliferation of
human liver and gastric carcinoma cells in vitro. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(3):523-526

摘要

目的: 研究塞莱西布在体外对人类肝癌7721细胞以及胃癌

7901细胞的生长抑制作用.

方法: 两种肿瘤细胞用含不同浓度(0 20 40 80 160

和320 µmol/L)的塞莱西布的培养液培养. 应用MTT测定法
来测定生长抑制率 电镜技术来观察细胞凋亡情况 免疫

组化技术来检测细胞内Cox-2蛋白含量.

结果: 塞莱西布对两种肿瘤细胞均具有生长抑制作用(塞莱西布

320 µmol/L时两种肿瘤细胞抑制率分别为49.1%和42.9%)
并呈现量-效关系. 电镜下可观察到凋亡细胞. 免疫组化发

现细胞内环氧化酶的含量在处理前后有明显变化.

结论: 在体外 塞莱西布抑制人类肝癌及胃癌细胞生长

诱导他们产生凋亡 并且该作用与细胞内环氧化酶含量有

密切关系.
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0   引言

早在 1870 年代 阿斯匹林以及其衍生物就被用于解

热 镇痛以及抗血栓的治疗[1]. 他们被称作非甾体类抗

炎药(NSAID ) 其主要的作用在于抑制了环氧化酶

(cyclooxygenase)的活性 减少了前列腺素的合成 从而

降低了炎症反应. 最近 通过流行病学 基础实验和

临床研究发现 长期服用NSAID可以降低食管癌 胃

癌 结肠癌及直肠癌等肿瘤的发病率. 其中 针对环氧

化酶两种亚型之一的环氧化酶-2 (Cox-2)的特异性抑制

剂塞莱西布(celecoxib)具有明显的抑制多种肿瘤细胞如

前列腺癌[2] 脑瘤[3]等的生长 并有促进肿瘤细胞凋

亡的作用. 因此 我们选择人类肝癌细胞(SMMC-7721)

和胃癌细胞(SGC-7901)来观察塞莱西布对他们的生长

抑制及促凋亡作用 为塞莱西布抗肿瘤机制的进一步

研究和肿瘤的化学治疗或是化学辅助治疗的临床应用

提供依据.

1   材料和方法

1.1 材料  Celecoxib购自Cearal 公司 -20 保存. 胰酶

购自华美生物公司. MTT购自Gibco公司. Cox-2免疫组化

试剂盒购自博士德生物公司. 小牛血清 RPMI1640和

DMSO购自鼎国公司. 肝癌细胞(SMMC-7721)由本实验室

提供 细胞置于含50 mL/L CO2 37 的培养箱中培养 以

含100 mL/L小牛血清的RPMI1640作为其培养基 104/L

细胞接种100 mL培养瓶进行培养 3 d传代.
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1.2 方法  将对数生长期的SMMC-7721及 SGC-7901细

胞记数后 调整细胞密度为1 104/L 接种到 96 孔

培养板 每孔 200 µL 每组 8 孔 细胞贴壁后每孔
分别加入20 40 80 160 和 320 µmol/L 不同浓度
的塞莱西布继续培养24 h 以培养液为对照组. 分别加

入新配置的5 g/L MTT 60 µL 37 继续孵育4h 弃上
清 加入DMSO 150 µL以及甘氨酸-氢氧化钠缓冲液(pH
10.2) 20 µL 振荡10 min 后 用酶标仪 在570 nm
波长测定吸光度 记录数据. 肿瘤细胞的抑制率(%) = (1-

实验组A值/阴性对照组A值) 100%. 细胞培养同上

对照组换正常培养液 实验组换含320 µmol/L的塞莱
西布的培养液 培养24h后 消化后D-Hanks液洗涤离

心 (1 000 r/min 5min/次) 2次后 用25 g/L戊二醛4

固定 30 min 常规制作电镜标本 双铅染色后 置

于1200EX型透射电镜观察摄片. 细胞以104/L分别接种

4个预置4块1cm 1cm盖玻片的6 cm培养皿 37 

培养箱培养 设立对照组和实验组 对照组换正常培

养液 实验组换含320 µmol/L 的塞莱西布的培养液
培养24 h后 按试剂盒说明固定染色 显微镜(Olypus)

观察摄片.

     统计学处理  对MTT测定所获得的数据进行mean±SD
检验分析 P <0.05 被认为是有显著差异.

2   结果

2.1 MTT法检测  随着药物浓度的升高 两种细胞的

存活率呈明显下降 存在量效关系(表 1).

表1  莱西布对肿瘤细胞增生活性的影响(MTT法mean±SD)

          A值 抑制率(%)                                      t
塞莱西布(µmol/L)

       SGC-7901    SMMC-7721             SGC-7901             SMMC-7721     SGC-7901    SMMC-7721

    0 (对照)  0.0 743 0.0 024  0.0 653 0.0 021

  20  0.0 703 0.0 012  0.0 607 0.0 006 5.4 1.2       7.7 0.7     6.000            13.999

  40  0.0 697 0.0 012  0.0 593 0.0 021 6.3 1.2       9.2 2.4          7.000             4.992

  80  0.0 680 0.0 020  0.0 587 0.0 015 8.5 1.8     10.2 1.7     5.485              7.559

160  0.0 557 0.0 042  0.0 503 0.0 015            25.0 4.0     23.0 1.7          7.766            17.008

320  0.0 393 0.0 050  0.0 373 0.0 012            47.1 4.8     42.9 1.4        12.044            41.999

P <0.05.

2.2 凋亡细胞的超微结构  在电镜下可以看出 两种实

验组的细胞 有典型的凋亡结构出现. 其特征是细胞皱

缩 微绒毛消失 体积缩小 且染色质浓缩 形成

沿核膜分布的不同形状和大小的块状结构(图1).

图1  癌细胞凋亡的超微结构电镜 12 000. A: 7901细胞; B: 7721细胞.

图2  塞莱西布作用24 h的COX-2表达SABC 400. A1: 7901对照

组; A2: 7901实验组; B1: 7721对照组; B2: 7721实验组.

A

B

A1 A2

B1 B2
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2.3 细胞化学染色观察  COX-2阳性的细胞主要为细胞

质和核膜着色 呈棕黄色细颗粒状 少部分细胞有细胞

核和细胞质同时着色. 处理前的两种肿瘤细胞 COX-2

的表达水平较高 而处理后 可以发现 COX-2表达

水平明显下降 并出现细胞形态的改变(图2).

3   讨论

Kerr et al学者最先提出了细胞凋亡这个概念. 随后的一系

列研究显示肿瘤细胞的增生与其丧失凋亡能力有关[4-17]

并且存在多种因素导致了肿瘤细胞凋亡能力的丧失[18-23].

因此 探索能够诱导肿瘤细胞凋亡的新药就成为了众

多学者努力的方向[24-25]. 作为一种新近合成的抗风湿的

非甾体类抗炎药 塞莱西布最初的目的主要是抗炎镇

痛治疗. 然而 随着一些临床流行病学的调查的展开

有学者发现 患有家族性腺瘤息肉病的患者 在持续

6 mo服用一定剂量的塞莱西布后 其息肉数量和大小

都小于对照组患者[26]. 流行病学研究的发现 引起了科

研人员的注意. 随后展开的一些实验中 人们发现

塞莱西布能够抑制部分肿瘤细胞的生长并且诱导他们

的凋亡 比如: 前列腺癌[2] 脑癌[3]等.

        目前肿瘤仍是严重威胁人类生命的主要疾病之一

其发病机制复杂 影响因素多[27-30]. 临床上 许多患者

在确诊时已丧失了手术机会 而化疗和放疗的效果不

佳 毒副作用较大. 因此 寻找一种高效低毒的药物

作为化疗治疗或是辅助治疗晚期肿瘤就是许多学者研

究的方向. 本实验中 我们通过MTT法 发现塞莱西布

具有明显的抑制两种肿瘤细胞生长的作用 并且存在

量-效关系. 通过电镜等 我们又观察到塞莱西布对他

们存在明显的促凋亡作用. 通过细胞化学染色 我们发

现 塞莱西布对两种肿瘤细胞内的环氧化酶-2 (Cox-2)

具有明显的抑制作用 此酶的含量可能与塞莱西布的

作用密切相关.

       目前 塞莱西布抑制肿瘤细胞生长和促进其凋亡的

作用机制还不是很清楚 存在几种不同的观点. 有的观

点认为 环氧化酶-2 (Cox-2)在肿瘤组织过表达所产

生的前列腺素E2 是大部分肿瘤细胞形成和存活的基

础 塞莱西布抑制了他的表达 也同时抑制了前列腺

素 E 2的合成 因此抑制了肿瘤细胞的存活 诱导了

凋亡[3]; 有的观点认为 塞莱西布抑制了肿瘤细胞内内

质网表面的Ca2+依赖的ATP酶的功能 导致了细胞内

Ca2+调控机制的紊乱 从而促进了肿瘤细胞的凋亡[31];

还有观点认为 塞莱西布通过抑制了蛋白激酶依赖的

激酶1 (PDK1)的磷酸化 抑制了该激酶的功能 也抑制

了其下游分子蛋白激酶B (PKB)的功能 从而导致了有

功能的促凋亡分子bad在细胞内的表达量上升 促进了

细胞凋亡等[32].

       最近 塞莱西布已经被美国食品和药品管理委员

会(FDA)批准 作为患家族性息肉病(FAP)的患者预防

结肠癌的预防药物. 相信随着科研实验的进一步深入

对环氧化酶-2的特异性抑制剂塞莱西布抗肿瘤的作用

机制的研究必将有所突破. 塞莱西布所具有的明显的抑

制肿瘤细胞生长并且诱导其凋亡的特性 相信将在多

种晚期肿瘤的化疗治疗或辅助治疗中具有广阔的应用

前景.
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Abstract
AIM: To observe the effects of somatostatin analog
(octreotide) on the growth and apoptosis of gastric cancer
cell line.

METHODS: The proliferation of gastric cancer cell line SGC-
7901 was determined in octreotide groups and control
group by MTT. The cell morphology was observed under
HE staining and electron microscopy. The cell cycle and
apoptosis ratio were measured using flow cytometry
analysis.

RESULTS: The growth of gastric cancer cell line SGC-7901
was significantly inhibited by octreotide with 160-480 mg/L
(vs controls, P <0.001), and the maximal inhibitory rate
was 25.4%. Morphological variations of apoptosis were ob-
served at 48 hours treated with octreotide by HE staining and
apoptosis body was observed under electron microscope.
Apoptotic rate was 9.42±5.29% (P <0.05).

CONCLUSION: Octreotide can suppress the growth of gastric
cancer cell line SGC-7901 and induce apoptosis of the cells.
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摘要

目的: 研究生长抑素类似物奥曲肽对人胃癌细胞株SGC-

7901生长和凋亡的作用.

方法: 取人胃癌细胞株SGC-7901 体外培养后以处于对

数生长的细胞制成单细胞悬液 加入不同浓度的奥曲肽 以

MTT法进行细胞增生试验 并以不含药物的培养液为阴性

对照; 通过HE染色和电子显微镜观察细胞形态 通过流式

细胞仪测定SGC-7901细胞周期和凋亡率.

结果: 奥曲肽在一定浓度范围内(160-480 mg/L)对SGC-7901

细胞的生长具有抑制作用(与对照组比较 均 P <0.001)

并存在量效关系和饱和性 最大抑制率为25.4% (奥曲肽

浓度400 mg/L). 奥曲肽可诱导SGC-7901 细胞凋亡 HE

染色见奥曲肽作用48 h 细胞开始出现凋亡的形态学改

变 72 h凋亡细胞明显增多 电镜下见有典型的凋亡小体

出现. 流式细胞仪分析可见G1峰前出现亚二倍体峰 凋亡

率为 9.42 5.29% (P <0.05).

结论: 奥曲肽在体外能抑制人胃癌细胞株SGC-7901细胞的

生长 其作用与诱导肿瘤细胞凋亡有关.
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0   引言

生长抑素对机体几乎所有分泌功能起抑制作用[1-4] 生

长抑素类似物奥曲肽能抑制多种肿瘤的生长[-7] 胃癌

细胞有生长抑素受体表达[8] 因此在理论上生长抑素

能通过受体对胃癌细胞发挥相应作用. 为了探讨奥曲肽

治疗胃癌的可能性 我们通过体外实验研究奥曲肽对

胃癌细胞生长和凋亡的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  人胃癌细胞株SGC-7901(中科院上海细胞所)

维护于含100 ml/L小牛血清和3 g/L谷氨酰胺的PRMI

1640 培养液中 另加青 链霉素各 100 ku/L 置于

37 50 ml/L CO2及饱和湿度的培养箱中培养. 实验

用药为生长抑素类似物-奥曲肽(北京诺华制药公司).

1.2 方法

1.2.1 细胞增生试验MTT法  取状态良好 处于对数生

长期的SGC-7901细胞 用2.5 g/L trypin+0.1 g/L EDTA

消化后制成1 107 /L 的单细胞悬液 以每孔200 µL
接种于96孔平底培养板中 置于37 50 ml/L CO2
及饱和湿度的培养箱中 24 h后加入不同浓度的奥曲

肽(浓度分别为 80 160 280 400 480 µg/L 由
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无血清PRMI1640培养液将奥曲肽母液稀释而成). 50 ml/L

小牛血清 以不含药物的培养液为阴性对照. 实验组及对

照组均设8个复孔 培养48 h后 每孔加入新配制的MTT

液(5 g/L)20 µL 置于孵育箱内4 h后 吸去培养液 每
孔加入DMSO 150 µL 用酶标仪于492 nm波长测吸光度
(A)值 细胞存活率=实验组A值/对照组A值 100%.

1.2.2 HE染色和电子显微镜观察  取状态良好的处于对数

生长期的细胞 2.5 g/L trypin消化后 制成1 108 /L

的单细胞悬液 每瓶3 mL接种于含玻片的培养瓶中

置于37 50 ml/L CO2及饱和湿度的培养箱 24 h

后加入奥曲肽 分别于48 h和 72 h后乙醇固定5 min

苏木精染液染色1 min 自来水冲洗 晾干 封片 油

镜下观察. 细胞培养24 h后加入奥曲肽 72 h后取5

106个细胞 PBS 洗涤细胞2遍 30 ml/L戊二醛固定

4 h 10 g/L锇酸固定1 h 梯度丙酮脱水 树脂包埋

LKB-NOVa热膨胀式超薄切片机 厚度500 nm 醋酸铀

枸橼酸铅双染色法染色 JEM100CX- 透射式电子显

微镜下观察.

1.2.3 流式细胞仪测定  细胞培养24 h 后加入奥曲肽

48 h后 弃去培养液 2.5 g/L trysin+0.1 g/L EDTA消

化 收集细胞 制成单细胞悬液 PBS洗2次(5 000 r/min)

调节细胞密度为1 109/L 700 ml/L冰乙醇固定24 h

后取单细胞悬液100 µL置试管中 加PI溶液50 µL
室温避光30 min 加 PBS溶液400 µL 上机行流式细
胞仪测定SGC-7901细胞DNA含量 并以流式细胞仪

随机软件分析 以加入二甲基亚砜的细胞组为阴性对

照 试验和对照组各设4个样本.

        统计学处理  应用SPSS10.0统计软件包统计 结果

以平均值 标准差(mean±SD)表示 采用 t检验进行统
计学分析.

2   结果

奥曲肽对SGC-7901 细胞的生长具有抑制作用 其抑

制率随着药物浓度的增高而增大 最大抑制率可达

25% (表1). 提示奥曲肽对胃癌SGC-7901细胞的体外抑

制作用存在量效关系.

表1  奥曲肽对胃癌细胞SGC-7901生长的抑制作用 (mean±SD, A, n =8)

奥曲肽浓度(ug/L)           A值          细胞存活率(%)

    480 0.3 690 0.0 093b      75.4

    400 0.3 650 0.0 294b      74.6

    280 0.3 880 0.0 368b      79.3

    160 0.4 208 0.0 309b      86.0

      80 0.4 633 0.0 476      94.7

       0 (对照组) 0.4 893 0.0 618               100.0

bP <0.001, vs对照组.

       奥曲肽作用后48 h细胞开始出现凋亡的形态学改

变 72 h 凋亡细胞明显增多 通过HE染色 可看到

较为典型的细胞凋亡形态学改变: 细胞核固缩 染色质

凝集 呈新月形紧贴于核膜周边 核破裂 染色质片

断化 凋亡小体形成(图 1). 电镜下见凋亡细胞的核染

色质浓聚成颗粒状或条索状 聚集在核膜下 内质网

扩张 出现空泡 有典型的凋亡小体形成(图 2).

图1  SGC-7901细胞HE染色. A: 奥曲肽; B: 对照组.

图2  SGC-7901细胞电子显微镜. A: 奥曲肽; B: 对照组.

       流式细胞仪检测显示 当奥曲肽浓度达到160 µg/L
时 DNA直方图上可见G1峰前出现亚二倍体峰(凋亡
峰) 浓度升至280和 480 µg/L 凋亡峰更为明显. 奥曲
肽对细胞周期和凋亡均有影响(表2).

表2  奥曲肽对细胞周期和凋亡的影响(mean±SD, n =4)

组别   G0/G1                 S                   G2/M           凋亡率(%)

奥曲肽          62.4 6.8         34.3 3.0         3.3 4.6       9.4 5.3a

对照组          57.7 4.1         34.5 2.4         6.0 2.2               0

aP <0.05, vs 对照组.

A

B

A B
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3   讨论

胃癌的生长受许多因素影响 有研究显示 五肽胃泌

素能促进胃癌细胞株HGC808 HGC823的生长 增加

氨基己糖的含量 而生长抑素则能抑制胃癌细胞的生

长和分泌胃泌素 胰高糖素 降低氨基己糖的含量[9].

我们的实验显示 奥曲肽对胃癌细胞SGC-7901 的体

外生长具有抑制作用 随剂量增大抑制作用增强 最大

抑制率达25%. 建立裸鼠人胃癌原位移植瘤模型 以奥

曲肽皮下注射8 wk 发现抑瘤率达62.3% 凋亡指数为

18.3 2.7% 而且胃癌组织及胃癌细胞株均有生长抑

素受体SSTR-2 SSTR-3 基因的表达 结果提示奥曲肽

通过SSTR-2和 SSTR-3介导有效地抑制胃癌生长[10].

       生长抑素可诱导乳腺癌细胞 大肠癌细胞 肝癌

细胞凋亡. 在我们的实验中 经HE染色和电子显微镜

检查 肿瘤细胞在生长抑素作用下 48 h开始出现凋

亡的形态学改变 72 h凋亡细胞明显增多. HE染色和电

子显微镜均可看到较为典型的细胞凋亡形态学改变. 流

式细胞仪检查在DNA直方图上G1峰前出现凋亡峰 细

胞周期分析表明 SGC-7901细胞经生长抑素作用后

细胞被阻滞于G0/G1 期 S 期和G2/M 期细胞明显减

少 细胞凋亡率为9.4 5.3% 表明生长抑素可以通过

诱导凋亡的途径抑制肿瘤细胞的生长. 有研究显示 在

高 中分化胃癌组织中生长抑素高表达 凋亡指数高

而在低分化腺癌和黏液腺癌中生长抑素呈低表达 提

示生长抑素具有抗增生促凋亡作用[11].

          生长抑素通过肿瘤表面的生长抑素受体直接抑制肿

瘤增生. 生长抑素受体有1-5型 在不同的肿瘤细胞中

表达不同 在胃癌表面有生长抑素受体的表达. 伴有腹

腔淋巴结转移的胃癌 其癌组织生长抑素 型受体基

因表达低下 提示生长抑素在胃癌的发生发展过程中

起一定的作用 而 型生长抑素受体表达减少可能与

胃癌的转移有关[12]. 通过免疫组化研究胃癌组织中生长

抑素和表皮生长因子的表达 并对预后进行随访 发

现生长抑素阳性胃癌其表皮生长因子受体的表达明显

减少 而生长抑素阴性表达的表皮生长因子阳性胃癌

预后差 提示生长抑素可能通过干扰生长因子的合成

而抑制胃癌生长[13]. 总之 生长抑素抑制肿瘤细胞生长

的机制尚不明确 可能的机制有诱导肿瘤细胞凋亡和

内分泌途径等一系类机制抑制肿瘤生长.
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Abstract
AIM: TGIF (TG interacting factor) can inhibit both TGF-β
and retinoid signaling pathways, moreover, the activation
of MAPK pathway can lengthen its half life. However, its
role in carcinogenesis is still unclear. Thus we attempt to
investigate the effect of TGIF antisense oligodeoxynucleo-
tide (ASDON) on proliferation and apoptosis of gastric car-
cinoma cells.

METHODS: After gastric carcinoma cells, SGC-7901, were
transfected with TGIF ASDON, we analyzed the transfect
efficiency by RT-PCR, its proliferation by MTT method, cell
cycle and apoptosis rate via flow cytometer.

RESULTS: After transfection with TGIF ASDON, the prolif-
eration of SGC-7901 cells was partially inhibited, and its
inhibitory rate was increased to 20.4% at 72h, whereas it
had no effect on cell cycle and apoptosis of SGC-7901 cells.
Followed by the treatment of TGF-β1, the growth rate of
cells transfected with TGIF ASDON was distinctly reduced
by 30%, and the content of G1 phase cells increased more
obviously compared with the cells transfected with mu-
tated oligonucleotides or untransfected cells.

CONCLUSION: TGIF can resist the negative regulation of
TGF-β1 over proliferation and cell cycle. Most of tumor cells
and interstitial cells can secrete TGF-β1, and tumor cells
may resist the TGF-β1 mediated growth inhibition via TGIF,
leading to the progression and even metastasis of tumor.

Hu ZL, Wen JF, Liu Y, Wang KS, Zhen H, Fu CY. Effects of TGIF
antisense oligonucleotide on proliferation and apoptosis of gastric car-
cinoma cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):530-532

摘要

目的: TGIF( TG interacting factor)是TGF-β和视黄醛信号
传导通路的抑制分子 且MAPK通路的活化能延长其半衰

期 但他在肿瘤发生中的作用尚不清楚 本研究旨在探讨

TGIF反义寡核苷酸对胃癌细胞增生和凋亡的影响.

方法: 将TGIF反义寡核酸瞬时转染胃癌细胞株SGC-7901

RT-PCR检测转染效率 MTT法检测胃癌细胞的增生速度

流式细胞术分析转染细胞的细胞周期和凋亡率的变化.

结果: SGC-7901细胞转染TGIF反义寡核苷酸后 细胞增

生受到部分抑制 72h后 他的抑制率达20.4% 但细胞的

凋亡和细胞周期分布无明显改变. TGF-β1处理后 与突变
寡核苷酸转染组细胞和未转染组细胞相比 TGIF反义寡核

苷酸转染的SGC-7901细胞的增生受到明显抑制(30%) G1

期细胞含量增加更明显.

结论: TGIF能抑制TGF-β1对细胞生长和细胞周期的负调
控作用 多数肿瘤细胞和间质细胞能分泌TGF-β1 这些
肿瘤细胞有可能利用TGIF甚至少量TGIF 抑制TGF-β对
自身的生长抑制作用 从而促进肿瘤的发生 发展与转移.

胡忠良, 文继舫, 柳洋, 王宽松, 郑晖, 傅春燕. TGIF反义寡核苷酸对胃癌细胞
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0   引言

胃癌是一种严重威胁我国人民生命健康的常见肿瘤

但其确切的发病机制尚不清楚[1-8]. 目前国内外的研究均

表明 多数肿瘤丧失了TGF-β介导的生长抑制作用
胃癌也不例外[9]. TGIF (TG-interacting factor TGIF)能

抑制TGF-β信号通路[10-13]. MAPK通路与TGF-β信号传
导通路间存在对话 MAPK 通路对TGIF 的磷酸化使

TGIF 的半衰期延长 TGIF蛋白浓度升高[14]; 且 c-Jun

能增强TGIF与 smad2的结合[15]. TGIF功能的增强可能

抑制TGF-β对细胞的负性调节作用. 为探讨TGIF在肿
瘤发生中的作用 我们利用TGIF反义寡核苷酸转染胃

癌细胞SGC-7901 观察他对该细胞增生和凋亡的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  胃癌细胞系SGC-7901购自中国科学院上海细

胞库 TGF-β1 购自 Sigma公司 TGIF反义寡核苷酸
和突变寡核苷酸参照文献(Wotton D et al Cell  1999;

97:29-39)由上海生物工程技术服务有限公司合成 各



碱基均用硫代磷酸化法修饰. 脂质体Lipofectin  Trizol

和RPMI 1640购自Invitrogen公司. 超级小牛血清购自杭

州四季青公司  RT-PCR试剂盒购自Promega公司  TGIF

和 β-actin 扩增引物(表1)由软件Primer Premier 5.0 设
计 由上海生物工程技术服务有限公司合成.

1.2 方法  将细胞接种于含100 mL/L小牛血清的RPMI

1640培养液中 在含50 mL/L CO2空气的饱和湿度培

养箱 37 连续培养. 实验用细胞均处于对数生长期.

TGIF反义寡核苷酸转染前1 d 接种SGC-7901细胞至

96孔板中(3 103个/孔)或50 mL培养瓶中(5 105个/

瓶)贴壁培养 18 h 无血清培基洗涤细胞 2 次 转染

按lipofectin说明书进行 最终每孔或每瓶分别转染0.5

或 5 µg 寡核苷酸 实验共分3组 即TGIF 反义寡核
苷酸转染组 突变寡核苷酸转染组和未转染组. 转染6 h

后 弃转染液. 无血清培基洗涤细胞2次 各组细胞换

用正常培养液或含TGF-β1 (10 µg/L)的培养液继续培养. 按
Trizol说明书提取总RNA 琼脂糖凝胶电泳鉴定RNA的

提取质量 核酸分析仪测定RNA含量 2 µg总RNA按逆
转录试剂盒说明书合成cDNA第一链. 再取cDNA 2 µL进
行PCR扩增 PCR反应体系: 亚沸水35.5 µL 10 buffer
5 µL MgCl2 4 µL (25 mmol/L) dNTP 1 µL (200 µmol/L)
引物各1 µL (0.1 µmol/L) Taq酶0.5 µL (2 Mu/L)  混匀
后加入50 µL矿物油 点离心. 95 变性 10 min 扩
增 35个循环(97  50 s 62  90 s 72  90 s) 第

5循环结束后 加 β-actin引物(0.1 µmol/L) 1 µL继续扩
增 最后延伸10 min. MTT法检测细胞的增生速度换用

正常培养液或含TGF-β1 (10 µg/L)的培养液培养24 h
48 h和72 h后 加5 g/L的MTT 20 µL于各组中(4孔/组)
继续培养4 h后弃板中的培养液 各孔加DMSO 150 µL
轻轻振动后用酶标仪(波长490 nm)测定各孔的A值. 流式

细胞术分析细胞周期和凋亡  在换用正常培养液或含

TGF-β1 (10 µg/L)的培养液培养48 h后 0.2 g/L EDTA和
2.5 g/L胰酶消化并收集细胞 PBS洗涤2次 750 mL/L

乙醇 4 固定 流式细胞仪测定各组细胞的DNA 含

量 Cell Quest软件分析细胞群体的周期分布和凋亡.

2   结果

2.1 TGIF反义寡核苷酸转染对TGIF表达的影响  经RT-

PCR分析发现SGC-7901细胞转染TGIF反义寡核苷酸

后 TGIF mRNA表达明显减少(图1)  TGIF反义寡核

苷酸能抑制TGIF的表达.

图1  TGIF反义寡核苷酸转染SGC-7901细胞24 h后RT-PCR分析.
1:  TGIF反义寡核苷酸;  2: 突变寡核苷酸;  3: 阴性对照; 前带 β-actin,
204 bp; 后带TGIF, 420 bp.

表1  TGIF和 β-actin的扩增引物序列

引物 序列        长度(bp)

上游 5 -GAGAAGGAGAAGGGGCAACCTA-3

下游 5 -TGGCAGATCACTGATGGACG-3

上游 5 -CCTTCCTGGGCATGGAGTCCT-3

下游 5 - GGAGCAATGATCTTGATCTT -3

2.2 TGIF 反义寡核苷酸对SGC-7901细胞生长的影响

TGIF反义寡核苷酸转染细胞后  SGC-7901细胞24和

48 h的生长速度出现一定程度的抑制 72 h后  TGIF

反义寡核苷酸转染细胞的生长抑制率达20.4% (较未转染

细胞)(图 2). TGF-β1处理后 各组细胞生长速度均明显
减慢(图3) 且TGIF反义寡核苷酸转染细胞的生长速度

较突变组和未转染组明显减慢 72 h后  TGIF反义寡核

苷酸转染细胞的生长抑制率达30% (较未转染细胞).

图2  TGIF反义寡核甘酸对SGC-7901细胞生长的影响.

图3  TGF-β1处理后, TGIF反义寡核苷酸对SGC-7901细胞生长的影响.

2.3 TGIF反义寡核苷酸对SGC- 7901细胞周期的影响

TGIF反义寡核苷酸转染后 流式细胞术分析3组细胞

的细胞周期分布未见明显差别(表 2); TGF-β1 处理后
TGIF反义寡核苷酸转染组的G1期细胞含量由49%增

加到58% 较未转染组和突变寡核苷酸转染组的G1期

细胞含量增加更明显.

2.4 TGIF 反义寡核苷酸对SGC-7901细胞凋亡的影响

TGIF反义寡核苷酸转染组与突变寡核苷酸转染组和未

转染组3组间细胞凋亡率未见明显差别; TGF-β1处理
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后 各组细胞的凋亡率无明显差别.

表2  TGIF反义寡核苷酸对细胞周期的影响

        反义TGIF转染组            突变寡核苷酸转染组                未转染组

TGF-β1(+)  TGF-β1(-)  TGF-β1(+)  TGF-β1(-)  TGF-β1(+) TGF-β1(-)

G1        0.58             0.49               0.53     0.47          0.56               0.49

G2        0.08             0.11                 0.9     0.14          0.08               0.13

S        0.34             0.40               0.38     0.39          0.36               0.39

3   讨论

众所周知 TGF-β是一类能抑制上皮细胞生长的细胞
因子 肿瘤细胞常常逃逸TGF-β介导的生长抑制作用.
TGIF是TGF-β和视黄醛[16]信号传导通路的抑制分子
Nakakuki et al [17]发现在食管癌细胞系中有TGIF基因的

扩增 Luo et al [18]发现在卵巢癌患者的血清中存在针

对TGIF的抗体. 他在肿瘤中的作用引起了我们的极大

兴趣. 我们推测TGIF反义寡核苷酸可能通过拮抗TGIF

对TGF-β和视黄醛信号传导通路的抑制作用 从而部
分逆转胃癌细胞的生物学行为. 但TGIF反义寡核苷酸转

染SGC-7901细胞后 他的生长速度无明显减慢 细胞

周期分布也无明显改变 这可能是由于SGC-7901细胞

在缺乏外源性TGF-β1 时 TGF-β信号通路处于未激
活状态所致. 他同时提示我们反义TGIF可能不能逆转胃

癌细胞的恶性生长特点.

        TGF-β1作用后 TGIF反义寡核苷酸组细胞较突变
组和未转染组细胞的生长速度明显减慢 流式细胞术分

析也表明TGIF反义寡核苷酸转染细胞的G1期细胞的含

量较突变寡核苷酸组和未转染组明显增多. Lo et al [14]的

研究报道与我们的结果一致 他利用碘化脱氧尿嘧啶

吸收试验 发现稳定转染TGIF基因的HaCaT细胞能拮

抗TGF-β介导的生长抑制作用.
        乔文 et al [19]发现TGF-β1能明显诱导SGC-7901细
胞的凋亡 但我们多次流式细胞分析均表明TGF-β1不
能明显诱导SGC-7901细胞的凋亡. TGIF反义寡核苷酸

转染后 胃癌细胞的凋亡没有明显改变; TGF-β1作用
后 他的凋亡率也无明显改变. 这很可能是由于SGC-

7901细胞本身对TGF-β1介导的细胞凋亡不敏感 导
致TGIF反义寡核苷酸不能通过拮抗TGIF而增强TGF-

β对该细胞的凋亡诱导作用. TGIF是否能抑制TGF-β诱
导的细胞凋亡作用有待进一步的研究.

       因此 我们在胃癌细胞SGC-7901中证明TGIF不

能抑制他的增生和诱导他的凋亡 但能抑制TGF-β对该
细胞生长和细胞周期的负调控作用 最近 Chen et al [20]发

现TGF-β能诱导TGIF mRNA表达上调. 有趣的是: 多数
肿瘤细胞和间质细胞能分泌TGF-β 这些肿瘤细胞有
可能利用TGIF甚至少量TGIF 抑制TGF-β对自身的

生长抑制作用 从而促进肿瘤的发生与发展 甚至导

致肿瘤的转移.
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Abstract
AIM: To study effect of traditional Chinese medicine
Weikangning (WKN) on the expression of VEGF and its
receptors Flt and KDR in gastric carcinoma cells.

METHODS: We used different dosage of WKN on rats to
prepare serum containing WKN.The gastric carcinoma cells
were cultured in the RPMI1640 media with serum containing
WKN for 48 hours. The expression of VEGF, Flt-1 and KDR
was determined by reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) and immunohistochemistry in gastric
cancer cell lines respectively.

RESULTS: All gastric cancer cell lines analyzed expressed
VEGF Flt-1 and KDR. But the expression of fVEGF (186.82±
0.22, 195.35±0.45, 172.62±0.52), Flt-1 (198.44±0.44, 188.66±
0.46, 197.01±0.91) in cells cultured in serum containing
WKN decreased in a dose-dependent manner as compared
with control (VEGF162. 78±0.58, Flt: 172.65±0.65)(P <0.05).

CONCLUSION: VEGF and its receptors KDR and Flt-1 are
expressed widely in gastric carcinoma cells and WKN can
inhibit their expression.

Min CY, Li QM, Wu WK. Effect of Chinese medicine Weikangning on
expression of VEGF and its receptors Flt and KDR in gastric carcinoma
cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):533-536

摘要

目的: 研究胃癌细胞血管内皮生长因子(VEGF)及其受体

Flt KDR的表达与中药胃康宁的调控作用.

方法: 以不同剂量的中药复方胃康宁制剂给SD大鼠灌胃制

备含药血清 然后以含药血清培养胃癌细胞 共同培养两

代后 分别用免疫组化法和RT-PCR检测不同剂量组胃癌

细胞中VEGF及其受体Flt KDR的表达情况.

结果: 与对照组(VEGF162. 78 0.58 Flt:172.65 0.65)

相比 VEGF及其受体Flt在用药组胃癌细胞中的表达减弱

染色变浅(VEGF: 186.82 0.22 195.35 0.45 172.62

0.52 Flt: 198.44 0.44 188.66 0.46 197.01 0.91

P <0.05) 并且与用药剂量有一定的关系; VEGF mRNA及

其受体Flt mRNA KDR mRNA在用药组胃癌细胞中的表

达也受到抑制.

结论: 中药胃康宁对胃癌细胞血管内皮生长因子及其受体

Flt KDR的表达有抑制作用.

闵存云, 李庆明, 吴伟康. 中药复方胃康宁对人胃癌细胞VEGF及其受体表达

的作用. 世界华人消化杂志  2004;12(3):533-536
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0   引言

恶性肿瘤生长的基础是肿瘤组织内血管的再生[1-5] 肿

瘤细胞分泌的生长因子可调节肿瘤组织内血管的再生[6-9].

此外 肿瘤细胞分泌的生长因子对肿瘤细胞本身的生

长也存在一定的作用. 在这些生长因子之中 血管内皮

生长因子(VEGF)的作用最引人注目[10]. 我们通过观察

VEGF及其受体Flt KDR在胃癌细胞中的表达与中药

胃康宁的调控作用 探讨中医中药对胃癌的作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  TRIzol PCR试剂盒均为GIBCO公司产品.

VEGF及其受体Flt 的抗体 SABC试剂盒 DAB显色

液由博士德公司提供. MGC-803胃癌细胞株和Wistar 

大鼠 清洁级  由中山大学实验动物中心提供. 中药

胃康宁由党参 半枝莲 五灵脂等组成. 用各种药物

的颗粒剂(由江苏省江阴制药厂提供) 分别制成 1 kg

生药 /L及 2 kg 生药 /L浓度 加防腐剂苯甲酸(1 g/L)

4 冷藏保存 供大鼠灌胃 制备含药血清之用. 胃康宁

含药血清制备: Wistar 大鼠 清洁级 质量120-150 g

共 120只 随机分为4组. 低剂量组按生药5 g/kg 中

剂量组按10 g/kg 高剂量组按20 g/kg灌胃 对照组给

予相同体积的生理盐水 1次 /d 连灌1 wk. 末次灌药

后1 h在无菌条件下自腹主动脉采血 1 700 r/min离心
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制备含药血清; 将所采各组动物血清分别混合 -70 

冷藏备用 临用前需56 灭活30 min.

1.2 方法  复苏MGC-803胃癌细胞株  体外传代培养

待培养瓶底铺满胃癌细胞后 弃去培养液 2.5 g/L胰蛋

白酶消化胃癌细胞 用新鲜含100 ml/L小牛血清RPMI

1640培养液调整细胞密度为2 108/L. 设空白对照组

正常大鼠血清对照组 胃康宁含药血清高 中 低剂量

实验组共5组. 共同培养两代后进行检测. 将胃癌细胞按

1 108/L 的密度均匀接种于培养瓶中 共同培养两代

后 用免疫组化法检测VEGF及其受体Flt 采用SABC

试剂盒 按说明书进行操作. 结果采用德国KONTRON

IBAS2.0全自动图像处理系统进行定量分析. 胃癌细胞

内总RNA 的提取采用异硫氰酸胍- 酚一步法 采用

GIBCO 公司的TRIzol 按说明书进行操作. 提取后的

RNA 于 -70 冰箱保存备用. 参照人VEGF KDR

FLT-1mRNA的序列设计引物 上海博亚生物技术公

司合成 引物序列: VEGF正向引物为5 TTGCTGCTC

TACCTCCAC3 反向引物为5 AATGCTTTCTCCGCTC

TG3 FLT-1正向引物为5 CAA GTG GCC AGA GGC

ATG GAG TT 3 反向引物为5 GAT GTA GTC TTT

ACC ATC CTG TTG3 KDR正向引物为 5 GAG GGC

CTC TCA TGG TGA TTG T3  反向引物为5 TGC

CAG CAG TCC AGC ATG GTC TG3 β-actin 正向引
物为5 CTAYYGGCAACGAGCGGTTC3 反向引物

为 5 CTTAGGAGTGGGGGTGGCTT3  VEGF的反应

条件为: 94  1 min 55  1 min 72  2 min 30个

循环 72 延伸7 min; Flt KDR的反应条件为: 95 

2 min 94  1 min 60  1 min 72  2 min 30

个循环 72 延伸7 min. PCR产物经20 g/L琼脂糖凝

胶电泳 EB染色后拍照 并用全自动图像处理系统分

别测量电泳条带的面积(AREA) 平均吸光度(OPTDM)

及二者的乘积(OPTDI)进行定量分析. 试验中分别设立空

白对照和各样本的 β-actin对照.
        统计学处理  检测结果用SPSS软件进行统计学分析.

2   结果

2.1 VEGF及其受体Flt 的表达  所有胃癌细胞中均可见

VEGF和Flt表达 但与对照组相比 用药组胃癌细胞中

VEGF和Flt的表达减弱 并且与用药剂量相关(表1 图1).

表1  胃癌细胞VEGF及其受体Flt 表达的灰度值(mean±SD)

分组         VEGF   Flt

高剂量组 186.82 0.22b      198.44 0.44b

中剂量组 195.35 0.45b      188.66 0.46b

低剂量组 172.62 0.52b      197.01 0.91b

血清组 165.11 0.65      177.68 0.48

对照组 162.78 0.58      172.65 0.65

bP <0.01 vs 对照组.

2.2 胃康宁对VEGF Flt KDR mRNA表达的影响

所有胃癌细胞中均可见VEGF Flt和KDR mRNA表达

但与对照组相比 用药组胃癌细胞中VEGF Flt和KDR

mRNA的表达相对减弱 并且与用药剂量有一定的关系

(表2 图2).

表2  胃康宁对VEGF及其受体KDR Flt mRNA表达的影响

指标      对照组    血清组   低剂量组   中剂量组   高剂量组

VEGF AREA         297          261          192bd      134bd           120d

OPTDM        0.17       0.152         0.14bd   0.107bd         0.072d

OPTDI        50.8     39.555          25.9bd     14.4bd            8.6d

Flt AREA         306          271 247bd      197bd           111d

OPTDM        0.41c      0.368         0.34bd   0.275bd         0.061d

OPTDI       124.5        99.6         84.0bd     54.3bd            6.8d

KDR AREA         408          272          239bd      178bd             79d

OPTDM      0.282        0.237       0.162bd     0.15bdd       0.112d

OPTDI      115.2         35.8         44.2bd     19.9bd          18.8d

dP <0.01 vs 对照组; bP <0.01 vs 高剂量组.
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图1  各组免疫组化图. A: VEGF高剂量组(10×40); B: VEGF中剂量组
(10×40);  C: VEGF低剂量组(10×40); D: Flt高剂量组(10×40); E: Flt中
剂量组(10×40); F: Flt 低剂量组(10×40); G: VEGF正常对照组(10×40);
H: Flt 正常对照组(10×40).

图 2  各组电泳图. A: VEGF图中自左至右分别为: Maker, 高剂量组,
中剂量组, 低剂量组, 血清对照组, 正常对照组; Fnt 图中自左至右分别
为: 高剂量组, 中剂量组, 低剂量组, 血清对照组, 正常对照组, Marker.

3   讨论

血管内皮生长因子(VEGF)是肿瘤细胞系中的一种新型

生长因子 他特异性地作用于血管内皮细胞 促进血管

内皮细胞增生. 对原位肿瘤的形成和生长以及转移瘤的

形成中起着十分重要的作用[1-4]. VEGF在胃癌细胞中广

泛表达[10-13]  VEGF促进血管的形成是胃癌发生浸润

转移的机制之一[14-16] VEGF-C和VEGF-D的表达更

是胃癌细胞淋巴结转移的重要标志[17-19]. VEGF的水平不

仅与胃癌的预后有关 更与治疗效果密切相关[20-22]. 近

年的一些研究显示  VEGF还具有旁分泌作用[23]. 抗

VEGF mAb 能抑制肿瘤的生长和转移 反义VEGF

mRNA通过和VEGF mRNA核苷酸碱基互补结合 抑制

VEGF的翻译过程 并促进VEGF mRNA的降解从而可

以抑制VEGF的表达与分泌[24]. VEGF受体Flt-1结合小

肽能与人脐静脉内皮细胞 肿瘤细胞结合 抑制新生血

管的形成 促进肿瘤组织坏死及显著抑制肿瘤生长[25].

       近年对中医中药的研究表明 健脾益气类中药及

复方既可提高胃癌患者的免疫功能 改善其生存质量

又可增强抗肿瘤药物的疗效 降低其毒副作用[26]. 而健

脾益气 活血化瘀的中药复方则具有诱导和促进肠化

细胞 异型增生细胞分化成熟 抑制和纠正细胞的异常

增生及保护胃黏膜作用[27]. 崔儒涛[28]用具有健脾 活

血 解毒作用的乐胃煎治疗以MNNG诱导的大鼠胃癌

模型则发现 该方可抑制Bcl-2基因表达 而促进Fas

基因表达 使胃黏膜细胞发生正常凋亡 逆转或阻止胃

癌发生. 紫杉醇在诱导胃癌细胞凋亡的同时可使端粒酶

的活性下降 而且呈时间依赖性和剂量依赖性[29]. 姜黄

素诱导人胃癌BGC-823细胞凋亡的作用也呈现出时间

D
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G

H
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依赖性和剂量依赖性[30]. 人参挥发油可抑制体外培养的

SGC-823胃癌细胞糖代谢和能量代谢 进而抑制核酸代

谢抑制胃癌的生长[31]. 目前在研究的药物还有大蒜油[32]

甘草提取物 虫草 黄今提取物 海浮石中的硅酸

盐 水蛭 丹参 没食子丙酸 砒霜等[33-34]. 我们先前

的实验结果表明 中药胃康宁示仅可抑制胃癌的生长

还能抑制胃癌组织中P53 VEGF等的表达[35-36]. 本实

验的结果表明 体外培养的各用药组胃癌细胞VEGF及

其受体KDR Flt 免疫组化检测图像的灰度值均增加

与对照组比较差异具有显著性(P <0.01) 而各用药组

VEGF及其受体KDR Flt mRNA的表达则减弱(P <0.01)

说明胃康宁对VEGF及其受体KDR Flt基因的表达具

有明显的抑制作用 并存在一定的量效关系. 同时也说

明了中药对胃癌的治疗作用是多靶点 多层次的 既作

用于相关的基因 又作用于相应的蛋白和受体.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of vincristine on activation
of nuclear factor-kappa B (NF-κB) and expression of p-
glycoprotein (P-gp) in vincristine-resistant human gastric
cancer SGC7901 cells (SGC7901/VCR) and the parent sen-
sitive clone (SGC7901).

METHODS: NF-κB-DNA binding activity was determined by
electrophoretic mobility shift assay (EMSA). Levels of in-
hibitory κB (IκB-α) and P-gp were measured by cellular-
ELISA. And immunocytochemistry was used to detect the
translocation of P65.

RESULTS:  IN comparison with the parent SGC7901 cells,
the basal and vincristine-induced NF-κB–DNA binding ac-
tivity at various concentrations were all higher in the
SGC7901/VCR cells. Concurrent with the NF-κB activation,
vincristine-induced IκB-α degradation and P-gp upregulation
were also found to be highly enhanced in the SGC7901/VCR
cells than that in the sensitive SGC7901 cells. In the
SGC7901/VCR cells, the activation of NF-κB induced by vin-
cristine showed a positive relation with the level of P-gp
expression (r =0.977, P <0.01). And nuclear translocation
of P65 occurred concomitantly with NF-κB activation.
Furthermore, the inhibition of NF-κB by MG-132, a proteasome
inhibitor, could reduce NF-κB activation, IκB-α degradation
and P-gp upregulation.

CONCLUSION: The enhancement of NF-κB activation cor-
relates with vincristine resistance and NF-κB may play an
important role in the regulation of the P-gp expression.

Wang W, Luo HS. Involvement of NF-kappa B activation in P-glycopro-
tein expression in vincristine-resistant human gastric cancer cells. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):537-541

摘要

目的: 研究核因子-Kappa B(NF-κB)在胃癌长春新碱耐药细
胞中的活化情况 及其对细胞膜P-糖蛋白(P-gp)表达的调

控作用.

方法: 以胃癌细胞SGC7901 及其长春新碱(VCR)耐药株

SGC7901/VCR为研究对象. 采用凝胶电泳迁移率分析检测

NF-κB DNA 结合活性 细胞-ELISA法检测细胞内IκB-
α蛋白和细胞膜P-糖蛋白(P-gp)的表达 免疫细胞化学法
观测细胞内P65核转位.

结果: SGC7901/VCR耐药细胞中NF-kB的基础活性比敏感

细胞高 1.4 倍. 不同浓度VCR(5 10 20 50 µg/L)均
可引起耐药细胞NF-κB DNA 结合活性增强 IκB-α蛋白
表达下降和P-gp表达增强 而亲本敏感细胞产生的上述

效应均不及耐药细胞明显; SGC7901/VCR耐药细胞中

NF-κB活性与P-gp的表达呈正相关(r =0.977 P <0.01)
且NF-κB活化的同时伴有P65核转位. NF-κB抑制剂MG-
132可抑制VCR诱导的NF-κB活化及IκB-α降解 同时
还能抑制P-gp高表达.

结论: 胃癌长春新碱耐药细胞中NF-κB 活性增强 可能参
与调控VCR诱导的细胞膜P-gp高表达.

王维, 罗和生. 长春新碱诱导人胃癌耐药细胞表达P-糖蛋白由核因子-κB
活化调控. 世界华人消化杂志  2004;12(3):537-541

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/537.asp

0   引言

肿瘤细胞耐药的形成与细胞膜P-糖蛋白(P-gp)过度表

达 DNA修复系统异常 凋亡信息抑制等有关. 核因

子-κB (NF-κB)成员可调控免疫和炎症基因的表达
在机体防御中发挥重要作用[1-3] 而且 在多种肿瘤

中有NF-κB 组成性活化[4-7] 他还参与细胞增生 凋
亡 恶性转化和血管形成[8-11]. NF-κB信号转导途径在
保护细胞免受抗癌药物诱导的凋亡中发挥关键作用[12].

另外 人mdr1基因(编码P-gp)上存在NF-κB结合位
点[13] 提示NF-κB 还可通过调节P-gp 的表达参与形
成耐药. 目前NF-κB和耐药相关性的研究多集中于淋巴
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造血组织肿瘤 而实体瘤 特别是胃癌耐药与NF-κB
关系的研究极少. 我们通过研究长春新碱(vincristine

VCR)对人胃癌细胞 SGC7901 及相应多药耐药细胞

(SGC7901/VCR)NF-κB DNA 结合活性的影响和P-gp上调
的核转录机制 探讨NF-κB在胃癌耐药形成中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  人胃癌细胞株SGC7901购自中国科学院上海

细胞生物学研究所 相应多药耐药细胞株 SGC7901/

VCR由第四军医大学全军消化病研究所惠赠. VCR购自上

海华联制药有限公司; MG-132购自Alexis公司; 二甲基亚

枫(DMSO)和多聚甲醛(PFA)购自Sigma公司; Gel Shift Assay

System 试剂盒 NF-κB双链寡核苷酸探针和G-25层析柱
购自Promega公司; [γ-32P]ATP(111PBq/mol)购自北京亚辉生
物医学工程公司; 小鼠抗人NF-κBP65单抗和兔IκB-α多
抗购自Santa Cruz公司; 小鼠抗人P-gp单抗购自NeoMarkers

公司 HRP标记的山羊抗兔和山羊抗小鼠二抗购自Vector

公司; SP染色试剂盒购自北京中山技术有限公司.

1.2 方法  两种细胞常规培养于含100 ml/L新生牛血清

的RPMI1640 培养液中 其中耐药细胞培养液中加入

VCR 0.7 mg/L以维持耐药表型 并在无药条件下培养

7 d后进行各项检测. 细胞接种培养36-40 h 后加药

VCR组以不同浓度VCR(5 10 20 50 µg/L)作用细
胞6 h; 抑制剂组以 MG-132 (2.5 µmol/L 溶于DMSO)
预处理细胞30 min 再加 10 µg/L VCR共同作用6 h;
同时设立不加药物的空白对照组和DMSO溶剂组. 凝胶

电泳迁移率分析(electrophoretic mobility shift assay

EMSA). 收集5 106细胞 参照文献[Nucleic Acids Res

1989; 17: 6419]的方法 用碱性低渗裂解液A和B分别

裂解细胞膜和核 低温高速离心(14 000 g) 含核蛋白

的上清保存于 -80 由紫外分光光度仪定其浓度;

EMSA检测NF-κB 的DNA 结合活性参照试剂盒内说明
书进行. 用[γ-32P]ATP以T4寡核苷酸激酶法对NF-κB探
针末端标记. 未标记探针经G-25层析柱离心除去. 蛋白-

DNA结合反应体系含有8 µg核蛋白 5 凝胶结合缓冲
液和无核酶水 总体积9 µL 室温下孵育10 min后加
入标记探针1 µL 继续孵育20 min. 反应产物经60 g/L
非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳1 h -70 曝光 24 h 常

规方法显影. 显影带通过激光扫描仪(Typhoon9200型

瑞典安玛西亚公司)扫描成像后用Imagequant 软件分析

各带的相对放射性强度; 凝胶迁移率特异性竞争抑制实

验 EMSA中设两组竞争性对照 分别为特异性和非特

异性竞争抑制实验 前者在反应体系之中加入100倍未

标记的特异性NF-κB探针 后者加入100倍未标记的
非特异性AP-2探针 室温孵育10 min 后加入标记探

针 以后步骤同2; 超迁移分析(super shift assay)的结合反

应体系中加入NF-κBP65单抗0.8 µg 室温孵育30 min
后加入标记探针 以后步骤同2. 细胞酶联免疫黏附法

(Celluar-ELISA)测定 IκB-α蛋白和P-糖蛋白: 接种细

胞于96孔培养板 实验组和对照组条件同EMSA 每

个时相点设3个复孔 按Parnas et al (Brain Res Protoc

1998;2: 333)的方法测定. 简言之 细胞经40 g/L PFA固

定后 封闭液(含50 ml/L山羊血清和10 ml/L牛血清白

蛋白)孵育30 min 依次加入一抗(37 作用2 h) 酶标

二抗(37 作用1 h) 底物(四甲基联苯胺+H2O2 室温

暗处作用1 h) 2 mol/L硫酸中止反应 490 nm处测吸光

度 A值. 实验结束后在倒置显微镜下计数各孔细胞数

以校正A值. 免疫细胞化学检测NF-κB P65核转位: 细胞
接种于无菌盖玻片 干预结束后40 g/L PFA固定3 min

冷 PBS漂洗两次 染色步骤参照SP试剂盒说明书 其

中P65 单抗稀释度为1 50 4 过夜 最后DAB 显

色 苏木素复染. 染成棕黄色为阳性 观察阳性着色部位.

        统计学处理  由 SPSS统计软件处理 用均数 标准

差表示 组间比较用 t检验.

2   结果

2.1 NF-κB DNA 结合活性和表达  VCR 处理前
SGC7901和 SGC7901/VCR均存在一定NF-κB 基础活
性 且耐药细胞比敏感细胞高1.4 倍; 以 5 10 20

50 µg/L VCR 作用两种细胞各6 h 均可引起NF-κB 的
DNA 结合活性增强 且在一定范围内呈剂量依赖性.

与敏感细胞未加药组相比 VCR诱导敏感细胞κB活性
上升0.7-3.8倍 而耐药细胞上升2.1-5.4倍 且相同

浓度VCR作用下 耐药细胞 κB的活化程度均较敏感
细胞高. 耐药细胞在20 µg/L VCR时 κB活性最强 敏
感细胞的 κB活性在50 µg/L时才达到高峰. 竞争性抑制
实验中 100倍未标记的NF-κB探针能抑制滞后带的
产生 而无关探针AP-2 对滞后带无明显影响 证实

EMSA检测的特异性. 超迁移试验中 加入0.8 µg抗P65
单抗后 电泳滞后带变淡且更为滞后 证实转位入核

的NF-κB至少含有P65亚单位(图1).不同浓度VCR作用
6 h时 两种细胞的IκB-α蛋白表达基本呈浓度依赖性
递减 且敏感细胞中的表达程度较耐药细胞高(图2) 其

中0 5 10 20 µg/L VCR作用下两种细胞IκB-α蛋
白的表达差异有统计学意义(P <0.05).

图1  VCR对SGC7901和SGC7901/VCR细胞NF-κB DNA 结合活性
的影响. Control: 未加核蛋白的阴性对照; NF-κB comp: 加入100倍
未标记NF-κB探针; AP-2 comp: 加入100倍未标记AP-2探针; Su-
per shift: 加入0.8 µg P65单抗; 敏感细胞未加药组设为1.
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图2  VCR作用6 h对SGC7901和SGC7901/VCR细胞IκB-α蛋白表达的
影响.

2.2 P-糖蛋白(P-gp)的表达  无 VCR刺激时 SGC7901

和 SGC7901/VCR细胞均存在一定程度的P-gp 基础表

达 且耐药细胞比敏感细胞高1.41 倍; 不同浓度VCR

作用24 h时 耐药细胞P-gp表达水平均较亲本敏感细

胞高 其中0 10 20 50 µg/L时两种细胞P-gp的表
达差异有统计学意义(P <0.05 图 3).

图3  VCR作用24 h对P-gp表达的影响.

2.3 NF-κB活性与P-gp表达的联系  不同浓度VCR作
用6 h时 SGC7901/VCR耐药细胞中NF-κB活性与P-
gp的表达呈正相关(r =0.977 P <0.01) 20 µg/L VCR
时 二者的表达均达峰值(图 4).

图4  SGC7901/VCR耐药细胞中NF-κB活性与P-gp表达间的相关性.

2.4 VCR诱导耐药细胞P65由胞质向胞核转位  无VCR

刺激时 SGC7901/VCR 细胞内P65 集中于胞质 细

胞核未见着色(图 5A); 10 µg/L VCR作用6 h时 细胞
核着色明显(图5B). 说明 VCR刺激后可引起耐药细胞内

P65由胞质向胞核转位.

图5  MG-132抑制SGC7901/VCR细胞NF-κBP65核转位作用SP×200.
A: 无 VCR刺激时仅胞质中P65阳性表达; B: VCR10 µm/L作用6 h时
细胞核着色明显; C: MG-132预作用30min, 再与10 µm/L VCR作用
6 h, 胞质中可见P65弱表达, 胞核未见着色.

图6  MG-132抑制SGC7901/VCR耐药细胞NF-kB DNA 的结合活性.
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2.5 MG-132对VCR作用的影响  NF-κB抑制剂MG-
132 (2.5 µmol/L)预作用30 min能明显抑制10 µg/L VCR
诱导的NF-κB活性增强 而溶剂DMSO和MG-132单
独使用时 均不能抑制κB活化(图6). MG-132对于VCR
引起的耐药细胞IκB-α低表达(作用6 h)和P-gp高表达
(作用24 h)也有明显抑制作用(表1). MG-132还可抑制

VCR引起的耐药细胞P65核转位(图 5C).

表1  MG-132对SGC7901/VCR耐药细胞IκB-α和P-gp表达的影
响 (n =3, mean±SD)

分组    IκB-α (A值) P-gp(A值)

对照 0.221 0.012          0.403 0.028

VCR (10 µg/L) 0.122 0.018a          0.496 0.018a

MG-132 (2.5 µmol/L) 0.210 0.090          0.413 0.042

MG-132+VCR 0.450 0.066a          0.221 0.019a

aP <0.05 vs 对照组.

3   讨论

NF-κB (通常指p50/P65异源二聚体)是一种重要的核转
录调节因子. 静息状态时 他与细胞内抑制物 IκB 结
合 以非活性形式存在于胞质中. 多种因素刺激下 IκB
磷酸化 泛素化并在胞质中降解 然后NF-κB转位入
核 与靶基因调控区结合 调节靶基因的合成[14-15]. NF-

κB 具有广泛的调节作用 参与炎症反应 免疫反应
细胞分化和凋亡[1] 最近有研究认为NF-κB还参与调
控肿瘤细胞对抗癌治疗的敏感性[12]. Manna et al [16]发现

表达NF-κB的细胞系HuT-78对TNF 紫杉醇和okadaic
acid 耐药 而不表达NF-κB的 Jurket 细胞对上述药物
均敏感. 这可能与NF-κB在转录水平上上调抗凋亡基因
的表达(如Bcl-2 IEX-1等)有关[17-19]. Arlt et al [20]进一

步发现胰腺癌敏感细胞中NF-κB活性很低 而耐药细
胞中活性明显增高 且使用NF-κB拮抗剂可显著提高
耐药细胞对鬼臼乙叉甙和阿霉素的敏感性. 本实验以胃

癌细胞SGC7901及其长春新碱耐药株为研究对象 发

现VCR可诱导两种细胞NF-κB DNA 结合活性增强 但
与亲本敏感细胞相比 耐药细胞的NF-κB基础活性更
高 且不同浓度VCR作用时 耐药细胞的 κB 活化程
度均较敏感细胞高. 这些差异与NF-κB主要表现为抗凋
亡 维持细胞存活的作用一致 提示两种细胞NF-κB
对VCR刺激的反应不同可能参与胃癌耐药.

       目前还不清楚VCR最初是通过什么靶点和/或产生

何种损伤来激活NF-κB. 有报道微管解聚类药物可活化
NF-κB[21-22] Rosettc et al [21]还发现微管稳定类药物能
抑制这种活化 故认为细胞骨架的不稳定是NF-κB活
化信号之一.  但随后有研究发现紫杉醇(稳定细胞内微管

解构) [23-24] VCR 和长春花碱(使细胞内微管解聚) [23]

均可某些肿瘤细胞的NF-κB活化. 我们还发现VCR诱
导NF-κB活化的同时伴有IκB-α蛋白降解和P65核转

位 且NF-κB 抑制剂MG-132 可明显抑制VCR引起
的耐药细胞 IκB-α蛋白低表达 P65 核转位和 κB 活
化 进一步证实SGC7901/VCR耐药细胞中存在NF-κB
信号通路.

       除凋亡信息受抑 肿瘤细胞获得耐药还与细胞膜

上P-gp过度表达有关 该蛋白由耐药基因Mdr1编码

具有结合药物和ATP的位点 可将化疗药从细胞内泵

出细胞外 是多种耐药细胞产生耐药性的重要机制 而

且拮抗P-gp 的功能可在一定程度上逆转耐药[25-26]. 本实

验中也发现 SGC7901/VCR耐药细胞的P-gp的基础表

达及VCR诱导后的表达均较亲本敏感细胞高 可能是

细胞对 VCR耐药的重要原因. 有研究显示P-gp的表达

可能受NF-κB调控 [27-28] Deng et al [29]进一步发现在大
鼠肝癌细胞系中2-乙酰氨芴诱导mdr1b基因过表达由

NF-κB介导 且Mdr1b基因5 端 -167至 -158区域
为NF-κB结合位点 Bentires-Alj et al [13]也发现人Mdr1
基因的第一个启动子上存在NF-κB 结合位点 提示
NF-κB可转录激活Mdr1 使细胞膜表面 P-gp表达增
高. Um et al [30]的实验证实 P-gp高表达的耐药细胞中

NF-κB DNA 结合活性和P65的表达均高于敏感亲本细
胞 提出NF-κB活化可能是P-gp 高表达细胞耐药的
重要机制; 本实验也观测到耐药细胞NF-κB活性与P-
gp表达的变化呈正相关 且MG-132 在抑制NF-κB活
化的同时也抑制P-gp表达 提示NF-κB 途径参与调
节VCR诱导的P-gp表达.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of mitomycin (MMC) with
sulindac on the cell viability, apoptotic induction and expres-
sion of apoptosis-related gene Bcl-2 and cyclooxygenase-2
(COX-2) in gastric adenocarcinoma cell SGC7901.

METHODS: Human gastric cancer SGC7901 cells were divided
into three groups, sulindac, MMC and sulindac with MMC.
After treatment with drugs, cell viability was examined by
MTT assay. Flow cytometry was used for the cell cycle
distribution and apoptotic rates. The morphology of the
cells was observed under light microscope and interactive
laser cytometer. The expression of COX-2, Bcl-2 was de-
termined by the immunocytochemical method.

RESULTS: After exposure for 12 h to three kinds of drugs,
gastric cancer cells SGC7901 presented some morpho-
logic features of apoptosis, including cell shrinkage, nuclear
condensation, DNA fragmentation, formation of apoptotic
bodies. The effects of growth inhibition were more obvi-
ous in cotreatment group with MMC and sulindac than MMC
group. The apoptotic rates in cotreated cells and MMC-
treated cells at 24 h after treatment were 12.0% and 7.2%,
respectively. After exposure for 24 h to MMC, upregulation
of COX-2 and Bcl-2 protein expression was noted,
meanwhile, in cotreatment group, the levels of COX-2 were
downregulated but the expression of Bcl-2 gene was not
changed significantly.

CONCLUSION: MMC-induced apoptosis is reduced by
upregulating the expression of COX-2 and Bcl-2 genes.
MMC combined with sulindac can suppress growth of gas-
tric cancer cells through induction of apoptosis which may
be mediated by downregulation of apoptosis-related Bcl-2
gene and COX-2 gene.

Xie YL, Ma L. Apoptosis induced by mitomycin with sulindac on human
gastric cancer cell SGC7901. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):
542-545

摘要

目的: 研究丝裂霉素与舒林酸合用对人胃腺癌SGC7901细

胞的生长抑制 诱导凋亡及凋亡相关基因bcl-2和COX-2

基因表达的影响.

方法: SGC7901胃癌细胞被分为三个实验组 舒林酸组

丝裂霉素组和舒林酸与丝裂霉素联合组.应用光镜 激光共

焦显微镜 MTT法 流式细胞仪和免疫组化技术研究三组

药物作用后 胃癌细胞的形态学变化 生长抑制 诱导凋

亡和对凋亡相关基因Bcl-2 和COX-2表达的影响.

结果: 药物作用于细胞后 可看到较为典型的细胞凋亡形

态学变化: 细胞核固缩 染色质凝集 核碎裂 染色质片

段化 凋亡小体形成等. 药物干预24 h 联合组和MMC组

对胃癌SGC7901细胞诱导的凋亡率分别为12.0 和7.20 .

对细胞的增生抑制以联合组最强 MMC次之 舒林酸最弱.

经MMC作用24 h后 COX-2和Bcl-2蛋白表达增强 而

联合组出现COX-2蛋白表达减弱 Bcl-2蛋白亦未出现明

显升高.

结论: 人胃癌SGC7901细胞体外实验中 MMC联合舒林

酸使用 可使增生抑制加强. MMC可能由于上调COX-2

Bcl-2蛋白 减弱了自身对SGC7901胃癌细胞的诱导凋亡

MMC联合舒林酸可抑制COX-2 Bcl-2表达 从而提高

MMC的抗癌效果.
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0   引言

COX-2基因表达的蛋白被认为是一种原癌蛋白(proonc-

ogenic protein)[1] 在很多肿瘤组织中表达上调 与肿

瘤的发生与发展关系密切[2-12].非甾体类消炎药(nonstero-

idal anti-inflammatory drugs NSAID) 如阿司匹林

吲哚美辛 和舒林酸(sulindac)等 这类药物可通过抑制

环氧合酶-2 (cyclooxygenase-2 COX-2)而起到抗肿瘤增

生和诱导肿瘤细胞凋亡的作用[13-22]. NSAID中的选择性

COX-2抑制剂赛来昔布(celecoxib)已被美国食品药品管理

局(FDA)正式批准用于家族性腺瘤样息肉的防治[23]. 近年



NSAIDs抗胃癌细胞增生也屡见报道. 本实验旨在观察舒林

酸和丝裂霉素(mitomycin MMC)联合使用对体外培养胃腺

癌SGC7901细胞增生的影响 并通过检测COX-2和Bcl-

2用药前后的变化 探讨两种药物的合用是否可增强抗癌

作用及可能的机制. 为临床治疗提供理论与实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  人胃癌细胞株SGC7901 (中分化腺癌)购自中

科院上海细胞生物研究所; RPMI1640培养基 胰蛋白酶

(Gibco 公司);  四氮唑蓝(MTT) 碘化丙啶 舒林酸

(sulindac)购自美国Sigma公司; 丝裂霉素(MMC)为日本协

和株式会社产品; 山羊抗人COX-2 多克隆抗体(Santa

Cruz公司) Bcl-2单抗及SP试剂盒为福建迈新生物技

术公司产品; 恒温CO2培养箱(美国Forma公司) 倒置

显微镜(日本OLYMPUS公司) 酶联免疫检测仪(国营华

东电子管长) 激光共焦显微镜(德国Leica  SP2型) 流

式细胞仪(EPICSXL型 美国Coulter 公司) 图像分析

系统(四川联合大学).

1.2 方法  将舒林酸和MMC以单药和两药联合的形式分

为: 舒林酸组 MMC组和联合组. 实验时将溶解于培养

液中的药物(舒林酸以DMSO预溶)加入培养细胞的新鲜

培养液中 使药物浓度达到: 舒林酸组 含1 mmol/L (其

中DMSO浓度不超过5 g/L); MMC组 含1 10-3 g/L; 联

合组 含1 mmol/L的舒林酸和1 10-3 g/L的MMC.胃癌

SGC7901细胞常规培养于含100 mL/L小牛血清 1

105U/L青霉素及1 10-3 g/L链霉素的RPMI1640培养

液中 置于37 50 mL/L CO2培养箱内培养. 细胞

为上皮样贴壁生长 取对数生长期细胞用于实验. 将

SGC7901细胞按每孔7 103个细胞接种于96孔板中

24 h 后换液 加入药物 每组设 6 个复孔 并设含

相同浓度DMSO 的空白对照 继续培养12 h 24 h

48 h 每孔加入5 g/L的MTT 20 µL; 作用 4 h后 弃
去上清液 每孔加DMSO溶液150 µL 振荡10 min
使结晶物充分溶解 在570 nm波长酶联免疫检测仪上

测定各孔吸光度(A)值 整个实验重复3次以上. 以时

间为横轴 吸光度(mean±SD)为纵轴绘制生长曲线.
1.2.1 形态学观察  加入药物后 在倒置显微镜下观察

细胞变化形态; 分别于 12 h 24 h 48 h 取出处理后

的单层附壁细胞爬片 常规HE染色后观察; 将药物处

理后的细胞制成细胞悬液 取一滴细胞悬液与5 µL吖
啶橙溶液混匀点滴于清洁玻片上 10 min 后 盖玻片

封片. 激光共聚焦显微镜下观察 摄片.

1.2.2 流式细胞仪测定  收集药物处理后的胃癌细胞

PBS洗涤后 用4 乙醇固定12 h以上 离心除去乙

醇 加入10 g/L RNA酶溶液200 µL 37 水浴15 min
加入碘化丙啶 上流式细胞仪检测凋亡百分率和各细

胞周期所占百分比.

1.2.3 COX-2 Bcl-2蛋白检测  细胞接种于盖玻片上

分别处理 作用24 h后取出玻片 PBS洗后 950 mL/L

乙醇固定30 min 采用常规SP 法 细胞爬片依次用

5 mL/L H2O2甲醇30 min 羊血清室温封闭10 min 滴

加一抗后 置4 冰箱过夜 再滴加生物素化二抗37 

孵育12 min 滴加链亲和素-过氧化酶溶液37  15 min

DAB 显色 脱水 透明 封片. 实验中设置阳性对

照 阴性对照(以 PBS代替一抗).

        统计学处理  应用SPSS 8.0统计分析软件进行 t 检

验和方差检验.

2   结果

2.1 SGC7901细胞生长和凋亡  联合用药对细胞增生抑

制强于丝裂霉素 而舒林酸作用最弱(图 1). 未用药的

SGC7901细胞生长良好 表现为梭形或多角形 并可融

合形成集落. 加药后 出现伪足回缩 细胞变圆 变

小 部分细胞脱落漂浮于培养液中. 通过HE 染色 可

看到较为典型的细胞凋亡形态学变化: 细胞体积缩小

核固缩深染 部分裂解形成凋亡小体. 活细胞对荧光染

料有拒染性 故染色较浅 激光共焦显微镜下观察

可见正常细胞核形态饱满 表现为弥散均匀的黄绿色荧

光 凋亡细胞则出现细胞核体积缩小 荧光染色增强

染色质呈致密浓染的块状或颗粒状荧光以及细胞膜出

泡 凋亡小体形成. 上述表现以联合药物组最明显 且

凋亡细胞数量随着药物作用时间的延长而增加(图2).

图1  药物对SGC7901细胞生长抑制作用.

表1  药物对SGC7901细胞凋亡及细胞周期的影响(%,mean±SD)

Group   Apoptosis   G0 /G1  S          G2/M

Control 0.43 0.38    47.43 2.81   45.50 1.25     7.06 4.06

Sulindac 3.80 0.53a     49.67 3.29   44.70 5.82     4.97 6.52

MMC 7.20 1.31a        56.67 3.92a    40.40 11.53   6.60 2.99

Combined          11.97 2.59b     68.40 5.53b   29.23 5.87    2.37 0.45

aP <0.05, vs Control; bP <0.01, vs MMC.

2.2 细胞周期的分布  药物作用24 h后 流式细胞仪检测

凋亡率和细胞周期分布 可见细胞凋亡率明显增加 且联

合组细胞凋亡率明显高于丝裂霉素及其他组(P  <0.01); 对

细胞周期分布的影响 即使G0 /G1期细胞比例增高
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使S期细胞比例降低(表1).

图2  SGC7901细胞经吖啶橙染色 400. A: 未经药物处理, 细胞核形
态饱满, 呈均匀的黄绿色荧光; B:药物作用后SGC7901, 细胞核固缩,
荧光染色增强, 染色质呈致密浓染的块状.

2.3 COX-2 Bcl-2蛋白的表达  对照组COX-2 Bcl-2

蛋白均呈阳性表达. COX-2蛋白表达物质呈棕黄色颗粒

状 主要弥散分布于整个胞质或沿核膜周边呈线状分

布 强阳性时可反应于胞核; Bcl-2蛋白主要定位于胞

膜 胞核及核膜. 采用图像分析系统检测免疫组化染色

后细胞平均灰度值 用此间接反映COX-2和Bcl-2蛋

白表达量.舒林酸干预24 h后 COX-2 Bcl-2表达减

弱 而MMC则使两种蛋白表达增强 合用后 COX-2

表达减弱 Bcl-2与对照组比较无变化 但较MMC组

表达减弱(表2).

表2  药物干预24 h对SGC7901细胞COX-2及Bcl-2蛋白表达的影

响 (mean±SD, n = 3, A )

Group       COX-2         Bcl-2

Control 0.4 980 0.0 330 0.3 652 0.057

Sulindac 0.3 967 0.0 306a 0.2 617 0.0 333b

MMC 0.5 633 0.0 208 0.4 500 0.0 436b

Combined 0.4 000 0.0 265ac 0.3 660 0.0 397c

aP <0.01, bP <0.05, vs control; cP <0.05, vs MMC.

3   讨论

化疗耐药是肿瘤治疗中的难题 研究耐药机制和寻求

克服途径成为当今肿瘤治疗的重点[24-26]. 肿瘤细胞对化

疗药物的耐药缘于多种机制 Bcl-2基因的异常表达可

能与之有关[27]. 研究通过抑制Bcl-2的表达以增强化疗

药物的敏感性 如利用反义寡核苷酸封闭细胞凋亡抑

制基因Bcl-2的表达 可使细胞对顺铂 5-氟脲嘧啶

的敏感性增强[28]. COX-2 在许多肿瘤细胞中高表达

如胃癌SGC7901细胞[29]. 有证据表明COX-2基因表达增

强导致Bcl-2 蛋白表达增加并引起细胞凋亡抑制[30]

COX-2是Bcl-2的上游调节者 通过作用于Bcl-2家

族而影响肿瘤细胞凋亡的发生发展[31]. 最近研究者发现

舒林酸在体外对人胃腺癌细胞株MKN45和MKN28有良

好的增生抑制作用 并能诱导2株细胞发生凋亡 舒林

酸诱导胃癌细胞凋亡与其抑制COX-2继而抑制Bcl-2

蛋白有关[13]. 我们用MTT法证实MMC与舒林酸合用对

SGC7901细胞的增生抑制强于MMC或舒林酸的单独干

预; 流式细胞仪检测显示合用组较单药组更高的凋亡率;

药物干预24 h MMC使COX-2 Bcl-2蛋白表达增多

而合用后 COX-2 Bcl-2蛋白均较MMC组减少. 提

示MMC可能通过增加COX-2 Bcl-2的表达减弱了自

身了对胃癌细胞的凋亡诱导效应 舒林酸抑制COX-2

蛋白 下调Bcl-2的表达 从而增强了MMC的诱导凋

亡. 国外学者报道[32] MMC作用于MKN74胃癌细胞后

COX-2 Bcl-2上调 而MMC与COX-2选择剂NS-398

共同处理胃癌细胞后 两种蛋白表达降低 细胞凋亡有

显著提高. 本实验中虽然未见到合用后Bcl-2较空白组

减弱 但较MMC作用后表达亦明显降低 同时也可看

到舒林酸对COX-2和Bcl-2蛋白的表达抑制作用.

         细胞凋亡是一种主动的受基因调控的细胞自杀过程.

许多人体基因如Bcl-2 P53 C-ntyc及相关基因Bcl-

2 bax bad等参与凋亡的调控 其中Bcl-2 基因尤

为重要 他被看作是细胞凋亡调控的最后共同通路之

一[33]. Bcl-2能抑制许多抗肿瘤药物的诱导细胞凋亡作

用 降低其细胞毒性[34]. 应用药物如COX-2抑制剂或反

义基因治疗[2, 35]与传统化疗药物协调使用 可提高化疗

效果 减少药物剂量和药物副作用. 本实验观察到的结

果提示舒林酸可能通过调节凋亡抑制基因Bcl-2 从而

使MMC产生化疗增效 但COX-2与凋亡相关基因bax

Bcl-2之间的信号传递过程仍未完全清楚 而且NSAID

抗肿瘤作用机制中除了COX-2途径外 还有COX-2非

依赖途径[36-39] 包括对细胞周期的影响 影响NF-κB
的活性和P53的表达 RAS信号传递途径的调节等. 因

此 NSAIDs抗胃癌机制中COX-2依赖和非依赖性途径

可能均有参与 但确切的作用机制及何种途径为主目

前仍未明了. 我们的研究提示舒林酸和MMC在体外对

胃癌SGC7901细胞的增生有一定的协同作用 但在不

同的细胞株及临床应用的有效性 尚难确定 须进行更

为广泛 深入的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the expression of
VEGF, Flt1, bFGF and P53, the clinicopathological characteristics
and outcome in patients with gastric carcinoma.

METHODS: The relationship between VEGF, Flt1, bFGF,
P53 expression and clinicopathological characteristics and
outcome in the patient was assessed by streptoavidin-biotin
method of immunohistochemistry with polyclonal antibodies
against VEGF, Flt1, bFGF, and P53 protein. The survival
curves were formulated using Kaplan-Meier method and
analyzed by the log-rank test, and the influence of each
variable on suvival was assessed by the cox’ s propor-
tional hazard model.

RESULTS: VEGF expression was closely correlated with
serosal invasion (Se, Sei invasion vs Pm, SS and M, SM
invasion, P <0.01). Expression of P53 was obviously higher
in the patients with lymph node metastasis than those without
(lymph node metastasis vs non-lymph node metastasis,
P <0.05). There was a positive correlation between VEGF
and Flt1 expression (VEGF expression in Flt1 positive group
vs Flt1 negative group, P <0.01). The factors that affected
the prognosis in patients with gastric carcinoma were PTNM
stage, VEGF expression, serosal invasion, and surgical
curability. Flt1, bFGF, and P53 expression had no influence
on the prognosis of patients with gastric carcinoma (P >0.05).

CONCLUSION: P53 expression has significant relationship
with lymph node metastasis in gastric carcinoma. VEGF ex-
pression is correlated with serosal invasion and the progno-
sis and may be a good prognostic indicator in gastric carcinoma.

Duan LX, Zhong DW, Hu FZ, Zhao H, Yang ZL, Yi WJ,Shu GS, Hua SW.
Relationship between expression of VEG,Flt1, bFGF and P53and out-
come in patients with gastric carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(3):546-549

摘要

目的: 探讨胃癌中VEGF Flt1 bFGF P53的表达及意义.

方法: 应用SABC免疫组化法 研究VEGF Flt1 bFGF

P53在胃癌中表达及与胃癌生长转移 临床病理特征 预

后的关系.

结果: 胃癌VEGF表达与肿瘤浸润深度有关(浆膜 浆膜外

vs 肌层和黏膜层 P <0.01). P53表达与淋巴结转移相关(P53

阳性淋巴结转移组 vs P53阴性淋巴结无转移组 P <0.05).

VEGF与Flt1表达呈正相关(VEGF表达在Flt1阳性组vs 在

Flt1阴性组 P <0.01); 影响胃癌预后的因素有临床病理分

期 VEGF表达 肿瘤浸润深度 手术方式. Kaplan-Meier

研究显示VEGF表达与胃癌生存预后相关(P <0.05).Flt1

bFGF P53表达与生存预后无关(P >0.05).

结论: P53表达与淋巴结转移相关. VEGF表达与肿瘤浸润深

度和胃癌生存预后相关 VEGF表达可作为预测胃癌预后

一项很好的指标.

段伦喜, 钟德午, 胡辅珍, 赵华, 杨竹林, 易文君, 舒国顺, 华颂文. 胃癌组织

VEGF, Flt1, bFGF, P53表达与胃癌预后的关系. 世界华人消化杂志  2004;12

(3):546-549
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0   引言

胃癌是最常见癌肿之一[1-6] 探讨胃癌生物学行为及预

后相关因素有重要意义[7-10] .  实体肿瘤的生长与转移依赖

于血管生成[11].  肿瘤的血管生成赖于多种相关因子的诱导

和调节[12] 在众多与其有关的因子中 VEGF (vascular

endothelial growth factor VEGF)是迄今鉴定出来的最重

要的血管生成因子.我们探讨胃癌中VEGF 及其受体

Flt1 和 P53 bFGF的表达与预后的关系.



1   材料和方法

1.1 材料  1994-01/1996-10本院普外科收治胃癌52例.

年龄28-73 (平均51); 男 34例 女18例; 临床病理分期

(按IUCC1988年标准) 级14例 级9例 级15例

级14例; 根治性手术39例 姑息性手术13例. 所有

病例术前未作放疗和化疗 术后均接受随访 大于5 a

者40例. 5 a内死亡25例 其中根治手术13例 姑息手

术12例; 生存15例 均为根治手术.羊抗人FGF-21(147)-

G(IgG)(1 200) P53(FL-393)-G(IgG)(1 200) 兔抗人

VEGF(147)(IgG)(1 200) Flt1(C-17)(IgG)(1 200)多克

隆抗体 SABC 试剂盒均购于武汉博士德公司.

1.2 方法  采用 SABC法 以已知阳性大肠癌切片作为

阳性对照 以PBS替代一抗作为阴性对照. 染色步骤:

切片脱蜡 30 ml/L H2O2甲醇液封闭内源性过氧化酶

消化液消化 滴加一抗 二抗和SABC试剂 AEC显色

苏木精复染 梯度酒精脱水 二甲苯透明 中性树胶封

固. 显微镜下双盲法阅片 在细胞核或细胞质内 细

胞膜被染成红色者为阳性细胞. (1) VEGF P53蛋白: 阳

性癌细胞 大于或等于10%为阳性 无阳性细胞或阳性

癌细胞小于10%为阴性[13-14]; (2)Flt1蛋白: 肿瘤血管内皮

细胞阳性染色判为阳性 肿瘤血管内皮细胞阴性染色

判为阴性; (3)bFGF: 以胞质胞膜被染成红色者为阳性细

胞 采用图像分析系统(HPIAS-1000P)对染色强度进行

定量 按强度不同分为0到+++ 以 0代表未见染色

+++代表最强染色.

        统计学处理  由 Spss10.0统计软件完成 率的比较

采用采 χ2检验 Kaplan-Meier法作生存率曲线 Logrank
法作时序检验 各指标对生存率的影响采用Cox模型多

因素分析 检验水准 P =0.05.

2   结果

2.1 胃癌中VEGF Flt1 bFGF P53的表达  VEGF表现

为细胞膜或胞质阳性(图1) 阳性表达率为53.8% (28/52).

Flt1表现为胞质阳性 以肿瘤血管内皮细胞阳性表达为主

(图2) 阳性表达率为51.9% (27/52). bFGF 表现为胞质胞膜

阳性 少数肿瘤细胞核阳性(图3) 阳性表达率71.2%(37/

52). P53主要为胞核阳性(图4) 阳性表达率34.6%(18/52).

图1  胃癌细胞VEGF胞质胞膜阳性SABC×400.

图 2  肿瘤血管内皮细胞Flt1阳性SABC×400.

图 3  胃癌细胞bFGF胞质胞膜阳性SABC×400.

图 4  胃癌细胞P53胞核阳性SABC×400.

2.2 VEGF F1t1 bFGF P53表达与临床病理  VEGF
表达与肿瘤浸润深度有关(P <0.01). P53表达与淋巴结转移
有关(P <0.05). F1 bFGF表达与临床病理分期 组
织学类型 浸润深度 淋巴转移 远处转移之间均无关
(P >0.05) 见表1.
2.3 胃癌中VEGF Flt1 bFGF P53表达间的关系  Flt1
阳性组VEGF阳性率为74.1% Flt1阴性组VEGF阳性
率为32.0% 二者有显著性差异(P <0.05) 表明VEGF
与Flt1呈正相关. 其他各因子之间无相关性. 将 52例生
存时间和各因素定量化数据输入计算机得到COX回归
方程为: hj(t)=ho(t)exp (0.7221临床病理分期+1.471浸润
深度+1.2605VEGF表达-1.2770手术方式). 说明对胃癌
预后有影响的因素只有临床病理分期 肿瘤浸润深度

VEGF表达 手术方式四因素 其余各因素对生存预后
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无影响.而从优势比看 影响程度的大小依次为: 浸润深

度 手术方式 VEGF 表达 临床病理分期.

2.4 Kaplan-Meier生存分析  将VEGF表达分为阳性组和

阴性组 制出Kaplan-Meier生命曲线(图5) 以 logrank

检验法检验 其 P =0.0030表明两组生存率有显著性差

异.同样对Flt1 bFGF P53制出生命曲线图并作logrank

检验 P >0.05 表明以 Flt1 bFGF P53蛋白表达

分组 两组生存率无显著性差异.

表1  VEGF Flt1 bFGF P53表达与临床病理因素之间的关系

       VEGF Flt1     bFGF             P53

因素            n
     -   +      -         +   -       +       -       +

组织类型                 5       2       3       2       3       2       3       2       3

                 14        7   7           7       7         5       9        7        7

                 29     15      14      14     15        7     22      23       6a

                  4        0   4       2       2         1       3        1       3

浸润深度  M, SM         7       6       1       5       2       3       4       6        1

   Pm, SS          8       6       2        5       3        0       8        7        1

    Se, Sei        37     12      25b      15     22      12      25     20      17

淋巴转移         -        19      12       7     12      7        5     14     16       3

          +         33      12     21      13     20      10      23     17     16a

远处转移        -         41      21     20      21    20      11     30     27      14

           +        11       3       8        4       7       4       7       6       5

PTMN分期            14       9       5       9       5       4     10     12       2

                    9       4       5             4       5        2        7       4       5

                 15       6       9        6       9        3     12       9       6

                  14       5       9       6       8        6       8       8       6

aP <0.05, bP <0.01.

图5  胃癌VEGF Kaplan-Meier生命曲线.

3   讨论

肿瘤生长赖于血管生成 作为重要的血管生成因子

VEGF与胃癌的发生发展转移复发有关[14-17]. VEGF和胃

癌血管生成淋巴结转移以及胃癌发展密切相关 结合

微血管计数可以预测胃癌的分期和转移[15] ; VEGF血清

含量增高 预示胃癌的转移和预后不良[16]. 本研究显示

VEGF表达与胃癌浸润深度有关 与其他临床病理因素

无关. 同时我们采用Kaplan-Meier 法分别对VEGF

Flt1 P53阳性表达组和阴性表达组病例生存率作了生

存曲线图对比 发现VEGF与胃癌生存率和预后相关

而Flt1 P53与胃癌生存率和预后无关. K-M法生存率

分析只是一种单因素分析方法 不能去除各因子间的

混杂影响. 我们又应用Cox多因素模型对临床病理分期

(PTNM分期) 细胞学分级 浸润深度 淋巴转移 远

处转移 手术方式 VEGF Flt1 P53 表达进行了多因

素回归分析 最后被引入Cox回归方程的只有: 手术方

式 临床病理分期 VEGF表达和浸润深度四个因素

表明 VEGF 可判断胃癌预后 而Flt1 P53与胃癌预

后无明显关系

        VEGF通过与受体Flt1和KDR的接合而刺激肿瘤血

管内皮细胞的生长 在肿瘤的血管生成中起到非常重

要的作用. 李江et al [18]研究指出肝细胞肝癌中血管形成

主要是由VEGF/ Flt1 系统介导的 血管形成丰富的区

域 细胞凋亡的敏感性和发生率降低;胃癌细胞增值和

血管内皮细胞增值相互影响且机制复杂 VEGF受体在

其中起到重要的作用[19-20]. 显性阴性的KDR突变体引起

的肿瘤血管生成的抑制不可被Flt1恢复 说明Flt1不

介导有丝分裂作用 可能介导VEGF引起的非有丝分裂

反应.本研究 Flt1 阳性组与Flt1阴性组VEGF阳性率有

显著性差异 Flt1 表达随VEGF 表达上调而上调 表

明VEGF与 Flt1 表达有相关性 同时Flt1 不但在血管

内皮细胞表达 同时在少数肿瘤细胞上亦表达 表明

VEGF除了旁分泌机制作用血管内皮细胞外 也存在

自泌机制.

        bFGF促进细胞黏膜组织修复[21] bFGF可能为血管

内皮细胞有丝分裂原并参与肿瘤血管生成[22]. bFGF表达

与肿瘤细胞分化 淋巴转移 临床病理分期 血管计数

pCNA指数 DNA倍体含量相关[22-23]. 本组病例bFGF表

达与临床病理各因素 胃癌生存率及预后无关.表明

bFGF在有些类型肿瘤中有促血管生成作用 而在有些类

型肿瘤如胃癌中无直接促血管生成作用. 陶厚权et al [24]研

究指出Rg3能有效抑制人胃癌血管生成 其机制可能与

减少VEGF和bFGF表达有关.因此 bFGF在胃癌肿瘤

血管生成中的作用 有待我们进一步研究.

        P53基因是一种抑癌基因 突变型P53可导致细胞癌

变 已经证实P53蛋白表达与多种恶性肿瘤的发生发展
浸润转移预后有关[25-27]. 胃幽门螺杆菌感染可诱导P53基因

突变[28-29] P53过度表达又可导致肿瘤血管生成增加[17]

后者可能与通过上调VEGF蛋白表达有关[30]. 本组病例

提示突变型P53表达与VEGF Flt1 bFGF 蛋白表达
无关 我们认为P53突变能否使VEGF表达上调值得进

一步探讨研究.  本组病例显示突变型P53表达与淋巴结
转移有关 提示检测突变型P53表达对预测胃癌淋巴结

转移可能有一定价值.
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Abstract
AIM: To evaluate the usefulness of detection of cell prolif-
eration and survivin gene in choosing liver cirrhosis pa-
tients with extremely dangerous for HCC development.

METHODS: Total RNA was extracted from fresh specimens
of HCC and liver cirrhosis. Survivin mRNA amplification
was performed by reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR). Immunostaining for proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) was employed to assess liver cell
proliferative activity in formalin-fixed, paraffin-embedded
liver specimens. PCNA immunostaining in liver cells of HCC
and cirrhosis fresh and archive specimens was performed
with monoclonal antibodies directed against CD10. Five
liver specimens removed from patients with hemangioma
were taken as normal controls. The PCNA labeling index
was determined by positive cells in each microscopic field
(200×) obtained from mean value of positive cells in ten
different fields.

RESULTS: RT-PCR was performed in 17 HCC and 21 liver
cirrhosis specimens, 11 HCC specimens showed 344 bps

molecular survivin DNA band in 1% agarose electrophoresis,
but none of liver cirrhosis specimens showed positive band.
The survivin positive rate in HCC specimens was 64.7%
(11/17). The median PCNA labeling index of 11 survivin
positive HCC specimens was 6.8 (from 0.5 to 40), which
was significantly higher than that of 6 survivin negative
HCC specimens (2.15), while that of 21 LC and 5 normal
liver specimens were 2.47 and 1.56 respectively. By using
a cutoff of PCNA labeling index (3.12) obtained by two
times of the index value in normal liver specimens, six
specimens of 30 liver cirrhosis patients with mean PCNA
labeling index 5.05±2.61 were considered high prolifera-
tive activity.

CONCLUSION: Expression of survivin is detected in HCC
tissues but not in liver cirrhosis tissues, indicating that the
gene expression may occur at the late phase of HCC
transformation. The PCNA detection can be a good mean
in screening the high-risk people with elevated possiblity
of HCC development among liver cirrhosis patients.

Jia KD, Shi SX, Ruan YB. Relationship between expression of survivin
gene and proliferation of hepatocytes in liver cirrhosis and hepatocel-
lular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):550-554

摘要

目的: 了解Survivin基因表达与肝硬化细胞增生活性的关

系 探讨测定Survivin基因和增生细胞核抗原(PCNA)在肝

硬化患者中发现肝癌高危人群的意义.

方法: 以RNA提取试剂获得新鲜肝癌及肝硬化组织RNA

应用RT-PCR法测定Survivin基因mRNA; 应用抗-PCNA

单克隆抗体 以SP免疫组织化学方法测定肝硬化和肝癌组

织中的PCNA.

结果: 测定21例肝硬化组织  Survivin表达全部阴性 17

例肝癌组织 Survivin 基因阳性11例 阳性率为64.7%.

11例Survivin阳性肝癌组织PCNA阳性计数平均值为6.8

(0.5-40) 显著高于6例Survivin阴性肝癌组织2.15 (0.5-

3.0). 而21例肝硬化组织和5例正常肝组织对照PCNA计分

分别为2.47和1.56. 以5例正常肝组织PCNA阳性细胞计

数的2倍(3.12)作为细胞高增生活性标准 测定30例肝

硬化组织 有6例处于高增生状态 其平均PCNA计数为

5.05 2.61 细胞增生活性介于其余肝硬化组织和肝癌组

织之间.

结论: Survivin 基因仅在肝癌组织表达 其表达具有高度

肿瘤选择性. 肝癌细胞增生活性较肝硬化明显升高 其升高

程度与Survivin基因的表达有关 增生活性越高该基因的

表达阳性率越高. PCNA可以很方便的用于肝硬化组织细胞



增生活性的评价 在确定肝硬化人群肝癌发生高危患者方

面PCNA的测定优于Survivin基因的测定.

贾克东, 石淑仙, 阮幼冰. 肝硬化和肝癌肝组织Survivin基因表达与增生的关

系. 世界华人消化杂志  2004;12(3):550-554
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0   引言

肝癌(HCC)是肝硬化(LC)自然病程的一部分 大约每年

平均有3-10%的LC患者转化为HCC HCC中大约有

80%的合并有LC的存在 因此LC患者是HCC发生的

高危人群[1-5]. 在LC人群中确定危险因子 以便进一步发

现高危患者 进行严密的随访 可及时发现早期HCC [6-11].

Survivin基因是一种凋亡抑制基因 研究发现该基因在

癌组织中表达增强[12-16]. 应用RT-PCR技术和免疫组织

化学技术对HCC和LC组织中Survivin基因和增生细胞

核抗原(PCNA)进行了测定 以了解Survivin基因在LC

组织中表达的情况 以及该基因与LC组织细胞增生的

关系 进一步探讨该基因和PCNA在LC患者中发现HCC

高危人群及HCC早期诊断的价值.

1   材料和方法

1.1 材料  2001-03/2002-04期间因肝炎后LC手术新鲜

肝脏组织 21 例 男 17 例 女 4 例 33-62(平均年

龄为36) 有消化道出血病史16例 有脾功能亢进6例

肝功能 Child-Pugh A级 7例 B级 12例 C级 2例. 新

鲜HCC患者组织标本21 例 男 16 例 女 5例 29-

63 (平均年龄 45) 肿瘤直径大于10 cm 5 例 多发 6

例.  正常肝组织5例来自肝血管瘤手术切除患者. 标本

迅速置于1 g/L DEPC处理的0.01 mol/L PBS配制的40

g/L多聚甲醛溶液中固定2-4 h 然后一部分常规进行石

蜡包埋 切片; 一部分置于-70 冰箱中保存供提取

RNA用. 病理室保存标本: HCC及LC组标本各30例均

取自同济医院1998/2000年存档的石蜡块标本. 所有组

织切片均经常规HE染色 镜下对原始诊断进行复核.

对LC患者肝组织肝纤维化程度进行评分 评分标准除

窦周间隙纤维化未计入外 其余基本参照Chevallier SSS

评分法(Hepatology 1994;20:349-355)进行. 对HCC患者

肝组织根据细胞分化程度参照Edmondson分级法(肝病

的现代诊断与治疗. 北京: 中国医学科技出版社  2001:

581-582)分为4级. 全部评价过程均由一位资深病理专

业教授协助完成.

1.2 方法

1.2.1 RT-PCR  应用RNA提取试剂(Omega公司) 取

新鲜肝组织50-100 mg提取总RNA 方法按说明书进

行. 提取RNA置-70 储存备用.  引物设计  自GenBank

中共获得7个Survivin cDNA序列 其中5个为429个

碱基组成 选择同源性最大序列如下: a tgggtgcccc

gacgttgccc cctgcctggc agccctttct caaggaccac cgcatctcta

cattcaagaa ctggcccttc ttggagggct gcgcctgcac cccggagcgg

atggccgagg ctggcttcat ccactgcccc actgagaacg agccagactt

ggcccagtgt ttcttctgct tcaaggagct ggaaggctgg gagccagatg

acgaccccat agaggaacat aaaaagcatt cgtccggttg cgctttcctt

tctgtcaaga agcagtttga agaattaacc cttggtgaat ttttgaaact

ggacagagaa agagccaaga acaaaattgc aaaggaaacc aacaataaga

agaaagaatt tgaggaaact gcggagaaag tgcgccgtgc catcgagcag

ctggctgcca tggattga. 应用计算机辅助软件根据上述序列

设计引物如下: 上游引物 5 -CCA CCG CAT CTC TAC

ATT C-3 97-115base); 下游引物 5 -CTT TCT CCG

CAG TTT CCT C-3 422-440 base). 引物总长度为19 bp

拟扩增DNA片断长度为344 bp . Survivin cDNA的合成

反应总体积为20 µL 其中模板RNA 3 µL(约 1-3 µg)
下游引物1 µL (50 pmol) RNA酶抑制剂0.5 µL dNTP
1.25 µL M-MLV逆转录酶1 µL (3 334 nkat)  H2O 13.25 µL
42 反应60 min  然后99  5 min. Survivin DNA PCR

扩增反应总体积为50 µL 包括cDNA模板10 µL PCR
buffer 5 µL  上游引物1 µL (50 pmol) 去离子水33 µL
95  10 min 然后加入Tag 酶 1 µL (33 nkat) 石蜡
油覆盖 反应条件为94  2 min 94 30 s变性

55  30 s 退火 72  60 s 延伸 共循环30次 最

后一次72 延伸5 min.

1.2.2 PCNA免疫组织化学  鼠抗PCNA单克隆抗体PC10

(MBI 产品 MAB-0145) 购自福州迈新生物技术开

发公司. 免疫组织化学应用北京中山生物技术公司生产

的SP 染色试剂盒 方法参照说明书进行 简述如下:

组织切片依次经常规二甲苯脱蜡 梯度乙醇水合

PBS冲洗后置3 mL/L H2O2中 室温下30 min 以封

闭内源性过氧化酶 滴加正常血清封闭液 15 min 甩

干后滴加抗PCNA单克隆抗体 37 孵育2 h  PBS冲

洗 5 min 3次 然后依次按说明书加入生物素化二抗工

作液 辣根酶标记链霉卵白素工作液 最后DAB显色.

显微镜下观察每份组织片PCNA染色情况 每份标本在

高倍视野(200 )下分别观察10个视野 计数每个视野

的阳性细胞总数 最后取平均值作为每份标本的PCNA

染色计分.

2   结果

2.1 肝组织Survivin表达  21 例HCC组织 有11例成

功扩增出分子量为344 bp的 Survivin特异性条带. 进一

步应用HE染色对扩增阴性的10例HCC组织进行检查

发现其中3例光镜下未见到癌组织 1例仅见到坏死组

织 因此考虑此4例组织取材不准 其余17例HCC组

织 Survivin阳性率为64.7%(11/17). 10例 LC组织RT-

PCR无1例扩增出阳性条带(图1).

2.2 肝组织细胞增生活性  LC组织与HCC组织PCNA阳

性染色全部位于细胞核 阳性细胞核着色呈棕黄色

其中前者PCNA阳性细胞以簇状分布为主 少数散在

分布于再生结节的周围 而后者PCNA阳性细胞多数

在癌组织内呈弥漫性均匀分布 且癌结节周围的边缘

贾克东, 等. 肝硬化和肝癌肝组织Survivin基因表达与增生的关系                                                  551



性聚集现象表现明显(图 2-4). 比较 30例 LC组织及30

例HCC组织的PCNA测定结果 HCC组织肝细胞的增生

活性明显高于LC组织 其PCNA阳性计分分别为10.1

12.3和 2.4 2.1 二者比较统计学显示有显著性差异

(P =0.003).  5例正常肝组织PCNA阳性细胞计数分别为

0.5 1.2 2.3 2.0 1.8 平均值为1.56 以平均值

的2倍作为肝组织高增生状态的标准 30例LC组织中有

6例存在高增生状态 其PCNA阳性细胞计数分别为3.7

4.1 10.1 3.5 3.3 5.6 平均值为5.0 2.6 其增生活

性介于LC低增生组和HCC组之间(P <0.05). 24例低增生

LC患者肝组织PCNA阳性细胞计数与正常肝组织比较无

明显差异(P >0.05).  同时将19例LC组织进行纤维化程度

SSS评分 与PCNA测定结果进行配对比较 相关性分析

显示二者无明显相关性 相关系数 r =0.337 P =0.159

证明LC组织肝细胞的增生与肝脏纤维化程度无关.

图1  肝组织Survivin RT-PCR结果. 1, 6: 正常肝组织; 2, 3: 肝硬化组

织; 4, 5: 肝癌组织; M: DNA标准分子.

图2  肝癌组织PCNA免疫组化染色(高度增生) 100.

2.3 增生活性与细胞分化程度的关系  HCC组织按细胞

分化程度分为 - 级 HCC各级PCNA计分分别为

3.7 9.74 14.36 15.7 进行Spearman等级相关分析

相关系数 r =0.74  P <0.001. 提示肝癌细胞的增生活性

与恶性程度成正相关.

2.4 增生活性与HCC组织Survivin基因表达的关系  11例

Suvivin阳性的HCC组织PCNA阳性计数为6.8 (0.5-40)

6例 Survivin阴性HCC组织PCNA阳性计数为2.1 (0.5-

3.0) 二者相比有显著性差异(P <0.05) 证明肝癌组

织Survivin基因的表达与细胞增生活性升高有关.

图3  肝硬化组织PCNA免疫组化染色(低度增生) 100.

图 4  肝硬化组织PCNA免疫组化染色(中度增生) 200.

3   讨论

研究发现肝癌形成过程中 肝细胞增生活性的升高和

凋亡水平的下降共同发挥了重要的作用[17-18] 但是与

细胞凋亡变化相比细胞增生活性的升高是主要的[19-20].

已经证实LC组织本身存在O6-甲基鸟嘌呤修复酶的缺

陷 基础研究显示O6-甲基鸟嘌呤如果不能及时修复容

易造成基因突变 进而引起癌基因的活化和抑癌基因

的失活 最终导致HCC的发生 LC 患者修复酶的缺陷

使O6- 甲基鸟嘌呤持续存在 加上肝细胞增生活性的

增强 构成了LC组织HCC 发生的分子生物学基础(J

Hepatobiliary Pancreat Surg 1998;5:355-366).

      临床资料证实LC患者肝细胞增生活性的升高是

HCC发生的最重要危险因子  Donato et al [21] 以PCNA作

为细胞增生指标对208例肝硬化患者的肝脏组织标本的

细胞增生情况进行了分析 然后进行了为期88 42 mo

的前瞻性研究 发生肝癌的 50 例患者和 158 例未发

生肝癌的患者PCNA指数为分别为3.6 2.4%和 1.6

1.5%. 以研究起始PCNA指数2%为标准 将患者分为

高危险组和低危险组 结果80例PCNA大于2%的高危

险组患者 HCC年发生率为5.2% 而PCNA小于2 %的

低危险组患者发生率仅为1.1%. Sangiovannio et al [22]以流

式细胞仪测定研究起始肝硬化组织标本细胞处于增生

周期 S 期的比值 随访 97 例肝硬化患者 平均随访
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时间为53 mo 结果共发生HCC 12 例 12 例肝癌患

者为2.5 1.6% 显著高于未发生肝癌的肝硬化患者

(0.9 0.6%) 以 S期细胞大于或等于1.8%将患者分

为细胞高增生组和低增生组 高增生组HCC发生率为

60% 而低增生组为 4% 进一步证明肝硬化患者细

胞增生活性升高是肝癌发生的危险因素.

        我们应用针对PCNA的PC10单克隆抗体的免疫组

织化学技术 通过对30例LC和30例HCC组织的研究

结果显示HCC组织肝细胞增生活性明显高于LC组织

其PCNA计数分别为10.08和2.38 显示了肝细胞增生

在HCC进展中的作用. 在 LC组织中有20%(6 例)患者

PCNA计数超过正常肝组织的2倍 其增生活性虽低于

HCC组织 但与其他LC组织及正常肝组织相比均显著

升高 提示存在HCC发生的高度危险性 应进行严密

的临床随访 以及早发现HCC的发生. 我们发现肝细

胞的PCNA阳性细胞指数与肝组织纤维化程度的SSS评

分无明显相关性 相关系数 r =0.337 P >0.05 证

明LC组织肝细胞的增生活性与肝脏纤维化程度无关

同时间接证明了LC患者HCC发生的直接原因是其他

原因诱发的肝细胞高增生活性 而不是肝纤维化本身.

Survivin 基因是近年来研究的一个重要凋亡抑制基因

与其他凋亡抑制基因不同 其表达具有很强的组织特

异性 在胚胎性组织及包括胃癌 [ 23 ] 乳腺癌[ 24 ] 结

直肠癌[25] 胰腺癌[26]等大多数的肿瘤组织中表达 但

在正常发育成熟的组织不表达. 除了抗凋亡的功能外

最近研究显示.

        Survivin基因的表达与HCC患者细胞增生活性的增

强有关 通过对细胞增生凋亡平衡的破坏 在肝癌发生

过程中发挥重要的作用[27-28]. Ito et al [29]应用免疫组织化

学测定20例HCC组织 结果显示Survivin蛋白阳性14

例 而在相应的周围慢性肝炎和LC组织中均未发现该

蛋白的表达. 陈涛 et al [28]应用上述同样方法测定48例

HCC 结果Survivin蛋白表达阳性率为64.6% 且表达

阳性率与HCC恶性程度 细胞增生凋亡比成正相关. 我

们测定17例HCC组织 Survivin基因表达阳性11例

阳性表达率为64.7%(11/17) 11例Survivin阳性HCC组

织平均PCNA计数为9.68 11.64 显著高于6例Survivin

阴性HCC组织(3.27 1.73) 与上述研究结果相一致

进一步证明该基因的表达同时伴有肝细胞增生活性的升

高. Survivin 基因的表达是一个渐进过程 在由癌前细

胞向癌细胞转化过程中 其表达水平逐渐升高 组织学

正常的组织 Survivin阳性提示正常细胞已经发生了向

癌细胞的转变 因而认为该基因的测定可以用于肿瘤的

早期诊断[30]. 然而 Ikeguchi et al [27]曾经对61例HCC结

节周围组织进行了测定 结果Survivin 基因表达全部

阴性 由此认为该基因的表达仅发生于LC 组织中已

经转化的癌细胞 我们所观察的结果与上述结果一

致 21 例 LC 组织 Survivin 基因表达全部阴性 分析

可能与本研究中的LC组织全部未出现癌性转变有关.

根据上述结果我们认为Survivin 基因表达的测定可以用

于HCC的早期诊断 但无法区分处于HCC发生高危

阶段的LC患者.

        肝细胞的增生与Survivin基因的表达不仅与HCC的

发生有关 而且也与HCC的预后和复发有关[21, 31]. 我们

测定17例HCC组织 其中11例Survivin阳性HCC组

织PCNA阳性计数显著高于6例阴性组织(P <0.05) 而

且HCC细胞PCNA阳性计数与HCC分化程度呈正相关

分化越差 PCNA计数越高 充分说明二者在HCC预

后方面具有较高的一致性. 鉴于Survivin基因的表达发

生在HCC阶段 推测处于HCC发生高危阶段的LC患

者可能仅仅表现为细胞增生活性的增加 而并未出现

基因型的癌性改变 故针对Survivin基因的测定不适合

在LC患者中对HCC发生高危人群的筛选 加之该方法

步骤复杂 技术要求和对组织的要求均较高 因此我们

认为该方法很难适用于临床应用. 而 PCNA免疫组织化

学技术可以有效测定LC患者肝细胞增生活性 及时发

现HCC高危人群 配合影像学及血清学检查 实现HCC

的早期诊断.
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Abstract
AIM: To study the relationship between liver cirrhosis (LC),
liver hyperplastic nodules (LHN) and hepatocellular carci-
noma (HCC).

METHODS: Silver colloid, image analysis and immunohis-
tochemical technique were used to examine AgNORs
counts, DNA contents and the expression of proliferating
cell nuclear antigen (PCNA) in LC, LHN and HCC.

RESULTS: In LHN, the AgNORs counts, DNA contents and
the expression of PCNA were significantly higher than those
in the normal liver and LC (P <0.01, P <0.05, P <0.05,
respectively); the AgNORs counts approached those in HCC
grade I (P >0.05), and the DNA contents approached those
in HCC (P >0.05). There was no significant difference of
AgNORs counts, DNA contents and the expression of PCNA
between LC and the normal liver tissues.

CONCLUSION: LHN and LC are two different cell population
with various characteristics; LHN is actively proliferative
lesions and should be considered as a preneoplastic lesion
of HCC, while LC represents mature liver cells and does
not contribute directly to the hepatocarcinogenesis.

Niu ZS, Zhang ZC. Correlation of AgNORs, DNA contents and PCNA
expression with liver cirrhosis, hyperplastic nodules and hepatocellular
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):555-558

摘要

目的: 探讨肝硬化(LC) 增生结节与肝细胞癌(HCC)之间的

关系.

方法: 分别应用银染色技术 图像分析技术及免疫组织化

学技术检测LC 增生结节及HCC中AgNORs计数 DNA

含量及增生细胞核抗原(PCNA)的表达.

结果: 增生结节中 其AgNORs计数 DNA含量及PCNA

的表达均与正常肝组织和LC组织有明显差异(P分别<0.01

0.05 0.05); 其中AgNORs计数与 级HCC相近(P >0.05)

DNA含量与HCC相近(P>0.05). LC组织和正常肝组织间的

AgNORs计数 DNA含量及PCNA的表达差异均无显著性

(P均>0.05).

结论: 增生结节与LC是两种不同性质的细胞群体 前者属

于活跃增生性病变 是HCC的癌前期病变 后者仍为成熟

的细胞 与HCC的发生没有直接关系.

牛兆山, 张昭成. AgNORs计数DNA含量及PCNA与肝硬化增生结节和肝癌

的关系. 世界华人消化杂志  2004;12(3):555-558

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/555.asp

0   引言

原发性肝细胞癌(HCC)是我国最常见的恶性肿瘤之一[1-12].

近年来其发病率及死亡率有明显的上升趋势 因此研

究HCC的发病机制对于此病的预防和治疗具有十分重

要的意义. 许多研究表明 细胞恶变最突出的特征是失

去生长抑制而异常增生 因此正确估计肿瘤组织细胞增

生活性 对研究肿瘤的生物学行为具有重要意义. 我们

检测能够用来评估细胞增生活性的参数AgNORs计数

DNA含量及PCNA的表达 旨在探讨LC 增生结节和

HCC之间的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  我院普外科1986/1991年手术切除或活检的

HCC标本100例. 男 76例 女24例 平均年龄50.4岁.

术前均没有接受化放疗. 组织经酒精固定 石蜡包埋

4 µm 厚连续切片. 我们分别随机选取48 例标本检测
AgNORs计数和DNA含量 70例标本检测PCNA表达.

同时进行这三项指标检测的有18例(因病例较少 本文

未做三者的相关性分析). 在 48 例HCC标本中 根据
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细胞分化程度分为 I 级 分别为 8 30 和

10 例 48 例标本均有癌旁组织 其中18例伴有增生

结节 16例伴有LC 13 例伴有正常肝组织. 在 70 例

HCC 标本中 53例伴有癌旁组织 其中32例伴有增

生结节 31 例伴有 LC 12 例伴有正常肝组织 23

例同时伴有增生结节和LC.

1.2 方法  AgNORs染色采用Ploto改良法 每张切片随

机计数100-150个细胞核内AgNORs数(双核及多核细

胞分别计数每个核内AgNORs数) 再换算成每个核内

AgNORs平均数. 在显微镜下用测微仪测量AgNORs的最

大直径. 采用Feulgen方法测DNA 用德国Opton公司

Vidas 型全自动图像分析仪测定 DNA含量 以积分吸

光度值(IOD)表示细胞核DNA的相对含量. 每张切片随

机测 100个以上细胞核 同时测同一张切片100个以

上淋巴细胞 取其平均IOD值作为正常二倍体对照. 按

下列公式计算每例DNA倍体值: 每例DNA倍体值= (每

例平均IOD值/淋巴细胞平均IOD值) 2. PCNA染色采

用免疫组织化学SP法 PCNA(PC10)及 SP试剂盒均为

美国Dako 公司产品 以已知阳性切片作为阳性对照

PBS代替I抗作阴性对照; PCNA阳性分级按下述标准记

录: 每例切片连续观察10个高倍视野 每个视野计100

个细胞中阳性细胞数 取其平均值 阳性细胞数 0-

25%为 I级; 26-50%为 级; 51-75%为 级; 76-100%

为 级.

        统计学处理  应用 t 检验和χ2检验.

2   结果

2.1 AgNORs计数  AgNORs主要呈两种形态 一种呈

团块状较大颗粒 由许多小颗粒聚集而成 相当于核仁

本身(即主核仁)中的AgNORs(此种大团块计为一个颗粒)

另一种为散在于细胞核内较小的银染颗粒. 正常肝细胞

大多含1个AgNORs 少数2-3个 平均1.54 0.66

颗粒大小较一致 直径大于2 µm的AgNORs每 100个
核中平均为4个. LC组织大多数细胞形态正常 AgNORs

计数于正常肝细胞相近 多数细胞含有1个AgNORs 少

数2-3个 个别3-4个 平均1.75 0.78. 大多数AgNORs

在 1-2 µm 直径大于2 µm的每100个核中平均19个.
HE切片中可见直径大于2 µm AgNORs的细胞多数是散
在的 体积大 胞质丰富呈嗜酸性的毛玻璃样肝细胞.

嗜酸性细胞增生结节由胞质丰富 嗜酸性的毛玻璃样

肝细胞组成. 此种细胞核大 核仁较正常肝细胞明显增

大 增多. AgNORs计数在1-5之间 平均2.45 1.11

大小变化较大 直径大于2 µm的AgNORs显著增多 每
100个核中平均43个. HCC组织AgNORs数为1-11个之

间 平均4.36 1.63(其中I级HCC平均2.73 1.31

级 4.43 1.72 级 5.48 2.70). 直径0.5-6 µm 颗
粒较多的相对较小 颗粒较少的相对较大 每100个核

中直径大于2 µm的AgNORs数平均为44个.
        LC组织中AgNORs计数与正常肝组织相比无统计

学差异(t =0.77 P >0.05) 与 I级HCC相比有明显差异

(t =2.31 P <0.05); 嗜酸性细胞增生结节AgNORs计数显

著高于正常肝组织和LC组织(t =2.89 2.51 P <0.01

P <0.05) 而与 I级HCC相近(t =0.38 P >0.05). 100

个核中直径大于2 µm的 AgNORs平均数中 LC显著
高于正常肝组织(χ2=9.63 P <0.01); 嗜酸性细胞增生结
节及HCC显著高于LC (χ2=13.46 14.48 P均<0.01)
而前二者间无差异(χ2=0.02 P >0.05 见表 1).

表1  HCC组织中AgNORs计数及大小与DNA倍体数

 AgNORs计数
组织分类 n             DNA含量

(mean±SD)    直径>2 µm/100        (mean±SD)

正常 13        1.54 0.66               4                  4.85 0.59

LC 16        1.75 0.78              19                  5.37 0.84

增生结节 18        2.45 1.11      43                 7.81 2.92

HCC 48        4.36 1.63      44                 7.18 3.40

级   8        2.73 1.31                                   5.49 1.11

级 30        4.43 1.72a                                  7.94 4.23

级 10        5.48 2.70                                   7.04 2.34

aP <0.05, at =2.59, P <0.05, vs I 级.

2.2 DNA含量测定  正常肝细胞 LC 增生结节 HCC

组织DNA含量均为多倍体. 正常肝组织DNA倍体数为

3.0-6.34 平均4.85 0.59. LC组织中为5.04-6.72 平

均5.37 0.84. 增生结节为4.12-14.22 平均7.81 2.92.

HCC组织为3.38-17.6. 平均7.18 3.40. 其中LC组织

DNA含量与正常肝组织间无差异(t =1.88 P >0.05); 增

生结节与HCC DNA含量均显著高于LC组织(t =3.22

2.09 P分别<0.01 和 0.05) 前二者间DNA含量相近

(t =0.69 P >0.05 见表 1).

2.3 PCNA检测  PCNA阳性显色呈棕色颗粒状 均定

位于细胞核内. HCC细胞PCNA多数呈阳性表达(图1)

但数量和分布具有异质性; LC组织中只有少量PCNA阳

性细胞 呈单个散在分布; 增生结节PCNA阳性细胞所

占比例介于HCC与LC组织之间 其中1例增生结节PCNA

呈强阳性表达(图2). 经统计学处理 PCNA阳性细胞分

级HCC大于增生结节大于LC和正常肝组织(χ2=6.69
8.45 P均<0.05); 而 PCNA阳性分级在LC及正常肝组织

间差异无显著意义(χ2=0.002 P >0.05 见表2).

表2  PCNA在HCC组织的表达结果

PCNA分级
组织分类 n

正常 12 10   2 0 0

LC 31 26   5 0 0

增生结节 32 18a 11a 2a 1a

HCC 70 32c 15a       16c 7c

cP <0.05, cχ2=6.69, vs增生结节; aP <0.05 aχ2=8.45, vs LC和正常.
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图1  PCNA在HCC中的阳性表达. SP×200.

图 2  PCNA在增生结节中的阳性表达. SP×200.

3   讨论

AgNORs与细胞增生和恶性转化密切相关[13-15]. DNA是细

胞增生分化的物质基础 DNA含量能反映肿瘤细胞的

增生活性 并可区分瘤性病变与非瘤性病变 [ 1 6 - 1 8 ] .

PCNA表达及合成与细胞增生周期有关 G1期PCNA逐

渐增多 S期达到高峰 故PCNA已被广泛应用于肿瘤

研究中[12]. 本结果表明 LC结节与增生结节在AgNORs

计数 形态大小 DNA含量 PCNA表达以及与HCC

关系等方面有许多不同之处. LC结节中大多数肝细胞形

态正常 其AgNORs计数 大小 DNA含量及PCNA表

达与正常肝细胞相似(P >0.05) 而与 I级HCC有明显

的差异(P <0.05). 增生结节AgNORs计数 每100个核

中直径大于2 µm的AgNORs数 DNA含量及PCNA增
生指数明显多于LC结节(P <0.05); 且增生结节AgNORs

计数与 I级HCC相近(P >0.05) DNA含量与HCC相近

(P >0.05). 表明增生结节中细胞大多处于细胞周期的S期

(DNA合成期) 分裂 代谢旺盛; 而 LC结节中的细胞

大多处于静止状态 是一种高度成熟的细胞. 提示增生

结节与LC结节为明显不同的两种病变.

         AgNORs颗粒的大小与细胞的增生状态有一定关系. 有

研究表明[19] 直径大于2 µm 粗大 不规则的AgNORs
(核仁型)的增多具有重要意义 表明细胞处于增生状

态; 而圆形较规则直径为1-2 µm 的AgNORs表明细胞处
于静止状态. 本结果显示 LC结节 增生结节 HCC

组织中直径大于2 µm的AgNOR颗粒明显多于正常肝组

织 增生结节及HCC组织又明显多于LC (P <0.05)

而前二者间无差异(P >0.05). 提示LC组织散在的毛玻璃

样肝细胞 增生结节及HCC 组织均为活跃增生细胞.

HE切片显示 LC组织中AgNORs颗粒大于2 µm的细
胞 绝大多数为散在的嗜酸性毛玻璃样肝细胞 这种散

在的肝细胞是与正常肝组织性质完全不同的新的细胞

群体 其可以在无LC的组织中出现 故与LC没有直

接关系 从而表明LC组织中AgNORs计数 大小及DNA

含量高于正常肝组织 与嗜酸性细胞有直接关系. LC结

节(或没有LC)散在嗜酸性毛玻璃样肝细胞 不论在细

胞形态 还是AgNORs计数及DNA含量等具有与嗜酸

性细胞增生结节细胞相同的特点 提示其为嗜酸性细

胞增生结节的来源细胞 可进一步发展为嗜酸性细胞

增生结节.

       多年来 人们普遍认为LC与HCC关系密切 并

认为LC与HCC的发生有关. 较多的研究认为 肝脏腺

瘤样增生为HCC的癌前期病变[20-24]. 但近年来 有的

研究对此提出异议 我们以前的研究表明 增生结节为

肝癌的癌前期病变 而LC与HCC发生的关系并不明

显[25]. 在欧 美国家 酒精是引起LC的主要原因 但

HCC的发病率却较低; 四氯化碳可以引起LC 但不能

引起HCC. 我们认为我国HCC伴有LC的比例明显高于

欧 美国家的原因是与HBV感染有关 LC与HCC是

伴随关系. 本研究中 从 LC 增生结节到 级

级 级HCC 细胞形态从正常逐渐出现异常 异

型性逐渐增大 AgNORs 计数 DNA 含量逐渐增多

表明AgNORs计数 DNA含量与肝细胞分化程度有一

定关系 而分化差的病变其肝细胞的PCNA增生指数

显著增高[26-28]. 许多研究都表明 具有高度细胞增生活

性的病变可被视为HCC的癌前病变[20, 29-32]. 我们的研究

结果显示 癌旁的增生结节具有比LC结节更高的增生

活性 与HCC相近 从而提示: LC组织增生能力有限

而增生结节处于活跃增生状态和低分化状态 具有恶

性转化的高度危险性; 持续增生的增生结节至少有一部

分已发生恶性转化 具有与HCC相同或相似的某些生

物学行为 是HCC的癌前期病变; 细胞增生活性的增

高 在HCC 的发生和维持方面可能发挥重要作用.
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Abstract
AIM: To explore the anti-tumor mechanism of seminal oil
emulsion of Brucea javanica by studying in vitro its effects on
apoptosis, cell cycle and expression of apoptosis-related genes
p53 and Bcl-2 in human hepatocellular carcinoma cell line
SMMC-7721.

METHODS: Anti-proliferation effect was measured by MTT
assay. The morphology of cells was observed under trans-
mission electron microscope. Agarose gel electrophoresis
was used to analyze DNA character and the flow cytometry
to detect apoptotic rate and cell cycle distribution. The
levels of p53 and Bcl-2 protein were examined by immu-
nocytochemical staining.

RESULTS: The proliferation of hepatocellular carcinoma
cell line SMMC-7721 could be remarkably inhibited by seminal
oil emulsion of Brucea javanica in a time- and concentration-
dependent manner. Morphological and biochemical changes
characteristic of apoptosis were observed through electron
microscope and agarose gel electrophoresis. After 12, 24,
48 h incubation with 0.10 g/L emulsion of seminal oil of
Brucea javanica, the flow cytometry showed typical
subdiploid peaks and the cell cycle was arrested at G0/G1
phase(P<0.05). The expression of p53 and Bcl-2 was down-
regulated after exposure to the drug, with a positive cor-
relation between them (r =0.966, P <0.05).

CONCLUSION: Seminal oil emulsion of Brucea javanica can
significantly inhibit the proliferation of human hepatocellular
carcinoma cell line SMMC-7721 in vitro through inducing
apoptosis and arresting cell cycle at G0/G1 phase, and its

underlying mechanism is related to the down-regulating
mutant type p53 as well as Bcl-2, with p53 pathway play-
ing a leading role.

Ma L, Zhang YN. Effects of seminal oil emulsion of Brucea javanica on
apoptosis and apoptosis-related genes in human hepatocellular carci-
noma cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):559-562

摘要

目的: 研究鸦胆子油乳体外诱导人肝癌细胞SMMC-7721

凋亡的作用及对细胞周期和凋亡相关基因p53和Bcl-2表

达的影响 探讨其抗肿瘤机制.

方法: MTT法检测鸦胆子油乳不同浓度和作用时间对肝癌

细胞的抑制增生作用; 透射电镜观察细胞形态学改变; 琼脂

糖凝胶电泳分析DNA特征; 流式细胞仪检测细胞凋亡和细

胞周期分布; 免疫细胞化学染色检测p53和Bcl-2的表达.

结果: 鸦胆子油乳对人肝癌细胞SMMC-7721具有显著的

抑制增生作用 且有时间和浓度依赖性. 透射电镜和凝胶电

泳可观察到凋亡特征性的形态学和生化特征改变. 0.10 g/L

鸦胆子油乳作用12 24 48 h后 流式细胞仪分析可见典

型的亚二倍体峰 细胞周期阻滞于G0/G1期 与对照组相

比有显著性差异(P <0.05). p53和Bcl-2在经鸦胆子油乳作

用后表达水平均下降 二者呈正相关(r =0.966 P <0.05)

p53下降更为明显.

结论: 鸦胆子油乳体外对肝癌细胞SMMC-7721有显著的抑

制增生作用 能诱导凋亡 阻滞细胞周期于G0/G1期 抑

制p53和Bcl-2的表达是其重要机制 其中p53途径起主

导作用.

马力, 张月宁. 鸦胆子油乳诱导肝癌细胞凋亡及对相关基因表达的影响. 世界

华人消化杂志  2004;12(3):559-562

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/559.asp

0   引言

诱导肿瘤细胞凋亡是许多化疗药物(也包括一些中药)发

挥抗肿瘤作用的主要机制之一[1-4]. 肿瘤细胞凋亡与化疗

敏感性有关 凋亡调控机制障碍对刺激不敏感是肿瘤

耐药的重要原因[5-8]. 诱导肿瘤细胞凋亡及寻找有效的凋

亡诱导药物仍是目前肿瘤治疗研究的热点之一[9-13]. 细胞

凋亡是诱导基因 抑制基因和双向控制基因相互作用

的结果 p53和Bcl-2在其中发挥着重要作用[14-16]. 一

旦发生凋亡相关基因的突变或缺失 就会导致细胞凋
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亡失控 引起疾病的发生[17]. 鸦胆子系苦木科鸦胆子属

植物Brucea javanica (L.)Merr的成熟果实 其醇提取物

对多种瘤株有抑制作用[18-19]. 鸦胆子油具有抗癌及抗动

脉栓塞的双重作用 因此被用于介入治疗[20]. 我们研究

了鸦胆子油乳体外对人肝癌细胞SMMC-7721抑制生长

和诱导凋亡的作用 及对p53 Bcl-2表达的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞系SMMC-7721由兰州大学生物

学院提供; 100 g/L鸦胆子油乳由浙江三九邦而康药业有

限公司提供; RPMI1640: Gibco公司; 小牛血清: 杭州四季

青生物工程材料研究所; MTT SDS 细胞凋亡电泳检

测试剂盒: Sigma公司; 鼠抗人p53 鼠抗人Bcl-2 免

疫细胞化学SP药盒 DAB显液: Biotech公司. 细胞在含

100 ml/L小牛血清的RPMI 1640培养液中于37 50

ml/L CO2 饱和湿度的孵箱中培养. 鸦胆子油乳用培养

液稀释成工作浓度.

1.2 方法  鸦胆子油乳对SMMC-7721细胞的毒性作用

采用MTT比色法. 取对数生长期的细胞以5 104个/孔

接种于96孔培养板中培养 24h 后弃培养液. 实验组

加入鸦胆子油乳 据预实验结果设立0.05 0.10 0.25

0.50 1.00 g/L组; 对照组仅加入等量培养液; 调零组为等

量培养液 不含细胞及药物. 每组设4个复孔. 分别培养

8 20 44 68 h后弃培养液 每孔加入MTT (1 g/L)50 µL
继续培养4 h 弃上清液 每孔加入100 g/L SDS 100 µL
37 孵育30 min 酶标仪(EXL800型 威士达公司)测

定各孔于570 nm波长处的吸光度A(OD)值. 用以下公式

计算抑制率(IR)=(1-实验组A值/对照组A值) 100%.

将对照组及0.10 g/L鸦胆子油乳作用12 24 48 h 的

细胞消化 制成单细胞悬液(各样本细胞数大于109/L).

离心 PBS洗 2次 4 预冷 700 ml/L 乙醇固定12 h

后 用流式细胞仪(Epic SXL型: Coulter 公司)检测凋亡

百分率和各细胞周期所占百分比. 收集对照组及0.05

0.10 0.50 g/L鸦胆子油乳作用48h的细胞(每个样本约

2 106个细胞) 按试剂盒要求提取DNA 15 g/L 琼

脂糖凝胶进行电泳 紫外灯下观察 照相. 胰酶消化对

照组及0.10 g/L鸦胆子油乳作用48 h的细胞制成细胞悬

液 离心弃上清 25 g/L戊二醛固定 制备超薄切片

双铅染色 电镜(日本JEM100CX型)下观察并照相. 收集

对照组及0.10 g/L鸦胆子油乳作用12 24 48 h 的细

胞 制成细胞悬液 均匀涂于防脱片 40 g/L多聚甲醛

固定 采用SP染色法 DAB显色(操作步骤按说明书).

一抗和二抗工作浓度均为1 200. 阴性对照取PBS代

替一抗; 阳性对照为已知p53 Bcl-2阳性的乳腺癌组

织切片. 图像分析系统(THW-5002型: 四川联合大学)下

测定p53 Bcl-2阳性细胞数 测量窗面积为100 µm2

放大40倍.

        统计学处理 实验数据均由3次以上独立的实验得

出 结果用mean±SD表示. 应用SPSS 10.0软件进行单

因素方差分析和直线相关分析.

2   结果

2.1 鸦胆子油乳的毒性作用  MTT检测结果显示鸦胆子

油乳处理肝癌细胞后 其生长增生被抑制 实验组与对

照组相比有显著性差异(P <0.01). 随着药物浓度提高和

作用时间延长 抑制率亦相应增大(图 1). 经鸦胆子油

乳作用后 流式图上G1期前出现典型的亚二倍体峰

48 h达(25.7 3.8%) 显著高于对照组(P <0.01). G0/G1

期细胞比率上升 S期和G2/M期细胞比率下降 表明

细胞周期被阻滞于G0/G1期(表1). 0.05和0.10 g/L浓度组

作用48 h后电泳均出现凋亡特征性的梯状带 0.10 g/L

浓度组较明显. 0.50 g/L浓度组条带模糊 无梯状带出

现(图 2). 透射电镜下观察 正常细胞的胞膜完整 细

胞核和细胞器亚微结构清晰. 0.10 g/L乳鸦胆子油乳作用

48 h后 同一电镜切片中可观察到细胞凋亡不同时期典

型的形态学改变 表现为胞质浓缩 空泡形成; 核固缩

染色质向核膜聚集 呈块状或新月形小体; 胞膜出泡和

凋亡小体形成 但细胞器保持相对完整(图 3).

2.2 p53 和 Bcl-2 的表达  阳性细胞染成棕黄色或棕褐

色 p53免疫反应定位于胞核 Bcl-2免疫反应定位于

胞膜 胞质及核膜(图4). 对照组p53和Bcl-2均呈高表

达 经0.10 g/L鸦胆子油乳作用后表达水平下降 p53

较Bcl-2显著 二者呈正相关(r =0.966 P <0.05) 这

种作用有时间依赖性(表2).

表1  鸦胆子0.10 g/L油乳对SMMC-7721细胞周期和细胞凋亡的影

响(mean±SD, %)

组别   分期                      12 h                   24 h                  48 h

G0/G1 58.9 6.9 52.8 2.3 57.2 11.6

对照组   G2/M   7.6 6.7 11.9 1.4 13.9 4.7

                        S 33.5 4.2 35.3 2.1 28.9 12.8

   亚二倍体峰   0.7 0.2   1.9 0.6   4.6 1.0

  G0/G 60.9 7.1 59.5 8.4a  71.2 3.5b

实验组   G2/M 11.2 2.3 15.8 5.2   9.3 5.2

                        S 27.9 4.5 24.7 7.1 19.5 2.7

   亚二倍体峰   6.5 1.9b 16.3 4.4b 25.7 3.8b

aP <0.05, bP <0.01, vs 对照组.

表2  鸦胆子0.10 g/L油乳对SMMC-7721细胞p53, Bcl-2蛋白表达

的影响(mean±SD, )

t /h       P53    Bcl-2

  0 48.9 12.6 55.9 9.9

12 43.8 8.5 50.1 13.7

24 33.2 9.3a 46.2 9.9

48 28.8 6.5b 39.3 8.2a

aP <0.05, bP <0.01, vs 0 h组.
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图1  鸦胆子油乳对SMMC-7721细胞的抑制作用.

图2  琼脂糖凝胶电泳. A: Marker; B:对照组C: 0.05; D: 0.10; E: 0.50 g/L

鸦胆子油乳组.

图3  鸦胆子0.10 g/L油乳对SMMC-7721细胞形态学的影响(透射电

镜 6 000).

图 4  鸦胆子0.10 g/L油乳对SMMC-7721细胞p53, Bcl-2蛋白表达
的影响(SP法 400). A: p53对照组; B: p53实验组; C: Bcl-2对照组;
D:Bcl-2实验组.

3   讨论

本实验结果表明 鸦胆子油乳可以诱导肝癌细胞凋亡.

电泳图显示0.05 0.10 g/L浓度组出现细胞凋亡特征性

的梯状带 后者较明显 而0.25 g/L 浓度组无梯状带

出现. 表明鸦胆子油乳在低浓度时以诱导细胞凋亡为主

高浓度时可能以引起细胞坏死为主 因此其诱导凋亡作

用与浓度有关. 0.10 g/L鸦胆子油乳处理肝癌细胞12 h后
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在流式图上即出现典型的亚二倍体峰 且随时间延长

而增高 表明鸦胆子油乳诱导肝癌细胞凋亡也呈时间

依赖性. 因此 从诱导凋亡角度看 应选择合适的药

物浓度和作用时间 这样既能清除肿瘤细胞 又能避

免正常细胞因药物剂量过大和作用时间过长而受到损

害. 通过测定细胞凋亡 既能根据肿瘤细胞对药物的反

应性优选敏感药物 又可通过观察细胞凋亡率的变化

确定合适的药物浓度[7, 21].

        作为细胞周期重要的负性调控因子 p53在维持

基因组稳定性 调控细胞凋亡和细胞周期中起重要作

用[14-15, 22-23]. 野生型p53的蛋白产物能阻滞DNA受损的

细胞于G1 期 抑制DNA 合成 诱导DNA 修复 修

复不成功则诱导其凋亡[24]. 突变型p53失去这种监控作

用 可导致细胞增生失控发生肿瘤[25]. 野生型p53蛋白半

衰期短 含量很低 而突变型p53蛋白稳定性增加 因

此常规免疫化学检测的p53蛋白被认为是突变型p53基

因的产物. Bcl-2能抑制细胞凋亡 延长细胞存活[26-27].

其过表达可导致细胞对多种促凋亡因素耐受 而表达

下调可诱导细胞凋亡[28]. 本文结果显示 鸦胆子油乳作

用后 肝癌细胞p53 和 Bcl-2 表达水平均下降 p53

较显著 细胞凋亡增加 细胞周期被阻滞于G0/G1期

表明抑制突变型p53和Bcl-2的表达 甚至诱导部分

突变型p53 恢复成野生型p53 是其调控细胞凋亡和

细胞周期的重要机制 其中 p53 起了主导作用. 由于

p53和Bcl-2的下降呈正相关 而Bcl-2的表达受p53

调控 故推测p53参与了鸦胆子油乳对Bcl-2表达的

下调作用.

        从鸦胆子中可以分离出一系列苦木内酯成分 其抗

癌活性主要与其所含的不饱和脂肪酸 特别是油酸 亚

油酸有关. 鸦胆子抗肿瘤的机制包括不饱和脂肪酸抑制

癌细胞DNA 合成 破坏肿瘤生物膜结构 增强机体

细胞免疫能力 增强自然杀伤细胞对肿瘤细胞的敏感

性 通过激活凝血系统形成血栓起栓塞作用 鸦胆子油

乳可促进骨髓干细胞形成 与放疗和 / 或化疗联合应

用有一定的防止白细胞和血小板降低的作用[20]. 俞丽芬

et al [29] 研究表明鸦胆子油乳对人胃腺癌耐药细胞的耐药

性有逆转作用. 本实验明确了鸦胆子油乳对肝癌细胞有明

显的抑制生长作用 诱导细胞凋亡 阻滞细胞周期于G0/

G1期是其抗肿瘤的重要机制; p53和Bcl-2表达水平的调

节在不同程度上参与了这一过程. 本研究为临床应用鸦

胆子油乳治疗肝癌提供了有力的实验证据和理论依据

同时也为进一步研究 开发我国特有的鸦胆子类药物

开创了广阔前景.

4     参考文献
1 吴苏冬, 刘长利, 王慧川, 鲍德虎. 参臼胶囊诱导肝癌SMMC-7721
细胞凋亡. 世界华人消化杂志  2003;11:908-911

2 Kleibl Z, Raisova M, Novotny J, Pohlreich P, Matous B.
Apoptosis and its importance in the development and therapy

of tumors. Sb Lek  2002;103:1-13
3 杨建青, 杨连粤, 祝和成. 丝裂霉素诱导人肝癌细胞凋亡. 世界华
人消化杂志  2001;9:268-272

4 王树滨, 杨纯正. 肿瘤化疗药物诱导细胞凋亡的研究进展. 癌症
2000;19:1173-1176

5 Yang HH, Ma MH, Vescio RA, Berenson JR. Overcoming drug
resistance in multiple myeloma: the emergence of therapeutic
approaches to induce apoptosis. J Clin Oncol  2003;21:4239-4247

6 Elliott MJ, Farmer MR, Atienza C Jr, Seilwell A, Dong YB,
Yang HL, Wong SL, McMasters KM. E2F-1 gene therapy in-
duces apoptosis and increases chemosensitivity in human
pancreatic carcinoma cells. Tumour Biol  2002;23:76-86

7 Makin G, Dive C. Modulating sensitivity to drug-induced
apoptosis: the future for chemotherapy? Breast Cancer Res
2001;3:150-153

8 Luk’ianova NI, Kulik GI, Chehun VF. Role of the p53 and Bcl-
2 genes in apoptosis and drug resistance of tumors. Vopr
Onkol  2000;46:121-128

9 Yang LQ, Fang DC, Wang RQ, Yang SM. Effect of NF-kappaB,
survivin, Bcl-2 and Caspase3 on apoptosis of gastric cancer
cells induced by tumor necrosis factor related apoptosis in-
ducing ligand. World J Gastroenterol  2004;10:22-25

10 Thorburn A, Thorburn J, Frankel AE. Induction of apoptosis
by tumor cell-targeted toxins. Apoptosis  2004;9:19-25

11 刘庆元, 窦科峰, 张金山, 孙岚, 黄鲁豫, 张远强. GnRH类似物诱导
肝癌细胞凋亡的体外研究. 世界华人消化杂志  2003;11:1357-1361

12 李小安, 房殿春, 司佩任, 张汝刚, 杨柳芹, 秦建平. TRAIL诱导肝
癌细胞系SMMC-7721的凋亡作用. 世界华人消化杂志  2003;11:
1369-1371

13 苏颖, 陈增, 林可焴, 邹长棪, 林华妹. 三氧化二砷抑制肝癌细胞端粒
酶表达及诱导细胞凋亡作用. 世界华人消化杂志  2003;11:264-267

14 Fridman JS, Lowe SW.  Control of apoptosis by p53. Oncogene
2003;22:9030-9040

15 Zhu Z, Zhu MH. Research advances on p53 gene network. Ai
Zheng  2003;22:547-551

16 Fu YF, Fan TJ. Bcl-2 family proteins and apoptosis. Shengwu
Huaxue Yu Shengwu Wuli Xuebao  2002;34:389-394

17 Chan WY, Cheung KK, Schorge JO, Huang LW, Welch WR,
Bell DA, Berkowitz RS, Mok SC. Bcl-2 and p53 protein
expression, apoptosis, and p53 mutation in human epithelial
ovation cancers. Am J Pathol  2000;156:409-417

18 Luyengi L, Suh N, Fong HH, Pezzuto JM, Kinghorn AD. A
lignan and four terpenoids from Brucea javanica that induce
differentiation with cultured HL-60 promyelocytic leukemia
cells. Phytochemistry  1996;43:409-412

19 Xuan YB, Yasuda S, Shimada K, Nagai S, Ishihama H. Growth
inhibition of the emulsion from Brucea javanica to cultured
human carcinoma cells. Gan To Kagaku Ryoho  1994;21:2421-
2425

20 俞进友, 朱良志, 夏曙祥. 浅谈鸦胆子在原发性肝癌介入治疗中
的作用. 中国肿瘤临床与康复  1995;2:49-50

21 王和, 楼江燕, 刘珊玲, 彭芝兰. 细胞凋亡检测用于卵巢癌实体瘤
体外化疗药物敏感试验. 实用癌症杂志  2000;15:267-269

22 张艳, 何凤田. P53基因在肿瘤基因治疗中的研究进展. 世界华人
消化杂志  2003;11:1593-1596

23 Hickman ES, Moroni MC, Helin K. The role of p53 and pRB in
apoptosis and cancer. Curr Opin Genet Dev  2002;12:60-66

24 Schuler M, Green DR. Mechanisms of p53-dependent
apoptosis. Biochem Soc Trans  2001;29(Pt 6):684-688

25 Cappello F, Bellafiore M, Palma A, Bucchieri F. Defective
apoptosis and tumorigenesis: role of p53 mutation and Fas/
FasL system dysregulation. Eur J Histochem  2002;46:199-208

26 Humlova Z. Protooncogene Bcl-2 in process of apoptosis. Sb
Lek  2002;103:419-425

27 Deveraux QL, Schendel SL, Reed JC. Antiapoptotic proteins.
The Bcl-2 and inhibitor of apoptosis protein families. Cardiol
Clin  2001;19:57-74

28 Klasa RJ, Gillum AM, Klem RE, Frankel SR. Oblimersen Bcl-2
antisense: facilitating apoptosis in anticancer treatment.
Antisense Nucleic Acid Drug Dev  2002;12:193-213

29 俞丽芬, 吴云林, 章永平. 鸦胆子油乳剂对人胃腺癌长春新碱耐
药细胞株MKN28/VCR的逆转作用. 世界华人消化杂志 2001;9:
376-378

562                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 3月 15 日  第 12 卷  第 3 期





World Chin J Digestol  2004 March;12(3):567-569
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 肝癌 LIVER CANCER •

乳果糖溶液在改善肝癌患者动脉栓塞治疗后腹部和肝性
脑病症状中的作用

卢   伟, 李彦豪, 何晓峰, 陈   勇, 贺  祥

卢伟, 李彦豪, 何晓峰, 陈勇, 中国人民解放军第一军医大学南方医院
介入治疗科  广东省广州市  510515
贺祥, 河南大学淮河医院放射科  河南省开封市  475000
卢伟, 男, 1967-02-02生, 江西省波阳县人, 汉族.  2002年第一军医大学
博士毕业, 主治医师, 讲师, 主要从事肿瘤和血管的介入诊疗研究.
广东省科技攻关课题, No. 2KB0461S
项目负责人: 李彦豪, 510515, 广东省广州市, 中国人民解放军第一军医大
学附属南方医院介入治疗科.  liyanhao@fimmu.com
电话: 020-61642084    传真: 020-61642082
收稿日期: 2003-06-27    接受日期: 2003-08-16

Effect of lactulose on alleviating abdomi-
nal symptoms and encephalopathy after
transcatheter arterial chemoembolization
in hepatocellular carcinoma

Wei Lu, Yan-Hao Li, Xiao-Feng He, Yong Chen, Xiang He

Wei Lu, Yan-Hao Li, Xiao-Feng He, Yong Chen, Department of
Interventional Radiology, Nanfang Hospital, First Military Medical
University of PLA, Guangzhou 510515, Guangdong Province, China
Xiang He, Department of Radiology, Huaihe Hospital, Henan University,
Kaifeng 475000, Henan Province, China
Supported by Science and Technique Program of Guangdong Province,
No. 2KB0461S
Correspondence to: Dr. Yan-Hao Li, Department of Interventional
Radiology, Nanfang hospital, First Military Medical University of PLA,
Guangzhou 510515, China.  liyanhao@fimmu.com
Received: 2003-06-27    Accepted: 2003-08-16

Abstract
AIM: To investigate the effect of lactulose on alleviating abdomi-
nal symptoms and encephalopathy after transcatheter arterial
chemoembolization (TACE) in hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: One hundred patients with HCC who were
treated with TACE were divided into two groups. Patients
in group A received oral lactulose (15-30 ml, 3 times/d)
after TACE. No lactulose was prescripted in group B. The
times of bowel movement per day, the degree of abdominal
distension and vomiting in the two groups were compared.
The changes of liver and renal function were evaluated
with total bilirubin levels (TBIL), albumin (ALB), alanine
aminotransferase (ALT) and blood urea nitrogen (BUN) be-
fore and after TACE. The prevalence of encephalopathy and
blood ammonia levels in the two groups was also compared.

RESULTS: The mean times of bowel movement per day in
the two groups were 1.86±0.83 and 0.48±0.41, respectively,
with a statistical difference (U =309.00, P <0.0001). The
degree of abdominal distension and vomiting was minimal
in group A than that in group B (χ2 =7.860, P =0.02). Al-
though there was no significantly difference in serum TBIL,
ALB, ALT, and BUN between the two groups, the blood
ammonia levels in group A were significantly lower than

that in group B (t =3.091, P =0.003). The prevalence of
encephalopathy in group B was higher than that in group
A (χ2 =6.947, P =0.038).

CONCLUSION:  Oral lactulose exerts prokinetic effect on
gastrointestinal tract. It can relieve the symptoms of ab-
dominal distension and vomiting after TACE and help pre-
vent the happening of encephalopathy.

Lu W, Li YH, He XF, Chen Y, He X. Effect of lactulose on alleviating
abdominal symptoms and encephalopathy after transcatheter arterial
chemoembolization in hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(3):567-569

摘要

目的: 探讨TACE后使用乳果糖溶液在改善患者腹部症状以

及肝性脑病的作用.

方法: 100例原发性肝癌患者随机分组行经导管肝动脉化疗

栓塞术 A组(n =50)术后给予杜秘克乳果糖溶液15-30 mL

3次 /d B组(n =50)不服用乳果糖. 治疗后分别观察患者

每日大便次数 腹胀 呕吐情况 TACE前后肝肾功能(包

括TBIL ALT ALB BUN)和血氨的变化情况以及两

组出现肝性脑病的情况.

结果: A B两组平均大便次数分别为1.86 0.83次 /d和

0.48 0.41次/d 差异有显著性意义(U =309.00 P <0.0 001).

腹胀和呕吐方面 A组显著好于B组(χ2 7.860 P 0.02).
虽然两组治疗前后TBIL ALT ALB BUN均没有显

著差异(t 均<1.660 P >0.05) 但是A组血氨显著低于B

组(t =3.091 P =0.003). B组肝性脑病发生率显著高于A

组(χ2 =6.947 P =0.038).

结论: 肝癌TACE术后服用乳果糖可以促进肠道功能 改

善腹胀和呕吐情况. 同时可以预防肝性脑病的发生.

卢伟, 李彦豪, 何晓峰, 陈勇, 贺祥. 乳果糖溶液在改善肝癌患者动脉栓塞治疗

后腹部和肝性脑病症状中的作用. 世界华人消化杂志  2004;12(3):567-569

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/567.asp

0   引言

经导管肝动脉栓塞化疗术(transcatheter hepatic arterial

chemoembolization TACE)是不适于手术治疗肝细胞癌

患者的首选方法[1-3]. 但是多数患者术后出现腹胀 食

欲不振 便秘等症状[4-8]. 这些症状不但可以加重栓塞

后综合征 而且可以加重肝细胞的损伤 诱发肝昏迷的
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可能 因此术后改善肠道蠕动功能 保持肠道通畅不

但有利于减轻患者的症状 改善患者的食欲 还可以

改善肝细胞营养 促进肝功能的恢复. 笔者探讨TACE

后使用乳果糖溶液在改善患者腹部症状以及肝性脑病

的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  原发性肝癌患者100例 男90例 女10例

平均年龄50 (30-73)岁. 均符合1999年在成都第四届全

国肝癌会议通过的HCC诊断标准[9]. 其中病理学证实者

5例 其余均经临床 影像学检查(B超 CT或/和MRI

肝动脉造影)以及实验室检查确诊. 随机分两组 每组

50例 两组患者术前一般资料的比较详见表1 两组

患者一般资料没有显著差异.

表1  两组患者首次TACE治疗前一般资料的比较

项目 A组 (n =50)             B组 (n =50)

性别(男 /女)                  46/4      45/5

年龄(岁) 54.5 9.4 53.6 10.6

肿瘤大小(cm) 8.59 2.22 8.42 2.76

门脉癌栓(无 / 有)      41/9      40/10

腹水(无 /有)      33/17      30/20

Child-Pugh分级(例)

       (A/B/C)     44/5/1      42/7/1

谷丙转氨酶(U/L)    46 28     55 31

总胆红素(µmol/l)            16.89 7.38 14.78 6.83

白蛋白(g/l)            34.95 4.82 35.52 3.87

1.2 方法  所有患者均行超选择性肝动脉TACE治疗

即将导管尽量超选择到肿瘤的供血动脉内注入碘油-

化疗药物乳化剂 并用明胶海绵颗粒和聚乙烯醇颗粒

行供血动脉栓塞. 术后均常规给予对症 护肝 支持

治疗. A组(n =50)给予杜秘克乳果糖溶液(苏威制药厂提

供)15-30 mL 3次 /d. B组(n =50)为不服用任何导泄药

物的空白对照组. TACE后1-7 d记录患者症状如每天排

便次数 腹胀 呕吐情况 同时比较术前和术后 5 d

肝肾功能(包括TBIL ALT ALB BUN)和血氨的变化

情况 比较两组TACE前和后患者术后出现肝性脑病情

况. 采用如下标准评价腹胀和呕吐程度: 1级: 没有明显

腹胀和呕吐 可以正常进食; 2级: 轻度腹胀 不伴或伴

有轻度呕吐现象 进食减少; 3级: 中-重度腹胀 伴有

明显地呕吐 不能进食. 肝性脑病程度分级按如下标准:

(1)无任何肝性脑病症状和体征;  (2)亚临床型肝性脑病:

表现为注意力下降 认知力(心算能力)下降 睡眠周期

改变(日夜倒错); (3)临床型肝性脑病: 主要指肝昏迷前驱

期和昏迷前期的症状 包括 淡漠少言 嗜睡 言

语不清 行为异常等. 少数可以出现定向力障碍 扑

翼样震颤 脑电图异常 昏睡和昏迷等.

2   结果

A组平均每天大便为1-4 (1.9 0.8 次) B 组平均每

日大便0-2 (0.5 0.4). 两组比较秩和检验 U =309.00

P <0.0 001. 两组腹胀和呕吐情况比较采用R×C卡方检
验 χ2=7.860 P =0.02 两组差异有显著性意义(表2).
两组TACE后TBIL和ALT均明显升高(t分别为3.497和

3.307 P均<0.001) ALB 和 BUN 则变化不明显(t值

分别为1.342 和 1.680 P >0.05) 两组之间比较 各

项指标TACE 前 后均没有显著差异( t均<1.660 P

均>0.05 表 3). A B 两组 TACE 前基础血氨水平没

有显著差异(t =0.180 P =0.857) TACE前 后比较

均有显著差异(t分别为3.837 和 6.000 P均<0.000)

TACE后两组间比较有显著差异(t =3.091 P =0.003 表4).

两组患者肝性脑病发生差异有显著性意义(χ2= 6.947
P =0.038 表 5). 两组中仅B组1例出现浅昏迷状态

其余临床期肝性脑病均表现前驱期和昏迷前期的症状.

表2  两组腹胀和呕吐情况比较

腹胀 呕吐程度分级
组别         合计

  1级  2级 3级

A   25   20    5           50

B   12   27  11           50

χ2检验, χ2=7.860, P =0.02.

表3  两组患者TACE 前后 TBIL ALT ALB BUN 比较

分组  n TBIL(mmol/L) ALB(g/L) ALT(nKa+/L)  BUN(mmol/L)

A 组 50      前 20.6 8.4      34 1    0.79 0.32    4.9 1.8

           后 37.3 12.1b    33 2     1.64 0.60b    4.5 2.2

B 组      50     前 21.8 10.6    33 2     0.66 0.26    4.0 1.7

           后 35.8 15.8b   32 3     1.31 0.43b   4.2 1.6

bP <0.01, vs 前.

表4  两组口服乳果糖治疗前后血氨的变化情况

       血氨(µmol/L)
组别

治疗前         治疗后           t                   P

A组 73.7 13.4     68.9 10.0      3.837           0.000

B 组 74.1 12.9     63.0 9.2      6.000           0.000

t     0.180          3.091

P     0.857          0.003

表5  两组患者TACE肝性脑病的发生情况

肝性脑病
组别 合计
无 亚临床型肝性脑病 临床型肝性脑病

A 42 7 1   50

B 34            10 6   50

χ2检验, χ2 =6.947, P =0.038.
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3   讨论

肝癌TACE后常出现便秘和腹胀. 主要原因有: (1)肝癌患

者常伴有肝硬化 门脉高压 胃肠道淤血 加上患者发

热使胃肠道淤血加重. (2)患者 TACE 后一般需卧床休

息 使肠蠕动减慢; (3)恶心 呕吐使患者进食减少

造成便秘 腹胀 胃肠胀气等症状. 乳果糖在小肠内不

被吸收和分解而完整到达大肠 在那里被分解为短链

脂肪酸(主要为乳酸 乙酸 丙酸) 从而降低了肠道

pH值 促进肠道的蠕动. 其次 短链脂肪酸使肠道内

渗透压升高 从而明显减少结肠对水分的吸收 使大

便体积增大 迅速排空. 此外 乳果糖尚有调节肠道

均群的功能 有资料显示乳果糖可以作为肠道有益

菌-双歧杆菌的养分 使其数量增长3个数量级(从109-

1012) 导致肠内容物增加. 本研究表明 乳果糖组和

安慰剂组比较 前者患者每日大便次数显著多于后者

在腹胀和呕吐的程度方面 前者亦显著好于后者. 说明

乳果糖有利于改善肝癌患者TACE后的便秘 腹胀和

呕吐症状. 乳果糖组 85%的患者取得了较好的效果

每日大便在2-3次. 50例患者除1例患者出现轻度腹绞

痛和腹泻水样便外 没有患者出现严重副反应.

        已知TACE后肝功能均可出现不同程度的肝功能损

伤 多数肝功能损伤是一过性的 肝功能各生化指标往

往在术后3-4 wk内恢复到术前水平. TACE后口服乳果

糖是否有利于肝功能的恢复 尚没有文献报道. 本研究

两组TACE 术前 后 TBIL ALT ALB BUN 均没

有显著的差异 因此我们认为肝功能指标的改善不大

可能是乳果糖的作用 而更应该归功于足够的营养 卧

床休息或限制活动 护肝和支持治疗等.

        肝性脑病是一种肝癌TACE后的常见并发症. 是潜在

的可逆的中枢神经系统的功能紊乱. 假设的致病机制包

括肠道内的神经毒素(氨等)作用 由芳香氨基酸合成的

假神经递质以及在脑中的γ-氨基丁酸神经递质(GABA)/
内源性苯二氮卓类药物增加等有关 其中氨与肝性脑病

的关系最为密切 有直接的因果关系[10]. 目前已有较多

文献[10-12]报道乳果糖对临床型肝性脑病的有效 而对

亚临床型肝性脑病治疗和预防作用报道不多. 亚临床型

肝性脑病也称轻微肝性脑病 由于一般没有可觉察的临

床症状 无意识障碍 有良好的运动能力 有时仅表

现注意力下降 睡眠周期改变(日夜倒错) 日常生活方式

改变(疲劳) 只有通过心理和智力测验才能发现异常[11-12].

聂玉强 et al [13]研究显示: 亚临床肝性脑病在肝硬化患者

中的发生率占57.1 如不进行有效治疗 部分患者

将发展成为临床型肝性脑病 他们采用乳果糖治疗能

够降低患者血氨水平 提高智力测验结果 同时可以

的防止体感诱发电位的恶化 最终降低临床型肝性脑病

的发生率. 本研究表明 肝癌TACE后采用乳果糖治疗

可以明显减少亚临床和临床型肝性脑病的发生. 其原因

为: 口服乳果糖可以减少细菌的产氨 减少肠道对氨的

吸收 所以降低血氨 减轻了神经症状. 汪佩文 et al [14]

的研究发现对亚临床肝性脑病患者采用乳果糖治疗

后 患者血氨明显下降 数字连线试验成绩明显提高.

其他研究[15]显示乳果糖加双歧杆菌口服液治疗可以降低

亚临床肝性脑病患者的血氨水平 可以降低临床肝性

脑病的死亡率. 因此笔者建议: 肝癌TACE后可常规应用

乳果糖治疗 以改善便秘 腹胀等症状 同时预防

出现亚临床或临床型肝性脑病.
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Abstract
AIM: To investigate the size, distribution, and pattern of
metastases and micrometastases of lymph nodes (LNs)
within the mesorectum of rectal cancer.

METHODS: All rectal cancer specimens obtained by total
mesorectal excision were treated with lymph node revealing
solution to retrieve all LNs, which were detected with a
combination use of haematoxylin and eosin staining and
immunohistochemical (IHC) staining with an antibody
against cytokeratin 20.

RESULTS: A total of 548 LNs in 31 specimens were
harvested, with 17.7 nodes per case. 153 nodes (27.9%)
in 27 patients (87.1%) were found positive by routine patho-
logical examination and IHC staining. Of all the nodes
retrieved, nodes <0.5 cm numbered 366 (66.8%) with 91
ones (59.5%) positive. Among the 27 metastasized cases,
there were 15 cases whose tumors were located in the
back wall of the rectum, in which 78 nodes were detected
positive with 75 nodes along the superior rectal artery. In
the other 12 cases with tumors positioned in the lateral
wall, 75 nodes were diagnosed positive, with 37 nodes, 8
nodes around the branch of superior rectal artery and
middle rectal artery on tumor side, and 9 nodes, 0 nodes

on the opposite side, respectively.

CONCLUSION: The majority of tumor positive LNs in the
mesorectum are <0.5 cm in diameter. LNs within the me-
sorectum are distributed mainly along major supplying ves-
sels with around the superior rectal artery most. The pattern
of lymphatic spread of rectal cancer has close relation-
ships with tumor location in the rectal wall. Tumors in the
posterior wall may spread in both sides of the mesorectum
simultaneously, while tumors localized in one lateral wall
tend to metastasize preferably to LNs in the mesorectum
of tumor side.

Zheng YC, Zhou ZG, Zheng XL, Li L, Lei WZ, Wang TC, Deng YL,
Chen DY, Liu WP. Anatomic pathology of tumor cell spread through
lymph nodes in the mesorectum of rectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(3):570-573

摘要

目的: 研究直肠癌系膜淋巴结(LN)大小 分布 转移及微

转移规律.

方法: 对全直肠系膜切除的直肠癌标本用LN显示液处理

切取的LN以常规病理结合免疫组化染色检测.

结果: 本组31例 548枚LN 27例(87.1%)153 枚(27.9%)

LN发现转移. 其中 直径小于0.5 cm LN 366枚(66.8%)

转移 91 枚(59.5%). 转移病例中 后壁直肠癌15 例 78

枚LN转移 75枚沿直肠上动脉分布. 侧壁直肠癌12例

75 枚 LN 转移 同侧直肠上动脉分支 直肠中动脉旁转

移 37 和 8 枚 对侧分别为 9 和 0 枚.

结论: 直肠癌大部分转移LN直径小于0.5 cm 主要分布

于直肠上动脉旁. LN转移与肿瘤方位有关 后壁癌可同时

沿肿瘤两侧系膜扩散 侧壁癌以同侧LN受累为主.
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0   引言

直肠癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一 其发病率逐

年上升[1-5]. 手术切除是目前直肠癌治疗的主要手段[6-8]

然而约30%的患者在根治术后5 a内出现复发[9-11]. 肿瘤

细胞在区域淋巴结中的转移 微转移被认为是导致直

肠癌术后复发 转移的重要原因[12-16]. 全直肠系膜切除

术(total mesorectal excision TME)以低局部复发率 高

5 a 生存率的优势 正逐步成为中 低位直肠癌手术



治疗的新标准[17-18]. 然而迄今 有关直肠癌系膜淋巴结

分布的报道较少 直肠癌系膜淋巴结的转移规律尚有

争议 直肠癌系膜淋巴结的微转移规律有待阐明[19-20].

我们研究直肠癌系膜内淋巴结的数目 大小 分布及转

移 微转移情况 探讨直肠癌系膜淋巴结的转移 微转

移规律 为直肠癌术式的合理选择提供客观依据.

1   材料和方法

1.1 材料  前瞻性随机收集2001-10/2002-10我院行TME

治疗的直肠癌标本31例 所有患者术前均未接受放疗

或化疗 并经纤维结肠镜及病理活检证实为直肠腺癌.

男 18 例 女 13 例 年龄 32-74 (中位 55)岁. 以腹膜

反折为界 高位直肠癌7例 低位直肠癌24例. 高分

化腺癌 3 例 中分化腺癌 20 例 低分化腺癌 8 例.

1.2 方法  根据Koren et al (Dis Colon Rectum 1997;40:407-

410) 介绍的淋巴结显示技术 手术标本经中性甲醛固

定24 h后 于淋巴结显示液(lymph node revealing solution

LNRS)中浸泡6 h 流水彻底冲洗后 淋巴结呈现为白垩

色的结节. 从直肠上动脉根部沿其走行进行解剖 直至

其末级分支. 系膜内的其他组织以2-3 mm间隔连续剪

切 清除脂肪组织 检取淋巴结 测量大小并记录解剖

学位置. 切取的淋巴结按分布分别石蜡包埋 每个蜡块

按20-40 µm间隔连续切片 切片厚度4 µm. 然后从不
同代表平面的10张切片中选取2张进行HE染色. HE阴

性的淋巴结另抽取 3 张切片 1 张再行HE 染色 另

2张行细胞角蛋白20 (cytokeratin 20 CK20) 免疫组化

(immunohistochemistry IHC)染色 检测肿瘤微转移.

免疫组化检测采用 LsAB 法. CK20 mAb 购自美国

NeoMarkers 公司 二抗及染色试剂盒购自美国Zymed

公司. 组织切片染色前置60 烤箱过夜 烘干的切片

依次经二甲苯 梯度酒精脱蜡至水 3 mL/L  H2O2溶

液浸泡20 min以灭活内源性过氧化物酶 然后切片置

入枸橼酸修复液中高压锅煮沸3 min充分暴露抗原. 正

常山羊血清室温下封闭10 min后 滴加1 50稀释的

鼠抗人CK20 mAb 4 孵育过夜. 滴加生物素化羊抗

鼠二抗 37 反应45 min 再滴加SP复合物 37 

孵育 30 min. 随后DAB显色5-8 min 再经苏木素复

染 脱水 透明 封片. 每次染色均以PBS代替一抗

作阴性对照 直肠癌组织作为阳性对照 细胞质呈橙

黄色视为阳性.

        统计学处理  采用SPSS 10. 0软件 均数的比较采

用 t检验 率的比较采用 χ2检验 P <0.05 为差异有
显著性.

2   结果

2.1 淋巴结转移的检出  本组31例直肠癌标本 共检

获淋巴结548枚 平均每例17.7 (3-34)枚. HE染色22例

114枚淋巴结有肿瘤转移 淋巴结转移率80.1% 转移度

20.8%. 经 IHC检测 发现18例39枚淋巴结存在肿瘤微

转移 淋巴结微转移率58.1% 微转移度7.1% 其中

HE阴性的9例166枚淋巴结中有5例(55.6%)10枚(6.0%)

淋巴结存在肿瘤微转移. 镜下观察 直肠癌细胞CK20

的阳性表达定位于胞质 微转移灶表现为单个散在

或2-3个及数个聚集成簇的癌细胞团. 所有微转移细胞

呈恶性肿瘤细胞表现 核大 核小体清晰(图 1).

图1  直肠癌系膜淋巴结内簇状癌细胞转移 IHC×100.

2.2 淋巴结大小与转移  本组31例 548枚淋巴结 平均

直径0.41 (0.07-1.10 cm) 转移淋巴结共153枚 平均

直径0.49 (0.15-1.10 cm). 其中HE阳性淋巴结114枚 平

均直径0.52 (0.15-1.10 cm) IHC阳性淋巴结39枚 平

均直径 0.39 (0.15-0.8 cm) 二者比较差异有显著性

(t =4.152 P <0.01). 直径小于或等于 0.2 cm 淋巴结

92枚(16.8%) 转移7枚 占转移淋巴结总数的4.6%

直径大于或等于0.5 cm淋巴结182枚(33.2%) 转移62

枚(40.5%) 直径0.2-0.5 cm淋巴结274枚 (50.0%) 转

移84枚(54.9%) (表 1).

表1  直肠癌系膜淋巴结大小与肿瘤转移情况

LN直径(cm) LN总数     HE阳性   IHC阳性   转移总数  转移度(%)

 0.2      92              4    3      7         7.6a

0.2-0.5     274          56  28    84       30.7b

0.5    182          54    8    62        34.1c

合计     548         114  39  153       27.9

aP <0.01, vs 0.2-0.5; bP >0.05, vs 0.5;  cP<0.01 vs 0.2.

2.3 淋巴结的分布与转移  本组27例转移标本 共切

取淋巴结499枚. 以腹膜反折为界 高位直肠癌5例 切

取淋巴结81枚 分布于肿瘤旁2枚(2.5%) 转移0枚;

直肠上动脉旁79枚(97.5%) HE阳性18枚 IHC阳性

4枚. 低位直肠癌22例 检获淋巴结418枚 分布于肿

瘤旁52枚(12.4%) HE阳性7枚 IHC阳性6枚 直肠

上动脉旁333枚(79.7%) HE阳性87枚 IHC阳性23

枚 直肠中动脉旁33枚(7.9%) HE阳性2枚 IHC阳

性6枚; 以肿瘤在肠壁的位置划分 后壁直肠癌15例

侧壁直肠癌12例 (表 2).
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3   讨论

直肠癌术后肿瘤复发 转移一直是直肠癌外科治疗中

倍受关注的问题. 近 20 a 的临床实践证明 TME可以

根除传统手术中直肠系膜切除不全 系膜内残留癌灶

的隐患 有效降低直肠癌术后局部复发率和提高5 a生

存率 是治疗中 低位直肠癌的理想术式 [6-8, 21-22]. 直

肠系膜是指盆筋膜脏层所包裹的直肠周围脂肪 血管

和淋巴组织 系膜内的淋巴结是直肠癌扩散 转移最先

受累的组织. Canessa et al [19]对20例尸检标本的解剖显

示 直肠系膜淋巴结每例平均8.4枚 71.4%位于腹膜

反折上方. Topor et al [20]对7例尸检标本施行全直肠系膜

切除及盆腔淋巴结清扫 切取的标本用LNRS 进行处

理 结果盆腔淋巴结每例平均24.9枚 包括直肠系膜

淋巴结每例平均13.6枚 54%的淋巴结位于直肠后方.

本组资料中 直肠癌系膜淋巴结每例平均17.7 枚 直

肠上动脉主干及其分支旁 肿瘤旁 直肠中动脉旁淋巴

结分布各占16.8% 65.5% 11.7%与 6.0%. 最小检出

淋巴结直径0.07 cm 66.8%的淋巴结直径小于0.5 cm

16.8%淋巴结直径小于或等于0.2 cm 59.5%转移淋巴

结直径小于0.5 cm. 这些小淋巴结尤其是直径小于或等

于0.2 cm者极易在术中活检 术后的病理取材中被遗

漏 致使淋巴结检测不全 影响病情判断[13, 23-24]. 有些

外科医生倾向于术中凭手扪判断淋巴结有无转移 或

以有无探及肿大的淋巴结来决定是否行淋巴结清扫. 本

研究表明 肿大的淋巴结并不一定是肿瘤转移 而术中

未探及肿大的淋巴结 也不意味着系膜淋巴结就没有

转移 即使常规病理检查阴性的淋巴结中仍有9.0%存

在肿瘤微转移.

       本组资料显示 直肠的淋巴引流与系膜血管相伴

行. 直肠癌系膜淋巴结大部分沿直肠上动脉左 右侧分支

(65.5%)及直肠上动脉主干(16.8%)排列 肿瘤旁(11.7%)及

直肠中动脉旁(6.0%)分布较少. 高位直肠癌淋巴转移以上

行方向为主 即自肠管肿瘤旁淋巴结开始 沿着直肠上

动脉分支向其主干方向转移 累及肠系膜下淋巴结群

最后到肠系膜根部淋巴结. 低位直肠癌除可发生上行转

移外 还可向侧方 下方转移. 侧方淋巴结转移主要

是沿肛提肌转移至直肠中动脉旁 或穿过肛提肌注入

闭孔淋巴结 再注入髂内 髂总淋巴结. 文献报道低

位直肠癌淋巴结侧方转移率10-25%[6, 12, 25] 本组为19.

4% 均发生于肿瘤距齿状线5 cm以内的患者. 直肠癌

淋巴结的下行转移极少见 一般认为是正常的上行通

道被肿瘤阻断后 淋巴逆行引流所致. 本组未见下行转

移病例. 本组资料还表明 直肠癌淋巴结转移方向不仅

与肿瘤在直肠所处的节段有关 还与肿瘤在肠壁所处

的方位密切相关. 结果显示 后壁直肠癌主要是沿直肠

上血管向肠系膜根部淋巴结转移 肿瘤在直肠上动脉

左 右两侧分支旁的淋巴结转移频率没有差异(P >0.05).

侧壁直肠癌可以同时发生上方与侧方淋巴结转移 但

是均以肿瘤同侧淋巴结受累为主. 本组侧壁直肠癌12

例 发生同侧直肠上动脉分支旁淋巴结转移9例 对

侧5例 淋巴结转移度分别为43.0%与 16.1% 二者

比较有显著性差异(P <0.01) 而且存在对侧直肠上动脉

分支旁淋巴结转移的病例都有同侧直肠上动脉分支旁淋

巴结受累. 发生同侧直肠中动脉旁淋巴结转移6例 对

侧0例 淋巴结转移度分别为40.6%与0 (P <0.05) 其

中4例仅为直肠中动脉旁淋巴结微转移.

        淋巴结转移是影响直肠癌预后最主要的因素之一

因此手术彻底清除受累淋巴结显得尤为重要. 直肠癌

TME手术要求在直视下沿盆筋膜脏 壁层之间的无血

管间隙进行锐性解剖 完整的切除直肠系膜及其内的

脂肪 血管和淋巴组织[17, 26-27]. 为了根除肿瘤复发的隐

患 有学者主张对低位直肠癌 尤其是低位进展期直肠

癌施行包括髂总 髂内 髂外 闭孔 直肠中动脉根部

淋巴结在内的扩大的盆腔淋巴结清扫[6, 28]. 另有学者则指

出 侧方淋巴结清扫并不能提高根治术后5 a生存率

反而增加了手术并发症 尤其是患者的泌尿功能及性

功能严重受损 极大地降低了术后生活质量[29-30].

       根据本组资料发现 不仅不同肠管节段的直肠癌

表2  直肠癌系膜淋巴结分布与肿瘤转移情况

          侧壁直肠癌(12例)        后壁直肠癌(15例)
LN系膜分布

LN总数 HE阳性 IHC阳性 转移度(%) LN总数 HE阳性 IHC阳性       转移度(%)

肿瘤旁     36         5          5     27.8      18         2         1 16.7

直肠中动脉旁

同侧 *     20         2          6     40.0a        0                       0                        0                   0

对侧 #     12         0          0           0        0                       0                        0                   0

直肠上动脉分支旁

同侧 *     86       27                        10                      43.0b                               108                       21         9            27.8c

对侧 #       56                          7                        2     16.1      79      23                        2            31.7

直肠上动脉主干旁     26      10          1     42.3      57      17          3            35.1

合计   236       51       24     31.8     263      63       15            29.7

*在后壁直肠癌指左侧系膜血管; #在后壁直肠癌指右侧系膜血管. aP <0.05, bP <0.01, cP >0.05, vs对侧 #.
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淋巴流向不同 不同肠壁方位的直肠癌淋巴结转移规

律也存在很大的差异. 由于进展期低位直肠癌(距齿状线

小于5 cm)存在一定数量的侧方淋巴结转移 对这些患

者如果不进行侧方淋巴结清扫 残留的病变将成为术

后局部复发的重要原因 影响长期生存率; 而直肠癌不

同的手术方式和淋巴结清扫范围又直接影响患者术后

的生存率与生活质量 因此我们认为 直肠癌术式的选

择应该个体化: (1)对于后壁直肠癌 可按照TME的原

则 完整切除癌肿及包裹其周围的直肠系膜; 若术前已

有证据显示肿瘤发生侧方淋巴结转移 则同时行双侧

侧方淋巴结清扫 手术操作时仔细耐心 注意保护盆

腔自主神经 防止术后泌尿功能及性功能障碍的发生.

(2)对于侧壁直肠癌 若癌肿局限于一侧肠壁未超过中

线 且系膜未发生淋巴结转移 可行选择性单侧全直肠

系膜切除(selective unilateral total mesorectal excision

SULTME) 手术完整切除肿瘤侧直肠系膜 而在切除

对侧直肠系膜时 靠近直肠系膜侧断离侧韧带 尽量多

保留部分直肠侧韧带组织 以确保盆腔自主神经丛不

受损伤; 若肿瘤已发生侧方淋巴结转移 但转移仅限于

肿瘤侧直肠中动脉旁而对侧尚未受累时 尤其是对于

部分肿瘤分化程度高 仅查及肿瘤侧直肠中动脉旁淋

巴结微转移者 可在TME的基础上视情况仅行单侧侧

方淋巴结清扫 以保留至少一侧盆腔神经免受损伤

利于术后排便 排尿及性功能的恢复 提高生活质量.

若肿瘤已发生双侧侧方淋巴结转移 或肿瘤已超越中

线累及对侧肠壁者 手术原则同后壁直肠癌. (3)对于直

肠前壁肿瘤 手术切除遵循TME原则 重点强调完整

切除直肠前方的Denonvillier s 筋膜.
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Abstract
AIM: NGX6 is a novel tumor suppressor gene candidate,
and the expression of NGX6 decreased in colon cancer
specimen, which suggested that the down-regulation of
NGX6 was closely related to tumorigenesis of colon cancer.
This study was designed to explore effects of NGX6 on the
cytobiological characteristics of human colon cancer cell line
HT-29 and to elucidate the role of NGX6 in the colon cancer.

METHODS: The mammal expression vector of pcDNA3.1
(+)/NGX6 was transfected into human colon cancer cell
line HT-29 cells by liposome.The integration of the exogenous
vector DNA and the expression of NGX6 were detected by
dot blot and RT-PCR. Finally, the cytobiological characteristics
of positive clone were analyzed by growth curves of cells,
MTT, soft agar assay, FCM and xenograft.

RESULTS: pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29 cells grew slower than
pcDNA3.1(+)/HT-29 and HT-29 cells (P <0.05), and the
PDT of pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29 cell was 34.5 hours,
which was significantly longer than that of  pcDNA3.1(+)/

HT-29 cells (27.1 h) and HT-29 cells (23.0 h). FCM data
showed that the overexpression of NGX6 blocked the
progression of G1 S phase in cell cycle, and it also pre-
sented decreased clonogenicity in soft agar assay and tumor
formation in nude mice.

CONCLUSION: The re-expression of NGX6 can reverse the
malignant phenotype of human colon cancer cell line HT-29.
Therefore, NGX6 gene may be a good candidate of tumor
suppressor gene associated with colon cancer.

Wang XY, Shen SR, Liu HY, Zhang XM, Peng C, Huang H, Liu F, Li XL,
Li GY. Effects of tumor suppressor gene NGX6 on growth of human colon
cancer cell line HT-29. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):574-579

摘要

目的: NGX6是新克隆的侯选抑瘤基因 其在结肠癌组织

中表达明显下调 提示NGX6的差异表达与结肠癌发生有

关. 本文通过研究NGX6对人结肠癌细胞HT-29生物学特

性的影响以明确NGX6在结肠癌发生发展中的作用.

方法: 脂质体介导pcDNA3.1(+)/NGX6重组体转染低表达

NGX6的人结肠癌细胞HT-29 Dot blot及RT-PCR方法

检测外源性NGX6基因的表达 借助生长曲线 MTT 软

琼脂集落形成 流式细胞仪 裸鼠成瘤实验对NGX6转染

前后人结肠癌细胞HT-29的生物学行为进行检测.

结果: pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29 组细胞生长速度比

pcDNA3.1(+)/HT-29和HT-29组明显减慢(P <0.05) 其倍

增时间为34.5 h比 pcDNA3.1(+)/HT-29(27.1 h)和HT-29

(23.0 h)延长; pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组软琼脂集落形

成率较对照组明显下降(P <0.05); 流式细胞仪检测NGX6高

表达能延缓HT-29细胞周期由G0/G1期 S期的进程; 裸

鼠成瘤实验表明pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组成瘤受抑.

结论: NGX6的重表达可逆转人结肠癌细胞HT-29的恶性表

型; NGX6是极具前途的结肠癌相关抑瘤基因侯选者.

王晓艳, 沈守荣, 刘华英, 张晓梅, 彭聪, 黄河, 刘芬, 李晓玲, 李桂源. 抑瘤基

因NGX6对人结肠癌细胞HT-29生长的影响. 世界华人消化杂志  2004;12

(3):574-579
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0   引言

结肠癌是最常见的人类恶性肿瘤之一[1-10] 在北美和欧

洲结肠癌是癌相关性死亡的主要原因[11]; 在我国其发病

率正以每年2.4%的速度增长. 研究表明结肠癌中存在



EGF/EGFR 高表达 其与结肠癌的恶性转化 增生

浸润及不良预后有密切关系[12-16] 抗EGF/EGFR治疗可

逆转结肠癌的恶性表型[17]. 生物信息学预测NGX6蛋白具

有EGF-like结构域 其可明显地抑制鼻咽癌细胞的增

生 提示NGX6可能具有负性调控EGFR的作用[18-20]. 文

献报道NGX6基因低表达与结肠癌的发生 转移密切相

关. 上述研究结果提示NGX6在结肠癌中可能通过影响

EGFR的活性及表达而抑制结肠癌的发生和增生[21]. 为进

一步明确NGX6在结肠癌中的作用 我们建立了稳定表

达NGX6的人结肠癌细胞HT-29 通过生长曲线 MTT

软琼脂集落形成 裸鼠成瘤实验 分析NGX6基因对人

结肠癌细胞HT-29生物学行为的影响 以阐明其在结

肠癌发生 发展 分化中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  低分化人结肠癌细胞HT-29 用含120 ml/L

胎牛血清的DMEM 50 ml/L 的 CO2 37 条件下培

养; pcDNA3.1(+)/NGX6重组体为哺乳动物高效表达载体

(由湘雅医学院肿瘤研究所李江博士惠赠);  Balb/c裸鼠

4 周龄 购于中国科学院上海药物研究所动物中

心 在湘雅医学院动物学部无菌饲养; 随机引物标记试

剂盒 反转录试剂盒 PCR产物纯化试剂盒 Taq酶

限制性内切酶EcoR 和Xho 均购自美国Promega公

司; 脂质体 TrizolTM 试剂 蛋白酶K和RNA酶为美

国GIBCOL公司产品; DNA抽提纯化试剂盒(小量质粒快

速抽提纯化试剂盒 大量质粒快速抽提纯化试剂盒 小

量胶回收试剂盒)购自上海舜华生物工程有限公司; 同位

素 α-32P-dCTP购自北京福瑞公司; 胎牛血清 DMEM
培基购自华美生物工程公司; 三对引物由上海博亚生物

技术有限公司合成: GADPH 的两条引物为: L:5 -

CCACCCAGAAGACTGTGGAT-3 ; R:5 -TGAGCTTG

ACAAAGTGGTCG-3   其扩增目的片段为402 bp; NGX6:

L:5 -GTGCGTGTGGAAACATCATC-3 ; R:5 -TTTG

GAACAGGTCACTGCTG-3 其扩增目的片段为520 bp;

pCDNA3.1(+): L:5 -TGCTCCTGCCGAGAAAGTAT-3 ; R:

5 -TCATTTCGAACCCCAGAGTC-3 扩增片段为498 bp.

1.2 方法

1.2.1 质粒DNA的提取步骤按小量质粒快速抽提纯化试

剂盒操作程序提取. 培养细胞基因组DNA抽提用刮棒将

细胞收集入1 mL 的 PBS 中 按照 分子克隆实验指

南 步骤操作. 培养细胞总RNA的提取按TrizolTM试剂

盒(GIBCOL公司)操作程序提取. 差异RT-PCR: 先用

DNase-I消化RNA中痕量的DNA. 按逆转录试剂盒操作

程序作逆转录反应 反应体积 20 µL 模板RNA 4 µg
反应结束后 95 10 min终止逆转录反应. PCR反

应体系50 ul 中含KCl 50 mmol/L MgCl2 1.5 mmol/L

dNTP 200 mmol/L Tris HCl 10 mmol/L pH 8.0 上

下游引物0.1 mmol/L 模板 cDNA5 l TaqDNA聚

合酶3U 石蜡油覆盖. 为客观地反映mRNA表达的相

对水平 在NGX6及内对照GAPDH达到PCR平台期

前结束PCR. 采用下列参数进行差异PCR: 94 50 s;

55-58 50 s; 72 50 s; 取 PCR产物5 µL 10 g/L
琼脂糖凝胶电泳 紫外灯下照相. RT-PCR产物琼脂糖

电泳照片和Dot blotX光片结果用TIPAS98图像分析仪

进行灰度扫描 测定产物条带面积的积分光密度 A值

(IA). NGX6 的相对量(IA 比值)=NGX6 的 IA/ 内对照

GAPDH的 IA.

1.2.2 质粒DNA的转染  在6孔板中 每孔接种1 105

个HT-29 细胞于完全培养基中 细胞生长至40-60%

融合期. 取重组体DNA 4 µg及脂质体10 µL转染细胞
24 h后更换完全培养基继续培养. 48h后 用选择性培基

(G418浓度: 1-3 d为 250 mg/L 以后为550 mg/L)筛选抗

性克隆 18 d后挑单个克隆扩大培养 建成稳定传代

的转染细胞系.

1.2.3 DNA探针的制备  以NGX6 cDNA为模板 PCR

扩增NGX6 的产物 PCR纯化试剂盒回收PCR产物

以 α-32P-dCTP为标记物 采用随机引物标记试剂盒
分别标记NGX6及GAPDH基因的探针 标记DNA量

为50-100 ng 探针的比放射活性大于1 108 cpm/g.

Sephadex G-50柱纯化探针. 探针杂交:  将total RNA 10 µg
通过多孔过滤加样器加样于尼龙膜上 凉干尼龙膜

1.5 J/cm2紫外线将RNA与尼龙膜交联 真空凝胶干燥

仪上 80 干烤 2 h. 同一张膜先后与NGX6 探针和

GAPDH探针杂交 -70 放射自显影3 d; 取X光片显

影 定影.

1.2.4 细胞生长  将 pcDNA3.1(+)/NGX6 /HT-29 pcDNA

3.1(+)/HT-29和HT-29三组细胞各取1 104个接种于

24 孔板内 每隔 24 h 消化 3 孔细胞计数 每孔计数

3 遍 取均值. 共记数 8 d 以细胞数为纵坐标 时

间为横坐绘出生长曲线. 数据分别采用 t检验和配伍组

多样本间均数比较处理 并计算生长期细胞的倍增时

间. 四唑盐(MTT)比色法: 按 细胞培养 步骤操作 酶

联免疫检测仪上测定各孔490 nm 波长处的吸光度 A

值 数据经统计学软件SPSS 11.0处理. 软琼脂集落形成:

配制5 g/L的底层琼脂 凝固后将含单细胞的3.3 g/L顶

层琼脂培养液接种于底层琼脂上 每种细胞接种5皿

接种密度为2.0 104细胞 /平皿. 在含50 mL/L CO2的

37 生化培养箱中培养15 d 计算平均集落形成率

数据经统计学软件SPSS 11.0处理. 克隆形成率=克隆数/

接种细胞数 100%. 流式细胞术: 取生长状态良好 融

合至70-80%的HT-29 pcDNA3.1(+)/HT-29和pcDNA3.1

(+)/NGX6 /HT-29三组细胞PBS洗涤 700 mL/L乙醇固

定 调节细胞浓度至1 109/L 加入 PI 染液 流式

细胞仪分析细胞群体在细胞周期各个时相的分布比例

及细胞凋亡的百分率. 裸鼠成瘤: 以 3 107个细胞 /只

裸鼠的浓度 将HT-29 pcDNA3.1 (+ ) /HT-29 和

pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29三组细胞接种于4周龄裸鼠

的前肢腋下 每组3只 每隔3 d测量裸鼠移植瘤体
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积的大小. 30 d后处死裸鼠 测量移植瘤体积及重量

并用甲醛固定石蜡包埋制成病理切片做HE染色.

2   结果

2.1双酶切鉴定NGX6/pcDNA3.1(+)重组体  EcoR 和

Xho 双酶酶切5组转化细菌JM109的重组体 均切

出5.4 Kb的pcDNA3.1(+)载体的及2.1 Kb的NGX6片段

(图 1) 表明重组体均含NGX6阅读框架的全长.

图1  重组体质粒双酶切鉴定结果. M: DL2000Marker; 1-5为载体重
组体酶切后产物均为阳性克隆.

2.2 NGX6基因重组体的脂质体转染和克隆筛选  分别

挑选11个转染pcDNA3.1(+)/NGX6及4个转染pcDNA3.1

(+)的抗性克隆扩大培养 RT-PCR和Dot blot鉴定克隆

的阳性率 11个pcDNA3.1(+)/NGX6克隆中2个克隆(+2

+10号)灰度扫描IA值与空白组的IA值之比大于1.5 (图

2); 4个转染pcDNA3.1(+)的抗性克隆中-4和-6号质粒

的表达量高(图3). 点杂交鉴定结果与RT-PCR结果一致

(图4). 以下实验分别选pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组的

+10号克隆为阳性组 pcDNA3.1(+)/HT-29的-6号克隆

和HT-29组为阴性对照组.

图2  pcDNA3.1(+)/NGX6转染HT-29细胞抗性克隆的RT-PCR鉴定
结果. M: DL 2 000 marker;空白为未转染的HT-29克隆; +2~+12为
转染pcDNA3.1(+)/NGX6重组体的克隆, 其中+2, +10为阳性克隆.

图3  pcDNA3.1(+)转染HT-29细胞抗性克隆的RT-PCR鉴定结果. M:
DL 2000 marker; 空白: 为未转染HT-29组; -3~-6为 pcDNA3.1(+)
转染组均阳性;-4 -6克隆pcDNA3.1(+)表达量高.

图4  pcDNA3.1(+)/NGX6和 pcDNA3.1(+)转染的HT-29抗性克隆分
别以NGX6, GAPDH为探针的点杂交鉴定结果.

2.3 NGX6 对HT-29 细胞生物学性状的影响  绘制

pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29 pcDNA3.1(+)/HT-29和HT-

29三组细胞的生长曲线(图5) 结果表明pcDNA3.1(+)/

NGX6/HT-29组细胞的生长速度比pcDNA3.1(+)/HT-29

和HT-29组明显降低 t 检验和方差分析(P <0.05). 根据

公式TD=t Log2/(LogNT-LogN0)得出 pcDNA3.1(+)/

NGX6/HT-29 pcDNA3.1(+)/HT-29和HT-29组的倍增

时间分别为34.5 h 27.1 h和23.0 h(图6). 酶联免疫检测

仪测定96孔板中3组细胞分别在490 nm波长处的吸光

度 结果表明pcDNA3.1(+)/HT-29和HT-29组的吸光

值明显较pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29 组高 HT-29

pcDNA3.1(+)/HT-29 和pcDNA3.1(+)/ NGX6/HT-29组吸光

度mean±SD分别为0.67±0.07 0.64±0.05 0.50±0.04
统计学分析(t检验和方差分析)(P <0.05) 表明pcDNA3.1

(+)/NGX6/HT-29组细胞生长速度较另外两组明显减慢.

pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29 pcDNA3.1(+)/HT-29 和

HT-29组的平均集落形成率分别为4.11% 10.54%和

9.69% 阳性组克隆形成率明显降低(P <0.05)(图 7)

且 pcDNA3.1 (+ ) /NGX6/HT-29 组集落生长速度较

pcDNA3.1(+)/HT-29和HT-29组慢 集落体积小 克

隆存活时间缩短. 上述结果表明在体外NGX6基因能抑

制人结肠癌细胞HT-29的增生. 流式细胞仪检测结果显

示3组细胞凋亡率无明显差别; pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-

29 pcDNA3.1(+)/HT-29和HT-29组G1/G0期细胞分

布的百分比分别为61.8% 38.1%和 40.85% 3 组细

胞 S期的百分比分别为13.0% 23.0% 和 23.8% 表

明NGX6转染后能延缓HT-29细胞周期由G1 S期的

进程. 将 pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29 pcDNA3.1(+)/HT-

29 和HT-29 三组细胞分别注射3组裸鼠 每组3只

每只裸鼠接种3 107个肿瘤细胞 4-5 d可见到皮下
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包块 HT-29和 pcDNA3.1(+)/HT-29组肿块生长速度

较快 且于15 d时肿块坏死脱落; pcDNA3.1(+)/NGX6/

HT-29组的肿块生长较慢 瘤体从24 d开始坏死(图8).

3组移植瘤石蜡切片HE染色显示均为低分化腺癌 无

组间差别. pcDNA3.1(+)/HT-29组移植瘤HE染色发现肿

瘤包膜断裂 瘤体内有血管瘤栓形成 而pcDNA3.1(+)/

NGX6/HT-29组血管壁结构完整 未见瘤细胞浸润(图9).

图5  NGX6基因转染前后的HT-29细胞生长曲线.

图6  NGX6转染对结肠癌细胞HT-29倍增时间的影响.

图7  NGX6转染前后HT-29细胞的软琼脂集落形成.  A: HT-29组(
100); B: HT-29组( 400)C: pcDNA3.1(+)组( 100); D:  pcDNA3.1
(+)组( 400)E: pcDNA3.1(+)/NGX6组( 100); F: pcDNA3.1(+)/NGX6
组( 400)G: HT-29和 pcDNA3.1(+)/HT-29组克隆数多, 体积大;
pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组克隆数明显减少, 体积小.

图8  NGX6转染前后裸鼠移植瘤体积变化.
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图9  pcDNA3.1(+)/HT-29和pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组移植瘤HE
( 200); A pcDNA3.1(+)/HT-29组移植瘤可见瘤体包膜断裂 不完
整, 箭头所示处血管瘤栓形成;B pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组移植瘤
内血管壁完整, 未见瘤细胞侵犯.

3   讨论

结肠癌的发生涉及到瘤基因的激活和抑瘤基因的失活
[22-23]. Vogelstein实验室建立了经典的 APC K-ras

DCC p53 nm23 的结肠癌发病机制模式[24] 但

结肠癌的发生存在多样性[25]. NGX6基因(AF188239)是新

克隆的侯选抑瘤基因 生物信息学预测NGX6位于染色

体的9p11.1-12区域 cDNA全长2.1 Kb 基因编码338

个氨基酸 具有两个跨膜结构 一个EGF-like domain

多个 N- 糖基化位点和多个酪氨酸磷酸激酶位点 [ 2 6 ].

EGFR与结肠癌的恶性转化 增生 浸润及不良预后有

密切关系[27-31]. 最近Williams在结肠癌中克隆了2个具有

EGF-like domain的新基因 其明显地能抑制结肠癌的增

生[32]. 上述研究提示NGX6是否通过影响结肠癌中EGFR

的活性发挥抑瘤作用 已有研究表明NGX6表达变化与

结肠癌的发生 转移呈负相关[33]. 为进一步明确NGX6对

结肠癌增生的影响 将NGX6基因通过脂质体介导转染

入NGX6低表达的人结肠癌细胞系HT-29 建立NGX6

稳定表达的人结肠癌细胞系 探讨NGX6在结肠癌发

生 发展中的作用.  结果显示pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29

组结肠癌细胞较pcDNA3.1(+)/HT-29和HT-29组细胞

生长缓慢 pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29细胞的倍增时间

(34.5 h)比pcDNA3.1(+)/HT-29和HT-29组倍增时间 (27.1 h

和 23.0 h)延长; 软琼脂集落形成实验发现pcDNA3.1(+)/

NGX6/HT-29 组克隆形成率较对照组降低 克隆体积

减小 克隆存活时间缩短 强烈表明NGX6重表达可

明显地抑制人结肠癌细胞HT-29的克隆形成力. 裸鼠成

瘤实验显示pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-29组的移植瘤体积

有所缩小 但统计学无明显差别 可能与每只裸鼠接

种瘤细胞数量较多 实验动物较少或与肿瘤在裸鼠体

内生长环境复杂 尚受到其他生长因子刺激有关. 移植

瘤病理切片HE 染色示3 组均为低分化腺癌 无组间

差异. 值得关注的是 pcDNA3.1(+)/HT-29组的病理切

片中发现有血管瘤栓形成 瘤体包膜断裂; pcDNA3.1

(+)/NGX6/HT-29组无此现象. 已有研究表明NGX6在有

转移的结肠癌组织中较无转移的结肠癌组织中表达明

显下调 上述结果提示NGX6可能具有抑制结肠癌转

移的作用.

        肿瘤是一种细胞周期性疾病[34]. 细胞周期能否启动

进入细胞增生 其主要在于能否通过G1/S检测点 细

胞一旦通过该检测点 既使在缺乏生长因子刺激的条

件下 细胞也能在cyclins和CDK的驱动下完成该细胞

周期[35] 所以G1/S检测点在肿瘤增生中发挥着关键的

作用[36-39]. 为明确NGX6对结肠癌细胞周期的影响 采

用流式细胞仪检测NGX6转染前后人结肠癌细胞HT-

29在细胞周期中的分布 发现pcDNA3.1(+)/NGX6/HT-

29细胞在G0/G1期的细胞数明显增加 S期减少. NGX6

转染后G0/G1期与S期细胞数的比值为转染前比值的2.

24倍 形成G0/G1期阻滞 表明NGX6明显延缓人结

肠癌细胞HT-29 细胞周期由G1 S 期的进程 纠正

细胞的失控性增长 逆转人结肠癌细胞的恶性表型. 综

上所述 新侯选抑瘤基因NGX6可抑制人结肠癌细胞

系HT-29增生. NGX6符合抑瘤基因的基本条件: (1)基因

在相应的正常组织中表达; (2)在肿瘤组织中有该基因功

能失活或结构改变或表达缺陷; (3)将基因野生型导入基

因异常的肿瘤细胞内 可全部或部分改变其恶性表型.

因此NGX6为新的结肠癌相关抑瘤基因. 同时研究还发

现NGX6可能具有结肠癌转移抑制作用 目前正在进

行进一步的研究以明确NGX6在结肠癌转移中的作用.
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Abstract
AIM: To study the mechanism of transfected DPC4 gene
on angiogenesis.
METHODS: SW620 cells were transfected with PcDNA3.1-
DPC4 plasmid by using lipofectamine transfecting technique.
Expression of Smad4 in DPC4

+-SW620 cells was observed
by Western blot. The expression of VEGF protein in the
cell supernatant was detected by ELISA, and VEGF mRNA
by RT-PCR. The model of nude mice inoculated with DPC4

+-
SW620 cells was established by injecting into flank
subcutaneously. The expression of VEGF protein and the
microvessel density of tumor tissue in nude mice were
detected by immunohistochemical staining (SP method).

RESULTS: DPC4
+-SW620 cells expressing Smad4 were

harvested; Smad4 protein showed stronger expression in
SW620 cells transfected with PcDNA-DPC4 plasmid than
that in not-transfected SW620 cells and SW620 cells trans-
fected with blank plasmid, and the positive signal was lo-
calized in cytoplasm and nucleus, mainly in cytoplasm;
There were lower expression of VEGF protein and mRNA
in DPC4

+- SW620 cells than that in SW620 cells and PcDNA-
SW620 cells (P <0.05); The model of nude mice inocu-
lated with colon carcinoma cells was established
successfully. The tumors of nude mice inoculated with
DPC4

+-SW620 cells growed more slowly than that inocu-
lated with SW620 cells and PcDNA-SW620 cells. The vol-
ume and mass of tumors in nude mice inoculated with
DPC4

+-SW620 cells were smaller and lighter than those
with SW620 cells and PcDNA- SW620 cells (P <0.05). The

expression of VEGF and the microvessel density in DPC4
+-

SW620 cells were lower than those in SW620 cells and
PcDNA-SW620 cells (P <0.05).

CONCLUSION: The DPC4 gene can suppress the growth of
the tumors in nude mice inoculated with DPC4

+-SW620
cells; The inhibitory effect of DPC4 on colon carcinoma
may be partly mediated by suppressing angiogenesis of
tumor.

Luo GQ, Li JH, Chen YP, Wen JF, Xiao DS, Hu ZL, Yang YJ, Zheng H.
Effect of transfected DPC4 gene on angiogenesis of colon carcinoma.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):580-584

摘要

目的: 研究DPC4基因转染对结肠癌血管生成的影响.

方法: 利用脂质体介导转染技术建立表达Smad4 蛋白的

DPC4+-SW620(PcDNA-DPC4转染的SW620细胞)细胞模

型; Western blot检测细胞中Smad4的表达; 利用ELISA法

检测细胞上清中VEGF蛋白的表达; 利用RT-PCR检测细

胞内VEGF mRNA的表达; 利用皮下注射法建立裸鼠结肠癌

移植瘤模型; 利用免疫组织化学S-P法检测裸鼠肿瘤组织中

VEGF的表达及微血管密度.

结果: 建立了表达Smad4 蛋白的DPC4+-SW620 细胞系;

DPC4+-SW620细胞 其Smad4蛋白表达于细胞质及细胞

核 以胞质为主; DPC4+-SW620细胞其Smad4蛋白表达

水平明显高于SW620细胞及PcDNA-SW620细胞(PcDNA3.1

转染的SW620细胞); DPC4+-SW620细胞其VEGF蛋白

VEGFmRNA水平明显低于SW620细胞及PcDNA-SW620

细胞(P <0.05); 成功地建立了裸鼠结肠癌移植瘤模型;

DPC4+-SW620组裸鼠肿瘤生长速度慢于SW620细胞组及

PcDNA-SW620细胞组(P <0.05); DPC4+-SW620组裸鼠肿瘤

重量低于SW620细胞组及 PcDNA-SW620细胞组(P <0.05);

DPC4+-SW620组裸鼠肿瘤组织VEGF蛋白 肿瘤组织微

血管密度均低于SW620细胞组及PcDNA-SW620细胞组

(P <0.05).

结论: DPC4能够抑制裸鼠结肠癌移植瘤的生长.

罗庚求, 李景和, 陈永平, 文继舫, 肖德胜, 胡忠良, 杨晓静, 郑晖. DPC4基因

转染对结肠癌血管生成的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(3):580-584
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转化生长因子 β (transforming growth factor-β TGF-β)超



家族是由许多具有生物学特性的信号分子所组成的大

家族[1-5]. DPC4基因表达产物Smad4是TGF-β 信号转导
通路中关键的核内转录因子. DPC4是侯选的肿瘤抑制基

因[6] 其缺失或突变失活与恶性肿瘤细胞丧失对TGF-

β 的反应性而逃避TGF-β 的生长抑制作用密切相关
DPC4的缺失或突变与结肠癌的恶性演进 如远处转移

有关[7-9]. 我们通过DPC4基因转染高转移性的结肠癌细

胞株SW620 获得表达Smad4蛋白的细胞系及通过动

物实验建立了人结肠癌裸鼠移植瘤模型 观察DPC4对

VEGF的表达及微血管密度的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  SW620细胞株由中南大学湘雅医学院细胞培

养中心提供; Balb/c裸鼠由北京中科院动物研究所提供;

空白质粒PcDNA3.1由 Joan Massague惠赠 阳性质粒

PcDNA3.1-DPC4由本室肖德胜构建; 限制性内切酶Hind

BamH I RPMI 1640 neomycine (G418) VEGF和

GAPDH PCR引物均由上海生工提供; 脂质体(lipofectamine)

Trizol 购自 Invitrogen 公司; 鼠抗人Smad4 Ab-1 购自

Neomarkers公司; VEGF Ab-1 CD34 Ab-1 SP试剂盒

购自北京中山公司; MMV reverse transcription kit PCR

试剂购自Promega 公司; Qiagen plasmid mini kit由Qiagen

公司提供; VEGF ELISA kit购自Gibco 公司.

1.2 方法  取含PcDNA3.1 PcDNA3.1-DPC4质粒的细

菌接种至含LB选择性培基的培养皿 用无菌牙签挑取

菌落至培养液中小量培养 碱裂解法小量制备质粒 用

Hind BamH I酶切鉴定 PcDNA3.1及 PcDNA3.1-

DPC4经酶切电泳后分别出现5.4 5.4和 1.7 kb的条带.

再用菌液大量培养 并用质粒纯化试剂盒提取纯化质

粒. 取高转移性结肠癌细胞株SW620培养 用lipofecta-

mine reagent将质粒PcDNA3.1与PcDNA3.1-DPC4分别转

染SW620细胞 转染细胞经G418 0.5 g/L浓度筛选3 d

以后换0.25 g/L维持筛选至长出细胞克隆 挑取克隆

扩增培养达1 106以上 用细胞裂解液提取细胞总蛋

白质 用微量BCA法测定蛋白质浓度 以80 10-6g

相同的总蛋白量加样进行Western blot分析以检测各组

细胞Smad4蛋白的表达水平.

1.2.1 上清液VEGF水平检测  分别取未转染SW620细胞

组 空白质粒PcDNA3.1转染细胞组 阳性质粒PcDNA3.1-

DPC4转染细胞组 用D-Hanks液洗涤 2.5 g/L胰酶消化

计数板计数 用100 mL/L 小牛血清重悬成4 108/L

各取 200 µL 加入到96 孔板 每组设3个平行孔 于
37 50 mL/L CO2培养箱培养36 h 各取100 µL上
清液按照VEGF ELISA 试剂盒说明检测其蛋白分泌水

平 最后用酶标仪测A490值.

1.2.2 细胞内VEGF基因的表达  消化培养瓶中细胞

用100 mL/L小牛血清重悬按细胞浓度为1 108/L 接

种至6孔板(每孔1 mL) 置 37 50 mL/L CO2培养

箱中培养至80%融合. 将 6孔板内上清液去除 用PBS

洗3遍 滤纸控干 加Trizol试剂1 mL 提取总RNA

用核酸分析仪检测RNA浓度及纯度 波长A260/A280

比值1.7-2.0 15 g/L琼脂糖凝胶电泳可见3条RNA带

提示无RNA污染及降解. 取 2 µg总RNA进行逆转录合
成cDNA 按逆转录试剂盒 A3 500操作说明操作 样

品于-20 保存. 取 cDNA进行PCR扩增 VEGF及其

内参照GAPDH引物序列为VEGF正义5 GGG CAG AAT

CAT CAC GAA3 反义5 AAA TGC TTT CTC CGC TCT

3 片段长度359 bp; GAPDH正义5 CCACCCATG

GCAAATTCCATGGCA 3 反义 5 TCTAGACGGCA

GGTCAGGTCCACC 3 片段长度598 bp. PCR反应条

件为预变性95  5 min 94 变性 40 s 54 退火

30 s 72 延伸 1 min 36 个循环 最后72 延伸

10 min 用 20 g/L琼脂糖凝胶电泳进行PCR产物鉴定

用DOC 1 000图像仪扫描 mRNA相对含量用PCR产物

VEGF灰度值与GAPDH灰度值的比值表示.

1.2.3 裸鼠成瘤  裸鼠于无特殊病原体条件(SPF)下饲养.

取雌性 4-5周龄 体质量14-18 g 的 Balb/c 裸鼠 12

只 随机分成3组 每组4只; 将转染DPC4基因 空白

载体PcDNA及未转染0.5 1010/L的SW620细胞0.2 mL

注射接种于裸鼠腋下. 观察裸鼠成瘤的时间 成瘤率;

待腋下成瘤后每3 d用游标卡尺测量肿瘤最大径(1)和最

小径(t) 用公式V=l t 2 π/6 计算肿瘤体积 绘制
生长曲线; 30 d后处死 拍照并分离肿瘤组织 称重; 解

剖裸鼠 取肝脏 肺脏 脑 肾脏 胃肠组织及肿瘤组

织 肉眼观察及连续切片显微镜下观察肿瘤及转移情况.

瘤组织石蜡切片 恒温干燥箱56  1 h 二甲苯脱腊并

梯度乙醇水化至水; 30 mL/L H2O2阻断30 min PBS 洗

微波修复5 min 2 血清封闭1h; 滴加鼠抗人VEGFAb-

1(1 50) 37  30 min 4 过夜; 滴加羊抗鼠 IgG

湿盒内37  30 min 滴加 streptavidin peroxidase湿盒

内37  30 min; DAB显色. 对照: 用 PBS缓冲液代替

VEGF Ab-1做阴性对照 用对VEGF高表达的乳腺癌组

织为阳性对照. 另取肿瘤与正常组织交界处的肿瘤组织

制片 用CD34标记血管内皮细胞 其一抗工作浓度为

1 25. 对照: 用 PBS缓冲液代替VEGF Ab-1做阴性对

照 用对CD34高表达的肾癌组织做阳性对照. VEGF蛋

白表达均以胞质或细胞膜出现棕黄色颗粒为阳性 在每

张切片上随机选取10个视野 根据细胞染色强度分为

阴性: 细胞无着色(0分) 弱阳性: 黄色(1分) 中度阳性:

棕黄(2分) 强阳性: 棕褐(3分). 计数每一强度的视野数

根据下列计算公式计算每张切片的平均染色强度 IS

(intensity score)= 0 F0 + 1 F1 + 2 F2 +

3 F3 F =% 10 视野. 计算肿瘤内着色的毛

细血管和微小血管 凡呈现棕色单个内皮细胞或内皮

细胞群者均作为一个血管计 但肌层较厚及管腔面积

大于8个红细胞直径的血管不计数(N Engl J Med 1991;
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324:1-8). 计数方法 每张染色切片首先在低倍镜 40选

择肿瘤组织内血管密度最高区 然后在 400倍视野下

计数3 个视野内的微血管数 取其平均值.

        统计学处理  数据以mean±SD表示 多组间比较用
方差分析(方差齐)或秩和检验(方差不齐) 以P <0.05为

差异有显著性.

2   结果

空白质粒PCDNA3.1和阳性质粒PCDNA3.1-DPC4酶切电

泳后分别出现5.4 kb的载体片段 5.4 kb的载体片段和

1.7 kb的DPC4目的片段 (图1). 基因转染后阳性克隆的

Western blot分析表明SW620组和空白质粒PCDNA3.1组

DPC4表达弱阳性 而阳性质粒PCDNA3.1-DPC4组DPC4
表达强阳性(图2).

图1  空白质粒PCDNA3.1和阳性质粒PCDNA3.1-DPC4酶切电泳图. 1: 为
marker; 2, 3: 空白质粒载体片断5.4 kb; 4, 5阳性质粒载体片段5.4 kb和
DPC4目的片段1.7 kb.

图 2  DPC4蛋白的Western blot 分析. 1: PCDNA- DPC4组; 2: PCDNA
组; 3: SW620组.

2.1 SW620 细胞VEGF的蛋白水平  DPC4组较SW620

组 VEGF浓度明显降低 差异有显著性(18.2 0.5 vs

158.2 5.5ng/L P <0.05)

2.2 转染后细胞内VEGF mRNA的表达  RT-PCR重复

3次 经VDS图像分析系统进行灰度扫描 经单向方差

分析 DPC4组SW620组和空白质粒PcDNA组明显降低

(图 3 P <0.05).

2 . 3 未转染组在接种后平均  6  d 出现明显的肿块

PcDNA3.1空白载体转染组在接种后平均7 d出现明显

的肿块 DPC4阳性质粒转染组在接种后出瘤时间明显

延迟 平均为13 d. 出瘤率均为100% 3组无明显差异.

未转染SW620组有一只裸鼠于13 d死亡 经解剖发现

有灶性肺脓肿 灶性肝坏死 可能是因为感染导致死

亡. 而PcDNA3.1空白载体转染组有一只裸鼠于29 d死

亡 考虑恶病质而死亡 而DPC4阳性质粒转染组无死

亡. 取肿瘤组织 常规病理切片 均为低分化腺癌 无

组间差异.  取肝脏 肺脏 脑 肾脏 胃肠组织

肉眼检查无明显转移灶 经连续切片显微镜下观察

均无肿瘤转移. 待腋下成瘤后每3 d用游标卡尺测量肿

瘤最大径(1)和最小径( t ) 绘制体积生长曲线(图 4).

用重复测量数据的方差分析 转染PcDNA3.1 空白载

体组和未转染组肿瘤生长无明显差别 而转染阳性质

粒DPC4组和其余两组肿瘤生长速度明显减慢 差异

有显著性(P <0.001). 裸鼠成瘤后 30 d 处死 游离肿

瘤并称质量. 经单向方差分析 转染阳性质粒DPC4组

(1.10 g)较转染空白质粒PcDNA组(3.48 g)和未转染组

SW620 (3.86 g)裸鼠肿瘤重量明显减轻(P <0.05) 而

转染空白质粒PcDNA组和未转染组SW620无显著性

差异(P >0.05)

图3  VEGF mRNA PCR产物凝胶电泳图. 1: Marker; 2: SW620组; 3:
PcDNA组; 4: PcDNA-DPC4组. 598 bp为GAPDH片段 359bp为
VEGF片段.

图4  裸鼠成瘤结果.

2.4 肿瘤组织  VEGF免疫组化结果经单向方差分析

DPC4组(1.20 0.08)肿瘤组织内VEGF的表达较SW620组

(2.30 0.10)和PcDNA组(2.20 0.10)明显降低(P <0.05)

而 SW620 组和PcDNA组无显著性差异

2.5 肿瘤组织内微血管密度经单向方差分析 DPC4组

肿瘤组织内微血管密度(MVD)较 SW620组和PcDNA组

明显降低(12.5 2.8 vs 28.4 2.3 27.1 1.6 P <0.05).
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而SW620组和PcDNA组无显著性差异(图5).

图5  A: 未转染SW620组; B: 转染空白质粒PcDNA组; C: 转染阳性质
粒DPC4组.

3   讨论

大肠癌是严重威胁人类健康的常见恶性肿瘤之一[10-17]

其发病率有逐年上升的趋势[18] 而对晚期大肠癌的治疗

效果并不理想[19-20] 分子生物学技术的突飞猛进 基

因治疗的问世 将为大肠癌的治疗开辟有效的途径. 应用

抑癌基因治疗肿瘤是基因治疗研究的热点[21]. 大肠癌的相

关抑癌基因主要有APC DCC p53等. DPC4是进展期结

肠癌患者同时具有杂和性缺失和突变的基因[22-24]. 我们通

过质粒提取 双酶切鉴定为理想的目的质粒 转染高

转移性结肠癌细胞株SW620 经G418筛选得到多个细

胞克隆 通过免疫细胞化学和Western- blot 分析选取

Smad4 表达最强的克隆进行实验. 进一步将未转染

SW620组 空白质粒PcDNA-SW620组 阳性质粒DPC4+-

SW620组细胞接种于Balb/c裸鼠 成功地建立了结肠

癌裸鼠移植瘤模型. 结果发现 SW620 组在接种后平

均6 d出现明显的肿块 PcDNA-SW620组在接种后平

均7 d出现明显的肿块 而DPC4+-SW620组在接种后平

均13 d才出现明显的肿块 成瘤时间明显延迟(P <0.05).

三组裸鼠的肿瘤体积随时间生长曲线表明DPC4+-SW620

组肿瘤生长速度较SW620组和PcDNA-SW620组明显减

慢(P <0.05). 接种30 d后处死裸鼠分离肿块 结果DPC4+-

SW620组肿瘤重量明显轻于其他两组(P <0.05). 以上结果

表明 DPC4能够抑制裸鼠结肠癌移植瘤的生长.

        DPC4能够对肿瘤的生长起抑制作用 然而其确切

的抑瘤作用机制尚处于探讨之中. TGF-β对肿瘤的抑制作
用可分为Smad4依赖型和Smad4非依赖型. TGF-β多数
是通过经典的Smad4依赖型通路发挥作用. Fink et al [25]

发现Smad4单个等位基因缺失 另一等位基因突变的

结肠癌细胞系Vaco-235亦同样表现为对TGF-β的生长
抑制作用. DPC4的可能下游目的基因包括VEGF 血小

板反应素-1(TSP-1) P21WAF1 P15 内源性尿激酶

型激活子(uPA) 纤溶酶原激活物抑制剂-1(PAI-1) 二

聚糖(BGN) 死亡相关蛋白激酶(DAP-kinase)等[26-30].

        VEGF是强有力的促血管生成因子 在与血管内皮

细胞增生相关的生理和病理过程中起重要作用 特别

是与实体瘤的关系密切. Im et al [31]用腺病毒介导转染反

义VEGF能够抑制裸鼠乳腺癌的生长 事实上VEGF启

动子含有Smad4结合原件相关序列 因而DPC4具备调

节VEGF的理论基础. 从这一思路出发 我们通过DPC4
基因转染结肠癌细胞株SW620 建立表达Smad4蛋白

的细胞系 然后分未转染SW620组 空白质粒PcDNA-

SW620组 阳性质粒DPC4+-SW620组细胞进行实验

用ELISA方法检测三组细胞上清液中VEGF蛋白 RT-

PCR方法检测三组细胞内VEGF mRNA的表达. 结果表

明 DPC4能够降低体外结肠癌细胞VEGF蛋白和VEGF

mRNA的表达. 进一步通过建立的结肠癌裸鼠移植瘤模

型 用免疫组织化学检测肿瘤组织中VEGF蛋白的表达

和微血管密度. 体内实验同样表明 DPC4也能够降低

VEGF的表达和微血管密度. 综合以上实验结果推测

DPC4对裸鼠结肠癌移植瘤的抑制作用可能是通过抑制

肿瘤的血管生成而实现的.
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Abstract
AIM: To investigation the expression of leptin receptor in
colorectal cell lines and colorectal adenocarcinoma tissue,
and the relationship between its expression, vascular pro-
liferation and tumor cell proliferation.

METHODS: The expression of leptin receptor, CD34 and
Ki67 proteins was detected by immunohistochemistry in
HT29 and SW480 cells and colorectal adenocarcinoma
tissues. Leptin receptor, the MVD and cell proliferation
exponent were analyzed by image analysis software.

RESULTS: Leptin receptor was expressed in HT29 cells,
SW480 cells and all colorectal adenocarcinoma tissue. The
normal large intestine tissue also had leptin receptor, but
the mean of their absorbance was lower than that of
colorectal adenocarcinoma tissue (0.153±0.011 vs 0.115±
0.071, P <0.05). The MVD and Ki67 exponent of colorectal
adenocarcinoma tissue were both higher than those of
normal controls (41.500±10.700 vs 31.300±11.100, P <0.01;
0.458±0.108 vs 0.312±0.097, P <0.01). There was a positive
correlation between leptin receptor and Ki67 exponent
(r =0.388, P <0.05). The MVD of colorectal adenocarci-
noma tissue which leptin receptor expressed in blood ves-
sel endothelial cells was higher than the negative ones
(45.100±10.000 vs 37.400±10.200, P <0.05). The corre-
lation could not be found between leptin receptor and clinical
pathologic parameters of colorectal adenocarcinoma.

CONCLUSION: Leptin may have some roles to accelerate
tumor cell proliferation and vascular proliferation in colorectal
adenocarcinoma tissue after it binds leptin receptor.

Wu J, Deng CS, Chen LP. Expression and significance of leptin recep-
tor in colorectal adenocarcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12
(3):585-589

摘要

目的: 研究leptin受体在人大肠癌细胞系及大肠腺癌组织中

的表达 探讨与肿瘤血管生成 细胞增生之间的关系.

方法: 免疫组织化学方法+图像分析检测leptin受体 CD34

及Ki67的表达 并计算肿瘤微血管密度及细胞增生指数.

结果: leptin受体在SW480 HT29细胞以及大肠癌组织均

有表达 大肠腺癌组织的平均染色吸光度比正常大肠组织

高(0.153 0.011 vs 0.115 0.071 P <0.05) 与 Ki67

指数呈正相关(r =0.388 P <0.05); 血管内皮细胞表达

leptin受体的大肠腺癌 其MVD较高(45.100 10.000 vs

37.400 10.200 P <0.05) 二者之间正相关(r =0.569

P <0.05); 大肠腺癌MVD Ki67指数比正常组织高(41.500

10.700 vs 31.300 11.100 P <0.01; 0.458 0.108 vs

0.312 0.097 P <0.01); leptin受体的表达与大肠腺癌临

床病理参数之间未见相关.

结论: leptin与大肠腺癌上的leptin受体结合后 在促进肿

瘤细胞增生及肿瘤组织的血管增生方面具有一定的作用.
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0   引言

肥胖基因(Ob基因)的表达产物 leptin蛋白(瘦素)具有抑

制摄食 增加能量支出 调节代谢 激素分泌 生

殖和免疫等多种功能. leptin 必须与不同靶器官上的

leptin受体(leptin receptor 也称Ob-R)结合方能发挥其

生物学功能. 我们用免疫组织化学方法检测leptin受体

在大肠癌细胞系SW480 HT29 大肠腺癌组织及正常

大肠组织中的表达 并用抗CD34抗体标记肿瘤组织微

血管密度(MVD) 用抗Ki67抗体标记增生期细胞 检测

肿瘤组织细胞增生指数 探讨leptin受体表达与微血管

密度 细胞增生指数的关系 及其与大肠癌临床病理参

数之间的相关性.

1   材料和方法

1.1 材料  大肠癌细胞系SW480 HT29 由武汉大学生

命科学学院提供 取细胞悬液均匀涂于多聚赖氨酸处

理的载玻片上 干燥后浸入冷丙酮中固定5-10 min

自然干燥 放-20 冰箱保存备用. 2001/2002武汉大
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学中南医院手术切除大肠腺癌标本 30 例 男 18 例

女 12 例 年龄 25-79 (平均 46.9 18.7 岁) 正常大

肠组织20 例 男 10 例 女 10 例 年龄 28-72(平均

56.3 12.8 岁) 为大肠手术切除之正常断端 两组

之间无关系. 所有组织标本用40 g/L甲醛固定 常规脱

水 透明 浸蜡 包埋 制备4 µm厚连续切片 黏附
于涂有多聚赖氨酸的载玻片上 60 烤片备用. 以上切

片均经HE 染色复查 明确病理诊断. 兔抗人 leptin

receptor 多克隆抗体(浓缩液 工作浓度为1 50)购于

武汉博士德生物工程有限公司; 鼠抗人CD34mAb (工作

液) 鼠抗人Ki67mAb(工作液)和通用型SP免疫组化试

剂盒 均购于北京中山生物技术有限公司.

1.2 方法

1.2.1 免疫组化染色  leptin受体 CD34和Ki67蛋白质

表达检测均采用免疫组化SP法. 石蜡切片(4 µm)常规脱
蜡至水化; 浸泡于抗原修复液中 放入YWY781B型微

波炉 一档加热10 min; 取出自然冷却至室温后PBS

(0.01 mmol/L pH7.4)洗涤; 加 30 mL/L H2O2 (试剂A)阻

断内源性过氧化物酶活性 37 孵育10 min PBS洗

涤; 加封闭用正常羊血清(试剂B)减少非特异性染色; 无

须洗涤 直接滴加相应的第一抗体 4 冰箱孵育过

夜 取出后37 再孵育60 min PBS洗涤; 加生物素

标记的二抗(试剂C) 37 孵育10 min PBS洗涤; 加

辣根过氧化物酶标记的链酶卵白素(试剂D) 37 孵育

10 min PBS洗涤; 滴加新鲜配置的DAB显色5-8 min

自来水冲洗; 苏木精复染5 min 自来水冲洗; 浸入盐酸

酒精分化1 min 自来水冲洗; 自然返蓝后 脱水 透

明 中性树胶封片. 以PBS代替一抗作为阴性对照 阳

性对照由试剂公司提供. SW480 HT29细胞涂片 leptin

受体表达检测无须脱蜡和微波抗原修复过程 其余步

骤同上. 用外接Polaroid数码相机的Olympus显微镜对

玻片进行观察照相 使用HPIAS-1000高清晰彩色病理

图文分析系统进行图像分析.

1.2.2 leptin受体  先在低倍镜( 400)下寻找肿瘤区域

以细胞质出现棕黄色作为阳性细胞 转高倍镜视野(

400)摄像 由图像分析软件检测该视野肿瘤细胞染色

吸光度(A值) 计算5个视野的平均吸光度作为最终表

达结果. 同时在肿瘤间质内寻找阳性染色的血管内皮细

胞 按有无血管染色分组.

1.2.3 肿瘤微血管密度  先在低倍镜( 40)下扫视肿瘤区

域 选择其中高密度区 转高倍镜( 200)记数被抗

CD34抗体染成棕色的血管数目 结果以5个视野的均

数表示.

1.2.4 肿瘤细胞增生指数  以细胞核出现棕黄色作为阳

性细胞 在高倍镜( 400)下用图像分析软件检测Ki67

细胞阳性率 结果以5个视野的均数表示.

       统计学处理  leptin 受体染色吸光度 微血管密度

(MVD) 细胞增生指数均以mean SD表示 所得数据

用 SPSS11.0 统计学软件进行 t检验和方差分析 用

Pearson相关分析 leptin 受体和MVD 细胞增生指数的

关系. P <0.05有显著性差异.

2   结果

2.1 leptin受体 MVD Ki67的表达  leptin受体在HT29

(图 1) SW480(图 2)细胞及大肠腺癌组织细胞(图3)中均

可见着色(30/30 100.0%) 弥漫性分布 呈均一棕

黄色定位于肿瘤细胞胞质中 部分肿瘤组织间质血管

内皮细胞(图4)也有着色(16/30 53.3%) 部分正常对照

组织腺体细胞(图5)也可见阳性表达(15/20 75.0%). 30例

大肠腺癌组织中 leptin受体染色吸光度0.135-0.186 平

均0.153 0.011. 20例正常组织 leptin受体染色吸光度

0.000-0.185 平均0.115 0.071 大肠腺癌组与正常

组之间存在显著性差异(t =2.366 P <0.05). CD34染色

定位于血管内皮细胞膜上 呈棕黄色 在间质和癌巢都

有分布 微血管形态表现为管状 线状和点状. 30例大

肠腺癌MVD(图6) 23.000-66.000 平均41.500 10.700

20例正常组织MVD(图7) 15.000-59.000 平均31.300

11.100 两组之间有显著性差异(t =3.255 P <0.01). Ki67

染色定位于肿瘤细胞核 呈棕色 30例大肠腺癌Ki67指

数(图8)0.291-0.650 平均0.458 0.108 正常大肠黏膜

基底层细胞也可见表达 20例正常组织Ki67指数(图9)

0.074-0.427 平均0.312 0.097 两组之间存在显著性

差异(t =4.997 P <0.01).

图1  HT29细胞上 leptin受体的表达( 400).

图 2  SW480细胞上 leptin受体的表达( 400).
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图3  大肠腺癌组织细胞 leptin受体的表达( 400).

图 4  大肠腺癌组织血管内皮细胞 leptin受体的表达( 400).

图 5  正常大肠组织 leptin受体的表达( 400).

图 6  大肠腺癌MVD( 200).

图 7  正常大肠组织MVD( 200).

图 8  大肠腺癌Ki67的表达( 400).

图 9  正常大肠组织Ki67的表达( 400).

2.2 leptin受体表达与MVD Ki67指数的相关性  16例
大肠腺癌组织血管内皮细胞有 leptin 受体表达(16/30
53.3%) 其MVD较之无表达的肿瘤组织高(45.100
10.000 vs 37.400 10.200 t =2.087 P <0.05) 且其
leptin受体吸光度与MVD之间正相关(r =0.569 P <0.05);
30例大肠腺癌组织 leptin受体染色吸光度与Ki67指数
呈正相关(r =0.388 P <0.05) MVD与Ki67指数之间

也呈正相关(r =0.363 P <0.05).

2.3 leptin受体表达与大肠腺癌临床病理的关系  leptin受

体的表达在大肠腺癌组织高 中 低分化间无显著性

差异(F =1.120 P >0.05). Dukes A B C 分期之

间的 leptin受体表达未见差异(F =0.343 P >0.05) 无



淋巴结转移组(A+B 期)与有淋巴结转移组(C 期)间的

leptin受体表达亦无差异(F =0.037 P >0.05). 高分化大

肠腺癌的MVD较中 低分化癌少(F =4.095 P <0.05)

余未见差异(表1).

表1  leptin受体表达 MVD Ki67 指数与大肠腺癌临床病理参数的

关系(mean±SD)

病理参数   n    leptin受体染色吸光度    MVD   Ki67指数

高分化 17 0.155 0.012 37.500 9.200a 0.469 0.116

中分化   8 0.152 0.009 49.400 11.600 0.414 0.098

低分化   5 0.147 0.006 42.200 7.700 0.495 0.088

Dukes A期   8 0.155 0.008 45.900 7.100 0.442 0.123

Dukes B期   6 0.150 0.009 41.300 14.200 0.467 0.100

Dukes C期 16 0.153 0.013 39.300 10.700 0.463 0.109

淋巴结转移有 16 0.153 0.013 39.300 10.700 0.463 0.109

淋巴结转移无 14 0.152 0.009 43.900 10.500 0.453 0.110

aP <0.05.

3   讨论

人类Ob基因位于7号染色体(7q31.3) leptin是其编码

产物 由白色脂肪组织分泌入血. 人类 leptin受体基因

(Ob-R基因)位于 l号染色体(1p31) leptin 受体属于

型细胞因子受体超家族 是一种一次跨膜蛋白 有5种

亚型[1]: Ob-Ra-e Ob-Rb的胞内结构域最长 称为长

亚型 其余几种为短亚型. Ob-Ra在短亚型中占绝大多

数. 因此一般就以Ob-Ra作为短亚型. leptin受体在体内

分布于多种组织器官 如中枢神经 心脏 胃 肝脏

胰脏 肾脏 前列腺 睾丸 卵巢 子宫 胎盘 皮肤

和肌肉[2-8]等. leptin作为一种蛋白质激素 具有促进多

种细胞增生与分化的作用 包括胎盘细胞 单核细胞

血管内皮细胞 自然杀伤细胞(NK) 骨及软骨细胞

胃黏膜细胞[9-14]等. 肿瘤细胞具有无限增生性和去分化

性 而 leptin 促进细胞增生与分化的特性 在肿瘤的

发生发展过程中可能发挥一定的作用. 我们用免疫组织

化学方法发现 在大肠癌细胞系SW480 HT29 大

肠腺癌组织细胞 以及正常大肠组织的腺细胞中均有

leptin受体表达. 30例大肠腺癌leptin受体平均表达强度

比20例正常组织高 差异具有显著性. 这种体内和体

外 正常和异常中的表达提示 leptin受体的表达可能

是大肠腺癌发生发展过程中的一个普遍性事件 同时也

说明大肠腺癌的发生发展与内分泌因素有一定的关系.

        本实验显示 leptin受体在部分大肠腺癌间质血管

内皮细胞上表达. 血管内皮细胞上有 leptin受体表达的

肿瘤组织 其MVD较之无表达的肿瘤组织高 且leptin

受体的表达与MVD正相关. 说明其在促进肿瘤组织血管

生成方面可能有一定作用 体外实验也证明 leptin

能促进血管内皮细胞的增生[11]. 大肠腺癌组织中的MVD

明显高于正常对照 说明确实存在着血管生成的增加.

肿瘤组织的血管生成 为肿瘤的生长提供氧 营养物

质和远处转移通道 是肿瘤恶性生物学行为不可缺少

的一环.

       我们发现 大肠腺癌组织肿瘤细胞增生活跃 明

显强于正常组. 大肠腺癌细胞增生指数与leptin受体的

表达存在正相关关系 说明leptin与其受体结合后 能

够促进大肠腺癌细胞的增生 该结论与Hardwick et al [15]

的体外实验结果一致. 此外本实验还发现大肠腺癌MVD

与Ki67指数间存在正相关性 血液供应丰富的区域其

肿瘤细胞增生也活跃 反之增生活跃的肿瘤细胞也能

产生某些促血管增生的物质 二者相互作用形成恶性

循环网络 而 leptin及其受体可能参与其中. 我们未发

现 leptin受体的表达与大肠腺癌分化程度 Dukes 分

期以及淋巴结转移等临床病理参数之间有相关性.

        总之 我们通过对大肠腺癌中leptin受体表达的研

究 将 leptin 这种内分泌激素与肿瘤联系起来 初步

探讨其在大肠腺癌发生发展过程中所发挥的作用以及

可能的机制. 提示作为一个潜在的靶点 在肿瘤的综合

治疗方案中 leptin 及其受体也许能找到一席之地. 由

于大肠癌在西方和我国皆常见[16-28] 因而有良好的研

究前景.
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Abstract
AIM: To construct a human CD81 eukaryotic expression
vector and to analyze the expression of CD81 in COS-7 cells.

METHODS: CD81 gene from the pMD18-T-CD81 vector with
double-enzyme digestion was cloned into the pVAX1 eu-
karyotic expression vector, named pVAX1-CD81. The
recombinant vector pVAX1-CD81 and pVAX1 as controls
were transfected into COS-7 cells by lipofectamine, and
the transient expression product on the transfected cells
was analyzed with anti-CD81 monoclonal antibody by indirect
immunofluorescence assay (IFA).

RESULTS: The identification of the eukaryotic expression
vector pVAX1-CD81 by PCR and restriction enzyme analysis
showed that CD81 gene was rightly inserted into the vector;
and the product of the CD81 gene was successfully ex-
pressed on surface of COS-7 cells.

CONCLUSION: The eukaryotic expression vector with CD81
gene is constructed and efficiently expressed in COS-7 cells.
The results indicate that the transfected CD81 cells will
need to further studies on the roles of CD81 in the process
of HCV infection and entrance to cells.

Liu QP, Jia ZS, Du DW, Li GY, Pan L, Wei X, Luo XD, Wang QC.
Construction of human CD81 eukaryotic expression vector and expres-
sion of the gene segment in COS-7 cell line. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(3):590-593

摘要

目的: 构建含人CD81基因的真核表达载体 探讨CD81在

COS-7细胞的表达 为研究丙型肝炎病毒(HCV)与CD81

相互作用奠定基础.

方法: 从我们构建的含人CD81全编码基因载体pMD18-T-

CD81 应用双酶切回收基因片段 定向克隆入真核表达载

体pVAX1; 通过脂质体介导的基因转染技术将pVAX1-

CD81和空载体转入COS-7细胞; 应用抗CD81单克隆抗体

通过间接免疫荧光法检测COS-7细胞的表达产物.

结果: 重组的含CD81基因的真核表达载体pVAX1-CD81

经酶切和PCR鉴定分析正确 并证明在COS-7细胞表面

有效地表达CD81蛋白.

结论:成功构建含 CD8 1 全编码基因的真核表达载体

pVAX1-CD81 并在COS-7细胞表面有效表达CD81分子

该转染细胞可作为研究CD81在HCV感染中的作用提供模型.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)为单股 正链 RNA 包膜病毒

其包膜糖蛋白与细胞表面受体或辅助分子相互作用

介导病毒入胞是HCV感染致病的关键[1-5]. 目前的研究

表明 CD81作为HCV的侯选受体之一可能在HCV 感

染靶细胞过程中发挥重要作用[6-8]. CD81分子又称增生

抗体靶抗原-1(TAPA-1) 属于四次跨膜超家族成员

(TM4-SF) 是一种细胞膜表面黏附分子 分布于多

种细胞 参与细胞的黏附 变形 活化 增生及信

号转导等多种功能[9-11]. 我们已成功从人Molt-4细胞克

隆了CD81 的全编码基因 并经酶切鉴定和序列分析

表明其核苷酸序列完全正确. 本研究通过构建人CD81

基因真核表达载体 转染COS- 细胞 探讨CD81

分子的表达 为研究HCV 与 CD81 的相互作用 阐

明HCV感染细胞的机制提供依据.

1   材料和方法

1.1 材料  pMD18-T-CD81 载体由本室先前构建 真

核表达载体pVAX1由本室王福祥博士惠赠 大肠杆菌



菌株JM109由本室保存. 绿猴COS-7细胞由第四军医大

学免疫教研室刘雪松博士惠赠. DNA抽提纯化试剂盒购

自华舜生物工程有限公司 限制性内切酶 BamH

Xba T4 DNA连接酶为Takara公司产品. Lipofectamine

2000 购自 Invitrogen 试剂公司 细胞培养所用RPMI

1640 DMEM(高糖型) 回收纯化试剂盒为Gibco公司

产品. 鼠抗人的CD81 mAb为Labvision公司产品 FITC

标记的羊抗鼠的IgG购自华美公司.

1.2 方法  用 BamH 和Xba 双酶切pMD18-T-CD81

回收大小约729 bp的CD81基因片段 同时准备pVAX1

载体 确定二者的连接比例和条件 应用T4DNA连接

酶在16 条件下连接目的基因与载体 转化大肠杆菌

JM109 次日挑取卡那霉素抗性的阳性克隆 扩增 提

取质粒 获得含CD81的真核表达质粒pVAX1-CD81. 应

用BamH 和Xba 双酶切重组的真核表达质粒pVAX1-

CD81. 应用先前研究设计合成的引物 以pVAX1-CD81

为模版 进行PCR反应 其反应体系为: pVAX1-CD81

2 µL 上 下游引物各1 µL Taq DNA聚合酶 0.5 µL
dNTPs 2 µL MgCl2 1.5 µL Buffer 2 µL 去离子水
10 µL至终体积20 µL. 反应参数为: 95 预变性 3 min
94 变性 30 s 64 退火 30 s 72 延伸 45 s 35

个循环 72 再延伸10 min. 对重组质粒双酶切产物

PCR产物用10 g/L琼脂糖凝胶电泳.取传代的绿猴COS-

7细胞 用含100 ml/L胎牛血清(含1 103U/L青霉素

及100 mg/L链霉素)的DMEM培养基37  50 ml/L CO2
培养 细胞在转染前24 h传代 待细胞汇合达80% 时

更换为无血清含Lipofectamine 2000 包裹重组质粒

pVAX1-CD81的DMEM培养液 以空载体pVAX1为对

照 具体操作按说明书进行 转染6 h后更换为含血清

的DMEM继续培养.应用转染pVAX1-CD81的COS-7细

胞 分别培养 24 48 72 和 144 h 制备细胞爬

片 冷丙酮固定 吹干. 以鼠抗人的CD81 mAb 为一

抗 进行间接免疫荧光染色 荧光显微镜观察 以

空载体pVAX1作为阴性对照.

2   结果

2.1 真核表达载体pVAX1-CD81的鉴定  pMD18-T-

CD81载体为本室先前构建的原核载体 为使CD81能

在真核细胞表达 我们重组了真核表达载体pVAX1-

CD81 其两端分别有 BamH 和 Xba 酶切位点. 对

pVAX1-CD81应用双酶鉴定 切下一约729 bp的小片

断和约3 000 bp的载体大片断 与预期结果完全相符.

应用PCR扩增 得到约729 bp的片段 而对照组(空载

体pVAX1)用相同的引物 未见条带出现(图1). 结果表

明CD81全序列基因成功插入真核表达载体.

2.2 pVAX1-CD81在COS-7细胞中的表达  pVAX1为

一瞬时高效真核载体 缺乏抗性筛选.重组质粒pVAX1-

CD81经脂质体介导转染COS-7细胞 选取转染不同时

间制备的细胞爬片 进行间接免疫荧光检测. 结果表

明 转染pVAX1-CD81后 48和 72h COS-7细胞表

面有较强的绿色荧光 而空载体pVAX1的细胞膜上未

见荧光(图 2) 延长培养时间细胞膜荧光强度明显减

弱. 结果说明 我们成功地克隆人CD81 全序列基因

构建的真核表达载pVAX1-CD81可有效地在绿猴COS-

7细胞表达人CD81分子 该转染细胞可为进一步研究

HCV与CD81的相互作用提供受体重建模型.

图1  重组质粒pVAX1-CD81的酶切及PCR鉴定. 1: Marker(DL 15 000);
2: pVAX1-CD81/ BamH ; 3:   pVAX1-CD81; 4: pVAX1-CD81/ BamH
+Xba ; 5: pVAX1-CD81/PCR; 6: pVAX1/PCR; 7: Marker(DL 2 000).

图2  pVAX1-CD81转染48 h的COS-7细胞IF 200. A: 转染pVAX1;
B: 转染pVAX1-CD81.

3   讨论

HCV是引起慢性肝脏疾病的主要原因之一[12-17] HCV

感染后约70%转化为慢性[18-22] 并与肝硬化 肝衰竭

和肝癌的发生密切相关[23-25]. 与大多数包膜病毒一样

HCV可能通过其表面包膜糖蛋白与靶细胞表面受 体分

子结合 并进入肝细胞是感染致病的关键[1, 2, 5, 26]. 因

此 克隆HCV受体对于研究HCV包膜糖蛋白与受体分

子的作用 探讨HCV感染 发病机制和抗病毒治疗以

及疫苗制备具有重要意义. 近年来 国外学者在缺乏天

然病毒颗粒的条件下 应用真核细胞表达HCV E 2包膜

糖蛋白 E1-E2糖蛋白脂质体 类病毒颗粒等[27-32] 在
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体外模拟研究病毒与细胞的相互作用 相继发现细胞

表面CD81 低密度脂蛋白受体(LDL-R)[33-37] B I型清

道夫受体(SR-BI)[38-39] 树突状细胞特异性细胞间黏附

分子扑获的非整合素分子(DC-SIGN)和淋巴细胞特异性

细胞间黏附分子扑获的非整合素分子(LC-SIGN)[40-42] 等

参与了对HCV的结合和黏附 可作为HCV的侯选受

体. CD81是目前关于HCV感染入胞研究最多的侯选受

体. CD81在四次跨膜过程中形成两个胞外区EC1(extro-

cellular domain 1)和EC2(extro-cellular domain 2). 近年来

许多学者应用重组的HCV 1和E2包膜蛋白在体外研

究结果表明 在HCV结合过程中CD81的两个膜外区EC2
和EC1各起不同作用 其中EC2是HCV-E2的识别结

合部位 EC1不参与HCV-E2的结合. 应用可溶性E2分

子和抗CD81 单克隆抗体可以阻断这种结合[28-29]. 然

而 HCV-E2与CD81的结合能否导致HCV进入靶细

胞 并在细胞内复制 致病还不清楚.由于缺乏HCV体

外感染的传代细胞模型 限制了对HCV感染致病机制

的研究.

          应用受体重建方法作为确定病毒受体地位的重要方

法之一 已在多种病毒受体研究中得到证明[43-47]. 通过

基因转染方法改造非易感细胞 使其表达病毒受体 并

获得易感性是受体重建的基本思路. 我们先前的研究表

明 成功地从富含人CD81的Molt-4细胞克隆了人CD81

全序列基因 构建了载体pMD18-T-CD81 两端分别

带有 BamH 和 Xba 酶切位点 并经测序分析其核

苷酸与GeneBank公布的序列完全一致. 为了进一步探讨

CD81在HCV的感染中的作用 本研究应用基因重组方

法成功构建了含人CD81 全序列基因的真核表达载体

pVAX1-CD81 并在绿猴肾COS-7细胞证明 转染的

COS-7细胞在转染后48 h能够有效地表达人CD81分子.

有研究表明 CD81 分子具有种属特异性 不同种属

CD81与HCV亲和力的大小不同 对HCV易感性的高

低也不一致[29]. COS-7 细胞为非洲绿猴肾细胞的衍生细

胞系 虽然猴的CD81 和人的CD81 高度相似 但二

者的抗原性不同. 本研究选择COS-7细胞为靶细胞有两

方面考虑[33]: 其一 该细胞为异种细胞并不表达CD81

抗人CD81 单抗与猴CD81无交叉反应; 其二 体外应

用HCV血清感染实验表明 COS-7细胞为非易感细胞

通过转染人CD81基因证明 pVAX1-CD81 在 COS-7

细胞膜上可高效表达人CD81分子 如能介导HCV阳

性血清感染细胞 可证实CD81的受体地位 可为进一

步研究干扰阻断病毒与受体结合药物的研发及疫苗的

制备提供感染细胞模型 为从分子水平阐明HCV的致

病机制奠定基础.
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Abstract
AIM: To investigate the responsible domain(s) of N protein
and the I gene within the N gene of MHV-3 or MHV-A59 in
the activation of mfgl2.

METHODS: To investigate the responsible domain(s) of N
protein of MHV-3 or MHV-A59 in the activation of fgl2 gene,
four ways comparison of the N protein was carried out
and the site directed mutated N gene expression constructs
within domain I and domain III were cotransfected re-
spectively with mfgl2 promoter/luciferase reporter gene
in CHO cells. Macrophages from Balb/cJ mice were in-
fected with I gene mutated MHV virus Alb110 and its
isogenic Alb111 for 8-10 hours, procoagulant activity (PCA)
were measured. MHV-A59 I gene expression construct was
cotransfected with mfgl2 promoter-report gene in Chinese
hamster ovary (CHO) cells, and luciferase activity was
detected for the assessment of promoter function.

RESULTS: Mutations of residues Gly-12, Pro-38, Asn-40,
Gln-41 and Asn42 within domain I of the N protein of MHV-
A59 to their corresponding residues were found in MHV-2
abrogated mfgl2 transcription, whereas mutation of other
N protein domain III did not affect mfgl2 gene transcription.
Alb 110 and Alb 111 infected macrophages showed a
remarkable increasing in PCA activity compared with no
virus or MHV-2 or MHV-JHM infected macrophages. There
was no significant difference in PCA activity between Alb 110,
Alb 111 infected group and MHV-A59 group. Cotransfection I
gene expression construct with a reporter construct con-
taining mfgl2 promoter in CHO cells displayed no signifi-
cant difference in luciferase activity compared with
nontransfected CHO cells.

CONCLUSION: Domain I of nucleocapsid protein of murine
hepatitis virus strain 3 upregulates the transcription of
mfgl2 prothrimbinase/fibroleukin gene. The MHV-A59 I
gene is not essential for activation of mfgl2 gene. Our study
may shed lights on the investigation of current worldwide-
distributed disease, severe acute respiratory syndrome
(SARS).

Ning Q, Yan WM, Wang ZM, Xi D, Liu MF, Levy G, Luo XP. Domain I of
nucleocapsid protein of murine hepatitis virus strain 3 upregulates tran-
scription of mfgl2 prothrimbinase/fibroleukin gene. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(3):594-599

摘要

目的: 研究鉴定激活 mfgl2凝血酶原酶基因之冠状病毒3型

或A59型鼠肝炎病毒 (MHV-3 MHV-A59) 核心(N)蛋白

的功能区域.

方法: 应用定点突变技术 与mfgl2 启动子共转染实验明

确mfgl2凝血酶原酶基因之MHV-3或MHV-A59  N蛋白

的功能区域. N蛋白内含I基因突变病毒株A1b 110和其野

生株A1b 111体外感染Balb/cJ小鼠巨噬细胞 I基因表达

载体与mfgl2启动子共转染实验阐明I蛋白在mfgl2基因激

活中的作用.

结果: N蛋白包含由两个可变间隔区(A B)隔开的三个结

构区(I II III) MHV-A59 N蛋白I区可增强mfgl2转录

活性 当其基因序列突变为非嗜肝性MHV-JHM或MHV-

2 I区序列时 则丧失激活mfgl2启动子转录活性的功能. I

基因突变病毒株A1b 110 和其野生株A1b 111 体外感染

Balb/cJ小鼠巨噬细胞后对mfgl2的激活无显著差异 共转

染实验阐明I蛋白并非mfgl2基因激活中的必备因素 该组

mfgl2启动子转录活性与对照组无显著差异 而N蛋白可

激活mfgl2 启动子 使其转录活性提高62倍.



结论: 鼠肝炎病毒N蛋白I区为激活 mfgl2凝血酶原酶基因

的病毒蛋白功能区域.
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白I区激活 mfgl2凝血酶原酶基因. 世界华人消化杂志  2004;12(3):594-599

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/594.asp

0   引言

肝脏枯否细胞和血窦内皮mfgl2和hfgl2凝血酶原酶的高

表达在冠状病毒-鼠肝炎病毒所诱导的小鼠暴发型病毒

性肝炎和重症乙型肝炎的病情进展中起重要作用[1-2]. 我

们的前期研究显示并非所有鼠肝炎病毒株都可诱导

mfgl2基因表达 仅嗜肝性鼠肝炎病毒3型(MHV-3)和

A59 型鼠肝炎病毒(MHV-A59)感染可在体内外诱导

Balb/cJ小鼠mfgl2基因高表达 而非嗜肝性2型和JHM

型鼠肝炎病毒(MHV-2和MHV-JHM)在体内外不能激活

mfgl2基因[3]. 已知MHV-3或MHV-A59 核心(N)蛋白和

宿主肝细胞核因子4(HNF4)为mfgl2基因激活的必要因

素[4]. N蛋白由3个保守结构区 I II 和 III 组成 II 区

为与基因组RNA结合的部位 而 I 区和 III 区的生物

学功能尚未明了[5-8]. 近来Masters 研究组又在大多数

MHV N基因发现一内在开放阅读框架(internal ORF) I基

因[9]. 我们阐明激活mfgl2凝血酶原酶基因的病毒蛋白功

能区域.

1   材料和方法

1.1 材料  Balb/cJ 小鼠 6-8周龄购自 Jackson实验室

(Bar Harbor ME) 在本院动物中心饲养. MHV-3

MHV-A59 MHV-JHM和MHV-2购自美国典型生物

保藏中心(ATCC). MHV-A59 I基因突变病毒株Alb 110

和其野生型Alb 111 特异性 I蛋白mAb由美国纽约州

立研究院Paul Marsters教授提供[7]. Alb110 病毒株I基因

读码框起始密码和终止密码均被突变 此株病毒不产

生I蛋白. 所有的病毒株均采用鼠17CL1细胞系进行扩

增培养 鼠L2细胞系蚀斑纯化和滴度测定. 小鼠原代

巨噬细胞: 将30 g/L硫羟乙酸盐1.5 mL注射到Balb/cJ小

鼠腹腔内 4 d后从该小鼠腹腔抽取巨噬细胞悬浮于

RPMI 1640培养液中(含2 mmol/L谷胺酰胺和20 mL/L胎

牛血清). 形态学和非特异酯酶染色检测巨噬细胞纯度超

过95%. 锥虫蓝摄排实验检测巨噬细胞存活率超过95%.

中国仓鼠卵巢(CHO)细胞系来自ATCC.

1.2 方法  N基因 I基因表达载体和mfgl2启动子虫荧

光素酶(LUC)报告基因载体的构建[4]: 通过RT-PCR对

MHV全长N基因 I基因编码区和3 非编码(UTRS)序

列进行扩增 并将其亚克隆到表达载体pCR 3.1. 所用

引物序列为: N基因上游引物5 ACG ATG TCT TTT

GTT CCT GGG 3 . N 基因下游引物5 TTT TTT TTT

GTG ATT CTT CCA 3 I 基因上游引物5 CGC GCT

GGT AAT GGA AT 3 I 基因下游引物5 CTT CGG

CCA TAT CAG GTT 3 . 此载体含CMV启动子和小牛

生长激素3 端信号控制系统. 所克隆之MHV-2 N基

因序列已提交至NIH基因文库(序列号AF061853)[3]. 从

鼠基因组P1质粒的亚克隆PM166 (pBluescript-m166)中

酶解出mfgl2 基因 5 端 1.3 kb 的启动子DNA 片段

并将此1.3 kb DNA片段克隆至pGL2虫荧光素酶报告质

粒(pGL2-basic Promega)Sma I 和 Xho I 位点 从而形

成了mfg12启动子/虫荧光素酶报告质粒Pfg12-LUC. 5

端缺失mfg12启动子/虫荧光素酶报告质粒的构建方法

为以PM166为模板 扩增5 端缺失mfg12启动子DNA

片段 然后将其克隆到pCR 2.1 载体 再一次亚克隆

到pGL2虫荧光素酶报告质粒Xho I和HindIII 位点. 呼

吸道合胞病毒(RSV)β-半乳糖甘酶(β-Gal)表达质粒购自
Promega公司. 突变体: 使用Dnasis 软件对嗜肝性MHV

(MHV-3 序列号M35254 和MHV-A59 ) 和非嗜肝性

MHV (MHV-2和MHV-JHM 序列号M25875) N蛋白氨

基酸序列进行了比较(表1). 根据QuikChangTM (stratagene)

定点诱变试剂盒操作指导设计上下游引物 以MHV-

A59 N基因表达载体为模板进行扩增制备相应N基因突

变体 其氨基酸突变位点和引物序列见表2. 以上质粒

均经测序鉴定无误. 分别将N蛋白1 µL或 I蛋白表达质
粒或N 蛋白突变体表达质粒pGL2-basic 或 pfgl2-LUC

DNA野生型启动子虫荧光酶报告质粒0.5 µg以及β-gal
基因DNA 0.25 µg溶于 OPTI-DMEM培养液100 µL 后
与OPTI-DMEM培养液100 µL混合(含 lipofectAMINETM

3.5 µL) 将混合物置于室温中孵育30 min. 向混合物中加
入OPTI-DMEM培养液1.8 mL使总量达2 mL. 将上述混合

物按每孔1 mL的体积加入六孔平板上汇合率达50 -80%

的CHO细胞内 37  50mL/L CO2条件培养5 h 换

20 g/L FBS DMEM 培养液 44-48 h后 收集细胞并经

液氮冻融3次 取上清进行 β-gal 和 LUC活性测定.
1.2.1 前凝血质活性  感染MHV及突变株的巨噬细胞

(MOI=2.5)在含有100 mL/L胎牛血清和200 mmol/L谷胺

酰胺的RPMI 1640 中培养 8 h 未感染的巨噬细胞和

MHV-3感染的巨噬细胞分别作为阴性和阳性对照. 采用

单相凝集试验(one-stage clotting assay)[10] 测定mfgl2凝

血酶原酶的功能(PCA).

1.2.2 Western-blot鉴定 I蛋白的表达  转染24 h后 向

培养孔内加Triton裂解液 [pH 7.8 100 mmml/L磷酸钾

2 mL/L Triton X-100 1 mmol/L DTT( 临用前新鲜加入 )]

收集裂解液上清 用邻硝基苯-β-D-半乳糖苷(ONPG)
于 420 nm处进行比色分析 β-gal 活性 以判断转染效
率. 收集另设平衡实验孔转染细胞 凝胶加样缓冲液裂

解后进行SDS-PAGE (150 g/L 聚丙烯酰胺凝胶)电泳. 半

干法将蛋白质从SDS聚丙烯凝胶转移至硝酸纤维素膜

(NC膜)上 丽春红S染色确认蛋白质已转移到NC膜

上 蒸馏水漂洗脱色以备免疫分析. 将NC膜置于封闭

液中于平缓摇动的摇床平台上室温温育2 h. 弃去封闭

液 加入兔抗MHV I 蛋白mAb (1 200) 平缓摇动

的摇床平台上室温温育1 h. PBS洗涤10 min ×5次. 加入
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辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG (1 1 500) 摇床

平台上室温温育1 h观察结果.

        统计学处理  采用ANOVA统计顾问软件(sigmastat

advisary statistical software jandel corporation) 对统计资

料进行单向方差分析.

2 结果

2.1 mfgl2 基因的转录活性  我们比较了嗜肝性MHV

(MHV-A59 MHV-3)与非嗜肝MHV(MHV-2 MHV-

JHM)的N蛋白氨基酸序列(表1) 并对差异部分进行了

系列定点突变. 瞬时转染试验显示 嗜肝性MHV N蛋

白 I 区有 4 个位点(Gly12 Pro38 Asn40 Gln41

Asn42)经突变后(表 2) 其激活mfgl2 启动子的转录活

性降为水平线(图1) 而N蛋白 区突变体对mfg12的

转录活性没有明显下降 表明嗜肝性MHV N蛋白 I区

为激活mfg12凝血酶原酶基因的功能区域.

表1  MHV-A59, MHV-3, MHV-2和MHV-JHM的N蛋白氨基酸序列比较

      * P38 del
                                                             * G12S                              P38L     *        * NQN 40-42 del
MHV-A59 1 MSFVPGQENA    GGRSSSVNRA   GNGILKKTTW     ADQTERGPNN    QNRGRRNQPK 50
MHV-3            G                           G
MHV-2            S                           G                                                      - - -    -                H
MHV-JHM            S                          G                                                      L                            K

           *E85Q
MHV-A59 51 QTATTQPNSG     SVVPHYSWFS    GITQFQKGKE     FQFAEGQGVP      IANGIPASEQ 100
MHV-3                                                                                                                                           E
MHV-2      A                                                                    Q                       S
MHV-JHM                                                                                                                                      Q                                   Q

MHV-A59 101 KGYWYRHNRR  SFKTPDGQQK    QLLPRWYFYY    LGTGPHAGAS    YGDSIEGVFW 150
MHV-3                                                                                                                                                       S
MHV-2                                                                                                                                                       E
MHV- JHM                                                                                           H                                                   E

MHV-A59 151 VANSQADTNT   RSDIVERDPS       SHEAIPTRFA       PGTVLPQGFY    VEGSGRSAPA 200
MHV-3                                                        NS                    S
MHV-2      SQ           K   TA V                                    K                                                K
MHV-JHM      SQ     E    R   SA

MHV-A59  201  SRSGSRSQSR    GPNNRARSSS    NQRQPASTVK    PDMAEEIAAL    VLAKLGKDAG 250
MHV-3
MHV-2                                                                                                                      A
MHV-JHM                                                         P

MHV-A59 251 QPKQVTKQSA    KEVRQKILNK    PRQKRTPNKQ    CPVQQCFGKR    GPNQNFGGSE 300
MHV-3
MHV-2                                                                                               T
MHV-JHM              P

                                         *V321A
MHV-A59 301 MLKLGTSDPQ    FPILAELAPT       VGAFFFGSKL    ELVKKNSGGA     DEPTKDVYE 350
MHV-3
MHV-2                                                                                                         PS
MHV-JHM                                                  A             G
MHV-A59 351 QYSGAVRFDS    TLPGFETIMK    VLNENLNAYQ    K-DGGADVVS    PKPQRKGRRQ 400
MHV-3      _
MHV-2     I       T   DQA  SV    L           P   R
MHV-JHM                                                                                                                            NQ                                    RGTK

MHV-A59 401 AQEKKDEVDN    VSVAKPKSSV    QRNVSRELTP    EDRSLLAQIL    DDGVVPDGLE 450
MHV-3
MHV-2                                                                                                 L
MHV-JHM QKAQ
MHV-A59 451 DDSNV*….    ……….    ……….    ……….    ………. 500

500 MHV-3
MHV-2
MHV-JHM

MHV-A59 N 蛋白完整氨基酸序列已列出 其他三型MHV仅列出与MHV-A59 不同的N蛋白氨基酸残基. 斜体和波浪纹 下划线部分表示可变
间隔区A和B的序列. 破折号表示引入序列的空隙使比较的序列相应位置残基对齐. MHV-A59 N 蛋白中需要突变处理的氨基酸以黑体字和下划
线表示. 星号后紧接着的部分表示突变.
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图1  mfgl2启动子与MHV-A59 N蛋白或其突变体N蛋白共转染后
的转录活性检测. 共分9组, 每组设3个复管, 进行了相互独立而平衡
的5 次实验, 取mean±SD行统计学分析, 以 pGL2组所显示的虫荧光
酶活性为1, 其余各组虫荧光酶活性表示方法为其与pGL2组的相对比
率. aP <0.01 vs 转染MHV-2 N基因表达载体的细胞进行比较; bP <0.01
vs转染MHV-A59 N基因突变体表达载体的细胞进行比较.

2.2 巨噬细胞PCA的产生  我们将MHV-A59 I 基因突

变病毒株A1b110 及其同基因型野生株A1B111 感染

Ba1b/cJ 小鼠腹腔巨噬细胞并检测PCA活性. 结果显

示 A1b 110 与 A1B 111对小鼠巨噬细胞PCA活性的

诱导程度无显著差异 与MHV-A59 MHV-3组亦无

显著差异(图2)提示I 基因可能对嗜肝性MHV N蛋白激

活mfg12启动子的作用无影响.

2.3  I 基因的真核表达 我们克隆了MHV-A59 I 基因并

构建了其表达载体. 并在CHO细胞进行了I基因的真核

表达. 采用特异性I蛋白单克隆抗体进行Western-blot显

示一特异性的23 KD蛋白条带 见图3箭头处.

图2  基因突变病毒株和其野生株感染Balb/cJ小鼠巨噬细胞后PCA检
测. I基因突变病毒株AIb110和他的同基因野生型AIb111感染Balb/cJ
小鼠的巨噬细胞 感染系数2.5, 8-10 h后收集巨噬细胞进行PCA测定.
MHV-3 MHV-A59感染组设为阳性对照, MHV-2 MHV-JHM和无
病毒感染组设为阴性对照. 进行了三次相互独立的实验, 每组设三管, 取
mean±SD行统计分析. aP <0.01 vs未受刺激的巨噬细胞进行比较.

图 3  I 基因的真核表达. 泳道A: 未转染 I-pCR3.1质粒DNA的CHO
细胞;  泳道B: 转染 I-pCR3.1质粒DNA的CHO细胞; 泳道C: 蛋白质
标准分子量.

表2  MHV-A59 N蛋白氨基酸突变位点和引物序列

Mutan t  Name Mu t a t i o n Loca t i on  o f  Mu t a t i on S e n s e  P r i m e r  ( 5 - 3 ) / A n t i s e n s e  P r i m e r  ( 5 - 3 )

A59G12S Gly12 to Ser12 Domain I CCT GGG CAA GAA AAT GCC GGT AGC AGA AGC TCC TCT G/

  C AGA GGA GCT TCT GCT ACC GGC ATT TTC TTG CCC AGG

A59P38L Pro38 to Leu38 Domain I GAC CAA ACC GAG CGT GGA CTA AAT AAT CAA AAT AGA GGC/

   GCC TCT ATT TTG ATT ATT TAG TCC ACG CTC GGT TTG GTC

A59P38del Pro38 deletion Domain I GCT GAC CAA CAA ACC GAG CGT GGA CCA  AAT AAT CAA AAT AGA GGC AGA AGG/

     CCT TCT GCC TCT ATT TTG ATT ATT TGG TCC ACG CTC GGT TTG TTG GTC AGC

A59NQN Asn40-Gln41- Domain I GG GCT GAC CAA ACC GAG CGT GGA CCA AAT (AAT CAA AAT) AGA GGC AGA AGG

40-42del Asn42 deletion     AAT CAG CCA AAG CAG ACT GC

GC AGT CTG CTT TGG CTG ATT CCT TCT TCC TCT (ATT TTG ATT ) ATT TGG TCC ACG

        CTC GGT TTG TTC AGC CC

A59E85Q Glu85 to Gln85 Domain I GGA AAG GAG TTT CAG TTT GCA CAG GGA CCA GGA GTG CCT ATT GCC

GGC AAT AGG CAC TCC TGG TCC CTG AGC AAA CTG AAA CTC CTT TCC

A59V321A Val321 to Ala321 Domain II     GCA GAG TTG GCT CCA ACA CCT GGT GCC GGT GCC TTC TTC GG

                           CC GAA GAA GGC ACC GGC ACC AGG TGT TGG AGC CAA CTC TGC

黑体字母表示突变序列. 括号内黑体字母表示缺失序列. 所有突变的产物皆经测序核实方向和序列.

宁琴, 等. 鼠肝炎病毒3型N蛋白I区激活 mfgl2凝血酶原酶基因                                                  597

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

No 
vir

us

    
    

 M
HV3

    
    

    
  M

HVA
59

    
    

    
    

    
MH-V

2

    
    

    
    

    
   M

HV-
JH

M

    
    

    
    

    
    

    
    

  A
lb1

10

    
    

    
    

    
    

    
    

    
    

 Al
b1

11

病毒组

PC
A
 (

m
U

/1
06 

m
ac

ro
ph

ag
es

)

a

a

a

a

A59
NQN

   4
0-4

2d
el

A59
E8

5Q

10

8

6

4

2

0

A5
9V

32
1A

荧
光
素
酶
活
性
相
对
倍
数

pG
L2
MHV 2

MHVA59

A5
9G

12
S

A5
9P

38
L

A5
93

8d
el

转染组

a

ab ab ab ab

a a

A   B   C

23 KD



2.4 I 基因不诱导mfgl2基因的表达  应用SPSS统计学

分析软件对3组相对荧光素酶活性倍数进行单因素方

差分析 结果I蛋白组与pCR3.1空质粒组比较P >0.05

(0.234) 与 N蛋白组比较 P <0.05 (0.038) N 蛋白组

与pCR3.1空质粒组比较 P <0.01 (0.005). 说明 I蛋白对

mfgl2基因转录活性无显著作用(图4)

图4  mfgl2 启动子与 I 蛋白共转染后的转录活性检测. N蛋白表达质
粒和pCR3.1空质粒分别设为阳性和阴性对照. 每组设了3个复管, 进
行了相互独立而平衡的4次实验, 取mean±SD进行统计分析. 以pCR3.1
空质粒但所得虫荧光酶活性为1, 其余各组虫荧光酶的活性表示方法为
其与pCR3.1空质粒组的相对比率. aP <0.01vs pCR3. 空质粒组虫荧
光酶活性比较差异有显著性.

3   讨论

我国重症乙型肝炎发病率高 临床治疗手段有限 其

分子致病机制不甚明了 [11-12] . MHV-3或MHV-A59感染

引起的小鼠病毒性肝炎模型已被认为是研究人类重症

肝炎发病机制的良好工具[13-14]. mfgl2 hfgl2 凝血酶原

酶的组织特异性表达已被证明在MHV-3引起的鼠暴

发型肝功能衰竭和人类重症乙型肝炎的发病中起关键

作用[1-2, 15]. MHV-3 N 蛋白通过肝脏特异性转录因子肝核

因子4 (HNF4)诱导mfgl2/fibroleukin 基因的表达[4, 16].

MHV-A59 N蛋白与MHV-3 N蛋白仅有1 个氨基酸的

差异 均可特异性地上调mfgl2 基因表达[2-3] 因此亦

是进行嗜肝性MHV相关研究的代表病毒株. 嗜肝性和非

嗜肝性MHV N蛋白均可进入被感染的细胞核内 提示

MHV介导的mfgl2转录激活与嗜肝性MHV N蛋白特异

性性状有关[17-19]. N蛋白I区和II区富含几种碱性氨基酸

残基: lys arg 和 his. 对MHV-A59 MHV-3 MHV-

JHM和MHV-2的N蛋白氨基酸序列分析初步显示这些

碱性氨基酸残基可形成簇状结构(至少有两个簇) 由

可变长度间隔区隔开 单独或协同作用均有可能为核

定位信号. 已知MHV N蛋白 II区主要作用是与病毒基

因组结合 而I区和 III区的功能尚不明了[20-21].

        为确定嗜肝性MHV N蛋白对激活mfgl2表达发挥关

键性作用之氨基酸功能域 将mfgl2启动子 /LUC报告

载体和MHV-A59 N基因野生型表达质粒或其氨基酸定

点突变质粒共转染到CHO细胞 结果显示位于N蛋白

I区的氨基酸残基与mfgl2 转录激活有关(图 1); 而 II 区

氨基酸残基突变则不影响. mfgl2转录活性提示N蛋白I

区的Gly12 Pro38 Asn40 Gln41 Asn42 氨基酸

残基很可能形成一个基元 (motif) 在mfgl2转录激活过

程中发挥重要作用. 关于这些残基如何相互作用尚有待

MHV N蛋白晶体结构的明确以深入研究.

        I 蛋白是一个23 ku的疏水多肽 由一个嵌入MHV

N基因5   端的开放阅读框编码 这个内在的基因被称

为I基因 其序列也已确证[22-24]. 目前已经发现在MHV

感染的细胞上均有I蛋白的表达 实验表明I蛋白并非

MHV在组织培养或天然宿主体内复制所必须的结构蛋

白 但I基因沉寂病毒的噬斑直径要明显小于同基因的

野生株病毒噬斑直径 表明I基因的表达利于MHV病

毒的生长[9]. 为阐明N基因内含I基因是否参与调节mfgl2

的作用 我们将I基因突变病毒株Alb110及其野生株

Alb111体外感染Balb/cJ小鼠巨噬细胞 检测其PCA活

性 将 I基因表达载体与mfgl2荧光素酶报告质粒共转

染以期明确I蛋白在mfgl2基因激活中的作用 结果显

示I蛋白非mfgl2基因激活的必备因素 进一步论证了

嗜肝性病毒株MHV-3和MHV-A59之N蛋白是促进前

凝血质活性提高 诱导mfgl2凝血酶原酶基因转录激活

的病毒因素. 已知丙型肝炎核心蛋白对某些宿主基因的

调节作用[25-27] 我们的结果对人类乙型和丙型肝炎病毒

核心蛋白调节宿主基因转录的研究具重要的指导意义.

       目前累及全球28个国家和地区的Urbani SARS相关

冠状病毒 经测序核实其序列与 类冠状病毒其中包

括MHV在基因序列同源性最大[28-30] 目前尚未见到有

关其发病机制 传播与防治动物模型的文献报道. 我们

在MHV-3领域成功的科研经验对探讨Urbani SARS相

关冠状病毒及其所致疾病的基础研究和防治有重要的

借鉴意义.

        致谢: 感谢胡锦裳女士协助本文文字和图表处理!
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Abstract
AIM: To determine significance of the YMDD motif mutation
of P gene of hepatitis B virus during lamivudine therapy for
chronic hepatitis B and to provide guideline for the clinical
treatment.

METHODS: Dynamic change of HBV DNA quantitation was
measured with fluorescence quantitative PCR during
lamivudine treatment. 40 patients from chronic hepatitis B
were treated with lamivudine for 48 weeks. In 17 patients
HBV DNA remained to be positive, YMDD mutation were
examined by GeneChip and Uniarray techniques.

RESULTS: In patients treated with lamivudine for 48 weeks,
HBV DNA turned negative in 23 cases (57.5%). In 17 patients
HBV DNA remained to be positive, there was HBV DNA
rebound in 8 patients during lamivudine treatment. There were
YMDD mutations in 7 cases (5 cases from patients of HBV DNA
rebound).The rate of YMDD mutation was 17.5%(7/40).

CONCLUSION: During Lamivudine treatment, HBV YMDD
in some patients can mutate. The HBV DNA rebound is
associated with emergence of YMDD mutants. Detection
of the YMDD motif mutation of P gene of hepatitis B virus is
important to clinical treatment for chronic hepatitis B.

Wang PZ, Zhang Y, Bai XF, Zhang Y, Li JG, Chen HM, Wang JP.
Significance of the YMDD motif mutation of P gene of hepatitis B virus.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):600-603

摘要

目的: 了解拉米夫定治疗慢性乙型肝炎过程中HBV P基因

YMDD变异的意义 为临床治疗提供指导.

方法: 用定量PCR监测40例拉米夫定治疗期间的HBV DNA

动态变化 对治疗48 wk时HBV DNA仍为阳性的患者

采用Uniarray技术和基因芯片检测YMDD突变.

结果: 拉米夫定治疗48 wk时 HBV DNA转阴者23例(57.5%).

HBV DNA仍为阳性者17例 其中8例在治疗过程中出现

HBV DNA定量反跳. 用基因芯片法与Uniarray技术共检测

出7例YMDD变异(5例出现于8例HBV DNA定量反跳者)

变异率为17.5%(7/40).

结论: 拉米夫定治疗过程中 可导致部分患者的HBV YMDD

发生变异. 该变异使多数患者HBV DNA定量反跳 . 检测HBV

YMDD变异对慢性乙型肝炎的治疗具有重要的指导意义.
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0   引言

拉米夫定(lamivudine)是核苷类的抗乙型肝炎病毒(HBV)的

新药 是HBV复制强有力的抑制剂 其作用靶为HBV DNA

多聚酶 通过抑制前基因组RNA逆转录为负链DNA及

DNA链延伸过程中起到链终止作用来抑制HBV复制. 拉

米夫定用于治疗慢性乙型肝炎已有较明确的疗效 但由

于其难以完全清除体内病毒 尤其是对cccDNA无直接作

用 故需要长期用药以期耗竭cccDNA库来达到清除HBV

的目的. 但长期用药可引起HBV DNA多聚酶活性区核苷

酸序列的变异 称为YMDD变异. 国内学者报道YMDD变

异发生率第1 a和第2 a分别为14%和49%[1] 变异后的

HBV对拉米夫定的敏感性下降 从而导致治疗失败[2-4]. 因

此 检测YMDD基序变异对及时调整治疗方案 合理用

药及提高疗效具有重要的指导意义[5]. 为更好地监测慢性

乙型肝炎患者应用拉米夫定治疗过程中耐药性的产生

我们用定量PCR监测了40例拉米夫定治疗期间的HBV

DNA动态变化 对治疗48 wk时HBV DNA仍为阳性的患

者 用基因芯片和Uniarray技术检测YMDD突变.

1   材料和方法

1.1 材料  本院1999-12/2000-11住院和门诊患者血清标

本40例 男28例 女12例. 年龄15-68(平均36.7岁).

临床诊断符合2000-09西安会议 病毒性肝炎防治方

案 标准. 入选患者HBsAg HBeAg 阳性; 抗 HIV



抗-HDV 抗-HCV阴性(华美公司试剂). HBV DNA斑点
杂交阳性(上海医科大学预防医学研究所生产的试剂盒测
定) 且HBV DNA定量均大于109拷贝/L(荧光定量PCR法).
所有患者口服拉米夫定100 mg/d 疗程48 wk. 于治疗前
及治疗24 wk 36 wk和 48 wk时采集外周血 分离血
清 -20 保存 统一检测. HBV DNA定量试剂由中山
医科大学达安基因诊断中心提供. Uniarray技术检测试剂为
上海基达基因技术有限公司生产的UniArrayTM HBV拉米夫
定耐药检测试剂盒. 所用仪器为GeneAmp 5700 Sequence
Detection System (applied biosystem 公司)荧光PCR扩增仪.
HBV YMDD检测芯片由联合基因集团上海博华基因芯片

技术有限公司制备. 图片扫描仪为ScanArray 300 (美国).

1.2 方法  (1)HBV DNA定量 采用荧光定量PCR法. 按说

明书进行操作. (2)Uniarray技术 主要步骤如下: 取待测

血清 质控品I(内参照阳性 YIDD阳性 YVDD阴性)

和质控品V(内参照阳性 YVDD阳性 YIDD阴性)各

50 µL 分别加入DNA 提取液A50 µL 振荡混匀
12 000 r/min离心10 min 弃上清. 再加入DNA提取液

B 50 µL 振荡混匀 100 水浴10 min 12 000 r/min
离心 2 min 取上清5 µL进行PCR扩增. 扩增 PCR反
应体系为50 µL 包括PCR缓冲液31 µL MgCl2 6 µL
Taq酶3 µL 荧光探针5 µL 待检DNA样品5 µL. 将
各反应管按一定顺序放入PE Gene Amp 5700荧光PCR

扩增仪上 先50 保温 2 min 再 94 变性 5 min

然后94  20 s 61  40 s 40个循环. 结果以YIDD

或YVDD引物孔的Ct值与内参照引物孔的Ct值 (基准值)

之差 ( Ct)的大小作为突变是否发生的依据. 若 Ct小

于或等于3 则为YMDD变异; 若 Ct 大于 3 则为

YMDD野生型. (3)基因芯片测定方法  HBV YMDD (拉米

夫定耐药基因) 检测芯片选定HBV P基因的保守区序

列 并设计了相关的引物 扩增出包含有YMDD变异

区的核苷酸片断 针对L528M A548V M552I 及
M552V 4个位点设计探针 将探针固定在经过特殊处理
的玻片上 并且与特定的PCR法标记扩增的片断杂交.
经过洗脱后 在微排列扫描仪上扫描 用专门的软件分
析确定耐药的类型. 取待检测血清 10 µL 采用常规
酚 氯仿 异戊醇方法抽提HBV DNA 异丙醇沉淀;

取 5 µL用于PCR扩增 共35个循环; 再吸取PCR产
物 2 µL 加入 CY5 标记的 dUTP 进行 PCR 标记
共35个循环. 标记的产物沉淀后加入杂交试剂 并与

芯片分别于95 变性5 min 冷却后将杂交液10 µL滴
于芯片的上样区 封闭后在湿盒内42 杂交1.5 h 然

后用0.1×SSC洗涤10 min 双蒸水冲洗并避光晾干; 将杂
交后的芯片插入ScanArray 300扫描仪(美国)中进行扫

描 扫描强度 55-60 % 获得的图片用GenArray-

Check 软件分析各点的信号状况 根据信号强度及比

值作出判断结果(图 1 表 1).

2   结果

2.1 HBV DNA定量水平  治疗 48 wk 时 17 例HBV

DNA仍为阳性 对这17例患者治疗前及治疗24 wk

36 wk和48 wk的系列血清进行了HBV DNA定量检测. 结

果发现 8例患者治疗过程中一度降低的HBV DNA水

平又复升高(2例于36 wk升高 6例于48 wk升高)(表 2).

2.2 Uniarray技术检测结果  用Uniarray技术测定40例

拉米夫定治疗48 wk时HBV DNA仍为阳性的17例血

清 3例为YVDD 变异 4例为YIDD 其余 10 例全

部为野生株(表3).

表1  基因芯片扫描信号强度(1例YIDD变异结果)

平均值 比值 结果

YIDD突变点 116.65  0.05 野生

单点差异对照 165.19

单点差异对照 261.10

YMDD野生点           2 267.16

A548V突变点 186.37  0.02 野生

单点差异对照 320.44

单点差异对照 804.78

A548V野生点              8 212.13

L528M突变点           4 271.79  0.34 野生

单点差异对照             8 890.03

L528M野生点            1 2670.01

L528M野生点              8 189.31

YIDD突变点              24 518.07  4.86 突变

单点差异对照              1 704.71

单点差异对照             1 471.62

YMDD野生点              5 039.73

表2  治疗组8例HBV DNA反跳者定量检测结果

          t /wk
编号病例

       0      24               36                 48

03 8.19×107 5.41×106      2.28×105        4.19×106

06 2.35×108 3.08×106      4.72×107 2.31×106

16 3.27×108          4.84×106      6.18×105         2.17×107

21 4.32×108 2.32×106     <1.00×103           7.18×106

23 6.18×107 1.28×106 4.42×105   2.21×106

25 7.84×107 1.35×105        4.05×106              8.12×106

28 4.67×106 3.22×105      5.09×104        6.16×105

30 5.56×108 4.32×106      3.92×104        1.92×106

表3  YMDD变异检测结果

病例编号 基因芯片 Uniarray技术

03              YVDD+L528M       YVDD

16 YIDD       YIDD

18* YIDD       YIDD

21 YVDD+野生株       YVDD

23 YIDD       YIDD

27* YVDD+L528M       YVDD

30 YIDD       YIDD

*HBV DNA未反跳, 但 48 wk时仍为阳性.
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2.3 基因芯片法检测结果  用基因芯片法测定治疗48 wk

HBV DNA仍为阳性的17例患者血清 发现YMDD变

异 7 例 9 例为野生株(无变异) 1 例为阴性. 在 7 例

YMDD变异中 YVDD变异 3 例 YIDD变异 4例. 3

例YVDD中 2例合并528突变(核苷酸 669 A 使

氨基酸由亮氨酸 528 蛋氨酸) 1例变异株和野生株同

时存在(表3).

图1  YMDD变异的基因芯片扫描图.

3   讨论

拉米夫定是HBV 复制强有力的抑制剂 能够与HBV

DNA多聚酶YMDD (酪氨酸-蛋氨酸-天冬氨酸-天冬

氨酸) 基序特异性结合 从而起到抑制病毒复制的作用.

拉米夫定的临床试验结果表明 拉米夫定可明显抑制

HBV的复制 进而达到控制炎症 稳定病情甚至阻止

肝纤维化的进展. 但对肝细胞内cccDNA无直接作用 而

且他所抑制的HBV DNA多聚酶的活性在停药后又回复

到原来的水平. 因此其抑制病毒复制作用短暂 停药后

易于复发 需要长期用药. 但随着用药时间的延长 在

药物和人体免疫选择压力下 可能产生耐药. 体内外研

究均已表明 拉米夫定耐药主要是由HBV P基因C区

YMDD变异所引起. YMDD变异分为两种 一种是HBV

P基因第550位氨基酸由蛋氨酸(methionine M)突变为

缬氨酸(valine V) 此乃YVDD变异 同时伴有528位

的突变(核苷酸A669 C 使氨基酸由亮氨酸 528 蛋氨

酸); 另一种是HBV P基因第550位氨基酸由M突变为

异亮氨酸(isoleucine I) 此乃YIDD变异. 这两种变异分

别由HBV第739位碱基A G和741位G T突变所

引起[6-7]. 一旦出现YMDD变异株 对拉米夫定不再敏感.

耐药可能会伴有HBV DNA定量反跳和肝功能变化 甚

至导致病情恶化. de Man et al [8]报道了1例肝移植术后HBV

感染者 乙型肝炎免疫球蛋白治疗导致HBsAg逃避变异

株 用泛昔洛韦治疗(500 mg 3 次 /d) 6 mo 无效 P基

因测序发现第513 位氨基酸有异亮氨酸 亮氨酸的突

变 改用拉米夫定100 mg 1 次 /d HBV DNA水平骤

降 但拉米夫定治疗12 mo 后HBV DNA 复升 且发

生重症肝炎 最后死亡. 测序发现在YMDD区域附近有

突变. 因此在出现YMDD变异株后要密切监视患者病情

变化 包括肝脏功能 HBV DNA定量等. 如出现ALT明

显升高 临床症状加重 则应停药. 新出现的一些核苷

类似药物如阿的福韦 对YMDD变异株仍然有效 将来

上市后可以作为治疗这种变异株的有效药物[9-10].

       随着拉米夫定耐药株的出现 国内外研究者都在

积极寻找检测他的有效方法. 目前对变异株的检测与分

析多采用RT-PCR 产物测序法 错配PCR-RFLP 及

PCR-ELISA等[11-13]. 这些方法存在着烦琐 费时 只

能检测单个位点突变 不能提供全面的变异株情况等

特点. 基因芯片技术是近年来发展起来的高效分子诊断

技术 已广泛应用于药物筛选 基因表达谱测定 多

态性分析 新基因鉴定 测序 临床检测等领域的研

究[14-30]. 但该技术需专用仪器 不便推广使用. Uniarray

技术是近年出现的又一检测YMDD变异的新技术 他

是以UT-PCR (通用模板信号扩增技术)为基础的多基

因/位点同时检测的阵列技术. UT-PCR是在Taqman荧

光定量PCR基础上建立起来的新型PCR技术 主要是

使用通用模板和通用荧光探针. 通用引物由5 端的通

用模板(UT)序列和 3 的特异引物序列构成 通用模

板序列不与任何天然核酸序列相匹配 只能与通用荧

光探针匹配. 通用荧光探针 5 端标以荧光发射基团

FAM标记 3 端以荧光淬灭基团TAMRA 标记 由

于距离相近 基团相互作用不产生荧光. 该技术将各个

被测基因位点的特异性UT 引物置于标明的反应容器

中 如微型试管中 利用UT-PCR 的通用条件优势

在同一热循环中扩增和检测. 他绕过了目前国际流行基

因芯片技术需要大量的PCR预合成和核酸杂交等繁锁

步骤 直接在阵列中进行成百上千个特异性的 UT-

PCR扩增检测反应 检测成本低 并且不需要特殊专

用仪器. 能够快速准确地检测出HBV耐药突变中临床最

常见YMDD变异 并且能够与现在主流荧光实时PCR

仪配合. 因此UT-PCR和Uniarray 的高灵敏 高特异

高精确度和高通量特点 在临床病原体检测 药效监

测 突变分析以及相关科学研究领域中具有广阔的应

用前景.

        我们采用基因芯片法和Uniarray技术测定了40例拉

米夫定治疗48 wk HBV DNA仍为阳性的17例患者血

清. 共检出7例YMDD变异 其中5例为HBV DNA定

量反跳者. 提示YMDD变异与HBV DNA定量反跳密切

有关 是HBV耐药的主要原因. 对 8例HBV DNA定量

反跳者治疗前 治疗24 36 48 wk的系列血清进行了

DNA定量检测 发现24 wk时DNA定量均下降 36 wk

时有2例反跳 48 wk时有6例反跳 但仍低于治疗前

基线水平 可能与变异病毒复制能力降低有关. 基因芯

片和Uniarray技术对YMDD变异检测结果基本相符. 但
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基因芯片能同时检测出多个点位的变异 而且能检测

出野生株和变异株共存 即混合感染. 这种情况往往早

于临床HBV DNA 定量和肝功能的变化 因此可以及

早发现患者的病情变化. 同时 如果检测结果由混合感

染变为单一变异株或野生株 也有利于指导临床是否再

继续使用拉米夫定或停药改用其他药物. 随着拉米夫定

的广泛和长期应用 国内慢性乙肝患者中由此而引起

HBV YMDD变异导致耐药 肝炎复发 以致发生病情恶

化的问题会更引人关注. 因此 临床上迫切需要一种简

便 高效 成本较低的方法 对应用拉米夫定治疗的患

者进行动态监测 以指导临床合理用药.  Uniarray检测技

术的开发和应用 期望能够解决这一问题.
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Abstract
AIM: To describe the gene heterogeneity and quasispecies
of SEN virus.

METHODS: Three SEN virus subtype D or H positive sera
from a SEN virus prevalence investigation in Shenzhen
District were randomly selected and a nested-PCR were
performed. 3 positive PCR products of each subtype were
ligated into pMD18 T-vectors. 1-11 clones from every PCR
product were randomly selected to be sequenced and
aligned with SENV sequences retrieved from GeneBank
representing strains from 4 different countries and district.
Homology of nucleotide sequences were analysed and a
phylogenic tree was conducted.

RESULTS: 13 clones of SENV D and 3 of SENV H were
sequenced and demonstrated to belong to SENV. 81.8%
(9/11) clones from a single host SZ-54 were quasispecies.
The nucleotide sequence homology of 15 SENV D clones
(11 of Shenzhen and 4 retrieved from GeneBank repre-
senting 4 other countries and district) were 77.7-99.5%.
The amount of mutated bases between each two of 9
clones from same host were 8.5±5.2, which was signifi-
cantly different from that between each two of 11 clones
from 3 hosts within Shenzhen district (28.9±3.2) and that
between each two of 15 clones from different hosts and
districts (29.6±7.8) (P <0.001). The nucleotide sequence
homology of 7 SENV H clones (3 of Shenzhen and 4 retrieved
from GeneBank as described above) were 74.6-95.0%.

The phylogenic tree shows that clones from same patient
are more related to each other than from other patients
and much closer than strains representing other countries
and district.

CONCLUSION: There exist SENV quasispecies in SENV
carriers. The heterogeneity of nucleic acid of SENV might
be influnced by differences between hosts and regions.
This unique characteristic should be taken in consider-
ation when we detecting the virus, determining sequence
mutation and even discussing its clinical implication.

Tang W, Peng XM, Yang SM, Wang ZQ, Wang H, Jiang XL, Zhou BP.
Demonstration of gene heterogeneity and quasispecies of SEN virus.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):604-606

摘要

目的: 报告SEN病毒核苷酸的异质性和准种特点.

方法: 取深圳地区SEN病毒流行病学调查得到的SENV D型

或H型阳性血清各3份进行巢式PCR扩增 阳性PCR产

物克隆至T载体 每份随机挑选1-11份阳性克隆进行分别

测序 并与GeneBank上的北京株 美国株 意大利株和日

本株进行比较分析.

结果: 挑选的16株克隆中D型和H型分别为13株和3株

均属于SENV序列. 来自SZ-54的11株SENV D型克隆中

准种占81.8%(9/11). 本地3例患者的11株SENV D型阳性克

隆与GeneBank的4株异地株 共15株间的同源性为77.7-

99.5%. 同一宿主9个克隆间的碱基变异个数为8.5 5.2

与同一地区不同宿主的11个克隆间的28.9 3.2和不同地

区不同宿主的15个克隆间的29.6 7.8比较 有显著性差

异(P均<0.001). 3株SENV H型阳性克隆与GeneBank的4

株异地株共7株间的同源性为74.6-95.0%. 进化分析表明

来自同一宿主的分离株遗传关系最近 同地区不同宿主的

分离株其次 与4株异地分离株的遗传距离较远.

结论: SENV核酸的变异性高 个体间存在较大差异 且

在同一个感染者体内也存在大量SENV准种. 在检测SENV

的方法选择 比较SENV的序列差异和分析SENV的临床

意义时应充分考虑到SENV的这种特性.
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0   引言

自1997年日本学者Nishizawa et al [1]首先从未知病原的



输血后肝炎患者血清中分离得到一种被称为TTV的病毒以

来 世界各地的学者做了大量的研究. 这是一组单链DNA

病毒 陆续报道有新的型别和种群如SANBAN病毒[2]

YONBAN病毒[3] SEN病毒(SEN virus SENV)[4-5] PM病

毒(PM virus PMV)[6]等被分离. SENV有8个亚型[7] 且

感染率有显著的地区差异[8] 本课题组对深圳地区进

行SENV的流行病学调查[9]时 还显示该病毒核酸存在

显著的个体差异. 为此 本研究进一步探讨了SENV感

染者体内的准种情况和意义.

1   材料和方法

1.1 材料  检测SENV D型或H型阳性的患者各3例均

从流行情况调查[9]中随机选出. SENV D 型阳性的SZ-6

SZ-71和 SZ-54均为慢性乙肝患者 男2例 女1例

年龄23-47岁. SENV H型阳性的3例中SZ-18为慢性

丙肝患者 SZ-41 为慢性乙肝患者 SZ-44 为非甲-

戊型肝炎患者 均为男性 30-41 岁. 诊断参照 病

毒性肝炎防治方案  [10].

1.2 方法  按照文献报道的步骤 采用巢式PCR方法

对6份血清进行PCR扩增 产物经纯化后克隆至pMD-

18 T 载体中 编号为SZ-54的标本挑选11个克隆外

其余5份分别挑选1个克隆 共16株 完成阳性克隆

鉴定 抽提纯化和测序 获得DNA序列. 用Lasergene99

和MegAlign软件先将SZ-54标本的11株克隆进行序列

比对 剔除相同的序列 计算准种株的比例. 将剩余的

SENV D型深圳株的克隆序列与GeneBank上公布的北

京株 美国株 意大利株和日本株(Accession Number见

表1)一起排序 并列表进行同源性比较. 分别计算所有

核苷酸序列之间碱基变异的个数 列表并将数据分为

同宿主组 同地区不同宿主组和不同地区不同宿主组

组间数据用方差分析作统计学处理. 将 3株 SENV H型

深圳株克隆序列与GeneBank上公布的北京株 美国株

意大利株和日本株(Accession Number见表1)一起排序

并列图表进行同源性比较. 用 MegAlign 软件将所有

SENV克隆序列14株 连同GeneBank公布各国家地区

SENV D型和H型代表株8株一起进行种系进化分析

并作进化树图.

表1  GeneBank SENV 主要分离株

SENV D SENV H

北京株 AY072045 AY153769

美国株 AB075263 AB075283

意大利株 AX025730 AX025838

日本株 AB059352 AB059353

2   结果

SENV D型 11株克隆与GeneBank来自北京 美国 意

大利和日本的序列的排序图 同源性分析表和碱基变

异个数统计表分别见图1 表2. SZ-54的11株克隆中

有3株序列相同 准种株9株占81.8%(9/11). 这 9株克

隆间的核苷酸同源性介于91.4-99.5% SZ-6 SZ-54和

SZ-71的11株克隆间的同源性为82.7-91.4% 与北京

美国 意大利和日本的4株克隆间的同源性介于77.7-

90.4%. 突变无明显热点.

       如表2所示 将克隆序列的碱基变异个数按宿主和

地区再进行分组 黄色区域代表同宿主组 绿色区域为

同地区不同宿主组 兰色区域为不同地区不同宿主组

各组碱基变异个数的均值(个)分别为8.5 5.2 28.9

3.2和 29.6 7.8. 经方差分析 同宿主组的碱基变异个

数均数与同地区不同宿主组和不同地区不同宿主组相

比 P值<0.001 后两组相比 P >0.05. 表明 SENV D

型序列间有明显的个体差异.

        SENV H型 3株克隆与GeneBank来自北京 美国

意大利和日本的序列的排序图和同源性分析表. 深圳地

区3个感染者的3株克隆间的同源性为89.5-95.0% 来

自深圳及北京 美国 意大利和日本的7株克隆间的同

源性为74.6-90.6%. 突变无明显热点.

        所有16株克隆序列与GeneBank来自北京 美国

意大利和日本的序列的进化分析树. 进化树分析进一步

证实16株克隆分属SENV D型和H型 同一宿主的分

离株遗传关系最近 同一地区不同宿主的分离株其次

与4株异地分离株的遗传距离最远.

表2  SENV H 型核苷酸序列同源性分析(%)

                    AY153769         AB075283        AX025838    AB059353 SZ-18 SZ-41 SZ-44

AY153769 *** 93.9 84.0 80.7 89.5 95.0 90.6

AB075283 *** 89.0 85.6 85.6 90.1 84.5

AX025383 *** 95.0 78.5 80.1 78.5

AB059353 *** 74.6 77.3 77.3

SZ-18 *** 95.0 89.5

SZ-41 *** 95.0

SZ-44 ***
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床意义时应充分考虑到这种特性. 如选择检测方法时

选择检测方时 既要检测SENV总感染率 也要对其

进行型 株和准种的鉴定. 虽然从流行病学上分析

SENV可能不具备致病性 但目前尚不能排除个别型或

株 甚至部分准种存在致病性的可能性.
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图1  SENV进化分析树.

3   讨论

DNA病毒的碱基突变率与基因组长度成反比 环状病

毒是最小的DNA病毒 所以SENV碱基突变的速度也

快. 日本学者Takeji比较了2例慢性SENV-D感染患者

间隔 12 a 的系列血清 SENV 核酸序列[11] 发现(1)在

SENV的高突变区域(HVRs)的同义替代率远小于非同义

替代率(d S/dN<1) 反映了出于免疫压力 持续感染

的变异株被选择出来 以逃避宿主的免疫监控 形成

持续感染. (2) SENV D ORF1和ORF2的同义替代率是

7.32×10-4/ 位点 /年 与RNA病毒相似 比DNA病毒
高 表明SENV在复制时基本无或仅有很低的校对功

能 以上研究合理地解释了SENV序列存在高度变异性

的原因. 本研究显示 同一感染者体内检测到不同的

SENV序列属准种群 与HCV[12-13]和HIV[14]等易形成准

种的情况高度类似 但准种的数量更多 变异更大.

SENV D型和H型的核苷酸序列存在明显的个体差异. 本

研究虽然只运用了普通的Taq DNA聚合酶 但其错配

率为103-4 而目的片段长度仅约200 bp 因此可排除

由于PCR扩增的错配而导致的突变.

        SENV基因组核苷酸序列的高异质性特点 是环状

单链DNA病毒的共同特性[5]. Takeji 估计 SENV是通

过宿主的DNA聚合酶系统进行无校正复制的 因为在

SENV基因组中缺少编码聚合酶的基因. 那么 SENV的

基因组可能是由功能相对不重要的基因如假基因等组成

的 这些基因比功能相关基因进化得快[15]. 对SENV核苷

酸异质性和准种现象的观察的意义在于我们选择检测

SENV的方法 比较SENV的序列差异和分析SENV的临

SENV H

SENV D

SZ-54b
SZ-54i
SZ-54g
SZ-54d
SZ-54f
SZ-54h
SZ-54a
SZ-54c
SZ-54e
SZ-6
SZ-71
AY07204
AX02573
AB05935
AB07526
SZ-41
SZ-44
AY15376
SZ-18
AB07528
AX02583
AB05935

25        20         15          10          5              0
28.2
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between infection of
hepatitis B virus (HBV) and development of autoantibodies.

METHODS: HBV-DNA and HBVM were tested in 160 serum
samples by polymerase chain reaction (PCR) and enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) respectively. Anti-
nuclear antibodies (ANA) , an-double strain DNA antibodies.
Ads-DNA Ab, thyroglobulin antibody and thyroid microsome
antibody (TGA/TMA) , rheumatoid factor (RF) were measured
by using indirect immunofluorescent assay, radioimmunoassay,
and immune emulsion agglutination respectively.

RESULTS: The positive rates of autoantibodies were sig-
nificantly higher in patients with HBV infection compared
to those in normal control (63.1% vs 20.8% χ=15.28, P <0.01).
The antibodies such as ANA and RF appeared frequently. There
was no remarkably differerence in the age and sex between
autoantibodies positive and autoantibodies negative patients
(P >0.05). Compared to HBV infected patients without
autoantibodies, ALT and TBIL and the positive rates of HBV-
DNA and the time of HBV infection significantly increased in
patients with autoantibodies (P <0.05).

CONCLUSION: HBV infection can induce autoimmune
reactions, resulting in production of autoantibodies. The
autoimmune reaction has no connection with age and sex.
It is in connection with the time of HBV infection, the posi-
tive rates of HBV-DNA and the liver dysfunction severity.

Zhou MH, Ou Q, Tan DM. Relationship between HBV infection and
autoantibodies. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):607-609

摘要

目的: 探讨乙型肝炎病毒感染与自身抗体的相关性.

方法: 采用ELISA法 荧光PCR法分别检测160例HBV

感染者血清HBV标志物和HBV-DNA. 采用间接免疫荧光

法 金标法 放射免疫法 免疫乳胶凝集法分别检测所有

研究对象的抗核抗体(ANA) 抗双链DNA抗体(Ads-DNA)

抗甲状腺球蛋白抗体及抗甲状腺微粒体抗体(TGA/TMA)

类风湿因子(RF).

结果: 160例HBV感染者血清中检出多种自身抗体 总检

出率达61.3% 显著高于正常对照组(bP <0.01) 检出的自

身抗体以ANA RF多见 滴度分布以低滴度为主. 自身抗

体阳性和自身抗体阴性组年龄 性别并无明显差异(P >0.05).

与自身抗体阴性组相比 阳性组HBV感染者ALT TBIL水

平 HBV-DNA定量的对数值 HBV-DNA阳性检出率明显

增高 HBV感染史明显增长 差异有显著性(aP <0.05).

结论: HBV感染可引发自身免疫性反应 导致多种自身抗

体的产生. 这种自身免疫性反应与感染者的年龄 性别无

关 而与HBV感染史的长短 病毒的复制水平以及肝功能

损害的程度有关.

周明欢, 欧强, 谭德明. 乙型肝炎病毒感染与血清自身抗体的相关性. 世界华

人消化杂志  2004;12(3):607-609

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/607.asp

0   引言

我国是慢性肝病的高发区[1-6] 病毒性肝炎占大多数[7-10]

严重威胁着人们的身体健康. 乙肝慢性化及慢性肝炎癌

变的发生机制是多年来肝病研究的重点[11-12]. 慢性病毒

性肝炎患者(主要是乙型 丙型)血清中存在多种自身

免疫性抗体 与正常人相比有显著性差异 [13-20]. 自身免

疫在病毒性肝炎发病机制 病情转归及癌变中的作用

正日趋受到人们的重视. 为进一步探讨乙型肝炎病毒

(HBV)感染后引发自身免疫反应的机制及自身抗体对肝

脏功能损害的病理意义 我们检测了HBV感染者160

例血清中的有关自身抗体 现报道如下.

1   材料和方法

1.1 材料  我科2003-01/2003-06门诊和住院HBV感染

者160例 男103例 女57例 年龄14-68岁; 其中无

症状病毒携带者30例 慢性乙肝48例 慢性重型乙肝

67 例 乙肝肝硬化15 例. HBV 感染的诊断根据血清
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HBV标志物和HBV-DNA测定 所有病例均符合2000

年 病毒性肝炎防治方案 诊断标准[21].  重叠有甲

丙 戊肝病毒或庚肝病毒(HGV)感染 及合并有其他

严重疾病的患者均从研究对象中去除. 所有病例近3 mo

内未使用免疫调节剂. 随机选择健康献血员24名作为正

常对照 均已除外肝炎病毒感染. 清晨采集受检者空腹

静脉血4 ml 分离血清 -20 保存备用.

1.2 方法  使用ELISA法检测血清HBV标志物(HBsAg

HBsAb HBeAg HBeAb HbcAb). 试剂盒购于洛阳华

美生物工程公司. 严格按说明书操作 结果由酶标仪测

定. 采用核酸扩增技术(PCR)结合荧光标记探针杂交方法

检测HBV-DNA 试剂盒购于上海申友生物技术有限公

司. 取裂解缓冲液20 µL加入离心管后 分别加入血清
标本,阴性对照 阳性对照 临界对照液 20 µL 混
匀. 开水浴10 min 1 4000 r/min离心10 min 取上清

液2 µL做PCR反应. 荧光实时定量PCR反应在Icycler
仪中进行. 参比品分别设定3 1011 3 1010 3

109 3 108拷贝 /L以绘制标准曲线. 结果判断: 大于

107拷贝/L为HBV-DNA阳性. 血清谷丙转氨酶(ALT)测

定采用赖氏法 总胆红素(TBIL)测定采用 Jendrassic-

Groff法 试剂均购自上海荣盛生物试剂厂 按说明书严

格操作. 抗核抗体(ANA)测定采用间接免疫荧光法 大鼠

肝抗原片由本院免疫室制备 羊抗人IgG荧光抗体购自

卫生部上海生物制品研究所. 将待测血清用PH7.2PBS缓

冲液按 1 4 0 1 8 0 1 1 6 0 1 3 2 0 稀释

分别加入抗原基质片上 内置37 水浴箱孵育30 min

取出放入染色缸中用PBS 缓冲液清洗3次 吸水纸吸

干 加入荧光抗体 室温孵育30 min PBS缓冲液洗片

3次 以甘油缓冲液封片 荧光显微镜镜下观察. 抗双链

DNA抗体(Ads-DNA)测定采用金标斑点渗滤法 试剂购

自福建三强生物技术公司. 将反应板回温到35 滴加

100 L试剂B于反应孔中使其完全渗入. 滴加待测血

清100 L于反应孔中待完全渗入后再加入150 L试

剂A 最后滴加100 L试剂B于反应孔中 2min 后

观察结果. 抗甲状腺球蛋白抗体及抗甲状腺微粒体抗体

(TGA/TMA)测定采用放射免疫法 试剂购自卫生部上

海生物制品研究所. 将 125 -TG和 125 -TM各100 µL
分别加入T管和待测管 加20 µL待测血清和200 µL缓
冲液于待测管中 然后将两管摇匀 37 孵育60 min

再加入分离试剂TMAB TGAB 摇匀 室温30 min

3 500 r/min 离心15 min 吸上清夜 测T管和待测

管沉淀. 类风湿因子(RF)采用免疫乳胶凝集法测定 试剂

购自上海伊华医学科技有限公司. 将待测血清用生理盐水

1 20 稀释后 加50 µL 于玻璃板上 滴加一滴胶乳
试剂 充分摇匀 3 min后观察结果 凝集为阳性.

         统计学处理  HBV-DNA定量结果采用对数平均值来

计算 阴性作0计算; 计量资料以mean±SD 表示 采
用组间均数 t检验; 计数资料以率表示 采用χ2检验. 所
有数据均在计算机中经SPSS10.0统计软件处理.

2   结果

2.1 HBV感染者自身抗体在HBV感染者160例中有101

例检出至少一种以上的自身抗体 自身抗体总检出率达

63.1% 显著高于正常对照组(63.1% vs 20.8% χ2=15.28
aP <0.01). 慢性乙肝 慢性重型乙肝 乙肝肝硬化组

自身抗体检出率分别为66.7% 68.7%和73.3% 均显

著高于HBV健康携带者(bP <0.01) 但三组间自身抗体

检出率比较无统计学意义(P >0.05表1). HBV感染者血清

中检出的自身抗体以ANA和RF多见 滴度分布以低滴

度为主. 59 例ANA阳性者检出1 40者 50例 1 80

者 6 例 1 160 者有 2 例 1 320 者 1 例.

表1  HBV感染者与正常对照组血清自身抗体检测结果

分组 n      总阳性(%)  ANA  Ads-DNA  RF  TGA  TMA

正常对照组             24       5 (20.8)        5         0          0       1      2

HBV感染者            160   101 (63.1)      59         1         36     18    18

HBV健康携带者            30     12 (40.0)      10         0          2       2      1

慢性乙肝             48     32 (66.7)       22        0         13       5      6

重型乙肝             67     46 (68.7)       21        1          17     10    10

乙肝肝硬化             15     11 (73.3)        6         0          4       1      1

ANA: 抗核抗体; Ads-DNA: 抗双链DNA抗体; TGA/TMA: 抗甲状腺球蛋

白抗体 /抗甲状腺微粒体抗体; RF: 类风湿因子.

2.2 HBV感染者自身抗体与病情  自身抗体阳性和自身抗

体阴性组年龄 性别均无明显差异(P >0.05). 与自身抗体

阴性组相比 阳性组HBV感染者ALT,TBIL水平明显增

高 HBV感染史明显增长 差异有显著性(aP <0.05 表2).

表2  HBV感染者自身抗体与病情的相关性

自身抗体   n       年龄(岁)        (男/女)         病程(a)     ALT(µkat/L)    TBIL(µmol/L)

阳性        101  36.3 10.8      88/13       8.4 5.9a    4.2 4.8a      242 236a

阴性        59  38.4 10.4     45/14     2.5 2.3     2.5 3.9      155 221

aP <0.05 vs 阴性.

2.3 HBV感染者自身抗体与病毒负荷量  自身抗体阳性

101例HBV感染者中有70例检出HBV-DNA阳性 阳

性率为69.3% 59例自身抗体阴性的HBV感染者检出

HBV-DNA阳性27例 阳性率为49.2% 两组HBV-DNA

阳性检出率比较有显著性差异(χ2=6.41 aP <0.05) 两
组HBV-DNA定量的对数均值比较差异有显著性(5.8

1.4 vs 3.7 1.3 bP <0.01).

3   讨论

HBV感染的致病机制非常复杂. 目前认为HBV感染后

的肝组织损伤并非HBV在肝细胞内复制繁殖直接作用

的结果 而是机体一系列免疫反应造成肝细胞的病理

性免疫损害. 这种乙肝免疫损伤包括细胞介导的免疫损
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伤 免疫复合物引起的免疫损伤及自身免疫反应引起

的免疫损伤. 自身免疫是针对自身成分的抗体或细胞性

免疫效应的现象 是机体对自身组织成分的免疫应答

过于亢进的表现. 国内外学者近年来发现HBV感染存在

各种自身免疫现象 主要表现为血清中检测出各种自

身抗体 自身免疫在乙型肝炎发病机制中的作用越来

越受到了人们的重视.

        我们在HBV感染者血清中检出多种自身抗体 总

检出率显著高于正常对照组(P <0.001) 检出的自身抗

体以ANA,RF 多见 滴度分布以低滴度为主 与文献

报道基本一致. 研究结果显示 HBV感染可引发自身免

疫性反应 导致机体自身免疫紊乱. 其可能机制为: (1)

肝炎病毒感染诱导自身抗原修饰 从而激发自身免疫;

(2)肝炎病毒感染导致控制自身免疫的机制紊乱; (3)肝炎

病毒抗原与机体自身抗原之间的分子模拟. TMA/TGA是

甲状腺特异性自身抗体 本组106例HBV感染者中 36

例TMA/TGA阳性 与正常组相比 P <0.01 提示HBV

感染能促进甲状腺自身抗体的产生 推测可能原因是甲

状腺组织成分与HCV结构有部分相似性 但不排除HBV

感染直接导致自身免疫性甲状腺疾病 有待进一步研

究证实. 我们还观察到出现临床症状的HBV感染者包括

慢性乙肝 慢性重型乙肝 乙肝肝硬化三组自身抗体检

出率均显著高于HBV健康携带者(P <0.01) 提示自身

抗体的出现可能加剧肝脏的病理损害 自身免疫在乙

型肝炎肝细胞损伤中起重要作用.

        为进一步明确HBV感染者血清自身抗体存在的临

床意义 我们详细询问了所有HBV感染者的病史并检

测了肝功能 发现自身抗体阳性和自身抗体阴性组年

龄 性别并无明显差异. 与自身抗体阴性组相比 阳性

组HBV感染者ALT TBIL水平显著增高 HBV感染史

明显增长 说明HBV感染后引发的自身免疫性反应与

感染者的年龄 男女性别间的免疫差异无关 而与HBV

感染史的长短和肝功能损害的程度有关. HBV感染史长

及肝功能损害明显的HBV感染者自身抗体阳性率相对

较高 机体自身免疫现象更为明显. 上述结果进一步证

实HBV感染后的自身免疫反应可引起肝功能损害 是

乙型肝炎的重要发病机制之一. 值得提出的是在乙型肝

炎中检出的自身抗体大多滴度较低 不会引发自身免

疫性疾病. 对于滴度明显偏高且肝功能损害严重的乙型

肝炎患者应怀疑重叠自身免疫性肝病的可能. 本组检出

ANA 阳性 1 160 者 2 例 均为慢性重型乙肝患者

后完善相关检查确诊 1 例重叠自身免疫性肝炎; ANA

1  320 者 1 例 为乙肝肝硬化 后查抗线粒体抗体

(AMA)阳性证实合并原发性胆汁性肝硬化.

        慢性丙型肝炎存在与HCV复制有关的自身免疫现

象[21]. 我们采用核酸扩增技术(PCR)结合荧光标记探针杂

交方法定量检测了160 例HBV感染者的HBV-DNA

发现自身抗体阳性组的HBV-DNA阳性率明显高于自

身抗体阴性组 且两组HBV-DNA定量的对数值比较

有显著性差异. 这说明自身抗体的出现与HBV在体内的

活跃复制有关 HBV 复制可促进自身免疫 最终加

重肝脏的病理损害.

        总之 HBV感染与自身免疫密切相关. HBV感染

引发的自身免疫性反应与感染者的年龄 性别无关 而

与HBV感染史的长短 病毒的复制水平以及肝功能损

害的程度有关. 自身免疫是乙型肝炎的重要发病机制之

一. 我们认为 乙肝患者检出自身抗体阳性 提示机

体免疫紊乱明显 可在保肝 抗病毒治疗的基础上加用

免疫调节剂治疗. 对于检出高滴度自身抗体的乙肝患者

还要高度警惕重叠自身免疫性疾病可能.
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Abstract
AIM: To study HCV RNA and HCV protein expression in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and to evaluate
the therapeutic efficacy of alpha 2b interferon on the treat-
ment of HCV RNA in PBMC of patients with chronic hepatitis C.

METHODS: Fluorescence quantitative RT-PCR was used
to detect the quantitation of HCV RNA in PBMC and plasma,
and immunohistochemistry assay was applied to identify
HCV NS3 protein expression in PBMC from 20 patients with
chronic hepatitis C; Eight patients with chronic hepatitis C
received IFN therapy (5 MU/d, three times/week for 16
weeks). HCV RNA load in plasma and PBMC was tested
with a quantitative assay before and after treatment for
16 weeks and compared with that of the control. The data were
analyzed by Wilcoxon 2-sample test and Fisher’s exact test.

RESULTS: HCV RNA in plasma was found in 15 of 20 (75 %)
chronic hepatitis C patients and in PBMC was found in 9 of
20 (45%) by fluorescence quantitative RT-PCR. HCV NS3
protein expression was found in 7 of 20 (35%) chronic
hepatitis C patients by immunohistochemical assay. HCV
RNA loads in PBMC was uncorrelated with those in plasma.
In 8 patients, but there are significant differences of the
decreasing of  HCV-RNA loads in plasma and PBMC between
before and after interferon treatment for 16 weeks (aP =

0.0 017, bP = 0.0 059).The loads of HCV in plasma and
PBMC in patients were significantly lower than that of con-
trols after interferon treatment for 16 weeks (cP =0.0 042,
dP =0.0 155).

CONCLUSION: HCV can infect, replicate and express in
PBMC. HCV RNA loads in PBMC is uncorrelated with those
in plasma. HCV RNA in PBMC could be clean out by alpha
2b interferon treatment.

Fu LJ, Lü SL, Cheng XF, Wang XY. Alterations of HCV in peripheral
blood mononuclear cells from IFN-treated patients with chronic HCV
RNA infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):610-613

摘要

目的: 应用荧光定量反转录多聚酶链反应技术(RT-PCR)及

免疫组化技术研究慢性丙型病毒性肝炎患者外周血单个核

细胞(PBMC)丙型肝炎病毒感染并评价干扰素对外周血单个

核细胞中HCV的作用.

方法: 20 例慢性丙型病毒性肝炎患者血浆 PBMC中的

HCV RNA含量应用荧光定量RT-PCR检测 应用免疫组

化技术检测HCV NS3在 PBMC中的表达; 荧光定量RT-

PCR法检测8例血浆及PBMC均阳性患者接受α-2b干扰

素治疗; 对照组6例血浆及PBMC荧光定量RT-PCR法检

测均阳性 未用干扰素治疗. 比较治疗前后用药组与对照组

血浆及PBMC中HCV RNA载量变化. 应用双侧Wilcoxon

秩和检验(wilcoxon 2-sample test) 确切概率法(fisher s

exact test)进行数据分析.

结果: 20例中荧光定量RT-PCR检出血浆15例 PBMC9

例阳性 免疫组化法检出7例PBMC阳性. 应用确切概率

法分析PBMC感染HCV RNA与血浆中病毒水平无相关性

(P = 0.319). 8例患者接受干扰素治疗后其血浆及PBMC

中HCV RNA载量均下降 与治疗前相比有显著性差异

(aP =0.0 017 bP =0.0 059); 与对照组相比治疗后差异有显

著性(cP =0.0 042 dP =0.0 155).

结论: PBMC 是丙型肝炎病毒肝外复制并表达的场所.

PBMC感染HCV RNA病毒载量与血浆病毒水平无关. 干扰

素对PBMC感染的HCV RNA有清除作用.

付丽娟, 吕淑兰, 程险峰, 王晓燕. IFN治疗慢性丙型病毒性肝炎患者外周血

单个核细胞HCV的变化. 世界华人消化杂志  2004;12(3):610-613
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0   引言

丙型病毒性肝炎是威胁人类健康的全球性疾病 [ 1-8 ]

50-70%会导致慢性化 最终发展致肝硬化[9-11] 并与

原发性肝癌的发病关系密切[12-15]. 丙型病毒性肝炎慢性

化机制尚不清楚 众多学者认为丙型肝炎病毒感染外

周血单个核细胞 甲状腺 胰腺 骨髓 脑脊液 脾脏

等肝外组织可能与其慢性化机制相关 其中以感染外

周血单个核细胞与其慢性化机制关系最为密切[16-17]. 检

测 PBMC中HCV RNA正链及HCV RNA负链只表明

HCV-RNA的存在 不能说明病毒载量的变化. 因此我

们应用荧光定量RT-PCR方法检测PBMC中HCV RNA

并对干扰素治疗前后病毒载量的变化进行分析 从而

进一步探讨HCV-RNA感染PBMC的意义.

1   材料和方法

1.1 材料  慢性丙型病毒性肝炎患者20例 男 16例

女4例 年龄39.5 16.5岁. 诊断标准符合2000-09西

安传染病与寄生虫病学术会议修订标准. 所有病例抗

HCV(+) ALT(160 100 u/L) TBIL(12.3 6.7 µmol/L)
并排除其他类型肝炎 无饮酒及服用肝损害药物史. 其

中8例荧光定量RT-PCR法血浆及PBMC均阳性患者接

受干扰素治疗 5MU隔日1次 共16 wk; 对照组6例

血浆及PBMC均阳性 未用干扰素治疗. 淋巴细胞分离

液(购于中国医学科学院血液研究所) Trizol 提取液

(invitrogen公司) HCV核酸扩增荧光检测试剂盒(购于

达安公司) NS3 mAb(购于北京病毒研究所) SABC免

疫组化试剂盒(购于天津灏洋生物有限公司) DAB染色

试剂盒(购于武汉博士德公司) Roche  LightCycler荧光

检测仪 高速离心机

1.2 方法  EDTA抗凝静脉血4 mL 离心取血浆0.5 mL

用于提取血浆HCV-RNA 剩余部分混匀应用淋巴细胞

分离液梯度离心分离PBMC. 生理盐水洗涤2次 按文

献[18] 方法加胰酶及RNA酶以清除血浆HCV RNA污染.

洗涤定容2 mL 1 mL用于滴片 1 mL离心沉淀用于

HCV RNA提取. Trizol提取液按说明操作提取PBMC总

RNA 于无水乙醇中-70 冰箱保存. 两步法荧光定量

试剂盒按说明操作 荧光检测仪 软件定量分析. 琼脂

糖凝胶电泳检测预期产物. 多聚赖氨酸预先处理玻片

PBMC混悬液涂片 丙酮固定 双氧水甲醇溶液浸泡

1 g/L Triton X-100 滴片 抗NS3mAb滴片 按SABC

试剂盒 DAB试剂盒说明操作. 设置正常对照 空白对

照及PBS替代对照.

        统计学处理  应用双侧Wilcoxon秩和检验(Wilcoxon

2-sample test) 确切概率法(fisher s exact test)进行数

据分析.

2   结果

慢性丙型病毒性肝炎患者20例中荧光定量RT-PCR检

出血浆HCV定量(4.42 10 5-1.05 10 10copy/L)15例

0copy/L 5例 血浆阳性15例中PBMC检出8例(1.00

10 4-2.20 10 7copy/L) 血浆阴性5例中PBMC检出1

例(1.02 105 copy/L)并应用免疫组化法检测此例为阳

性. 经统计分析PBMC中HCV RNA载量与血浆病毒水

平无相关性(P =0.319). 荧光定量RT-PCR检测血浆及

PBMC均阳性8例患者接受干扰素治疗16 wk后其血浆

及PBMCs中HCV RNA载量均下降 与治疗前相比有显

著性差异(aP =0.0 017 bP =0.0 059) 与对照组相比治疗

后血浆及PBMC中病毒载量差异有显著性(cP =0.0 042
dP =0.0 155); 而血浆与PBMC中HCV-RNA载量评价干

扰素疗效 二者比较无显著性差.

        应用免疫组化法检测PBMC中 HCVNS3 20例阳性

7 例. 阳性产物成棕黄色 细颗粒状 不均匀或呈弥

漫分布定位于胞质和胞膜(图 1 2).

图1  外周血单个核细胞免疫组化. HCV NS3抗原阳性, 棕黄色物定位
于胞质 ×400.

图 2  外周血单个核细胞免疫组化. HCV NS3抗原阳性, 棕黄色物定位
于胞膜 ×400.

3   讨论

丙型病毒性肝炎是一种广泛威胁人类健康的疾病 陈

良标 et al [18-21]于PBMC中检测出完整病毒颗粒及HCV-

RNA正负链 表明PBMC是HCV-RNA肝外复制并表

达的场所 HCV RNA亦可在PBMC中持续存在[22]. 但定

性实验只能确定病毒的存在而不能对病毒复制的活跃

程度进行分析 因此我们应用荧光定量RT-PCR及免

疫组化方法对20例慢性丙型病毒性肝炎患者进行检测.

其中血浆病毒载量检测出75% PBMC检出45% 免疫
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组化检出35%胞质及胞膜表达HCV NS3. 进一步证实丙

型肝炎病毒可以感染慢性丙型肝炎患者外周血单个核

细胞 并在其中复制和表达. Meier et al [23] 认为是由于

污染或被动吸附血浆中HCV RNA 而导致PBMC检测

HCV RNA阳性. 但是本实验经荧光定量RT-PCR检测血

浆及PBMC中HCV RNA载量经Fisher s exact test

(P =0.319) 表明PBMC中HCV RNA与血浆载量无关

联. 本实验中1例患者血浆病毒载量为0copy/L PBMC

中检测出HCV RNA为(1.02 10 5 copy/L)并且免疫组化

检出此例PBMC中HCV NS3表达阳性 表明HCVRNA

可独立感染慢性丙型病毒性肝炎患者外周血PBMC. 同

时我们发现检测PBMC感染HCV RNA荧光定量RT-

PCR法与免疫组化法灵敏性相比无显著性差异 但荧

光定量RT-PCR法操作简便 节省时间更适用于临床

应用.

         干扰素治疗慢性丙型病毒性肝炎现已被公认为是

较为有效的药物 临床已应用于检测血浆病毒载量作

为评价干扰素疗效的指标之一. 本实验采用荧光定量

RT-PCR检测干扰素治疗(16 wk)前后PBMC中及血浆中

HCV-RNA 病毒载量变化. 结果干扰素治疗后血浆及

PBMC中病毒含量均有下降 与治疗前及对照组相比

有显著性差异 表明干扰素对于PBMC内的HCV-RNA

也有清除作用[24-25]. 有研究表明慢性丙型肝炎患者PBMC

感染HCV使CD4细胞比例减低 CD4/CD8比值降低甚

至倒置[26] 从而影响机体细胞免疫机制 HCV RNA感

染亦可引起机体细胞因子(IL TNF等)失调 使机体清

除病毒能力降低 导致病毒持续感染[27]. 而干扰素具有

抗病毒和调节免疫双重功能 探讨干扰素对慢性丙型

病毒性肝炎患者外周血PBMC中HCV RNA清除的机制:

(1)有研究表明干扰素可使CD4细胞增多从而增强机体

的细胞免疫反应 促使分泌 IL-2 γ-IFN 增加 IL-
12降低 从而增强了Th2细胞效应提高机体的抗病毒

能力[28-30]. (2)干扰素可诱导PBMC双链RNA激活蛋白酶

(PKR)mRNA 及MxAmRNA 表达生成抗病毒蛋白清除

HCV RNA[31]. 本实验表明监测PBMC中HCV-RNA载量

可作为评价干扰素治疗效果指标之一 因有报道复发

病例中HCV RNA再现于PBMC中比血浆中早 故亦可

作为干扰素治疗后复发的监测指标[32]. 但HCV RNA感染

PBMC对于干扰素治疗效果的影响尚需结合病毒基因

型 HCV-RNA水平 及HCV变异株等进一步研究[33-34].

        总之 应用荧光定量RT-PCR方法可证实HCV RNA

可感染PBMC 与免疫组化方法相比敏感性无差异 但

更适用于临床应用. 虽然应用荧光定量RT-PCR方法证

实干扰素对PBMC中感染的HCV RNA有近期的清除作

用 但对远期的治疗效果尚需进一步随访观察.
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Abstract
AIM: To establish a human hepatocyte cell line which can
express hepatitis B virus (HBV) X gene.

METHODS: HBV X gene was obtained through PCR techn-
ology. After A-tailing added, X gene was connected into
vector PUCmT. Vector PUCmT-X and PcDNA3 were digested
with EcoRI and HindIII. The fragments of X and PcDNA3
were connected to establish reconstituted plasmid PcDNA3-
X. Then PcDNA3-X and PcDNA3 were transfected into HL-
7702 cells by lipid-mediated transfection. After selected
with G418, HL-7702/HBx cells were analysed by the re-
verse transcription-PCR to confirm the steady expression
of X gene in HL-7702.

RESULTS: Reconstituted plasmid PcDNA3-X included the
anticipated fragment of HBV X gene was proved by auto-
sequencing assay. RT-PCR analysis showed that reconsti-
tuted plasmid PcDNA3-X could express the X protein effi-
ciently in HL-7702 cells.

CONCLUSION: Hepatocyte can express HBV X gene which
is an ideal model to study the effect of HBV X gene on the
development of hepatitis and hepatocelular carcinoma.

Chen HY, Tang NH, Zhang SJ, Chen ZX, Wang XZ. Construction of hepa-
titis B virus X gene expression vector in eucaryotic cells and its transfection
in HL-7702 cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):614-617

摘要

目的: 构建表达乙肝病毒(HBV)X基因的人肝细胞株.

方法: 用PCR法扩增HBV X基因序列 将其添A后连至

PUCmT载体上 用Ecol I和Hind III双酶切PUCmT-X和

PcDNA3载体 连接酶切片段PcDNA3及X片段以构建重

组质粒PcDNA3-X. 用脂质体转染法将PcDNA3-X及空质

粒PcDNA3导入肝细胞HL-7702中 G418选择培养 RT-

PCR鉴定其稳定表达.

结果: 已构建的PcDNA3-X经序列测定含有完整的HBV X

基因片段 转入HL-7702细胞后经RT-PCR证实该细胞有

稳定表达X蛋白.

结论: 成功构建了表达HBV X基因的肝细胞株 为进一步

探讨HBV X 基因在肝炎与肝癌发生中的作用提供了理想的

实验模型.

陈红英, 唐南洪, 张生君, 陈治新, 王小众. 乙肝病毒X基因真核表达载体的构

建及人肝细胞株HL-7702转染. 世界华人消化杂志  2004;12(3):614-617
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0   引言

乙肝病毒(HBV)感染在我国较严重[1-9] 已成为研究的

热点. HBV X基因是HBV基因组中最小的一个开放读

码框架 编码基因区位于 1 374-1 838 核苷酸之间

其编码的X蛋白由154个氨基酸组成. 目前认为HBV X

基因及其产物在肝炎与肝癌的发生与发展中起重要的

作用 但具体机制尚未完全清楚[10]. 我们通过构建含X

基因的真核表达载体并将其转染肝细胞L02 以建立

稳定表达HBV X 基因的人肝细胞株 为进一步探讨

HBV X 基因在肝炎与肝细胞癌(HCC)发生中的作用提供

了理想的实验模型.

1   材料和方法

1.1 材料  Taq DNA聚合酶 dNTP 胶回收试剂盒

添A试剂盒  PUCmT载体与DNA抽提试剂盒购自上海

生工生物工程服务有限公司; Ecol I 和Hind III内切酶

T4DNA连接酶 质粒抽提试剂盒与脂质体转染试剂盒

购自Promega公司; RNA抽提试剂盒购自深圳生物晶美

公司; PcDNA3表达载体由本院风湿免疫研究所提供; 肝

细胞株HL-7702和E.coli DH5α由本院肝胆外科研究所



提供; 其余生化试剂均为国产或进口的分析纯试剂.
1.2 方法  表达载体的构建: X基因扩增引物设计为上游:
ATGCAAGCTTATGGCTGCTAGGCTGTACTG 和下游:
TGCGAATTCTTAGGC AGAGGTGAAAAAGTTG 由上
海生工生物工程服务有限公司合成. 用酚 /氯仿抽提法
从HBV感染患者血清中扩增出X基因片段. PCR扩增采
用94 预变性5 min 94 变性45 s 61 退火30 s
72 延伸 1 min 经 30个循环. 将 PCR产物添A后与
PUCmT载体连接 将连接产物PUCmT-X 转化入E.coli
DH5α中扩增 抽提纯化PUCmT-X并测序. 选择正向
连接的克隆提取质粒 经 Ecol I 和Hind III 双酶切后
连接于真核表达载体PcDNA3 构建HBV X基因真核
表达载体PcDNA3-X. 经PCR和酶切方法确认为重组载
体后由上海生工生物工程服务有限公司测定序列. 酶切
及连接方法参照分子克隆常规方法进行. 将肝细胞株
HL-7702 培养于含100 mL/L 胎牛血清的DF 培养基
(DMEM F12=3 1)中. 选择状态良好的对数生长早期
肝细胞HL-7702 采用脂质体转染的方法(按脂质体转
染试剂盒的说明书操作) 将重组质粒PcDNA3-X导入
肝细胞HL-7702中 同时将PcDNA3导入肝细胞HL-
7702以作为空载体对照 并以未进行基因转染的细胞
为空白对照. 转染细胞经G418 600 mg/L选择培养2 wk
后 挑取单克隆扩增鉴定. 将转染有 PcDNA3-X
PcDNA3的HL-7702分别命名为HL-7702/HBx和HL-
7702/PcDNA3. 转染细胞X基因的鉴定: (1)细胞基因组中
目的基因的检测  DNA抽提试剂盒提取HL-7702/HBx细
胞的DNA 用HBV X基因的引物进行PCR扩增 以HL-
7702/PcDNA3 HL-7702细胞作对照. HBV X基因扩增
引物设计为上游: CCGTCTGTGCCTTCTCATCT 和下游:
TAATCTCCTCCCCCAACTCC. PCR条件为94 预变性
5 min 94 变性 35 s 65 退火 35 s 72 延伸
1 min 经32个循环. (1)RT-PCR鉴定X基因的表达. 用
RNA抽提试剂盒提取细胞总RNA 按试剂盒说明书进
行RT反应 取逆转录反应产物5 µL作为模板 用HBV

X基因的引物进行PCR扩增 仍以HL-7702/PcDNA3

HL-7702细胞作对照. HBV X基因的引物及PCR条件同上.

2   结果

2.1 HBV X的基因克隆  应用PCR技术从HBV感染患
者的血清中扩增出HBV X基因片段. 特异性的电泳条带

出现在500 bp左右 与预计的470 bp相符(图 1).

图1  PCR扩增出HBV X基因片段. 1: 100 bp DNA ladder; 2: HBV X基
因阳性片段; 3: 阴性对照.

2.2 X基因重组体的鉴定  PUCmT-X测序结果示X基因

正向插入PUCmT载体 故选用 Ecol I 和Hind III 双酶

切PUCmT-X和PcDNA3载体. 用 Ecol I 和Hind III对构

建好的PcDNA3-X进行酶切分析 以PcDNA3作对照

电泳结果如预期 PcDNA3-X酶切后出现500 bp左右

的X酶切片段(图2). PcDNA3-X的测序(图1)与X基因序

列比较表明X基因真核表达载体构建成功.

图2  PcDNA3-x双酶切鉴定结果. 1: 1 Kb DNA ladder; 2: PcDNA3-x
双酶切产物; 3: PcDNA3双酶切产物.
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图3  PcDNA3-X的测序结果.

845 bases in 10174 scans
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2.3 转染细胞X基因的鉴定  提取HL-7702/HBx HL-

7702/PcDNA3 HL-7702 细胞的DNA 用HBV X基

因的引物进行PCR扩增 HL-7702/HBx细胞扩增出特

异的200 bp左右的片段 说明HBV X基因已整合到细

胞的基因组中. 提取三组细胞RNA 经反转录合成

cDNA后 PCR扩增 可见HL-7702/HBx细胞有HBV

X基因mRNA表达(图 4). 表明HBV X基因已导入HL-

7702 细胞 并有稳定表达.

图4  RT-PCR检测HL-7702细胞HBV X mRNA转录. 1: 100 bp DNA
ladder; 2: HL-7702/HBx; 3: HL-7702/PcDNA3; 4: HL-7702.

3   讨论

在我国 乙型肝炎病毒(HBV)感染是引起HCC的主要
病因之一[11-17]. 流行病学调查表明 HBV感染者HCC
的发病率较对照人群高出200倍以上[10-18]. 但 HBV致
HCC的具体机制一直未阐明. HBV X基因的致癌作用已
成了研究的热点. HBV X基因的产物X蛋白大多存在于
胞质中 仅有一小部分在胞核内[19]. 他是一种多功能蛋
白[20] 能作用于不同的目标(如: 转录因子 细胞质激
酶 线粒体蛋白) [21] 可能通过转录激活作用 抑制
DNA的修复 调控肝细胞凋亡而诱发肝癌形成和促进
肝癌发展的[22]. 研究发现HBV X基因在少量表达时未显
现出明显作用 仅有当其表达产物积累到一定量 聚集

在一起时才起作用[23]. 但X基因并非癌基因 不含有特

异致癌基因序列[24]. 近几年来 通过对转HBV X基因

的肝细胞模型及小鼠动物模型的研究 发现HBV X基

因及产物X蛋白有以下生物学功能: (1)促进肝细胞凋

亡 诱导炎症的发生; (2)可与 P53 结合 影响核苷的

切补修复 干扰细胞周期而促进肝癌细胞的增生[25]; (3)

作用于细胞因子和信号传导途径:上调NF-κB的表达并
转位于胞核内[26-27]; 可激活[28]并上调肝癌细胞表达FasL;

能阻断Bcl-2 介导的肝Fas途径的调亡[29]; 能使Bid的表

达减少而阻断细胞调亡[30]; 可通过增加内源性激活因子

sn-1 2-DAG短暂地激活PKC[31]; 可有效地抑制TGF-

β引起的凋亡; 能激活JNK和 MAPK信号传导途径[32]; 能
抑制capase3的活性; 能通过下调Sep蛋白的表达而增加

TNF-α的表达[33]; (4)能引起线粒体膜电位的丢失而引发
线粒体依赖性的细胞死亡[34]; (5)能激活IGF-IR 和 VEGF

基因的表达 以促进肿瘤的生长与侵袭.

    以上研究多以转HBV X 基因的肝癌细胞株(如

HepG2 QGY7701 HCC9204等)和肝癌组织为对象

探讨HBV X基因及其蛋白产物在肝癌细胞凋亡与增生

的信号传导通路 癌基因的激活等方面所起的作用

以进一步揭示HBV X基因在HBV相关性HCC形成与

发展中的意义. 而对于X基因及其产物在正常肝细胞中

的作用报道甚少 其影响尚未阐明. 因为这些研究的对

象本身即为肝癌细胞 故实验结果仅能说明HBV X基

因在促进HCC发展中的作用 而难以解释其诱发肝炎

和HCC形成的作用. 理想的研究对象应为正常肝细胞

将X基因导入正常的肝细胞 观察转染后的肝细胞的

形态与生物学功能的变化能较直观 较全面地了解

HBV X基因的生物学功能. 我们以肝细胞HL-7702为研

究对象 利用PcDNA3 载体将HBV X 基因导入HL-

7702 获得转HBV X基因的肝细胞株HL-7702/HBx

并用PCR和RT-PCR结果证明HL-7702/HBx基因组中

有HBV X基因的整合 且有HBx mRNA的转录表达.

说明HL-7702/HBx是可稳定表达HBV X基因的肝细胞

株 他为进一步探讨HBV X 基因在肝炎和HCC发生

发展中的作用提供了一个理想的细胞模型.
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Abstract
AIM: To study the functional states of CD14+ cells in pe-
ripheral blood mononuclear cell (PBMCs) by analyzing the
expression of early active antigen, production of pro-inflam-
matory cytokines and phagocytosis with flow cytometry (FCM).

METHODS: PBMCs were isolated from 11 patients with
chronic active hepatitis B and 10 healthy blood donors,
and 4-colors flow cytometry and gate setting techniques
were applied. The percentage of CD14+ cells and level of
CD14 antigen were tested by FCM, after gate setting with
CD14, side scatter (SSC) and activation-linked surface
antigen (CD69) expression rate, percentage of TNF-α pro-
ducing cells, level of intro-cellular TNF-α, the percentage of
phagocytes and the ability of phagocytosis were investigated.

RESULTS: The SSC mean value of CD14+ cell of HBV pa-
tients was higher than that of health control (P <0.01);
There were no difference between two testing groups on
the percentage of CD14+ cells and level of CD14 antigen,
however the level of CD14 antigen was positively associated
with the percentage of CD14+ cells. CD14/69 double ex-
pression rate was significantly higher than that of control
group (P <0.01); No difference was observed on CD14/
TNF-α double stain cells between testing groups; In com-
parison with control group, the level of cellular TNF-α in
HBV group was higher (P <0.05). In control group, the
percentage of TNF-α producing cells were correlated with
SSC value and number of phagocytes that expressed CD14/
69. There was no difference in phagocytes that expressed
CD14/69 in two groups. As comparied with the control

group, there was more phagocytostic CD14+ cells in HBV
group (P <0.01), but the mean phagocytosis amount was
significantly lower in this group (P <0.05), and the number
of phagocyte was negatively correlated with the level of
CD14 antigen; while the SSC value and number of TNF-α
producing cells were negatively correlated with level of
CD14 antigen.

CONCLUSION: CD14+ cells in PBMCs from chronic active
hepatitis B patients are over activated in a dysfunction stage.

Wei R, Xia ZL, Chen B, Han JJ, Ren DL, Yang MF. CD14+ cell dysfunc-
tion in patients with chronic active hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(3):618-621

摘要

目的:  研究慢性乙型肝炎患者外周血CD14+细胞早期活化

抗原分子表达 炎症因子生成和吞噬能力.

方法: 采用四色荧光分析方法 运用流式细胞术检测正常

对照人群(10例) 慢性活动性乙型肝炎患者(11例)外周血

单个核细胞(PBMC)CD14 细胞率和CD14抗原量; 并行

CD14设门 检测CD14 细胞前向角(FSC) 侧向角(SSC)

值 细胞早期活化抗原(CD69)的表达率 TNF-α表达

率 细胞内TNF-α水平 细胞吞噬率及吞噬力.

结果: HB组CD14 细胞SSC值高于对照组(P <0.01);  HB

组和对照组间外周血CD14 细胞比例 CD14抗原水平无

统计学意义差别 抗原水平与CD14 细胞率呈正相关; HB

组CD14/CD69双表达细胞明显多于对照组(P <0.01); HB组

CD14/TNF-α (细胞内)双染细胞与对照组间无差别 HB

组CD14+细胞TNF-α水平高于正常对照组(P <0.05); 对照

组TNF-α 细胞率与细胞颗粒度呈正相关 与CD14/69双

表达并发生吞噬细胞率一致. HB组CD69/CD14双阳性细

胞荧光球吞噬率与对照组无差别(P >0.05); HBV组CD14+

细胞荧光球吞噬率显著高于对照组(P <0.01) 吞噬力低于

对照组(P <0.05) 荧光微球吞噬率与CD14抗原表达的量

负相关; CD14+细胞SSC TNF-α 细胞率同CD14抗原表

达的量也呈负相关.

结论: 慢性乙肝患者外周血存在过度活化CD14 单核细

胞 细胞吞噬力弱 胞内TNF-α生成增多.

魏然, 夏作理, 陈彬, 韩纪举, 任道凌, 杨明峰. 慢性乙型肝炎患者外周血CD14+

细胞的功能状态. 世界华人消化杂志  2004;12(3):618-621

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/618.asp



0   引言

慢性乙型肝炎是HBV在体内持续感染引起的[1-6]. HBV

慢性感染相关的发病机制包括病毒因素 宿主免疫因

素和遗传因素[7-12]. T细胞在慢性乙型肝炎发病机制中的

作用研究较多[13-15] 单核-巨噬细胞系统 树突细胞

的作用也有报告[16-17] 一般认为单个核细胞释放淋巴

因子 可使细胞内病毒失活 既清除了病毒又避免了感

染细胞破坏[18]. 另外 病毒抑制抗原处理和呈递 对

病毒抗原的免疫耐受 病毒变异 是导致病毒感染持续

存在的原因 [ 11 ] .  我们研究慢性乙型肝炎患者外周血

CD14+细胞的功能状态 探讨活化单核-巨噬细胞在

慢性乙型肝炎发病中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  住院慢性乙型肝炎11例 男8例 女3例

年龄43.7±0.9 岁 其中 6例乙型肝炎慢性轻度 4例
乙型肝炎慢性中度 符合1995-05北京全国第5次传染

病与寄生虫病学术会议修订的诊断标准; 体检正常10

例 无肝炎及慢性炎性疾病HBsAg(-) 血清 LAT正

常 男7例 女3例 平均年龄28.0±6.3岁. FACSCalibur
流式细胞仪; 异硫氰酸荧光素(FITC)标记的人免疫球蛋

白G(MIgG1-FITC) FITC标记的TNF-α; 藻红蛋白(PE)
标记的鼠免疫球蛋白G(MIgG1-PE); 藻红蛋白标记的

CD69; PerCP标记荧光微球(PerCP-Beads) APC标记

的巨噬细胞表面抗原CD14. 以上均为Becton-Dickinson

(B-D)-PharMingen公司产品. 10 g/L多聚甲醛(PFA) 分

析纯 天津博迪化工有限公司产品; 流式细胞仪四色校

准微球(CaliBRITE Beads) 溶血素(FACS lysing solution)

和破膜剂(FACS Perm2)为美国B-D公司产品; 洗液为含

1 g/L 牛血清白蛋白(BSA 上海伯奥生物科技有限公

司)的生理盐水. 取正常对照及慢性活动性乙型肝炎患者

空腹静脉血 用肝素钠抗凝.

1.2 方法  每份样本取荧光微球20 µL 用人血清200 µL
(AB型)于 37 调理 30 min 用 PBS 洗 2次 恢复原

浓度 制备荧光微球(Beads)备用. 四色流式细胞术分析

PBMC活化CD14 细胞及其功能状态[19]: 试管1: IgG1-

FITC/IgG1-PE/ CD14-APC; 试管2: TNF-α-FITC/CD69-
PE/ PerCP-Beads/CD14-APC.  用四色荧光微球校准流

式细胞仪后 用CellQuest 软件获取与分析 将流式细

胞仪的FSC和 SSC设置为线性放大 四色荧光的检测

信号设置为对数放大 以SSC/CD14-APC双参数设门

(图1) 分别检测各管中CD14 巨噬细胞的光散射 吞

噬率及荧光强度 每测试管分析门内5000个细胞. 数据

分析时应用阴性对照管(试管1)确定阴性界限. 以流式细

胞仪测定的分子平均荧光强度(mean f luorescence

intensities)表示.

        统计学处理  用mean±SD表示. 显著性分析采用t 检
验 相关性分析采用秩和检验 使用SPSS软件在计算

机上完成.

2   结果

2.1 PBMC CD14+细胞功能  实验人群CD14 细胞占

PBMC总量的2.1-5.8% 两组间无显著差别 CD14

抗原表达水平亦无不同; 采用CD14-SSC设门技术 测

得HB组和对照组间CD14 细胞FSC值没有明显差别;

HB组CD14 细胞SSC值(778 172道)高于正常对照

组SSC(546 74道)(P <0.01 表 1); HB组CD14/CD69

双表达(图 2)细胞率(10.5 8.2%)明显高于正常对照组

(1.7 1.2)% (P <0.01); HB组CD14细胞TNF-α (图3)细
胞率与对照组间无差别 细胞TNF-α水平(图4) (22.7
13.6)高于对照组(3.9 3.9)(P <0.05); 荧光球吞噬实验

HB组CD14+细胞荧光微球吞噬率(31.64 14.93%)显

著高于对照组(5.8 2.2%) (P <0.01) 然而吞噬的量

(26.7 6.0)明显少于对照组(22.3 6.4%) (P <0.05); HB

组CD14/CD69双表达细胞荧光球吞噬率与对照组无差

别(P >0.05).

表1  慢性肝炎患者外周血CD14+细胞功能

 对照组 n =11  HB组 n =10 P值
    mean±SD mean±SD

FSC (道)     683 81  652.90 27.99 0.360

SSC (道)     546 74       778 172 0.001

CD14-Percent(%)      3.6 1.5      4.2 1.6 0.290

CD14-Median (道)     472 92       365 78 0.290

CD69+(%)      1.7 1.2      10.5 8.2        0.00 017

TNF-α (%)     0.8 1.4       2.4 3.2 0.020

TNFα-Median (道)    80.3 53.4    51.3 16.0           0.105

PerCP-Beads吞噬率(%)                   5.8 2.2      31.6 14.9        0.0 002

CD14/69PerCP-Beads-Median (道)   26.7 6.0     22.3 6.4            0.023

CD14+CD69+ PerCP-Beads positive (%)  4.2 4.8      1 .8 2.1            0.127

图1  SSC-CD14设门.

图2  患者CD14 /CD69+细胞吞噬率.
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图3 患者CD14和TNF-α表达.

图4 对照和患者TNF-α水平.

2.2 CD14+细胞功能指标间相关性(表2)  HB组和对照

组PBMC CD14抗原水平与CD14 细胞率呈正相关; 对

照组TNF-α 细胞率与细胞颗粒度 CD14/CD69双表
达细胞荧光球吞噬率有正相关关系. HB组 PBMC细胞

CD14 抗原表达的量与CD14+细胞SSC 荧光球吞噬

率 TNF-α 细胞率呈负相关.

表2  慢性肝炎患者外周血CD14+细胞观测指标间相关性分析

分组 观测指标          P值

对照组 SSC vs TNF-α      0.040 (+)

TNF-αvs CD69/14 PerCP-beads positive      0.041 (+)

CD14 median vs CD14percent      0.011 (+)

HBV组 CD14 median vs SSC      0.026 (-)

CD14 median vs吞噬率      0.010 (-)

CD14 median vs TNF-α      0.047 (-)

CD14 median vs CD14 percent      0.023 (+)

3   讨论

对慢性乙肝细胞免疫状况的研究中 T细胞的研究报

告较多 树突细胞 巨噬细胞研究可见少量报道[20-21].

大量数据表明 慢性的 广泛的 重度的HIV 感染

和非感染巨噬细胞系激活形成巨噬细胞功能异常的自

主激活持续状态 分泌大量细胞毒物质 尽管中枢神经

系统内病毒感染是始发因素 过度激活巨噬细胞的数

量而非病毒的含量是造成神经损伤的主要原因[22-24]. 巨

噬细胞系及其产生的炎症因子在细胞损伤中发挥重要

作用[25-27]. 鉴于巨噬细胞在慢性炎性疾病中的作用逐渐

受到重视 我们从多方面观察了慢性活动性肝炎患者

外周血CD14+细胞功能状态.

        采用流式细胞术检测的CD14 细胞外周血占2.1-

5.8% 平均5.09% 与常规PBMC单个核细胞分布相

同. 实验组和对照组间PBMC CD14 细胞的大小 占

PBMC比例 CD14抗原水平无明显差别; 无论实验组

还是对照组CD14抗原表达量与CD14 细胞在PBMC中

的比率均一致. 不同的是HB组CD14/CD69活化抗原双

表达细胞数增多 HB组发生吞噬的CD14 细胞百分

率高达31.6% 高于对照组(5.8%). CD69 表达 吞噬

功能都是吞噬细胞活化的标志 本实验HB 组CD14+

细胞增高的CD69 表达率和高吞噬率表明HB 组患者

PBMC单核巨噬细胞活化率增高. 但是荧光强度显示的

CD14+细胞吞噬量显示患者CD14+细胞吞噬力降低 患

者组高表达CD14抗原者荧光球吞噬率降低; CD14抗原

表达量上调与CD69活化抗原表达一样也是单核-巨噬

细胞活化的标志 但在慢活肝患者两种途径相关的活

化或表现吞噬率低 或吞噬率不变 与患者组整体

CD14+细胞吞噬率升高不一致. 过度活化巨噬细胞也称

炎性巨噬细胞 此状态细胞以产生大量炎性因子为特

征 如 IL-1 IL-6 TNF-α 炎性巨噬细胞吞噬
力降低[20]. 实验结果表明所检测肝炎慢性轻度 中度患

者外周血CD14+细胞活化率高 且存在过度活化状态.

血液中的单个核细胞表达强的CD14 依据其表达程

度将血液中的单核细胞分成两个亚群 CD14 bright

(CD14+)和CD14 dim(CD14+) 正常时血液中CD14++亚群

占主导地位. 两个亚群的单核细胞除CD14表达不同外

还有其他抗原成分不同 形态上也存在差异. LPS 葡萄

球菌细胞壁提取物 双链RNA等通过CD14的途径激活

细胞. 感染时CD14水平的升高程度与疾病的严重程度相

关. 机体可通过对CD14的调节作用而影响细胞因子的释

放 从而影响整个炎症反应进程. 从CD14水平角度分析

本实验患者组高表达CD14抗原者荧光球吞噬率低. 同样

支持慢活肝患者外周血存过度活化的单核细胞.

        慢性病毒感染状态常发生TH1到TH2的漂移 产

生过量炎症递质 炎症因子 促进肝内炎症反应 介导

肝细胞损伤 诱导各类细胞分化增生 从而使慢性肝脏

炎症持续存在 引起一系列免疫病理损伤[28, 32]. 近年

来 由内毒素诱导的以TNF-α为核心的炎症反应 在
重型肝炎患者肝细胞继发性损伤中的作用引起人们高

度重视[21, 29]. 肿瘤坏死因子是由单核巨噬细胞系统产生

的一种重要的细胞调节因子 具有多种生物学功能. 有

研究报告TNF-α能吸引和激活免疫细胞损害肝细胞[31].
多篇文献报道肝炎患者外周血TNF-α水平升高 慢性
乙型肝炎患者外周血炎症因子 IL-2 IL-10 and TNF-

α与 HBeAg 肝炎的活动度有关[29 30]. 本研究HB 组
CD14+细胞TNF-α+检出率与对照组间无差别 但是患
者CD14+细胞内TNF-α水平显著增高; 对照组CD14+细
胞活化 TNF-α产生 与吞噬率是一致的. HB组CD14
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抗原水平上调途径活化的单个核细胞TNF-α水平低
是否由于释放增多引起有待研究.

致谢: 感谢Dr. M. McGrath对完成本课题给予的指导和帮助.
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Abstract
AIM: To investigate the association between the polymor-
phism of HLA -DRB1, -DQA1 and –DQB1 alleles and severity
of chronic hepatitis B.

METHODS: HLA-DRB1, -DQA1 and –DQB1 alleles in 54 pa-
tients with chronic hepatitis B and 32 patients with chronic
severe hepatitis B were analyzed by using polymerase chain
reaction/sequence specific primer (PCR/SSP) technique.

RESULTS: The frequency of HLA-DRB1*1 001 allele in the
chronic severe hepatitis B group was markedly higher than
that in the chronic hepatitis B group (14.1% vs 1.9%,
χ2=19.2997, Pc =0.0281, RR=9.78). No significant differ-
ent allele frequencies of HLA-DQA1 and HLA-DQB1 alleles
were observed between the chronic severe hepatitis B
group and the chronic hepatitis B group.

CONCLUSION: HLA-DRB1*1 001 is closely associated with
the severity of chronic hepatitis B, and may be a valuble
marker of evaluating the prognosis of patients with chronic
hepatitis B.

Jiang YG, Wang YM. Association between HLA class genes and severity
of chronic hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):622-625

摘要

目的: 探讨HLA-DRB1 -DQA1和-DQB1等位基因多态

性与慢性乙型肝炎重型化之间的关系.

方法:  采用聚合酶链反应/序列特异性引物(PCR/SSP)技术

对52例慢性乙型肝炎和32例性慢性重症乙型肝炎的HLA-

DRB1 -DQA1和 -DQB1等位基因多态性进行了分析.

结果:  HLA-DRB1*1 001 在慢性重症乙型肝炎组的等位

基因频率明显高于慢性乙型肝炎组(14.1% vs 1.9% χ2=
19.2 997 Pc =0.0281 RR=9.78). HLA-DQA1和HLA-

DQB1等位基因频率在慢性重症乙型肝炎组和慢性乙型肝

炎组间差异无显著性.

结论: HLA-DRB1*1 001与慢性乙型肝炎的重型化有关

可能是一个对判断病情和预后有价值的实验指标.

蒋业贵, 王宇明. HLA- 类基因与慢性乙型肝炎重型化的相关性. 世界华人

消化杂志  2004;12(3):622-625

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/622.asp

0   引言

不同个体对乙型肝炎病毒(HBV)易感性的差异与个体的

免疫特性有关 而后者主要取决于人类主要组织相容

性复合体(MHC) . 人类白细胞抗原(HLA)是MHC的基因

产物. HLA 复合体作为调节机体免疫应答的重要基因

群 与抗HBV免疫反应有着密切的关系 某些特殊的

HLA基因型可能影响着HBV感染的慢性化和重型化.

我们利用聚合酶链反应 / 序列特异性引物(polymerase

chain reaction/sequence specific primer PCR/SSP)技术

通过对慢性乙型肝炎和慢性重型乙型肝炎患者中HLA-

类基因多态性的分析 从基因水平研究免疫遗传因

素在慢性乙型肝炎重型化发病机制中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  我科2000年住院慢性乙型肝炎52例 男43

例 女9例 平均年龄(33 9岁). 慢性重型乙型肝炎32

例 男27例 女5例 平均年龄(35 9岁). 符合2000

年第十次全国传染病与寄生虫学术会议修订的诊断标

准 均为重庆地区无血缘关系的汉族人.

1.2 方法  基因组DNA提取  采用ReadyPCRTM全血基因

组DNA纯化系统快速提取基因组DNA 试剂盒购自华美

生物工程公司. PCR/SSP技术测定HLA-DRB1 -DQA1

和-DQB1等位基因多态性  按Olerup(Tissue Antigens

1992;39:225; 1993;43:119)方法设计针对HLA-DRB1

HLA-DQA1和HLA-DQB1第2外显子区域多态性的SSP

共 39 条 组成 40 对特异性扩增引物对 分别鉴定

HLA-DRB1*1-10 等位基因型别 所有已知有表达的

10种HLA-DQA1和13种HLA-DQA1等位基因型别. SSP



由上海生工生物工程技术公司合成. PCR扩增产物加样至

含溴化乙锭的20 g/L琼脂糖凝胶中 15 V/cm凝胶电泳20

min 经紫外透射下泳道中见明显DNA条带为阳性 确

定其基因型别. PCR反应假阴性质控 每一PCR反应中

都含有一对扩增基因和一个内对照基因(人生长激素基

因)的引物 后者引物序列为: 5 -primer: 5   -GCC TTC

CCA ACC ATT CCC TTA-3 3 -primer: 5 -TCA CGG

ATT TCT GTT GTG TTTC-3 扩增产物大小为429 bp. 每

次扩增后 人生长激素基因作为PCR扩增的阳性内对

照 均应有阳性条带产物 如这一基因受抑 可能出现

假阴性结果 同时还有利于纯合子基因型检测的准确性.

假阳性质控 根据扩增DNA片段碱基数判断.

        统计学处理  等位基因频率的计算采用直接计算法

两组间等位基因分布的差异用四格表法进行 χ2检验
对 χ2>3.84者按Fisher法计算确切 P值 并计算校正 P
值(Pc) 相对危险性(RR)按Woolf 公式计算.

2   结果

2.1 HLA-DRB1等位基因检测  慢性重型乙型肝炎组的

HLA-DRB1*1001等基因频率(14.1%)明显高于慢性乙型

肝炎组(1.9%) 二者相比差异显著(χ2=19.2997 Pc =
0.0 281 RR=9.78 表 1). 其他等位基因频率在慢性重

型乙型肝炎组和慢性乙型肝炎组间差异无显著性.

2.2 HLA-DQA1等位基因检测  慢性乙型肝炎组和慢性

重型乙型肝炎组的HLA-DQA1等基因频率相比差异无

显著性(表2).

表1  慢性乙型肝炎和慢性重型乙型肝炎患者的HLA-DRB1等位基因频率

             慢性乙型肝炎 (n =52)        慢性重型乙型肝炎 (n =32)
DRB1等位基因           χ2       Pc        RR

阳性(n)     等位基因频率(%)  阳性(n)    等位基因频率(%)

0101/0103       1 0.96     1 1.56        0.1231    > 0.05       1.65

0301    18            17.31     9            14.06       0.3 826    > 0.05       0.74

0401/0411    13                              12.50     9            14.06       0.1 001    > 0.05       1.17

0701/0702       8 7.69     4              6.25       0.1 346    > 0.05       0.79

0801/0804       6 5.77     3 4.69       0.0 969    > 0.05       0.79

0901    16            15.39     9            14.06       0.0 663    > 0.05       0.88

1001       2 1.92     9            14.06     19.2 997   0.0 281      9.78

1101/1104       1 0.96     1 1.56       0.1 231    > 0.05       1.65

1201/1202    15            14.42     8            12.50       0.1 474    > 0.05       0.82

1301/1302       1 0.96     0 0.00       0.6 228    > 0.05       0.00

1303/1304       1 0.96     0 0.00       0.6 228    > 0.05       0.00

1401, 1404       6 5.77     3 4.69       0.0 969    > 0.05       0.79

1402, 1403       0 0.00     0 0.00       0.0 000    > 0.05       0.00

1501/1502     11            10.58     6 9.38       0.0 709    > 0.05       0.86

1601/1602       2 1.92     1 1.56       0.0 299    > 0.05       0.81

Blank                      3 2.89     1 1.56       0.3 054    > 0.05       0.53

表2  慢性乙型肝炎和慢性重型乙型肝炎患者的HLA- DQA1等位基因频率

           慢性乙型肝炎 (n =52)         慢性重型乙型肝炎 (n =32)
DQA1等位基因           χ2       Pc        RR

阳性(n)     等位基因频率(%)  阳性(n)    等位基因频率(%)

0101                      9 8.65     4 6.25       0.3 500    > 0.05       0.68

0102                 22            21.15                12            18.75       0.1 901    > 0.05       0.82

0103                      5              4.81     3 4.69       0.0 013    > 0.05       0.97

0104                      1 0.96     1 1.56       0.1 231    > 0.05       1.65

0201                      3 2.88     1 1.56       0.3 054    > 0.05       0.53

0301                 15            14.42     8            12.50       0.1 474    > 0.05       0.14

0302                      0 0.00     0 0.00       0.0 000    > 0.05       0.00

0401                      1 0.96     1 1.56       0.1 231    > 0.05       1.65

0501                 27            25.96   20            31.25       0.8 992    > 0.05       1.54

0601                 12            11.54     6 9.38       0.2 203    > 0.05       0.77

Blank                      9 8.65     8            12.50       0.7 262    > 0.05       1.59
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2.3 HLA-DQB1等位基因检测  慢性乙型肝炎组和慢性

重型乙型肝炎组的HLA-DQB1等基因频率相比差异无

显著性(表3).

3   讨论

不同个体在HBV感染后临床表型复杂多样 从一过性

的抗原血症 自限性的急性肝炎 慢性病毒携带 进行

性肝损害乃至肝硬化 形成了复杂的疾病谱. 宿主在

HBV感染后不同的临床发展过程 除了与病毒本身的

因素有关外 更重要的是由于不同个体对HBV所发生

的免疫反应的不同[1-9] 而后者主要取决于MHC. HLA

是MHC的基因产物 是首次发现的与疾病有明确关系

的遗传系统 为目前已知的最复杂的人类基因复合体

各基因座位均有众多的等位基因 这些基因位于人第6

号染色体短臂上P21.3 带处 占人体整个基因组的1/

30 00[10-27]. 在HLA 128个功能基因中39.8%基因和免疫

系统有关 特别是 类区域中几乎所有基因均显示免

疫相关功能. HLA 与疾病相关性的具体机制尚不清楚.

HLA基因最显著的特征是具有明显的多态性 其多态

性的差异决定个体免疫应答的不同. 因此 推测HLA系

统的特定等位基因是否在某些疾病的发生上起重要作

用. HLA复合体作为调节机体免疫应答的重要基因群

与抗HBV免疫反应有着密切的关系 某些特殊的HLA

基因型可能影响着HBV感染的慢性化和重型化[28-32].

         严重的肝细胞损伤构成了重型肝炎发生的病理基础.

目前 乙型肝炎肝细胞损伤机制的研究主要集中在

HBV基因变异 包括前C区和S区变异. HBV DNA前

C区1 896位变异导致HBeAg前体蛋白的合成中断 造

成HBeAg减少或消失 使抑制性T细胞(Ts)活性受到抑

制 造成Ts 对HBc/HBeAg 特异性辅助性T细胞调节

作用降低 引起刺激HBc/HBeAg特异性CTL 产生能

力异常增强和T细胞等免疫性别分泌细胞因子能力异

常增强 而导致肝细胞坏死加重. 但并非所有的慢性重

型乙型肝炎患者的HBV DNA都发生变异 且HBV DNA

发生变异是在机体免疫压力下造成的. 不同个体的不同免

疫特性可能是慢性乙型肝炎重型化的根本原因. 我们研究

发现 慢性重型乙型肝炎组的HLA-DRB1*1 001 的等

位基因频率明显高于慢性乙型肝炎组 两者相比差异

显著 说明该等位基因与慢性乙型肝炎重型化有关

可能是一个对判断病情和预后有价值的实验指标. 进一

步说明特异性遗传背景可增加或降低人群患慢性乙型

肝炎的危险性. 但这种HLA与慢性乙型肝炎连锁不平衡

关联性受HLA基因的极其高度的多态性的影响 因此

在加大样本的基础上还需进行慢性乙型肝炎家系的

HLA基因的调查研究 从而为探讨和揭示慢性乙型肝

炎重型化的发病机制提供更有价值的科学依据.
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Abstract
AIM: To develop a mouse model with long-term infection
of H pylori.

METHODS: Each mouse was inoculated with H pylori
Sydney strain 1 (SS1). Noninfected control mice and in-
fected mice were killed at 4, 12 and 24 wk after H pylori
infection. A piece of gastric mucosa obtained from the
posterior wall of the antrum of each mouse was used for
culture of H pylori, rapid urease testing and histopatho-
logical detection. Serum was obtained to measure the IgG
antibody level to H pylori.

RESULTS: After 4 wk of infection, the H pylori was cultured
from 6 of 7 infected Babl/c mice and 5 of 7 the H pylori-
infected C57BL/6 mice. After 12 and 24 wk of infection, all
of 7 infected Babl/c and 6 of 7 the H pylori-infected C57BL/6
mice showed the positive results. At the different wk, the
rapid urease test results were consistent with the H pylori
culture test. At 12 wk after inoculation, chronic inflammation
was observed in the pyloric mucosa by histopathological
examination. At 24 wk after inoculation, lymphoid follicles
were especially conspicuous in the submucosa, and they
were also found in the deep portion of the mucosa.

CONCLUSION: H pylori SS1 can colonize easily in the glan-
dular stomach mucosa of mouse, and the histopathological
changes are similar to those of humans with H pylori infection.

Tao HX, Liu CJ, Liu XL, Li SQ, Li J, Zhang ZS. Establishment of mouse
models with long-term infection of H pylori. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(3):626-629

摘要

目的: 用H pylori SS1 (Sydney strain1)感染C57BL/6小鼠及

Balb/c小鼠 建立稳定的H pylori 感染的小鼠实验动物模型.

方法: 通过灌胃的方式用 H pylori  SS1 菌株感染二级

C57BL/6 小鼠和Balb/c 小鼠 灌胃后4 12 及 24 wk 分

三次处死动物 用胃黏膜匀浆液进行细菌培养试验 尿素

酶试验 胃病理组织学检查以及血清学抗体检测试验.

结果: 灌胃4 wk后 处死的7只Balb/c 小鼠经胃组织细

菌培养发现有6只显示阳性结果; 处死的7只C57BL/6小鼠

中有5只显示阳性结果. 12和24 wk后的实验组7只Balb/c

小鼠胃组织细菌培养均为阳性 而7只C57BL/6 小鼠中

有6只显示阳性结果. 在不同阶段尿素酶检测的阳性结果与

细菌培养法结果一致. 实验组动物胃窦部及胃体部均出现了

轻度至中度慢性活动性胃炎变化; 血清学IgG检查表明 各

实验组的实验动物产生了抗H pylori血清抗体; 而对照组动

物的胃黏膜匀浆液经各项检测均为阴性.

结论: 成功地建立了H pylori感染的小鼠实验动物模型.

陶好霞, 刘纯杰, 刘秀丽, 李淑琴, 李勣, 张兆山. 小鼠H pylori长期感染模型

研究. 世界华人消化杂志  2004;12(3):626-629
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0   引言

H pylori感染可导致人体发生慢性活动性胃炎和胃

十二指肠的消化性溃疡等 同时有诱发机体发生胃癌

的危险[1-5]. H pylori的感染率极高 在发达国家50%以

上的成年人感染该菌 发展中国家的感染率达到60-

80% 甚至更高[6-10]. 调查表明 90%的胃炎和70%的

胃溃疡由H pylori引起 而且H pylori感染所致疾病的

治疗尚未得到很好的解决[11-14]. 目前 H pylori的致病

机制仍然不十分清楚 从根本上解决防治H pylori相

关性疾病的首要方法是H pylori疫苗的研制和临床应

用 而建立稳定的动物模型是探讨H pylori致病机制

及开展特异性免疫预防与治疗的前提和保证[15-16]. 现在建

立的动物模型虽然不少 但是方便而价廉的H pylori

小鼠模型的建立还少有报道. 我们通过灌胃的方式用

H pylori SS1菌株感染二级C57BL/6小鼠和Bal b/c小鼠

表明H pylori SS1菌株可长期定植于Balb/c和C57BL/6

小鼠胃黏膜 并发生了胃黏膜炎症变化 成功地建立了

H pylori感染的小鼠实验动物模型 为H pylori致病机制

的研究 疫苗开发研制等奠定了一定基础. 结果如下.



1   材料和方法

1.1 材料  二级C57BL/6小鼠及Balb/c小鼠各30只 17-

20 g ; 由本院实验动物中心提供 本所动物房饲

喂. H pylori SS1 (Sydney strain1)由广州中山医科大学陈

旻湖教授惠赠.

1.2 方法  每种动物随机分成实验组(21只)和对照组(9只).

动物灌胃前进行8 h禁食和4 h禁水 然后用30 mg/L

NaHCO3 0.25 mL灌胃 30 min后用1×109 cfu/L H pylori
SS1 0.5 mL灌胃 灌后30 min 恢复进食和饮水[17 ]. 对

照动物灌服PBS. 隔日连续灌服3次. 末次灌胃后的4

12及 24 wk 分 3次 每次7只 眼球放血并处死动物.

于无菌超净台中取出处死动物的胃 用灭菌生理盐水清

洗胃中内容物 沿胃大弯将胃黏膜纵切为两半 其中一

半置于甲醛液体中常规固定 用于病理组织学检查; 另一

半用剪刀剪碎后(剪碎前称质量) 各加生理盐水0.5 mL于

研磨器中研磨至匀浆进行细菌培养计数 并用H pylori快

速检测试剂盒进行H pylori尿素酶检测. 采用空肠弯曲菌

琼脂基础培养基(其中含10 mg/L盐酸万古霉素 2.5 mg/L

多黏菌素B 2 mg/L两性霉素B及75 ml/L脱纤维羊血)

制平板 将已研磨的匀浆用布氏肉汤分别稀释10 100

1 000倍 取稀释液100 µL涂平板 37 微需氧(50 mL/L
O2 100 mL/L CO2 850 mL/L N2)培养72 h. 挑取呈细小

圆形 半透明菌落 经Gram染色后 于油镜下观察菌体

形态. 从细菌培养平板上挑取呈细小圆形 半透明菌落

用胃H pylori快速检测试剂盒HPUT-H104 (购自福建三

强公司)检测 能使试剂变为橙色的为阳性菌落 [18].

       胃黏膜经常规甲醛液体固定 梯度乙醇脱水 二甲

苯脱乙醇 石蜡包埋切片 脱蜡 梯度复水 HE染色

梯度脱水 二甲苯透明及树脂封片后 于光学显微镜下

观察胃组织病理改变[19]. 动物眼球取血后 将血液收集

于1.5 mL 离心管中 常温下静置 离心收集血清. 用

酶联免疫黏附试验(ELISA)测定血清中抗H pylori IgG抗体.

2   结果

2.1细菌分离培养及尿素酶试验  在H pylori感染后4

12及24 wk 分批处死实验组的小鼠 在胃组织中分离

到典型 H pylori 平板培养的菌落呈圆形 凸起 光

滑 半透明状. 经Gram染色后于油镜下观察 其中被染

成红色 呈弯曲螺旋状的菌体 与在实验室中培养的H

pylori标准菌株形态一致(图1). 对照组的胃黏膜匀浆液

中则未分离到典型H pylori菌落. 通过进一步的细菌分

离培养 对每块平板进行计数 结果见表 1. 实验组

及对照组小鼠的胃黏膜匀浆液均进行快速尿素酶检
测 结果见表 2.

2. 2病理组织学检查  H pylori实验组于12wk在胃门前
区小弯处可见有慢性炎症变化 即有多量的淋巴细胞

和嗜中性粒细胞浸润. 24wk时炎症更加严重 浸润细
胞主要是淋巴细胞. 而对照组小鼠胃则未发现有炎性细

胞浸润现象(图2).

图1  H pylori感染后4 wk小鼠胃部分离的H pylori SS1菌体形态. A:
标准株; B: 分离株.

图2  H pylori感染24 wk小鼠胃黏膜见大量淋巴细胞浸润(HE染色) 400.

表1  菌落计数结果

小鼠类型    Balb/c        C57BL/6

处理时间   处死小鼠只数   检出阳性只数  H pylori 菌数 /克胃组织(mean±SD)    处死小鼠只数   检出阳性只数   H pylori 菌数 /克胃组织(mean±SD)

  4 wk 7 6 1.44 106 19.48           7           5 1.12 106 18.33

12 wk 7 7 1.25 106 25.61           7           6 1.53 106 32.41

24 wk 7 7 1.03 106 57.22           7           6 1.84 106 26.75
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表2  H pylori感染小鼠尿素酶检测结果

          尿素酶检测阳性(%)
处理时间(wk)

           Balb/c       C57BL/6

  4 85.7           71.4

12 100           85.7

24 100           85.7

2.3血清抗体测定  采用ELISA法检测小鼠血清中的抗

H pylori IgG抗体水平. 其中抗原包被液为 H pylori超声

粉碎抗原 浓度为10 mg/L 每孔各加100 µL. 以对照组
小鼠的血清作为对照 一抗进行了1 1 000 倍稀释

二抗为HRP-兔抗鼠 IgG抗体. 在各时间点H pylori实

验组血清中抗H pylori的IgG抗体水平明显高于对照组

(P <0.01) 说明小鼠已感染了H pylori (表 3).

表3  H pylori实验小鼠血清中抗H pylori IgG水平(mean±SD)

t /wk     对照组        H pylori实验组

  4 0.019 0.004         0.080 0.021

12 0.027 0.017         0.102 0.024

24 0.022 0.013         0.113 0.022

3   讨论

幽门螺杆菌 (Helicobacter pylori Hp)作为各种慢性胃

病 慢性胃炎 消化性溃疡的重要病因 已得到公认.

近年来世界各国对H pylori感染的免疫预防和免疫治疗

的研究越来越重视 而良好的动物感染模型的建立是

该研究的前提基础. 尽管恒河猴 平顶猴 蒙古沙鼠及

雪貂等是H pylori的天然宿主 但由于受价格贵 数

量少 饲养条件高等因素限制 不适宜于做理想的动物

模型研究[20-23]. 迄今只有少数动物感染成功.

       虽然国外采用某些实验动物如悉生小猪 胸腺机

能正常或异常的无菌小鼠等做H pylori动物模型 但

这些动物不易大量获得 也不能用于免疫学研究[24-25].

目前国际上公认的比较成熟的动物模型为Lee et al [26]所

建立的 Helicobacter felis (Hf )小鼠模型 但不能直接反

应H pylori疫苗的效果 不完全适用于H pylori疫苗免

疫效果的评价. Karita et al [27]也曾建立了H pylori的裸鼠

感染模型 而裸鼠本身免疫功能异常 无法反映正常的

免疫反应过程. 国内有诸多研究人员用不同的动物进行

了感染模型的研究 常用的有狗 大鼠 沙鼠等 但感

染率不是很理想 并且感染的稳定性和重复性尚存在

不同程度的问题[28-30].

      小鼠体型小 易繁殖 来源便利 属系多样 是

作为动物模型的较好材料[31-35]. 我们经实验研究表明

采用H pylori SS1菌株能成功感染Balb/c和C57BL/6小

鼠 H pylori实验组胃黏膜匀浆液尿素酶检测试验结

果: H pylori感染4 wk 时 Balb/c 组阳性率为85.7%

C57BL/6组阳性率为71.4% H pylori感染12 wk及24 wk

时 Balb/c 组阳性率均为 100% C57BL/6 组阳性率

平均为85.7% 并且能从感染小鼠分离到与H pylori标

准菌株形态一致的菌落; 而对照组小鼠尿素酶检测为阴

性 且不能分离到典型H pylori菌落. 实验组动物胃窦

部及胃体部均出现了轻度至中度慢性活动性胃炎变化

而对照动物均未见炎症变化. 血清学 IgG检查表明 实

验组动物产生了抗H pylori血清抗体 而对照动物血

清抗体阴性. 这里应指出的是 在我们的实验中也出现

了个别小鼠细菌分离阴性而血清抗体IgG检测呈阳性的

情况 我们初步分析原因为 由于该鼠也同样经过了

用H pylori菌液灌胃三次的实验步骤 即至少说也经

历了外源细菌的感染过程 因而也产生了抗H pylori抗

体. 只不过可能由于个体差异或其他原因 H pylori在

其胃内没有能够长期定植和繁殖 或者是由于定植密

度太低而未能分离检测到.

        以上结果表明 我们已成功建立了H pylori的小鼠

动物模型 这对于H pylori的致病机制研究 疫苗开

发研制等具有重要意义.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of Cox-2 in MKN28 and
AGS gastric cells and gastric mucosal lesions with H pylori
infection, to determine whether Cox-2 gene expression by
H pylori infection could influence gastric cell apoptosis and
to identify the relationship between Cox-2 and gastric
carcinoma.

METHODS: The total H pylori proteins of various concen-
trations were incubated with MKN28 and AGS gastric cells
in vitro. RT-PCR and S-P immunohistochemical staining
were used to detect the expression of Cox-2 before and
after the incubation. 40 patients who underwent endoscopy
were detected with S-P method. Apoptosis induced by H pylori
or selective Cox-2 inhibitor NS-398 or both was characterized
by cell cycle kinetics with flow cytometry.

RESULTS: Expression of Cox-2 in MKN28 gastric mucosal
cells incubated with H pylori was significantly higher than
that in non-incubated cells. Expression of Cox-2 protein in
MKN28 gastric cells before and after incubated with H pylori
was 0.26 and 0.40 respectively (P <0.05), but in AGS gastric
cells, the expression of Cox-2 protein was 0.29 and 0.31
before and after the incubation (P >0.05). Expression of
Cox-2 protein in gastric carcinoma (GC) was higher than
that in chronic superficial gastritis (CSG) and chronic atrophic
gastritis (CAG) (P<0.05). The apoptosis rate when cells
were incubated with H pylori for 24h and 48h was 1.0%
and 5.7% (P <0.05). Apoptosis cells were also observed

after treated with 10, 100, 200 µmol/L NS-398 for 24 h
and 48 h, and apoptosis rate was 1.2%, 14.0% and 27.5%,
and 1.5%, 31.4% and 51.8% respectively. However, the
apopotosis induced by H pylori and NS-398 was lower than
that induced by NS-398 alone (P <0.01).

CONCLUSION: H pylori upregulates Cox-2 expression in
MKN28 gastric mucosal cells in vitro. Cox-2 can inhibit the
apoptosis, which may promote gastric carcingenesis.

Yu Q, Liu NZ, Gong JP. Cyclooxygenase-2 expression in gastric mu-
cosal cells with H pylori infection and its relationship with apoptosis.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):630-634

摘要

目的: 研究Cox-2在胃癌细胞中及胃黏膜组织中表达的意

义 探讨其表达与胃上皮细胞凋亡的关系.

方法: 将粗制H pylori总蛋白与胃上皮细胞株MKN28

AGS共同孵育 用RT-PCR及免疫组化染色法测定孵育

前后细胞Cox-2表达的情况 同时检测了40例患者胃镜

活检胃黏膜病变标本的Cox-2蛋白的表达及H pylori感染

情况. 用流式细胞术观察H pylori 选择性Cox-2抑制剂

NS-398及二者共同诱导细胞凋亡的情况.

结果: 与H pylori孵育后的MKN28细胞株中Cox-2表达增

加; Cox-2蛋白在与H pylori共同孵育前后的MKN28细胞

株中表达强度分别为0.26和 0.40(P <0.05) AGS细胞中

为0.29和 0.31(P >0.05); Cox-2在胃癌中的表达明显高于

浅表性胃炎(CSG) 萎缩性胃炎(CAG)组(P <0.05). 流式显

示 与 H pylori孵育24 48 h MKN28细胞凋亡率分别

为1.0%和 5.7% (P <0.01); 与 10 100 200 µmol/L NS-
398孵育24 h及48 h的MKN28细胞凋亡率分别为1.2%

14.0% 27.5% 及 1.5% 31.2% 51.8% 具有浓度

时间依赖性(P <0.01). 与H pylori NS-398 共同孵育24

48h 的MKN28 细胞凋亡率分别为12.2% 25.0% 其凋

亡率低于单用NS-398 (P <0.01).

结论: H pylori感染上调MKN28 细胞中Cox-2 的表达;

Cox-2基因可抑制细胞凋亡 在胃癌发生发展过程中起重

要作用 可能为胃癌形成的机制之一.
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0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori H pylori)作为 类致癌因



子 已得到公认[1-4] 但尚无证据阐明H pylori感染如何

引起胃癌的发生. H pylori感染可诱导Cox-2的表达[5-8]

并被认为是H pylori感染增加胃癌发生危险性的可能机

制之一. Cox-2过表达可引起局部产生较多的前列腺素

(PGs) 同时他可作为分化和生长因子 发挥类似免疫抑

制剂及血管合成药物样作用 促进肿瘤的增生发展[9-12].

研究表明 NSAID药物的使用可以降低胃肠道肿瘤的

发生[13-16] NSAID 的作用靶点是Cox 即花生四烯酸

转化成前列腺素代谢中的限速酶 其至少有两种亚型

Cox-1 是一种看家基因 其产生的前列腺素与胃肠道

黏膜的完整性相关; Cox-2则是一种早期诱导基因 其

与炎症及肿瘤发生相关. 为此 研究了H pylori感染胃

上皮细胞及胃黏膜病变Cox-2表达情况及其细胞生物

学行为 观察H pylori 不同浓度的选择性Cox-2抑制

剂NS-398及二者共同诱导细胞凋亡的情况 并对其凋

亡的动力学及机制进行探讨.

1   材料和方法

1.1 材料  人胃癌细胞MKN28(管状腺癌)由上海第二医

科大学惠赠 AGS细胞(腺癌)购于中科院上海细胞生物

研究所. 胃镜活检40例作胃黏膜组织学检查 其中慢

性浅表性胃炎(CSG)7 例 慢性萎缩性胃炎(CAG)7 例

肠化(IM)10 例 异型增生(Dys)6 例 胃癌(GC)10 例

其中低分化腺癌2例 高分化腺癌2例 黏液细胞癌

4 例 印戒细胞癌 2 例.

1.2方法  人胃腺癌细胞系MKN28 AGS生长于RPMI1640

培养液中 按贴壁细胞传代培养法 胰酶消化每2-3 d传

代1次. 自胃溃疡患者活检胃黏膜组织中分离H pylori

37 微需氧环境(50 mL/L O2 100 mL/L CO2)培养. 将其超

声粉碎(60 µA 5 min 3次 间隔15 s) 20 000 r/min
离心 20 min 取上清. 调整细胞浓度为1 109/L 加

入相当于1011CFU/L活菌量的H pylori粗制总蛋白 再

加入RPMI1640 2 mL 放入 37 孵育 24 h 以不加

H pylori的等体积的培养液为对照. RT-PCR: Cox-2上游

引物序列: 5 -TCTGGTGCCTGGTCTGATGATGTA-3 ; 下

游引物序列为: 5 -CAGAAGGGGATGCCAGTGATAGA

G-3 . 用 Trizol 法提取总RNA 并进行逆转录. 待细胞

与不同浓度的粗制H pylori总蛋白 (相当于109-1011CFU/L

的活菌量)孵育24 h后 用SP法检测Cox-2蛋白的表达.

同法检测40例胃镜标本中Cox-2蛋白表达的情况. 调整

细胞浓度为1 109/L 加入相当于1011CFU/L活菌量的

H pylori 不同浓度的NS-398(10 100 200 µmol/L)
及H pylori +NS-398 (10 100 200 µmol/L) 以不加
H pylori及NS-398的空白细胞为对照. 分别于培养24

48 h后 PI染色(含Rnase 100 mg/L)上机测定凋亡细胞

百分率及细胞同期.

        统计学处理  所有实验数据以mean±SD表示. 采用 t
检验和精确概率法检验 率的显著性差异检验选用方

差分析 P <0.05 认为差异有显著性.

2   结果

2.1 MKN28细胞Cox-2表达  MKN28细胞的RT-PCR

产物经电泳分析 可见1条约314 bp的扩增带 特异

性好 阴性对照无相应条带出现. 在与 H pylori总蛋

白孵育前后的平均Cox-2/β-actin 为 0.2698 0.0124
和 0.6720 0.0206 提示Cox-2mRNA在孵育后的细

胞中表达水平增强(P <0.05 图 1). MKN28细胞分别与

相当于1011 1010 109CFU/L 的 H pylori粗制总蛋白

孵育24 h的平均吸光度为0.40 0.13 0.40 0.08和

0.30 0.14; 未与H pylori孵育的MKN28Cox-2表达的

平均吸光度为0.26 0.18 与1011 1010CFU/L H pylori

孵育后Cox-2的表达相差显著(P <0.05)(图 2 3).

图1  MKN28细胞Cox-2mRNA表达. A, B: 未与H pylori孵育; C: 空
白对照; D: 与H pylori孵育后.

2.2 AGS细胞Cox-2表达  AGS细胞未与H pylori孵育

及与相当于1011 1010 109CFU/L的H pylori粗制总蛋

白孵育24 h的平均吸光度分别为0.29 0.22 0.30

0.19 0.32 0.24 0.31 0.15 (P >0.05)(图 4 5).

2.3 胃黏膜Cox-2 蛋白表达  CSG CAG IM Dys

及GC中Cox-2表达呈平行递增趋势 GC与CSG CAG

中的表达差异有显著性(P <0.05 表 1). Cox-2 主要表

达在胃癌细胞中 血管平滑肌细胞 成纤维细胞 炎性

单核细胞及肠化上皮 不典型增生腺上皮细胞亦表达

胞质显色 弥漫性分布; 胃炎 IM Dys中H pylori感染

率与GC中H pylori感染率差异有显著性(P <0.05)(图6-12).

表1  胃黏膜Cox-2蛋白的表达及H pylori感染率

病变 n Cox-2表达 H pylori感染 n (%)

GC            10     10 (100)   0 (0.0)

Dys 6     5 (83.3) 4 (66.7)

IM            10     8 (80.0) 6 (60.0)

CAG 7     4 (57.1) 6 (85.7)

CSG 7     2 (28.6) 6 (85.7)

2.4 MKN28细胞凋亡  H pylori可诱导MKN28细胞的

凋亡 且具有时间依赖性(表 2) NS-398 亦可诱导

MKN28 细胞的凋亡 具有时间 剂量依赖性(表 3)

H pylori+NS-398 对MKN28 细胞凋亡 也具有时间

剂量依赖性(表 4) 但其凋亡率低于单纯NS-398 组.
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图2  未与H pylori 孵育 ×100.

图 3  与H pylori 孵育后 ×400.

图 4  未与H pylori 孵育 ×400.

图 5  与H pylori 孵育 ×400.

图 6  CSG×100.

图 7  CAG×200.

图 8  IM×200.

图 9  DYS×200.

图 10  腺癌 ×100.

图 11  黏液细胞癌 ×100.               图 12  印戎细胞癌 ×100.
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表2  H pylori诱导MKN28细胞的凋亡(%)

 凋亡率      G0/G1          S      G2/M

对照 0.4 0.2 50.8 2.1 27.6 1.8 21.8 1.6

24 h 1.0 0.3 58.7 2.5 19.3 1.6 21.5 0.9

48 h      5.7 1.1b 58.3 1.9 17.2 2.1 19.2 1.4

bP <0.01, vs对照组.

表3  NS-398诱导MKN28细胞的凋亡(%)

NS-398  凋亡率 G0/G1  S          G2/M

24 h

对照 0.5 0.3        51.1 2.6        29.5 1.6        19.9 2.8

10 µmol/L 1.2 0.8        48.1 3.0        28.1 2.1        23.0 1.9

100 µmol/L       14.0 2.1bd     44. 8 2.3        15.5 0.9        26.6 1.3

200 µmol/L       27.5 1.5bd      34.9 0.8         5.8 2.2      32.4 2.3

48 h

对照 1.0 0.5        55.3 3.0        23.0 1.7        21.2 2.2

10 µmol/L 1.5 1.1        53.5 2.6        22.9 1.8        22.7 2.7

100 µmol/L       31.2 2.5b       33.1 2.8        15.3 0.9        20.9 2.0

200 µmol/L       51.8 2.2b       25.2 1.4          8.2 1.9        15.4 3.0

bP <0.01, vs对照组, 10 µmol/L组; dP <0.01, vs 48 h 100 µmol/L及200 µmol/L组.

表4  H pylori+ NS-398诱导MKN28细胞的凋亡(%)

NS-398   凋亡率 G0/G1   S          G2/M

24 h

对照 0.5 0.3        51.1 2.3        29.5 1.6        19.9 2.8

100 µmol/L 1.5 0.8d       49.6 2.9        11.6 2.6        37.5 3.1

200 µmol/L 2.2 2.2bd      40.4 1.7         8.4 1.2        39.5 3.2

48 h

对照 1.0 0.5        55.3 3.0       23.0 1.7        21.2 2.2

100 µmol/L 4.5 1.6        61.1 3.1         9.4 0.9        25.2 2.3

200 µmol/L       25.0 2.5b       30.7 2.4        17.6 0.5        27.3 2.2

bP <0.01, vs对照组, H pylori+ 100 µmol/L组; dP <0.01, vs 48 h H pylori+
100 µmol/L及H pylori+200 µmol/L组.

3   讨论

H pylori感染与GC发生关系密切[17-23] 而Cox-2是黏

膜炎症和上皮细胞生长的重要调节物 该基因表达是

对H pylori感染直接的反应[5-6, 24-27]. 因此 Cox-2的表

达可能参与了H pylori相关胃炎向癌前病变和胃癌的演

变过程. 我们发现 H pylori感染可上调MKN28细胞中

Cox-2的表达 且具有浓度依赖性 当H pylori小于或

等于109CFU/L时 对MKN28 Cox-2的表达并无明显

影响; H pylori对AGS细胞中Cox-2表达无明显影响

这可能与不同胃上皮细胞中Cox-2启动子甲基化水平

相关. Akhtar et al [28]研究了H pylori感染的胃上皮细胞

中Cox-2启动子甲基化对Cox-2表达及其活性的影响.

MKN28细胞中的Cox-2启动子是未甲基化的 而AGS

细胞中Cox-2启动子是甲基化的. 用H pylori刺激Cox-

2启动子未甲基化的MKN28细胞 其Cox-2表达明显

增加 而用H pylori刺激Cox-2启动子甲基化的AGS细

胞 其Cox-2表达无明显增加. 但当用H pylori感染经

去甲基化药物处理后的AGS Cox-2表达呈5-10倍地

增加 表明Cox-2启动子甲基化的缺失可能促进了Cox-

2表达和H pylori感染诱导胃癌的发生. 胃上皮细胞Cox-

2启动子甲基化的缺失可能H pylori感染诱发胃癌的一

个中心事件 可促进Cox-2表达导致细胞凋亡和增生的

失衡[29-31].

       本结果表明 从CSG CAG IM Dys GC

Cox-2表达率增加 可能为胃癌形成的早期事件. CSG

CAG IM Dys中H pylori感染率与GC中H pylori感染

率差异有显著性 这与胃癌所致胃内H pylori生存环境

改变有关. 如果Cox-2为胃肿瘤形成的早期事件 则胃

内炎症及H pylori感染为胃癌的更早期事件. H pylori感

染致炎症 产生大量的炎性因子激活Cox-2 这可能

为诱发癌变的机制之一. Cox-2除了使细胞凋亡 增生

失衡外 还可促进肿瘤细胞相关血管的生成 增加癌

细胞的侵袭性 激活基质金属蛋白酶2降解细胞外基

质 产生促血小板凝集的血栓烷等 从而有助于肿瘤

的侵袭和转移[32]. 在体外 H pylori粗制总蛋白可诱导

细胞凋亡 并且孵育时间越长 细胞凋亡越多. 选择

性Cox-2抑制剂NS-398能有效地促进MKN28细胞的

凋亡 且具有时间 浓度依赖性. 作用 24 h 时 其

凋亡率不很明显 但细胞周期明显受阻 停滞于G 2
期; 作用48 h时 其凋亡率明显升高. 不同浓度NS-398

对细胞凋亡影响亦不相同. 当用小剂量(10 µmol/L)作用
时 细胞凋亡不明显 细胞周期受阻也不明显 提示

10 µmol/L NS-398 并不能有效抑制Cox-2 诱导细胞
凋亡; 而 100 200 µmmol/LNS-398使MKN28细胞凋亡
明显增加. 我们还发现 尽管H pylori或NS-398单因

素均可促进MKN28细胞的凋亡 但二者同时作用于细

胞时 并未出现凋亡增加的情况 相反 其凋亡率

竟远低于单纯用药组 但其G2阻滞明显增加. 可能是

由于H pylori感染上调了细胞Cox-2的表达 而Cox-

2 促进了细胞的增生 抑制了凋亡 所以加同浓度的

Cox-2 抑制剂时 其凋亡少于仅加同剂量的用药组.

        总之 我们认为H pylori感染增加胃癌发生的危险

性 可能与其上调Cox-2表达及其相关事件有关. 选择

性Cox-2抑制剂的上市可望为胃癌的NSAID化学预防

提供有利优势[33-34].
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Abstract
AIM: To clarify the relationship between the mutation of
RET and EDNRB genes and Chinese patients with Hirschspr-
ung’s disease ( HD), and to investigate whether the two
genes mutation concurred in the disease.

METHODS: Patients with HD were divided into RET/EDNRB
group (group A, 56 cases) and ENDRB group (group B, 40
cases) at random. Healthy children were use as controls
(group C, 56 and 40 cases). Genomic DNA was obtained
from peripheral blood, then the exons 6, 13, 15 and 17 of
RET gene and the exons 4, 5 and 6 of EDNRB gene were
analyzed for gene mutation. The mutation products were
automatically sequenced.

RESULTS: In group A, two heterozygous mutations at ex-
ons 17 and 13 were discovered in 2 sporadic HD patients.
Direct DNA sequence analysis identified gene polymorphisms,
which showed CTG CTT, and Leu769 Leu. The spo-
radic mutation rate was 4% (2/48). Two heterozygous mu-
tations were discovered in 2 familial HD patients at exon
15. DNA sequence analysis displayed a missense mutation
Lys889 Thr in one patient and two silent mutation at
codons V906 and S909 in another (GTGAAGAGGAGCCA
GTTAAGAGGAGTCA). The familial mutation rate was 25%
(2/8). One heterozygous mutation of EDNRB gene at exon
5 in a sporadic short segmental patient failed to sequence.

In group B, one heterozygous mutation was discovered in
a sporadic short segmental patient. DNA sequence showed
a G to A transversion at nucleotide 831, which resulted in
a silent mutation Leu 277 Leu. The mutation rate was
2.7%(1/37). No mutation was detected in three familial HD
patients. In group C, RET and EDNRB genes were identified
no mutation. The difference of the RET gene mutation
between the familial and sporadic patients by statistical
analysis was χ2=4.95 (P <0.05), oddsratio (OR)=8; 95%
CI =1.28-49.87.

CONCLUSION: The mutation of RET and EDNRB genes re-
liably has correlated with the pathogenesis of HD. The
RET gene mutation rate in familial HD patients is 25% and
majority of sporadic cases have mutation in EDNRB gene.
No HD patient has the two genes mutation at the same
time. The risk of familial patients to get HD is 8 times
higher than that of sporadic patients, and the confidence
interval is 95%.

Wei MF, Wang G, Zhu M, Yi B, Wang XL, Han J, Shi HF. Mutation of RET
oncogene and endothelin B receptor gene in Hirschprung’s disease.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):635-638

摘要

目的: 了解中国人群先天性巨结肠症(HD)发病与RET基

因 EDNRB基因突变的关系 及同一患者是否两个基因同

时突变的状况.

方法: 随机将HD患者分2组 即检测RET/EDNRB组(A

组)56 例及EDNRB组(B组)40 例 同时设二个相同数量

对照组(C组). 每人采集外周静脉血2 -3 mL经盐析法提取

DNA后 应用聚合酶链反应-单链构象多态性分析(PCR-

SSCP)方法 对RET基因20个外显子中的第6 13 15

17 外显子(E6 13 15 17)和 EDNRB基因 7个外显子

中的第 4 5 6 外显子(E4 5 6)进行基因突变的检

测 将突变样品进行自动测序分析.

结果: A组中2例散发性患者的E13 E17扩增片段在SSCP

分析时有泳动变位 并经DNA自动测序仪检测为基因多

态 CTG CTT Leu769 Leu 散发性突变频率为4%

(2/48); 2例家族性患者的E15扩增片段在SSCP分析有泳动

变位 DNA测序1例为错义突变Lys889 Thr 另 1例

为两个同义突变GTGAAGAGGAGCCA GTTAAGAGGA

GTCA分别在V906 和 S909 密码子上 家族性突变频率

为25%(2/8); 1例散发性短段型患者EDNRB基因E5在SSCP

分析时有泳动变位未能测序; B组中1例散发性短段性患者

EDNRB基因的E4在SSCP分析有泳动变位 经DNA测

序证实在核苷酸位点831 密码 277 上 G A 的置换
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Leu277 Leu 为同义突变 突变频率为2.7%(1/37) 家

族性3例患者未检测出突变. C组未检出RET EDNRB基

因的突变. 家族性患者与散发性患者RET突变结果经统计学

处理 χ2=4.95 P <0.05 OR=8 OR95CI=1.28-49.87.

结论: 中国人群的先天性巨结肠症发生确实与RET和EDNRB

基因突变有关 家族性HD患者RET基因突变达25% 散

发性HD患者主要以EDNRB基因突变为主 无1例患者有

RET和EDNRB两个基因同时突变. 同时显示有家族史比没

有家族史发生HD的危险性大8倍 其可信限在95%.

魏明发, 王果, 朱珉, 易斌, 王小林, 韩杰, 史慧芬. 先天性巨结肠症RET和

EDNRB基因的突变. 世界华人消化杂志  2004;12(3):635-638

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/635.asp

0   引言

先天性巨结肠症(Hirschsprung   s disease HD)病因仍未完

全清楚 [1-2] 但某些基因的突变可表现为临床上可见的

先天性巨结肠症. 受体型酪氨酸激酶基因(receptor tyrosine

kinases gene) 也称RET原癌基因(RET proto-oncogene)

突变被认为是致家族性和散发性HD比例最高的 其次

是内皮素 受体基因(endothelin B receptorgene EDNRB)

而胶质细胞源性神经营养因子(glial cell line-derived neu-

rotrophic factor GDNF)作为RET的一种配体 其突变

发生较少而且可能并不足够引起 HD 的临床症状

EDNRB的配体EDN3极少突变 NTN作为RET的另一

配体突变更为罕见[3-5]. 我们收集了我院自1998年以来经

临床和病理确诊的HD患儿96例 并用PCR-SSCP技

术和DNA测序对RET和EDNRB基因同时检测 探讨

HD患儿的RET和EDNRB基因的突变以及HD患儿有

否存在2个基因同时突变如下.

1   材料和方法

1.1 材料  同时检测RET和EDNRB组(A组): 56例 男

45例 女11例 年龄2月-14岁 其中散发性48例

家族性8例 为7个小家系. 全组中常见型41例 短段

型15例 术后病理检查证实无神经节细胞肠段均在乙

状结肠以远. 单项检测EDNRB组(B组): 40例 男31例

女9例 年龄4月-12岁 其中散发性37例 家族性

3例. 全组中长段型8例 常见型11例 短段型21例.

健康对照组(C组): 分别以相同例数作对照(A 56例 B40

例) 无便秘病史. 全部患者均有典型的HD临床表现

并经钡灌肠 直肠肛管测压和直肠黏膜乙酰胆碱酯酶

(AchE)组织化学等检查为HD 并在术后病理检查证实.

对照组为与HD无关和无便秘史者. PCR引物: A组和B

组引物序列依据文献[6-7] 由中国科学院微生物研究

所基因工程中心 Beckman公司和Sigma公司合成提供

(表 1 2) .

表1  RET 外显子6 13 15 17 PCR 用引物序列

    RET基因外显子      PCR引物序列

exon6 5 -GGCTGGTTCTCAACCGGAAC-3

5 -GGCTCGCCGATTTGCCCAG-3

exon13 5 -AGGCCTCTCTGTCTGAACTTGG-3

5 -AGCCCTGTTCTCCCTCTTTC-3

exon15 5 -GACTCGTGCTATTTTTCCTC-3

5 -TATCTTTCCTAGGCTTCCCA-3

exon17 5 -TCACTGGTCCTTTCACTCTCT-3

5 -ATCTGTGTGCATTCCCTC-3

表2  EDNRB 4 5 6 外显子PCR用引物序列

   EDNRB基因外显子      PCR引物序列

exon4 5 -ATCCCTATAGTTTTACAAGACAGC-3

5 -ATTTTCTTACCTGCTTTAGGTG-3

exon5 5 -ATTTCAGAGACGGGAAGTGGCC-3

5 -CCTTTCTTACCTCAAAGTTCA-3

exon6 5 -TTTGTTGCAGCTTTCTGTTG-3

5 -AGTCTCTTACCTTAAAGCAG-3

1.2 方法  每例均采集外周血3 mL 盐析法提取DNA[6-7].

PCR扩增: (1)A组反应体系25 µL 包括模板约50-100 ng
50 mmol/L KCl 10 mmol/L Tris/HCl pH8.4) 1.5 mmol/L

MgCl2 引物各0.25 µmol/L dNTP 各 100 µmol/L 和
Tag DNA聚含酶1 U. 扩增条件: 反应体系95  5 min变

性后 94  30 s 56  30 s 70  1 min 循环 30

次 最后72 延伸 10 min. 所得产物经20 g/L琼脂糖

凝胶电泳检测. (2)B 组反应体系50 µL 模板200 ng
10×buffer 5 µL 1.5 mmol/L MgCl2 0.25 µmol/L引物 dNTP
各100 µmol/L Taq DNA聚合酶1U. 扩增条件: 94  5 min
变性后 94  30 s 55  30 s 72  45 s 循环35

次 72 延伸10 min 所得产物2%凝胶电泳检测; (3)

C组与相对应组条件相同. SSCP分析: 采用49 1非变

性聚丙烯酰胺凝胶 浓度为50 g/L 80 g/L或 100 g/L

含甘油50 mL/L 或 100 mL/L 在 4 10 或 20 

下电泳 然后进行银染方法显色观察[6-7]. 纯化的PCR产

物经DNA自动测序仪进行测序.

2   结果

2.1 RET基因突变  A组中有2例家族性患者和2例散

发性患者的RET基因扩增片段行SSCP分析时发现泳动

变位 分别发生在15 15 13 17外显子. 2例发生15

外显子泳动变位的家族性患者经测序证实为1例发生错

义突变 889密码子处赖氨酸被苏氨酸替换(AAG ACC

Lys889 Thr 图 1); 1例在V906 S909密码子处分别

存在(GTGAAGAGGAGCCA GTTAAGAGGAGTCA两个

碱基置换 导致两个同义突变 图2) 家族性患者突
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变率为25%(2/8); 发生在散发性患者的13号外显子泳动

变位经测序证实为基因多态(CTG CTT Leu769

Leu 图 3) 散发性患者突变率为4%(2/48).

2.2 EDNRB基因突变  A组中1例散发性短段型患者

EDNRB的5号外显子检测出突变 SSCP电泳显示除正

常两条单链条带外还可见1条突变带型 本组其他患者

和对照组未测出突变; B组中仅1例散发性短段型患者

经PCR-SSCP 分析 发现在EDNRB的 4 号外显子除

正常的两条单链外尚可见1条突变异常带 再经DNA测

序证实核苷酸位点831 密码子277 上 G A的置换

(Leu277-Leu 图 4). 该突变为同义突变 该样品外显

子5 6无突变 散发性患者突变率为2.7% (1/37) 其

余36例散发性和3例家族性HD患者以及正常对照组

未检测出突变. A加B组全部96例 在对EDNRB基因

检测中发现仅2例突变分别发生在外显子4和5 突变

率为2%(2/96) 而且该2例突率均为散发性病例 占散

发性病例的突变率为2.3%(2/85).

图1  家族性RET-exon15 PCR 测序结果(箭头:错义突变AAG ACC).

图 2  家族性RET-exon15 PCR 测序结果(箭头:两个同义突变GTGAA
GAGGAGCCA GTTAAGAGGAGTCA).

图 3  散发性RET-exon13测序结果(箭头:同义突变CTG CTT).

图 4  散发性EDNRB-exon4测序结果(箭头:同义突变G A).

2.3 RET和EDNRB基因同时突变  A组 56例进行RET

和EDNRB基因突变同时检测 无同1例患者同时存在

RET和EDNRB两个基因变异. A组家族性与非家族性

RET基因突变卡方检验: χ2=4.95 P <0.05 OR=8 OR

95% CI =1.28-49.87.

3   讨论

先天性巨结肠症(HD)的发生与多个基因有关 提示了

HD发生的遗传异质性[8-9]. 这些基因中的任何一个突变

是在这种疾病的基因型的足够表达. 由于HD是一种复

杂的多因素遗传病 因而在多个基因中任一个突变的

累积效果都有助于个体表型[4] 微环境因素对HD的发

生也产生一定影响[10]. 本结果显示家族患者RET基因的

突变率为25% 散发性患者RET基因的突变率仅为4%:

家族性患者的EDNRB基因无突变 散发性患者突变率

也不高 约2.3%: 全部患者中未发现RET和EDNRB基

因同时突变的病例; 对照组中无RET和EDNRB基因突

变. 这确切证实中国人群HD的发生与RET和EDNRB基

因突变有关 而且同时显示中国人群家族性HD的发生

主要与RET基因有关 EDNRB基因突变主要发生在散

发性短段型HD患者 与国外报告一致[4].

        国外研究显示 家族性HD患者的RET基因突变

高达50%以上 散发性HD患者的RET基因突变也在

10-20% 而EDNRB基因突变相对较低约占全部HD

患者中的5-15%[3-4]. 我们家族性HD患者RET基因突变

达25% 但比国外报告为低 其原因可能首先是RET

基因有20个外显子 我们仅检测了其中突变率比较高的

4个外显子 如突变发生在其他外显子我们未能检测到;

对RDNRB基因来说也是一样 其7个外显子我们也未能

进行全部检测. 其次是在本研究的全部患者中长段型和全

肠型表型少 特别是检测RET基因56例中没有长段型

表型患者 Fitze et al [4] 许多学者研究证实 长段型的

基因突变率明显高于短段型表型 Tomiyama et al [11-12]报

告16例全结肠HD患儿 经检测发现11例RET或SOX10

突变 突变率高达68.8 而主要是RET突变(10/16) 这

10例突变者中又以17外显子为多; 1例SOX10突变者同

时合并有瓦尔敦堡综合征(Waardenburg-Shah syndrome

G   A   A  G  A  T  G A C   C   A T T   T  C  G  G   A T  T
 60  70

T   A   C   G     T   T     A  A  G       A G   G   A G    T     C
120 130

   C T N C G A G A C C T G C T G T C A G A G T T C A A C

120 130

TNAATTGGCTNNCNAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGAT

AA AGATTG GTG GCTATTCAG TTTGTATTTCTGCTTGC CATTGG CCATC

10                20                  30                     40

100                 110             120                 130              140



WS). HD患者检测出有SOX10基因突变者多合并有其他

畸形 如WS. 国内虽有散在MEN- 病例报告 但未

见合并先天性巨结肠畸形[13-15].

       HD为多基因遗传病[1-11] 其遗传度高达80% 这

说明虽然遗传因素和环境因素都起作用 但遗传基础

作用较大 而环境因素在决定易患性(liability)变异和发病

上作用较小. 现HD有10余种易患基因和侯选基因[16] 即

易患基因RET GDNF EDNRB EDN-3[17-21]和候选基因

GDNFR-21 SOX10 ECE-1 Neurturin Shc Grb2

Grb10 HoxA4 HOXA9 ZFHX1B IHH. 到目前

为止[4-11, 22-31] 在检测HD有关国内外文献的基因突变

中主要为RET和EDNRB. 本研究也说明遗传因素在HD

发病中起重要作用. 有家族史与无家族史在统计学上有

显著性差异 而且有家族史比没有家族史发生HD的危

险性大8倍.
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Abstract
AIM: To observe the change of the interstitial cells of Cajal
(ICC) content in the stomach wall on the rats with
electrogastric dysrhythmias, and to discuss the pathological
mechanism of the rat model.

METHODS: Irregular feeding was adopted to establish a
rat model of electrogastric dysrhythmias. Immunohis-
tochemical staining was used to detect the content of c-kit
positive ICC.

RESULTS: The content of ICC in the model group was higher
than that in the control group, and showed a significant
difference from that in the control group (P <0.001).

CONCLUSION: The increase of the ICC content in the model
group may lead to the increase of the abnormal pacing
impulse points, which results in the electrogastric
dysrhythmias in the stomach.

Li YH, Wang QG, Chen M, Yang MJ, Zhao LY, Li LN, Zhang DM, Wang D.
Changes of interstitial cell of Cajal content in a rat model of electrogastric
dysrhythmias. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):639-641

摘要

目的: 观察胃电节律失常大鼠模型中胃肌间Cajal 间质细胞

(Interstitial Cells of Cajal ICC)含量的变化 以探讨该

模型病理机制 为今后的研究奠定基础.

方法: 采用不规则喂养法制备大鼠胃电节律失常模型 用

免疫组化法检测其胃肌间c-kit阳性I CC含量的变化.

结果: 胃电节律失常模型大鼠的胃肌间c-kit阳性ICC含量

比正常对照组明显升高(P <0.001).

结论: 张氏大鼠胃电节律失常模型中作为起搏细胞的ICC的

增加 可能导致异常的胃电起搏点的增加 从而引发胃电

节律失常.

李宇航, 王庆国, 陈萌, 杨美娟, 赵丽云, 李丽娜, 张冬梅, 王丹. 大鼠胃电节律失常

模型胃肌间Cajal间质细胞含量的变化. 世界华人消化杂志  2004;12(3):639-641
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0   引言

胃电节律失常与胃功能性疾病密切相关[1-2]. 节律失常模

型的建立对胃电节律失常的深入研究有重要意义. 张勇

et al采用的隔日进食 在饮水中加入盐酸的喂养方法

成功建立了大鼠胃电节律失常模型. 在此基础上 我们

通过免疫组化法观察了胃电节律失常大鼠模型中胃肌间

c-kit阳性Cajal 间质细胞(interstitial cells of cajal I CC)

含量的变化. 以探讨大鼠胃电节律失常模型的病理机制.

1   材料和方法

1.1 材料  健康Wistar 大鼠 体重180 20 g 共

30只 由中国医学科学院动物研究所提供. 随机分为正

常对照组和模型组各15只. LMS-2R二道热笔生理仪(成

都仪器厂). 兔抗人多克隆c-kit抗体(CD117) 试剂盒由

北京中山生物技术有限公司提供(Santa Cruz公司产品).

1.2 方法

1.2.1 模型的建立  按张氏法[3] 模型组以不规则喂养

方法饲养4 wk 即动物逢单日正常进食 双日禁食 以

打乱正常的饮食节律; 自由饮水 水中加入盐酸(每升水

加10 mol/L盐酸10 ml)以破坏胃内酸碱环境 制备大鼠

胃电节律失常模型. 正常对照组常规饲养.  从造模结束

后第3 d开始 1次/d予蒸馏水灌胃(1 ml/100 g体重) 连

续2 wk. 2 wk后从正常组随机抽取6只 模型组随机抽取

8只 胃窦部浆膜下埋置银丝电极 7 d后记录胃电慢波.

1.2.2 胃电参数分析  胃电记录以每10 min 为一个时间

段 计算每组动物每一个时间段的慢波频率以及慢波

频率变异系数. 慢波频率变异系数 慢波频率标准差 /
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慢波频率均值 100 [4].

1.2.3 取材及检测方法  胃电检测完毕后 将两组大鼠

断头处死 剖开腹腔 迅速取出全胃 沿胃小弯剖开

生理盐水 冲去内容物 取胃体中 1/3 段的胃壁全

层 约为0.5 cm 0.5 cm大小. 立即置于40 g/L-1多聚

甲醛中固定2 h 然后经洗涤 脱水 透明 浸蜡和石

蜡包埋后 切片待测.

1.2.4 免疫组化染色  采用两步法. 所有免疫组化染色步

骤均在室温条件下完成. 具体步骤如下: 将石蜡组织块切

片(厚 4 µm) 贴于涂有多聚赖氨酸的载玻片上; 60 
烘烤1 h后 37 恒温箱内烘烤2 d; 逐级二甲苯脱蜡

梯度乙醇至水. 0.01MPBS洗3 min 2. 3%过氧化氢孵育

15 min 以阻断内源性过氧化物酶. 0.01MPBS洗3 min

2. 蛋白酶K 37 20 min 充分暴露抗原. 0.01MPBS

洗3 min 2. 将切片放入加满PH6.0枸橼酸缓冲液的抗

原修复盒中 微波炉8马力修复9 min后 取出待其降至

常温. 0.01MPBS洗3 min 2. 10%正常羊血清封闭15 min

后 甩去不洗. 吸干组织旁的液体. 将一抗用0.01 MPBS稀

释为1 200 滴在切片上 并留出一块滴加0.01MPBS

作阴性对照. 将切片放入湿盒中 置于4 冰箱过夜.

0.01MPBS洗 3 min 2. 吸干组织旁的液体. 将DAB显

色剂滴在切片上 在镜下观察3-10 min 直至阳性部

位着色为止. 蒸馏水冲洗 复染 脱水 封片.

1.2.5 图像分析  采用美国Tractor Northern 8502图像分

析仪 以着色呈棕黄色者为阳性部位 每张切片取15

个视野 计算每个视野中阳性部位的面积百分比 来表

示 ICC的含量.

        统计处理  全部数据以均数 标准差表示. 两均数间

比较采用 t检验.

2   结果

2.1 经胃电参数分析 模型组大鼠慢波频率变异系数明

显高于正常组 见表1 经统计处理有显著性差异(a

0.001 P <0.001).

表1  两组胃电慢波频率变异系数(mean±SD)

组别 n         慢波频率变异系数(%)

对照组 6    3.275 1.059

模型组 8    7.834 1.832

P <0.001 vs 对照组比较.

2.2 如图1 2所示 光镜下 胃肌间神经丛 c-kit 阳
性ICC呈棕黄色 位于环行肌层与纵行肌层之间 环行
肌细胞之间以及环行肌层的内表面 并尤以环纵肌之
间为多. 存在于肌细胞之间的ICC形状较圆 存在于环
行肌层内表面的ICC的形状则为细长形. 光镜下 模型
组大鼠的胃肌间神经丛c-kit阳性ICC较正常组密集. 经

图像分析显示 模型组大鼠的胃肌间神经丛c-kit阳性

ICC含量明显高于正常组 见表2. 经统计学检验 正

常组与模型组之间存在显著性差异(a =0.003 P <0.001).

表2  两组胃肌间c-kit 阳性 ICC含量(面密度, 100%)比较

组别  n  面积百分比

正常组 15 0.399 0.291

模型组 15 3.699 2.356

P <0.001 vs 对照组比较.

图1  对照组大鼠胃肌层免疫组化染色 33.

图 2  模型组大鼠胃肌层免疫组化染色 33.

3   讨论

本实验根据张氏法 通过不规则喂养打乱大鼠正常的
进食习惯 在饮水中加入盐酸以破坏胃内酸碱环境 使
大鼠出现不同类型的胃电失常. 实验结果显示 模型组
慢波频率变异系数明显高于正常组 经统计处理 有显
著差异. 说明实验成功制备了大鼠胃电节律失常模型.
       由于是在清醒状态下检测大鼠胃电 埋置电极后
需继续喂养7 d 其间部分电极被大鼠咬断甚至脱落 不
能检测胃电. 对照组有6只 模型组有8只成功检测胃
电 免疫组化染色时 所有大鼠胃体均取材进行染色
造成胃电检测与免疫组化染色中的例数不同 为保证
两个指标时间上的平行 且实验数据能满足统计学的

要求 故未增补胃电检测例数.

       ICC存在于胃肠纵肌与环肌之间 是胃肠道平滑肌

慢波电位的起搏者和传导者[5]. 他既不属于特殊的神经元

细胞 也不是胶质细胞 更不是平滑肌细胞 而是

具有独立功能的特殊间质细胞 以网状结构存在于胃

肠道[6]. 大鼠 ICC数量在胃窦比胃底多 在结肠比小肠
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多[7]. ICC分布于环行肌细胞之间 环行肌层的内表面

及环行肌层与纵行肌层之间 往往与神经纤维末梢及神

经束伴随存在 并由许多的缝隙连接紧密连接在一起[8].

ICC与胃肠道运动的发生和控制密切相关. 他可自发激活

并产生节律性去极化慢波(slow wave SW) 经由ICC形

成的网络传向平滑肌细胞 并向远端扩布. ICC的功能及

分布的改变是很多动力紊乱性疾病的病理生理学基础.

已知的与ICC有关的人类疾病有: 先天性巨结肠 婴儿

幽门肥厚性狭窄 慢性传输型便秘及肠易激惹综合征

等[9-12]. Ekblad发现大鼠肥大的回肠ICC-AP数目明显减

少 ICC-DMP几乎完全缺如[13] Ws/Ws大鼠回肠运动

明显紊乱[14]. 糖尿病大鼠胃肠功能紊乱时 ICC的超微

结构发生了显著的改变 最显著的变化为ICC之间 ICC

与神经末梢之间和肌细胞之间的连接显著减少 结构显

著破坏 连接松散 这些变化必然影响其功能的发挥

影响平滑肌的运动 这很可能是糖尿病胃肠功能紊乱的

发病原因[15].

        1996年Komuro et al研究显示豚鼠小肠肠肌间ICC表

达c-kit[16]. 1997年Burns et al用c-kit免疫组化法研究标

记豚鼠胃肠道ICC 结论提示c-kit 免疫组化方法是一

种优秀的 有选择性的标记胃肠道ICC的方法. c-kit可

以标记胃肌间神经丛 ICC 从而间接反映 ICC 的数目

及含量[17]. c-kit 免疫反应能标记各种不同的细胞类型

但在消化道c-kit 仅能标记 ICC和肥大细胞[18-19] 二者

在光学显微镜下可加以区分.

        本实验观察了胃电节律失常大鼠模型中胃肌间c-kit

阳性 I CC含量的变化 实验结果显示 模型组大鼠的

胃肌间c-kit阳性 ICC含量明显高于正常组 提示张氏

大鼠胃电节律失常模型出现了胃肌间c-kit 阳性 ICC含

量的异常增加. 张勇 et al 研究发现不规则喂养后大鼠胃

电节律失常的发生与胃窦部肌间神经丛内源性亮啡肽增

加及继发乙酰胆碱减少有关[20]. 陈代陆et al也研究发现

饥饿应激对大鼠肠神经系统神经递质存在一定的影响[21].

林丽娜 et al研究发现 酸或碱性溶液对胃电活动有一

定影响 酸化或碱化内容物可使胃电慢波频率减少[22].

因此 张氏法所造成的胃电节律失常 可能与神经递

质改变和破坏胃内酸碱环境等有关. ICC是胃肠道平滑肌

活动的起搏细胞 除了能推进电活动的传播 还能调

节神经递质的释放[23-25] 有文献报道不规则喂养法建立

的大鼠胃电节律失常模型中胃窦肌间神经丛内氮能神经

明显增多[26] 而ICC是一氧化氮(NO)的作用部位之一

并能够合成NO 从而起到放大器的作用[27]. 我们推测

张氏法所造成的胃电节律失常模型中可能存在类似的胃

肠神经递质的改变 ICC 可能是该模型中胃电节律失

常形成的中介 这有待于进一步的实验来证实. 大量文

献报道了胃肠 ICC 的减少 缺乏或受损可影响胃肠电

活动 而 ICC 含量的异常增加与胃肠电活动的关系却

未见报道. 我们推测张氏大鼠胃电节律失常模型中出现

的ICC含量的异常增加可能与胃酸直接刺激和饥饿应激

刺激有关 作为起搏细胞的 ICC 的增加 可能导致异

常的胃电起搏点的增加 从而引发胃电节律失常.
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Abstract
AIM: To study the efficient and stable gene transfection
method of rat primary cultured hepatocytes by liposome.

METHODS: Rat hepatocytes were isolated by collegenase
perfusion, and the pEGFP-N3 plasmid containing GFP and
Neo gene was transfected into rat primary hepatocyte with
liposome. The expression of GFP and Neo was observed
by fluorescence microscopy and in situ hybridization.

RESULTS:  The rate of live hepatocytes obtained was 95%.
Under fluorescence microscope, hepatocyte transfected
with pEGFP-N3 plasmid showed green fluorescence. By using
in situ hybridization method, expression of Neo gene was
observed in hetpatocyte transfected with pEGFP-N3.

CONCLUSION: Rat hepatocyte can be transfected by pEGFP-
N3. pEGFP-N3 expression vector and makes it easy to assess
the expression of target gene in transfected hepatocyte, and
it can be used for localization of transplantated hepatocyte.

He Y, Zhou J, Dou KF, Chen Y. Gene transfection for rat primary cul-
tured hepatocytes. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):642-645

摘要

目的: 研究原代培养大鼠肝细胞的基因转染的方法.

方法: 采用胶原酶灌注法获取原代培养大鼠肝细胞. 利用脂

质体转染法将含有绿色荧光蛋白(GFP)和Neo基因的真核细

胞表达载体(pEGFP-N3)转染原代培养大鼠肝细胞. 用荧光显

微镜观察和Neo基因原位杂交染色方法检测肝细胞内基因

表达情况.

结果: 获取的原代大鼠肝细胞活细胞率达95%. 荧光显微镜

下观察可见转染基因的细胞可发出绿色荧光 原位杂交显

示有Neo基因的表达.

结论: pEGFP-N3基因可转入大鼠肝细胞并获得表达 可用

于标记原代培养的大鼠肝细胞 有利于研究肝细胞移植后

移植的肝细胞在体内的分布及功能.

何勇, 周峻, 窦科峰, 陈勇. 原代培养大鼠肝细胞的基因转染. 世界华人消化

杂志  2004;12(3):642-645
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0   引言

我们在建立一个肝细胞原代培养系统的基础上 转染

携带Neo基因和GFP基因的真核细胞表达载体 并观

察标记基因在肝细胞内的表达.

1   材料和方法

1.1 材料  幼龄 Sprage-Dawley 大鼠(第四军医大学实

验动物中心) 体质量180-220 g 普通块料喂养 随

意饮水 室温 18-22 每日光照 12-14 h 术前

禁食12 h. 型胶原酶 地塞米松 胰岛素及HGF为

Sigma公司产品; RPMI1640培养基为Gibco公司产品. 参

照Seglen (Exp Cell Res 1972;74:450)的方法进行肝细胞

的分离纯化并作了部分改进. 大鼠用20 g/L戊巴比妥钠

溶液腹腔注射麻醉(30 mg/kg) 同时腹腔内注射肝素钠

溶液200 U. 消毒皮肤后 取正中切口进入腹腔. 显露

门静脉后在距肝门2 cm处插入18号导管 导管与一次

性输血器相接 后者连接输液瓶 先以30 mL/min的速

度输注无钙镁的Hanks液(含EDTA 1 mmol/L)200 mL

夹闭肝上下腔静脉 在肝下下腔静脉插入16号导管放

出积血积液 再输注含0.5 g/L 型胶原酶的Hanks液

100 mL 输注速度为 15 mL/min 取下肝脏 置于

含4  Hanks 液的平皿中 去除肝包膜及血管 钝

性撕裂肝组织 多层纱布过滤 制成细胞悬液 将此悬

液以100目及200目不锈钢网过滤 以500 r/min离心

2 min 弃上清 以 4  Hank 液清洗并离心 3 次

用4g/L台盼蓝进行染色判断细胞活率 用血细胞计数

板计数细胞浓度并计算细胞产量. 将分离 纯化的肝细



胞用合成培养基(含RPMI1640 80 mL 新生小牛血清

20 mL HGF 5 µg/L 地塞米松 10-7 mol/L 牛胰岛
素10-8 mol/L 青霉素100 kU/L 链霉素100 kU/L)稀

释成0.5 109/L 在 37 50 mL/L CO2条件下培养

每24 h更换培养基1次 每天在倒置相差显微镜下观

察细胞生长情况.

1.2 方法  采用脂质体介导的基因转染法 脂质体为Gibco

公司的 lipofectamine2000 真核细胞表达质粒pEGFP-

N3含有Neo基因和GFP基因两个标记基因. 取 pEGFP-

HGF质粒2 µg lipofectamine 12 µL 与适量无血清
无抗生素的RPMI1640在室温下混合摇匀成转染液. 取在

35 mm培养皿中(培养皿中铺有盖玻片)培养生长3 d的肝

细胞 吸去培养液 先用无血清无抗生素的RPMI1640

将待转染细胞洗2遍 再加入转染液 转染6 h 后更

换成新鲜的含200 mL/L小牛血清的RPMI1640培养液继

续培养. 1次/d 重复转染4次.   基因表达情况的检测: (1)

GFP蛋白表达的检测用PBS洗细胞铺片2次 40 g/L多

聚甲醛(PBS配制)室温固定30 min PBS振洗 在荧光显

微镜下 488 nm激发波长下观察 表达GFP的细胞发绿

色荧光. (2)Neo基因表达检测细胞铺片经3 mL/L Triton X-

100/PBS 0.2 mol/L HCl及蛋白酶K处理 2 mL/L甘氨酸

终止反应 40mL/L PFA 后固定 梯度酒精脱水干燥.

滴加热变性后经地高辛标记的Neo 探针 42 杂交过

夜 分别用2 SSC 1 SSC 0.5 SSC充分漂洗

20 ml/L正常羊血清封闭 滴加标记碱性磷酸酶抗地高

辛抗体(anti-Dig-AP 1 100) 37 温育2 h Buffer

I Buffer 充分漂洗后NBT/BCIP暗处显色24 h TE

终止反应 梯度酒精脱水 二甲苯透明封片.

2   结果

2.1 肝细胞的分离和培养  采用胶原酶灌注法 每只大

鼠(体质量180-220 g)的肝脏大约可分离出2 108个肝

细胞 活细胞率在95 以上. 新鲜分离的肝细胞在显

微镜下呈单个分散状态 为具有立体感的圆球形 晶莹

透亮 体积上大小一致 整个细胞透明无色. 培养 3 h

后 绝大多数细胞贴壁生长 培养24 h后细胞由球形

变扁变薄呈多边形 胞质均匀 核清晰 以双核细胞为

主 并以多个细胞聚集成簇排列 3 d后细胞逐渐生长

融合形成单层膜状.

2.2 基因转染后标记基因的表达  经Dig标记的Neo探针

原位杂交结果显示 在转染基因的细胞中均有较强的

紫蓝色颗粒样Neo基因阳性杂交信号(图1) 而对照组

肝细胞中无Neo基因表达杂交信号 即为阴性表达. 经

基因转染的肝细胞爬片在荧光显微镜下观察 可发现

细胞表达GFP 表现为细胞发出明亮的绿色荧光 这些

细胞多成对出现 或数个发光细胞聚在一起(图 2). 此

外 还可见到个别发出弱绿色荧光的细胞. 未转染基因

的肝细胞中未见绿色荧光.

图1  在基因转染的肝细胞中有紫蓝色颗粒样Neo基因阳性信号(原位
杂交100 ).

图 2  基因转染的肝细胞中可见绿色荧光(荧光显微镜100 ).

3   讨论

目前有多种方法可用于分离肝细胞[1-10] 直接法是通过

挤压 剪碎和振荡等机械手段 使肝细胞从肝组织脱

落而获得 操作时间较长 加之机械损伤 其肝细

胞收获量和细胞成活率均远远低于Seglen灌注法. 我们

采用经过改进的灌注法获得的肝细胞纯度达 95 以

上 减少了非实质细胞的污染 有利于细胞在体外培养

并进行各种研究.

          肝细胞移植是替代肝移植治疗各种原因引起肝功能

衰竭的疗法[11-18]. 肝细胞可经多途径注射至体内 在合

适的环境下植入肝细胞表达肝脏特异性功能. 由于缺乏

移植的肝细胞标记 因此无法判断移植后肝细胞在体

内的分布 无法确定植入后肝细胞功能与疗效的关系.

随着分子生物学技术的不断发展 细胞标记基因的产

生使肝细胞移植可采用基因标记肝细胞 以便于追踪

研究移植细胞的生物学特性. 肝脏活体外基因治疗的基

本方法是首先获得原代肝细胞 进行体外培养 并选用

靶基因进行体外转染 再将表达靶基因的肝细胞移植

到受体体内[19-26]. 另外肝细胞移植也需要带有标记基因

的肝细胞以研究肝细胞在体内的分布情况等. 我们通过

脂质体介导的基因转染法 将含有Neo基因和GFP基

因两个标记基因的真核细胞表达载体转导入原代培养

的肝细胞. 通过Neo基因原位杂交 荧光显微镜观察的

方法证实标记基因都获得了表达 这也充分证实基因
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转染获得了成功. 我们所选择的pEGFP-N3载体中带有

绿色荧光蛋白(GFP)序列 GFP 可用与活体 原位

即时的检测基因表达及蛋白定位. GFP非常稳定 不依

赖于物种 对活细胞没有伤害性. 而且GFP荧光在甲醛

固定的细胞中能维持很长时间 很适于和其他荧光标记

进行双标实验. 这种新型的报告分子在暴露于紫外线后

即可发出明亮的绿色荧光 因而 pEGFP-N3常被用于

检测细胞中GFP融合蛋白的表达情况及蛋白定位[27-40].

本研究表明脂质体介导的基因转染法可用于体外肝细

胞转染 而可作为标记基因标记移植的肝细胞 有利于

研究肝细胞移植后移植的细胞在体内的分布 寿命和

功能等情况 为肝细胞移植[41-42]治疗急性肝衰[43-49]提供

了实验基础.
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Abstract
AIM: To evaluate the effects of growth hormone (GH) on
the residual small intestine of rats with short bowel syn-
drome (SBS), including adaptive hyperplasia and absorption
of glucose and amino acids.

METHODS: Forty Sprague-Dawley (SD) male rats with more
than 85% small intestine resected were equally divided into
five groups randomly: H-GH group (high dose at 7.5 IU/kg
per day), M-GH group (moderate dose at 3.75 IU/kg per
day), L-GH group (low dose at 1.88 IU/kg per day), SBS
group and sham operation group. From the second to the
15th day after operation, all the GH-managed groups were
treated by sc injection twice a day, while SBS group and
sham group were managed with same volume normal saline
for injection. All samples were gained by laparotomy under
anesthesia at the 16th day after operation.

RESULTS: Weight loss of rats in H-GH group (36±4.4 g),
which was the least among the four groups except sham
group, was significantly less than that in SBS group (94±10.0 g)
(P <0.05). But preoperative body weight of rats in the four
groups except sham group was not retrieved. Among all
groups there was no significant difference in the length of
jejunum and ileum, as well as no significant difference in
the morphological variables of colon. Mucosal height of
jejunum and ileum was greater in H-GH group and M-GH
group (997±65.9 µm, 752±79.3 µm and 974±67.6 µm,
788±75.1 µm respectively) than those in SBS group
(776±61.0 µm, 664±64.0 µm) (P <0.05). Similarly, intestinal

wall width of jejunum and ileum was also thicker in H-GH
group and M-GH group (1142±65.4 µm, 884±91.2 µm and
1 145±78.7 µm, 895±95.6 µm respectively) than those in
SBS group (848±194.7 µm, 776±57.5 µm) (P <0.05). But
mucosal height and intestinal wall width of jejunum and
ileum in H-GH group were not significantly greater than those
in M-GH group. Blood insulinlike growth factor 1 (IGF-1)
concentration and PCNA index of liver did not differ among
the five groups. No significant differences of blood glucose
and amino acids concentrations were detected after nutri-
tional administration among the five groups.

CONCLUSION: Treatment of SBS with GH only slows body
weight decrease rather than promotes body weight gain
by the support of enteral nutrition. GH enhances adaptive
mucosal hyperplasia after massive resection of small
intestine, while its enhanced effect does not parallel its dose
increase. Because of GH resistance resulted from the SBS-
induced malnutrition,elevation of blood IGF-1 is impaired
and absorpton of glucose and amino acids is not enhanced.

Su ZD, Qin HL. Effects of growth hormone on intestinal adaptation of rat with
short bowel syndrome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):646-649

摘要

目的: 观察在肠内营养(EN)条件下不同剂量生长激素(GH)对

短肠大鼠残存肠道代偿性增生和吸收功能的影响.

方法: 40只SD 鼠 切除85%以上小肠制成短肠综合征

(SBS)模型 随机分成假手术组(n =8) SBS组(n =8) 大

剂量GH(H-GH)组(n =8) 中剂量GH(M-GH)组(n =8)和小剂

量GH(L-GH)组(n =8). GH注射剂量: H-GH组每日7.5 IU/kg

M-GH组每日3.75 IU/kg L-GH组每日1.88 IU/kg 从

术后2-15 d每日2次皮下注射GH; 假手术组和SBS组注

射等量生理盐水. 术后16 d取残留小肠 结肠作组织学检

查 测血浆血糖 氨基酸 胰岛素样生长因子-1(IGF-1)和

免疫组化法测定肝PCNA.

结果: 除假手术组外 其余各组术后体质量均明显下降

H-GH组体质量下降幅度最小 与SBS组相比存在显著差

异(36 4.4 g vs 94 10.0 g P <0.05). 各组术后空 回

肠长度无显著差异 但各组空 回肠黏膜厚度差异显著 H-

GH组 和M-GH组显著大于SBS组(分别为997 65.9 µm
752 79.3 µm和974 67.6 µm 788 75.1 µm vs 776
61.0 µm 664 64.0 µm P <0.05) 同样 各组空
回肠肠壁厚度也差异显著 H-GH组 和M-GH组也显著大于

SBS组(分别为1142 65.4 µm 884 91.2 µm和1145
78.7 µm 895 95.6 µm vs 848 194.7 µm 776
57.5 µm P <0.05) 但 H-GH组 和M-GH组的空 回



肠黏膜和肠壁厚度均无显著差异.  能全力推注1.5 h后各组

血氨基酸 葡萄糖浓度无显著差异. 各组血IGF-1浓度和肝

PCNA无显著差异.

结论: GH可减缓体质量下降幅度; 能促进肠黏膜代偿性增

生 但其促进增生的作用并不始终随GH的剂量增加而增

加; 未促进葡萄糖和氨基酸吸收.
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0   引言

生长激素(GH)在短肠综合征(SBS)治疗中发挥着重要作

用 已发现GH能促进SBS 残留肠道的适应性代偿和

使营养素吸收增加. 但也有不少学者在动物实验或临床

上未能发现GH显著促进肠道增生和吸收 并认为GH

的量效关系还有待明确. 我们应用肠内营养(EN)和GH

治疗鼠SBS模型 观察不同剂量GH对残留肠道代偿

增生和吸收功能的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  SD 鼠 40只 体质量约300 g. EN用能全

力(荷兰Nutricia 公司) GH为长春金赛药业产品.

1.2 方法  术前禁食12 h 不禁水. 用 25 g/L 戊巴比妥

钠腹腔麻醉 无菌条件下作上腹正中切口. SBS组和各

剂量GH组保留距Treitz韧带约7 cm的空肠和距回盲部

约7.5 cm 的回肠 切除85%以上的小肠 两断端用

7-0无创缝线间断吻合; 假手术组在距回盲部约7.5 cm

处切断回肠后再用7-0无创缝线间断吻合 模拟手术

创伤. 术后鼠各置一笼分别饲养. 40只SD鼠随机分成假

手术组(Sham) SBS组 大剂量GH 组(H-GH组) 中

剂量GH组(M-GH组)和小剂量GH组(L-GH组)5 组

每组8只. 均在术后当日给50 g/L GNS 150 mL喂服 术

后1 d给能全力75 mL加生理盐水(NS)75 mL喂服 术后

2-15 d给能全力125mL加NS125 mL喂服. 术后2-15 d

2次 /d scGH H-GH组7.5 IU/kg M-GH组3.75 IU/kg

L-GH组1.88 IU/kg 假手术组和SBS组注射等量生理

盐水. 手术当日和术后4 d 8 d 12 d 16 d 称体质

量. 术后16 d晨经一夜禁食后再次麻醉开腹. 分别测量

残留空肠和回肠的长度 并作形态学检查 测量肠黏膜

厚度和肠壁全厚等 免疫组化法测定肝PCNA表达情

况 相应图像处理软件采用HPIAS-1000高清晰度彩色

病理图文报告管理系统(同济大学出版). 营养吸收检测参

考Kato et al (J Pedia Surg 1998;33:235-239)的方法 距

回盲部3 cm处选取一段长1.5 cm的回肠 两端结扎

两结扎处内侧分别用22GA静脉留置针插管 近端为

进管 远端为出管 开放. 等量能全力和NS混合置入

10 mL注射器并接进管 用 Intima- 型静脉推泵(日

本BD公司)推注 2 mL/h 持续1.5 h. 血标本用22GA

静脉留置针穿刺下腔静脉抽取 能全力推注前抽血测

血糖(Glu)和血氨基酸(AA) 浓度 1.5 h后再测血Glu AA

(比色法)和 IGF-1浓度(ELISA法).

        统计学处理  采用mean±SD表示. 用 SPSS11.0版统
计软件包统计分析 数据的方差齐性用Levene方法检验

比较用One-Way ANOVA 过程 若存在显著差异 再用

SNK方法两两比较 P <0.05表示统计学上有显著差异.

2   结果

所有实验动物无伤口裂开 肠瘘 腹腔感染等并发症

发生 无死亡.

2.1 体质量变化  术后所有SBS动物体质量均下降. 其中

SBS组和L-GH组下降最明显 H-GH组下降幅度最小. 比

较术后 4 8 12 16 d 体质量 各组间存在显著差

异(P = 0.000). H-GH组和M-GH组均显著高于SBS组

(P <0.05) 且H-GH组显著高于M-GH组(P <0.05)(图 1).

2.2 形态学改变  各组空 回肠长度无显著差异. H-GH组

和M-GH组空 回肠黏膜厚度均显著大于SBS组(P <0.05)

而 SBS组又显著大于假手术组(P <0.05) 但 SBS 组和

L-GH组间无显著差异. 各组结肠组织学指标差异不显

著(表1).

2.3 血指标变化  比较各组能全力推注前血AA浓度及其

推注前后浓度差 SBS组与其余各组间存在显著差异(P

分别为0.020和 0.001) 能全力推注后血AA浓度各组

差异不显著. 相关血Glu指标 血 IGF-1浓度各组间无

显著差异. 各组肝PCNA无显著差异(表2).

表1  SD鼠空回肠变化

      空肠(cm)         回肠(cm) 空肠(µm)        回肠(µm)            结肠(µm)
分组
                        d1        d16                d1               d16         黏膜厚度            肠壁厚度       黏膜厚度      肠壁厚度         黏膜厚度       肠壁厚度

sham             576 61            716 68        531 48     652 66         611 109      788 112

SBS       6.9 0.6       10.0 0.6       7.2 1.0      8.0 1.3      776 61a           848 195       664 64a      776 57a        711 206     888 182

H-GH         7.0 0.0       10.6 1.3       7.0 0.0      8.6 1.3      997 66b        1 142 65b       752 79b       884 91b        554 103     767 126

M-GH         7.1 0.2      10.4 1.1       7.9 1.0      8.8 1.2       974 68b        1 145 79b       788 75b       895 96b        632 152     649 76

L-GH         7.3 0.3        9.9 0.8       7.8 0.3       8.4 0.4      773 144a         949 174       694 33a       809 42a        832 179     810 60

aP <0.05,vs sham; bP <0.05, vs SBS.
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图1  SD鼠体质量变化.

3   讨论

已知GH能促进蛋白质合成 抑止葡萄糖氧化 增加

糖原储存 且小肠黏膜有GH 受体[1] 理论上存在着

促进体质量增加的可能. 有研究报告SBS 实验动物用

GH治疗后体质量显著大于未用GH治疗的动物[2-3] 说

明GH治疗对SBS发生后的体质量变化存在着影响 而

另一些动物实验和临床试验未发现GH对体质量增加有

影响[4-7]. 本结果提示 GH对体质量的这种影响就是

GH 延缓了体质量下降的程度 并且这种延缓程度与

GH 剂量有关 随着GH 剂量的增加 体质量下降程

度则呈相应减缓的态势. 有关GH是否促进SBS残留小

肠代偿性增生 多数学者持肯定意见[8-12] 认为GH能

促进小肠黏膜显著增生. 本实验结果显示SBS组空 回

肠黏膜厚度均显著大于假手术组 而H-GH组和M-GH

组又显著大于SBS组 说明SBS的发生诱导了小肠黏

膜代偿增生 而GH能显著加强这种代偿增生. 同时也

发现SBS组空 回肠黏膜厚度与L-GH组差异不显著

表明GH剂量和小肠黏膜增生间的量效关系并不同步

即GH在一定剂量以下 促进残留小肠增生的作用不明

显 而超过一定剂量 GH才能显著促进增生 但这种

促进作用并不随GH剂量进一步增加而加强. 首先 这

可能与SBS引起的严重营养不良导致GH受体功能障碍

有关 被称之为对GH的抵抗状态 只有当GH剂量大

到足以克服这种GH抵抗状态 才能促进小肠黏膜增

生. 其次 当GH 剂量继续增加时 所有小肠黏膜柱

状细胞的绒毛和隐窝上的GH受体都被结合 即使增

加GH的剂量也无法获得更强的刺激增生作用. 我们既往

研究表明用很大剂量GH(每日15 IU/kg)也不能进一步促

进代偿增生[13]. GH促进残留小肠代偿增生的作用还与营

养供给方式有关[14-15]. EN能增强GH的这种促进作用 使

较小剂量GH就能有效促进残留小肠的代偿增生. 在其他

条件基本相同的情况下 Eizaguirre et al [8]给SBS鼠全胃

肠外营养(TPN)支持 每日用GH1 mg/kg才使残留空肠黏

膜显著增生; Zhou et al [9]给EN 每日用GH 0.45 mg/kg就

使空肠黏膜显著增生. 而且 在SBS较重的情况下 EN

可使GH剂量不显著增加而仍达到原有的促进代偿增生

的效果. 本实验与Eizaguirre et al [8]的实验在鼠术前体质量

和 GH 用量及疗程等方面基本相同 我们给予 EN

Eizaguirre et al给TPN 尽管我们切除的小肠长度要大

于Eizaguirre et al做的(85% vs 80%) 但空肠黏膜的代偿

增生比例却是相似的(29% vs 28%). 目前已认识到SBS发

生后给予所谓肠道休息的治疗是无益的 因为他使肠

道处于较长时间的废用状态 使残留肠道黏膜得不到

食物刺激和食物中有关营养素的直接营养以及肝胰等

分泌的消化液的经常作用等. 早期EN有利于残留肠道

的代偿增生和消化功能的尽快恢复 这已被许多临床

研究所证实[16-20]. 所以 在临床实践中 如果条件允

许 应尽可能早期多用EN. 此外 本研究还发现H-

GH组能显著刺激空 回肠肠壁厚度增加 而SBS组

L-GH组只能使回肠肠壁厚度显著增加 提示回肠对

GH的刺激更敏感 这与其他研究报告相一致[21]. 在临

床治疗中首先应尽可能保留回肠 另外考虑到大剂量

GH时空肠也有代偿功能 所以空肠也要注意保留.

        SBS发生后尽管残留小肠代偿性增生 但总吸收面

积仍比原来小得多 因而不能在短时间内吸收大量葡

萄糖形成更高的血糖高峰. Sigalet et al [22]发现小肠黏膜

对葡萄糖的转运速率在GH组和假手术组无显著差异

而Tavakkolizadeh et al [23]报告GH未使小肠黏膜葡萄糖

载体对葡萄糖的亲和力显著提高. 同样 GH也未使小

肠黏膜上有关氨基酸转运系统的转运能力提高[24-25]. 本

研究在能全力推注后测血糖 血氨基酸 发现各组血

糖 血氨基酸浓度无显著差异 这与其他学者的结果是

一致的[4-5, 26] 提示随着GH剂量增大并未促进营养素

的吸收. 已知 GH可通过IGF-1介导促代偿作用 并

表2  SD鼠血指标变化

             AA (mmol/L)                           Glu (mmol/L)
分组  IGF-1 (µg/L)  肝 PCNA/%

      AA1       AA2     AA2-1      Glu1         Glu2    Glu2-1

sham 4.52 0.41 5.85 0.76 1.33 0.47 5.50 2.50 10.21 1.46 4.71 1.17 22.56 20.91 0.38 0.22

SBS 4.03 0.39a 7.83 1.91 3.80 0.70a 7.90 0.55 13.50 6.07 5.60 5.93 13.38 1.73 0.65 0.32

H-GH 4.74 1.00 6.44 0.77 1.70 0.36 11.18 5.69 18.04 5.74 6.86 1.16 20.79 3.32 0.28 0.18

M-GH 5.57 0.80 6.88 0.15 1.32 0.81 9.75 1.09 15.47 3.42 5.72 0.81 16.39 5.40 0.33 0.20

L-GH 5.21 0.51 6.06 0.34 0.85 0.28 7.93 2.15 13.11 2.04 5.17 0.48 13.35 7.78 0.45 0.36

aP <0.05, vs sham 1: 能全力推注前; 2: 能全力推注后; 2-1: 2与 1的差值.
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可刺激肝脏合成IGF-1. Fadrique et al [27]报告GH组和

SBS组血 IGF-1浓度无显著差异 本实验中也发现各

组血IGF-1浓度无显著差异. 这些现象的发生被认为与

机体营养状况有关[28]. 在营养不良情况下 尤其是蛋白

质缺乏时 GH升高IGF-1的作用减弱. 肝PCNA的变化

可反映肝蛋白合成的变化情况 PCNA直接参与DNA前

导链的合成 与基因的复制 表达密切相关. 本实验各

组肝PCNA表达无显著差异 说明SBS引起肝PCNA

的低表达 并提示存在着 IGF-1 的合成障碍. 因此

我们认为在GH治疗中 营养状况是影响血 IGF-1浓

度的关键 严重营养不良时即使加大 GH 剂量 对

IGF-1合成也无促进作用.

        总之 在SBS治疗中GH可减慢体质量下降幅度;

能促进残留小肠的代偿性增生 但并非剂量越大 促

代偿作用就越强; 对糖和氨基酸吸收基本无促进作用. 由

于EN能直接刺激和营养残留小肠黏膜 有利于后者的

代偿增生 因而在GH治疗中联用EN能有效地增强GH

的疗效. 此外 为了尽快改善SBS患者的全身营养状况

综合治疗中也有必要在GH治疗的同时 视情况结合使

用PN和谷氨酰胺等治疗以达到更为理想的效果[29-33].
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Abstract
AIM: To investigate the effects of erythromycin on con-
tractive activity of isolated proximal colon smooth muscle
and the change of somatostatin, vasoactive intestinal
peptide, motilin and substance P in diabetic mellitus rats.

METHODS: Thirty male Sprague-Dawley rats were divided
into three groups: the control (n =10), the diabetic (n =10)
and erythromycin (n =10). The resting tension, the mean
contractile amplitude and frequency of spontaneous
changes of isolated longitudinal, circular proximal colon
smooth muscle strips were measured by transducer, and
somatostatin, vasoactive intestinal peptide, motilin, substance
P levels in plasma and proximal colon tissue extracts were
measured by radioimmunoassay.

RESULTS: In isolated proximal colon smooth muscle strips,
the motility parameters were significantly lower in dia-
betic rats than those in control (P <0.01). After taking
erythromycin, the colon motility parameters were signifi-
cantly strengthened compared with those in diabetic rats
(P <0.01). In diabetic rats, the plasma levels of somatostatin,
vasoactive intestinal peptide and motilin were higher than
those in control (P <0.05), while substance P level was
decreased (P <0.05). In the proximal colon, the levels of
somatostatin and vasoactive intestinal peptide were signifi-
cantly lower than that in control (P <0.01, P <0.05), the

level of substance P was higher than that in the control
(P <0.05), and the level of motilin did not differ from than
that in the control (P >0.05). After taking erythromycin,
the plasma level of somatostatin was higher than that in
diabetic rats (P <0.05). The serum glucose was decreased
in diabetic rats after erythromycin treatment (P <0.01).

CONCLUSION: Erythromycin has direct effect on colon
smooth muscle, and has little effect on neuroendocrine
peptides. Colonic motility disorders in diabetes rats are
related with the changes of neuroendocrine peptides’ levels
in plasma and colon tissue.

Lin L, Ji M, Zhang HJ, Lin Z, Zhao ZQ. Effects of erythromycin on colon
dysmotility and neuroendocrine peptides in diabetic mellitus. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):650-653

摘要
目的: 应用红霉素对糖尿病大鼠离体结肠平滑肌自发性收缩

进行干预 探讨其在糖尿病结肠动力障碍中与平滑肌运动

血浆和结肠组织中生长抑素 血管活性肠肽 胃动素 P物

质等的相关性.

方法: 建立糖尿病大鼠模型 制备糖尿病组 糖尿病红霉

素治疗组和对照组大鼠离体近端结肠环行肌及纵行肌肌条

应用张力换能器测定其静息张力 平均振幅 收缩频率等

运动指标; 用放免法同批测定三组大鼠血浆和结肠组织中生

长抑素 血管活性肠肽 胃动素及P 物质含量.

结果:  糖尿病组结肠肌条自发性收缩多项指标均较对照组

明显降低(P <0.01); 红霉素治疗组结肠肌条收缩振幅和频率

较糖尿病组明显增高(P <0.01). 与对照组相比 糖尿病组血

浆生长抑素 血管活性肠肽 胃动素增加(P <0.05) P物

质降低(P <0.05) 而结肠组织中生长抑素和血管活性肠肽

降低(P <0.01 P <0.05) P 物质增加(P <0.05) 胃动素

无显著差异; 与糖尿病组相比 红霉素治疗组除血浆生长抑

素升高(P <0.05)外 余三种激素(血浆和结肠组织中)均无显

著差异.  红霉素治疗组较糖尿病组血糖明显下降(P <0.01).

结论:  红霉素通过对结肠平滑肌直接作用而改善糖尿病结

肠运动障碍; 他对胃肠激素影响不大; 糖尿病结肠运动障碍

与血浆和结肠组织中胃肠激素变化有关.
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0   引言

糖尿病性胃肠病是糖尿病常见慢性并发症 发生率为



30-76% [1-2] 糖尿病患者约有60%便秘和22%腹泻

许多无消化道症状的糖尿病患者也存在胃肠排空异常[3].

我们通过红霉素对糖尿病大鼠结肠平滑肌运动的干

预 分析糖尿病红霉素治疗组 糖尿病组和正常对照

组大鼠结肠平滑肌运动指标 以及血浆和结肠组织中

生长抑素(somatostatin SS) 血管活性肠肽(vasoactive

intestinal peptide VIP) 胃动素 P 物质含量的变

化 旨在探讨红霉素对糖尿病结肠运动障碍有何影响

及其意义.

1   材料和方法

1.1 材料  Sprague-Dawley大鼠(南京医科大学实验动

物中心提供) 质量180-220 g 随机分为正常对照组

(n =10) 糖尿病组 (n =10)和糖尿病红霉素治疗组(红霉

素组)(n =10). 糖尿病大鼠模型建立 按100 mg/kg (溶

解在0.1 mol/L枸橼酸缓冲液中 pH4.5)给造模大鼠单

剂量腹腔注射链脲佐菌素; 对照组注射等量枸橼酸缓冲

液; 48-72 h后尾静脉采血 测全血血糖 血糖大于或

等于16.7 mmol/L 尿糖在3+~4+ 且能维持1 wk 以

上者确定为糖尿病模型建立.

1.2 方法  糖尿病造模后 红霉素组按每天50 mg/kg灌

胃 每周给药6 d 连续4 wk; 糖尿病组给生理盐水作

对照. 每周测定1次各组大鼠血糖 尿糖. 造模后4 wk

将大鼠麻醉 腹主动脉抽血3 mL 立即注入预冷的

0.3 mol/L EDTA.2Na 60 mL和抑肽酶1 500 U中 混匀

后离心 取上清液-70 保存备测. 抽血后剪取近端结

肠(距结-盲肠连接处0.5 cm 以下) 洗净后加生理盐

水煮沸5-10 min 称重后加入1 mol/L HAC 1 mL匀浆

再加入等体积1 mol/L NaOH混匀 离心后取上清液-

70 保存备测. 按常规方法取结肠纵行肌和环行肌肌条

(各长7 mm 宽 1 mm)[4]; 肌条固定于浴槽中 与张力

换能器相连 持续灌流含950 mL/L O2+50 mL/L CO2的

37 恒温台氏液 以Doctor-95 Super Lab微机生理实

验系统记录平滑肌条自发性等长收缩活动 测定近端

结肠纵 环行肌条静息张力 平均振幅 收缩频率等指

标. 放免法同批检测血浆和结肠组织中SS VIP 胃

动素 P物质含量; 药盒由第二军医大学神经生物学教

研室提供.

        统计学处理  采用SPSS 10.0统计软件处理全部数

据 计量资料用mean±SD ; 组间比较用 t 检验; 显著性差

异为 P <0.05.

2   结果

造模前3组大鼠血糖无明显差异(P >0.05); 造模后2组糖

尿病大鼠血糖均高于对照组(P <0.01) 其后红霉素组大

鼠血糖逐渐下降 4 wk后明显低于糖尿病组(P <0.01)

但仍高于对照组(P <0.01).

2.1 结肠平滑肌肌条动力  糖尿病大鼠近端结肠环行肌

(proximal-colon circular-muscle PC)静息张力 平均振
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幅和收缩频率均比对照组明显降低(P <0.01); 红霉素组

静息张力同糖尿病组 收缩振幅和频率比糖尿病组明

显升高(P <0.05 P <0.01) 与对照组无差异(P >0.05).

结肠纵行肌(proximal-colon longitudinal-muscle PL)三

组静息张力无差异(P >0.05) 糖尿病组收缩振幅和频

率明显低于对照组(P <0.01和 P <0.05) 红霉素组较糖

尿病组明显改善(P <0.01) 与对照组无差异(P >0.05).

图 1-3.

图1   糖尿病大鼠结肠平滑肌收缩频率.

图2   糖尿病大鼠结肠平滑肌收缩振幅.

图3   糖尿病大鼠结肠平滑肌静息张力.

2.2 血浆和结肠组织中胃肠激素  与对照组比较: 糖尿病

组血浆SS和VIP 明显升高(P <0.01 P <0.05) 而结

肠组织中则明显降低 (P <0.01 P <0.05) 红霉素组血

浆SS较糖尿病组升高(P <0.05) 余和糖尿病组无差异;

糖尿病组和红霉素组血浆胃动素明显升高(P <0.05) 肠

组织中无变化(P >0.05); 糖尿病组和红霉素组血浆P物质
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降低(P <0.05) 而肠组织中明显升高(P <0.05). 图 4-7.

图4  糖尿病大鼠血浆和组织中MTL比较.

图5  糖尿病大鼠血浆和组织中SS比较.

图6  糖尿病大鼠血浆和组织中SP比较.

图7  糖尿病大鼠血浆和组织中VIP比较.

3   讨论

近年研究显示糖尿病胃肠病发病率高达30-76%左右

不仅影响患者生活质量 而且妨碍降糖药物吸收 干扰

治疗[1-2]. 糖尿病胃肠病的机制尚不完全清楚 可能与

慢性神经病变 高血糖及胃肠激素分泌异常等有关[5].

糖尿病结肠动力障碍也是糖尿病常见并发症 其中便

秘最为常见 约占60% 表现为结肠张力和收缩力下

降 运动缓慢 排空延迟 胃结肠反射消失 进餐后糖

尿病患者结肠电和结肠动力反应迟钝[4]. 红霉素是大环内

酯类抗生素 研究表明红霉素及其衍生物是胃动素受

体激动剂 红霉素分子电荷及空间结构与胃动素完全

相同 他直接与平滑肌细胞膜胃动素受体结合后 阻断

细胞外钙离子内流 同时细胞内钙离子外流增加 因而

钙离子可能介导了红霉素结合胃动素受体后所产生的

促动力效应[6]; 胆碱能神经通路机制也介导了红霉素的促

动力作用. 胃动素主要作用于胃及十二指肠 而红霉素

则表现为全胃肠道促动力作用[7-8]. 他的这一作用呈量效

关系 小剂量诱发消化间期移行性复合运动 大剂量使

胃肠平滑肌强烈收缩 引起恶心 呕吐 腹痛等[9]. 我们

发现糖尿病组PC 静息张力 收缩振幅和频率 以及

PL收缩振幅和频率均较对照组明显降低 表明糖尿病

大鼠存在结肠运动障碍. 红霉素组收缩振幅和频率均比

糖尿病组明显增加 提示红霉素对糖尿病结肠运动障

碍具有改善作用 临床也证实红霉素对结肠粪便传输

有推进作用[10-11]. 文献报道红霉素治疗糖尿病患者后

可促进血糖恢复[12] 本实验结果红霉素组大鼠血糖明

显低于糖尿病组.

      SS 除在神经系统分布(25%)外 在胃肠道分布占

60-70% [13] 是广泛抑制胃肠运动的脑肠肽 他与平

滑肌 SS 受体结合 抑制乙酰胆碱释放 或作为肠神

经系统神经递质参与胃肠下行抑制性运动反射 抑制

平滑肌收缩[14]. 本实验结果糖尿病鼠血浆SS明显升高

与文献[15]报道糖尿病患者结果一致 史雪川 et al [16]研

究小儿腹泻患者血SS与胃肠动力关系发现 胃排空与

血浆SS水平呈负相关 也说明SS对胃肠运动有抑制

作用. 本研究显示糖尿病结肠组织SS含量降低; 红霉素

组血浆SS较糖尿病组升高 而肠组织SS与糖尿病组

无差异 可能提示 SS 通过内分泌影响结肠平滑肌运

动 或通过VIP释放途径介导SS对结肠下行性运动的

抑制[17] 因 SS 释放受多因素的影响 机制尚待进一

步研究. VIP主要由肠神经元释放 在中枢神经系统也

大量存在 是重要的脑肠肽; VIP是抑制胃肠运动的主

要神经递质之一 松弛胃肠平滑肌; 此外 VIP具有促

进分泌和吸收功能 可促进肠道水和电解质分泌[18-19].

本实验中糖尿病鼠血浆VIP升高 与文献[20]报道一致

推测其主要以内分泌方式调节结肠运动; 肠组织VIP明

显降低 可能局部VIP浓度降低使结肠过度节段性蠕

动 而有效的推进性运动减弱 或如同慢传输型便秘患

者 可能存在不同肠段VIP的分布差异[21-23]; 红霉素组

血浆及结肠VIP都与糖尿病组无差异 是否提示红霉素

影响结肠运动的作用与VIP无相关性. P物质作为一种

重要的胃肠肽广泛分布于肠神经系统和整个胃肠道

既可以激素的形式亦可作为神经递质参与胃肠运动的
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调控[24]; 对胃肠道主要起兴奋性神经递质作用 表现为

胃肠纵行肌和环行肌的双重收缩效应 包括直接的短

时间作用和紧随的由胆碱能?直接作用于全结肠肠肌

并激活NO 依赖的抑制性神经通路 而非直接作用于

抑制性神经通路[25]. 本实验中糖尿病鼠血浆P物质降

低 国内学者对糖尿病胃肠病变患者血浆P物质的研

究也提示其含量减低 说明该病患者体内 P 物质缺

乏 而抑制了胃肠道免疫调节 出现一系列胃肠道症

状[26]; 本实验糖尿病结肠P物质增高 与血浆反应不一

致 肠组织P物质与糖尿病结肠运动障碍的关系尚不

肯定; 红霉素组血浆和肠组织P物质与糖尿病鼠无差

异 推测红霉素治疗作用与P物质无明显相关性. 胃动

素是一个含22个氨基酸残基的脑肠肽 其细胞主要分

布于十二指肠和近端空肠黏膜内 小量存在于胃底

胃窦 垂体等; 他对胃底 胃窦及奥迪括约肌有兴奋

作用 促进胃肠排空 协调胃十二指肠运动[27]. 本实

验中糖尿病鼠血浆胃动素异常升高 与文献[28]报道一

致 国内学者对糖尿病胃肠病变患者血浆胃动素的研

究发现其水平高于单纯糖尿病组 并显著高于正常人

认为胃动素升高与糖尿病胃肠动力异常有关; 本实验糖

尿病结肠胃动素无明显改变 可能与胃动素通过内分

泌方式影响胃肠运动有关. 胃动素作用机制尚不清楚

可能与糖尿病高血糖减少了胃肠激素分泌抑制 使胃动

素升高 或糖尿病血管病变致迷走神经张力升高 刺激

胃动素分泌[26] 他对糖尿病结肠运动影响有待进一步

研究; 红霉素组血浆及结肠胃动素变化与糖尿病组无差

异 文献[9]报道静脉注射红霉素不引起血浆胃动素增

加 提示红霉素引起的胃肠收缩可能与胃动素释放无

关. 但也有报道用红霉素后血浆胃动素明显增高[29].

        文献报道糖尿病大鼠70%可出现胃肠病变 主要

表现为胃轻瘫 便秘或腹泻 并与糖尿病患者的胃肠病

变基本一致[30]. 我们发现糖尿病大鼠血浆和结肠组织中

4种胃肠激素有明显变化 且与结肠运动异常有关; 红

霉素对糖尿病结肠平滑肌运动有直接促动力作用 并

能使血糖下降 但与4种胃肠激素的相关性尚不明确.
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Abstract
AIM: To identify genes related to rat liver regeneration
(LR) after 0-36-40-44h short interval successive partial
hepatectomy (SISPH) and to analyze their action and ex-
pression profile in LR.

METHODS: A cDNA microarray containing 551 elements
(liver chip) was made to analyze extensively expression
changes of them in 0-36-40-44h SISPH, which were se-
lected from subtractive cDNA libraries of the LR. Cluster
analysis of these gene expression profile was performed
by Genemath.

RESULTS: Among the selected 551 cDNA, 157 were up- or
down-regulated more than twofold at one or more time
points. Of the 157 elements, 86 were up-regulated and 71
down-regulated, and 70 were unreported and 87 were
reported, which had not been previously reported to be
involved in LR. By cluster analysis and generalization
analysis, 6 distinct temporal induction or suppression pat-
terns showed that immediate induction, intermediate

induction, late induction, immediate suppression, interme-
diate suppression, and late suppression. Comparison of the
gene expression in SISPH with after PH found that 38 genes
were specially altered in SISPH, and the expression trends
for other 119 genes were similar between SISPH and PH,
except of the various abundance at the different time points.

CONCLUSION: In 0-36-40-44h SISPH, the numbers of the
up-regulated and down-regulated genes show no appar-
ent difference. The genes expressed lately are more than
that immediately, and much more than that intermediately.
The genes expressed abundantly are much less than that
increased 2-5 folds.

Xu CS, Han HP, Yuan JY, Chang CF, Li WQ, Yang KJ, Zhao LF, Li YC,
Zhang HY, Rahman S, Zhang JB. Gene expression difference in regen-
erating rat liver after 0-36-40-44h short interval successive partial
hepatectomy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):654-663

摘要

目的: 鉴定0-36-40-44 h 大鼠短间隔连续部分肝切除(0-

36-40-44 h SISPH)中与肝再生有关的基因 并分析他们

在肝再生中的表达动态和作用.

方法: 从0-36-40-44h SISPH再生肝消减cDNA文库中筛

选与肝再生有关的基因 用基因芯片技术分析其在肝再生

中的表达动态 并用GeneMath软件对有关基因进行聚类

分析.

结果: 用基因芯片技术分析的551个与肝再生有关基因中

157个基因至少在肝再生的一个时间点表达变化达2倍以

上 其中 上调表达的基因有87个 下调表达的基因有

70个; 157个基因中的71个属未报道的基因 86个为已

报道基因 但在此之前尚不清楚他们与肝再生有关; 聚类分

析和统计学分析表明 0-36-40-44 h SISPH的基因表达

模式分为6 类 即早期诱导 中期诱导 晚期诱导 早

期抑制 中期抑制 晚期抑制. 与 PH相比 38个基因在

0-36-40-44 h SISPH中特异性表达 119个基因在这两个

模型中表达趋势相同 但在各时间点的表达丰度不同.

结论: 0-36-40-44 h SISPH中 上调和下调表达的基因数

目相差不大; 晚期表达的基因多于早期表达的基因 远多

于中期表达的基因; 表达幅度小的基因(2-5倍)多于表达幅

度大的基因.

徐存拴, 韩鸿鹏, 袁金云, 常翠芳, 李文强, 杨柯金, 赵利峰, 李玉昌, 张会勇,
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差异. 世界华人消化杂志  2004;12(3):654-663
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0   引言

肝脏再生能力极强 部分切除后 残肝代偿性增生

恢复丢失的肝量[1]. 肝再生是一个受到精细调控的过程[2-3]

所以 肝再生的研究已成为热点[4-24]. 但是 到目前为

止 人们尚不完全清楚所有与肝再生有关的基因 更

不清楚肝再生的确切分子机制[25-27]. 为此 我们以肝再

生中的细胞活动特点为依据 选择肝再生的细胞分裂

启动阶段(部分肝切除后4 h)和细胞分裂高峰时间(部分肝

切除后36 h)及两个时点的相互交叉时点进行连续部分肝

切除 建立了短间隔连续部分肝切除模型(short interval

successive partial hepatectomy, SISPH)[28-29] 并用抑制性消

减杂交技术与基因表达谱芯片分析技术相结合的方法分

析了0-36-40-44 h SISPH的再生肝中基因表达情况.

1   材料和方法

1.1 材料  SD纯系大鼠由河南师范大学实验动物中心提

供 雌雄各半 10-12 周龄 体重 200-250 g 按

徐存拴 et al方法[29-30]建立的0-36-40-44 h短间隔连续

部分肝切除(0-36-40-44 h SISPH)模型进行大鼠部分肝

切除 即第一次切除大鼠肝的左外叶(0 h) 恢复 36 h

切除大鼠肝的左中叶和中叶(36 h) 再恢复4 h后切除

大鼠肝的右叶(40 h) 又恢复4 h后切除大鼠肝的尾状

叶(44 h) 收集各次切下的肝叶备用.

1.2 方法  用预冷的1 PBS 冲洗切除的肝叶 然后

放入-80 冰箱用于提取RNA和蛋白质. 总RNA提取

按Trizol kit (invitrogen)进行.首先用含苯酚和异硫氰酸胍

(阳离子去垢剂)的变性剂溶解RNA 然后用苯酚-氯

仿-异戊醇纯化沉淀. 用 EB染色的琼脂糖凝胶电泳检

测RNA的完整性 用紫外分光光度计测定RNA浓度. 然

后 按Clontech 公司的PCR-Select TM cDNA Subtraction

kit 构建消减文库 测定阳性克隆的核酸序列(EST) 并

通过NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) GeneBank数据库查找

ESTs相应的基因.

1.2.1 基因芯片制作  以筛选的阳性克隆核酸序列(EST)

为模板 用Nested PCR Primer1和 Primer2 进行PCR扩

增 产物用醋酸钠 /异丙醇纯化法进行纯化 用EB染

色的琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物纯度. 借助ProSys-

5510A 点样仪和SMP3将PCR产物点到基片上, 于点样

仪中水合30 min 室温干燥2 h 以封闭液封闭15 min

水冲洗 室温干燥后备用. 共计1 152 个点(片内重复) 其

中控制系统50个(包括阴性对照8个; 空白对照12个; 内

参基因30个) 待研究的基因551个; 分为8个亚矩阵 每

个亚矩阵中有12 12个点 点样面积为9mm 18 mm.

点间距为0.375 mm. 芯片经脱水 封闭 干燥备用.

1.2.2 cDNA探针荧光标记和杂交 扫描  以正常肝脏为

对照 以变性的RNA 为模板 用MMLV 反转录酶

(Promega 公司提供) 含有Cy3-dCTP(对照组)和Cy5-

dCTP(实验组) 的 dNTP (amersham-pharmacia biotech 公

司提供)和oligo (dT) 引物系统进行反转录. 42 孵育2 h

加入标记缓冲液 和 然后将对照组和实验组合

并 充分混匀后在含有新鲜变性鲑鱼精子DNA的预杂

交液中 42 预杂交 5-6 h 再加入标记过的变性探

针  42 杂交过夜(16-18 h) 再用含5 g/L SDS 的 2

SSC 室温洗片2次(5 min/ 次),含 5 g/L SDS 的 0.2 SSC

在60 洗片1次(10 min). 用GenePix4000A荧光激光扫

描系统(axon instruments Inc. foster city CA)对芯片照

片进行扫描 每个时间点均做2次杂交 最终得到半定

量的杂交结果: 绿色信号(下调); 黄色信号(变化不显著);

红色信号(上调). 通过GenePix Pro 3.0 软件将 cy3 和 cy5

荧光标记按信号强弱进行定量 用经典的直线回归技

术 将得到的数字资料作标准化处理. 先将所有数据的

前景值与背景值相减 得出cy3, cy5标记的强度值; 将

cy5小于200的强度值以200取代. 计算总数为n的有效

基因(cy3, cy5值二者皆大于200或其一大于800 Ri=cy5/

cy3在 0.1-10之间)的Ri=cy5/cy3 的自然对数值Ri ln

(Ri) 均一化系数 ND=EXP (R ). 将所有数据项的cy3

标记强度乘上Normalize系数 得出调整后的cy3*. 将

所有cy3*小于 200的强度值以200取代 算出所有调

整后的Ratio值(cy5/cy3*). 筛选出Ratio大于2或小于0.5

的元素进行数据分析 他们分别代表不同的基因在一

个时间点以上表达变化 2 倍以上.  用 Ge n eM a t h

GeneSpring (si l icon genetics san carlos CA)

MicrosoftExcel (microsoft redmond WA) 数据分析软件

对各组数据进行聚类和统计分析. 将筛选的ESTs序列递

交NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) GeneBank 数据库 进

行同源和相似性检索 借助于大鼠基因组图谱

(RGD) 用电子克隆方法进行基因的染色体定位和查

找ESTs相应的cDNA全长.

2   结果

2.1 SISPH中与肝再生有关基因的种类  点于芯片上的

551个待检测的基因中 157个基因在0-36-40-44 h

SISPH中表达变化显著(变化倍数达2倍以上) 其中

87个为上调表达 70个为下调表达. 71为未报道的基

因 86 为已报道的基因 可按功能把这86 个基因分

为20类 即参与应急反应的蛋白 参与糖类代谢的酶

参与脂肪或类固醇代谢的酶 参与氧化还原反应的蛋

白 参与生物调节的蛋白 糖蛋白 脂蛋白 核蛋白

各种因子 免疫蛋白 细胞骨架蛋白 标记蛋白 受

体蛋白 参与氨基酸代谢的酶 蛋白水解酶 蛋白水

解酶抑制因子 磷酸化酶 磷酸酶 合成酶 转移酶

等(表 1).

2.2 SISPH中与肝再生相关基因的聚类分析  从 36 h到

44 h 基因表达谱一直是分散的 说明与肝再生相关

的基因表达一直十分活跃(图 1A) 用GeneSpring 软件

对0-36-40-44 h SISPH 的 4个时间点差异表达基因进

行等级聚类分析表明, 各时间点的基因表达轮廓没有相

似性(图 1B) .  为了更好地解释和说明这些数据 用
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GeneMath进行均一化分析表明, 这些基因可分为8个不

同的分支聚类(图2). 对基因表达变化达到最大的时间点

进行聚类分析表明, SISPH中存在6个典型的基因表达

模式 即早期诱导 中期诱导 晚期诱导 早期抑

表1  SISPH中与肝再生相关的基因及变化(* SISPH中特异性表达的基因)

编号             名称 差异值 编号 名称 差异值 

未报道的基因 
1    AW558171 
2    CG31759-PA 
*3    CH230-11N5 
4    CH230-186B23  
5    CH230-206C20 
6    CH230-329D3  
7    CH230-372C24  
8    CH230-7A22 
9    Citb585c7 
*10   CTD-2328C19 
11   FLJ20356 
12   LOC119392  
*13   LOC311304  
14   LRRP Aa2-020 
15   LRRP Ab1-021  
16   LRRP Aa2-028 
*17   LRRP Aa2-111 
18   LRRP Aa2-174 
19   LRRP Aa2-296 
20   LRRP Ab1-114 
*21   LRRP Ab1-119 
22   LRRP Ab1-216 
23   LRRP Ab1-331 
24   LRRP Ab1-334 
25   LRRP Ab2-008 
*26   LRRP Ab2-018 
27   LRRP Ab2-034 
*28   LRRP Ab2-079 
*29   LRRP Ab2-093 
30   LRRP Ab2-095 
*31   LRRP Ab2-131 
32   LRRP Ab2-225 
33   LRRP Ab2-232 
*34   LRRP Ab2-255 
35   LRRP Ab2-371 
36   LRRP Ab2-379 
*37   LRRP Ab2-390 
*38   LRRP Ab2-416 
39   LRRP Ab2-417 
40   LRRP Ac1177 
41   LRRP Ac1233 
42   LRRP Ac1873 
43   LRRP Ac2-019 
44   LRRP Ac2-061 
45   LRRP Ac2-143 
46   LRRP Ac2-193 
47   LRRP Ac2-223 
48   LRRP Ba1-647 
49   LRRP Bm403207 
50   LRRP Cb1-739 
51   LRRP Cc1-27 
52   LRRP Cc1-38 
53   LRRP Cc1-9 
*54   LRRP Da1-10 
*55   LRRP Da2-4 
56   LRRP zbs559 
57   LRRPAb2-132 
*58   MGC38937  
59   RIKEN 1110061A24 
60   RIKEN 1300002A08 
*61   RIKEN 1500012D08 
62   RP11-281N10 
63   RP23-195K1 
64   RP23-235O1 
65   RP23-417P22 
66   RP23-92K11 
*67   RP24-176A1 
68   RP32-28p17 
69   DNA segment of Chr 1 
70   Adult male mouse liver cDNA 
*71   12 days embryo like cDNA  

参与应急反应的蛋白 
72   主要急相蛋白 
73   血管紧张肽原 (Agt) 
*74   C-反应蛋白 
75   激肽原 
76   Petaxin 
77   T-激肽原 (Kng) 

参与糖类代谢的酶 
78   乙醇脱氢酶 (ADH) 
79   甘油 3-磷酸脱氢酶 (Gpd3) 
80   异柠檬酸脱氢酶 1 (Idh1) 
*81   3-磷酸甘油酸脱氢酶 

参与脂肪或类固醇代谢的酶 
82   丙二酰辅酶A脱羧酶  
83   NAD(P) 依赖的脱氢酶 
84   细胞色素 P450 胆固醇 7- -羟化酶 (P450 VII) 
85   前列腺素D2合成酶 2 (Ptgds2) 
86   3- -羟类固醇脱氢酶 

参与氧化还原反应的蛋白 
87   细胞色素 b5 (Cyb5) 
88   细胞色素 P450 
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0.3 
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2.7 
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9.8 
6.6 
2.0 
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2.1 
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0.4 
0.4 
0.3 
17.6 

 
0.5 
0.3 
0.2 
2.0 
0.2 

 
0.4 
0.4 

89   细胞色素 P450 3A1 (PNCN inducible Cyp3A1) 
90   细胞色素 P450 2E1 
91   细胞色素 P450 花生四烯酸环氧酶 (Cyp 2C23) 
92   细胞色素 P450 2c39 (Cyp2c39) 
*93   细胞色素 P450 2b19 (Cyp2b15) 
94   黄素单加氧酶 1 (Fmo1) 
95   对氧磷酶 1 (Pon1) 
96   过氧化物酶体肌氨酸氧化酶 (PSO) 
*97   核酮糖-1 5-二磷酸羧化酶 

参与生物调节的蛋白 
98   含 34 肽重复序列的蛋白 II 
*99   RAKb 

糖蛋白 
100  -1-B 糖蛋白 (A1bg) 
101  纤维蛋白原  (Fgg) 
102  纤连蛋白 1 (Fn1) 
103  富含组氨酸的糖蛋白 (Hrg) 
104  鞘磷脂相关的糖蛋白 (L-MAG) 
105  UDP-葡萄糖醛酸基粘蛋白 

脂蛋白 
106  载脂蛋白 C-I (Apoc1) 
107  可溶性载体家族 20  成员 1 (Slc20a1) 
108  TNF -诱导的脂肪相关蛋白 
*109  甲状腺素运载蛋白 (TTN) 

核蛋白 
110  RNA 酶 A家族 4 

各种因子 
111  血管生成素 
112  真核生物翻译起始因子 4A1 
113  B 细胞前体集落增强因子 (Pbef) 

与免疫有关的蛋白 
114  补体成分 5 (C5) 
115  免疫球蛋白C-  
116  巨噬细胞趋化因子 1 JE/MCP-1  
*117  免疫球蛋白恒定区 受体 

细胞骨架蛋白 
118  肌动蛋白  
119  网格蛋白重链 (Hc) 
*120  突变型肌动蛋白 (beta-actin) 

标记蛋白 
*121  CD44 抗原 (Cd44) 
122  血浆淀粉样蛋白 a-5 
123  抑制性亚染色体转移片段 4 

受体蛋白 
*124  可可蛋白 
125  ATP 结合框亚家族 C 
126  细胞核受体超家族 0 成员 2 (Nr0b2) 
127  I 型白介素 1受体 (I1r1) 

参与氨基酸代谢的酶 
128  精氨酸酶 1 (Arg1) 
129  精氨琥珀酸裂解酶 (Asl) 
*130  天冬氨酸转氨酶 
*131  苯丙氨酸羟化酶 (Pah) 
132  2-酪氨酸辅酶A 裂解酶 (Hpcl2) 

蛋白水解酶 
*133  / 羟化酶 1 
134  半胱氨酸蛋白酶 1 (Casp1) 

蛋白酶抑制因子 
135  -2-巨球蛋白 (A2m) 
136  -胰蛋白酶抑制因子重链 4 
137  依赖 Ca2+的蛋白水解酶抑制因子 
138  丝氨酸蛋白酶抑制因子 1 

磷酸化酶 
*139  CDK103 
140  胸苷酸激酶 
141  促黏液蛋白 4 
*142  嘌呤核苷酸磷酸化酶 

磷酸酶 
*143  焦磷酸酶 1 (Enpp1) 
144  磷脂酰丝氨酸磷脂酶 A1 
*145  磷酸酶 1 (GL-subunit) 
*146  分泌型磷酸酶 1 (Spp1) 
147  UTP-葡萄糖-1-磷酸酶 

合成酶 
148  谷氨酰脯氨酰-tRNA 合成酶 (Eprs) 
149  脂肪酸烯醇化酶 1 (rELO1) 
*150  泛素连接酶E2N (Ube2n) 

转移酶 
151  谷胱甘肽巯基转移酶 Y(b) 亚基 
152  肉毒碱O-辛酰转移酶 (Crot)  
153  谷胱甘肽巯基转移酶 -1 (Gsta1) 
154  3 型谷胱甘肽巯基转移酶 (Yb3) (Gstm3) 
155  磺基转移酶K2 
156  唾液酸转移酶 1 (Siat1) 
157  UDP-葡萄糖醛酸基转移酶 2 成员 5 (Ugt2b5) 
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图1  157个基因的聚类分析.  A: 至少SISPH一个时间点的基因表达变化强度达2倍以上; B: SISPH各时间点的基因表达轮廓没有相似性.

图2  按GeneMaths 聚类分析方法得到的8类基因表达轮廓.

图3  SISPH不同时间点的基因表达模式.
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2.3  SISPH各时间点表达的基因差异  在 0-36-40-44 h

SISPH中 不同时间点上表达的基因不同 具体可分

为36 h 36-44 h 40 h 40-44 h 44 h 等 5类. 在

36 h 中 34 个基因表达上调 7个基因表达下调; 在

36-44 h中 20个基因表达上调 21个基因表达下调;

40 h中 2个基因表达上调 1个基因表达下调; 在40-

44 h 中 18个基因表达上调 14个基因表达下调; 在

44 h中 25个基因表达上调 15个基因表达下调(图4).

图4  0-36-40-44 h SISPH中基因的表达动态.
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2.4 SISPH 与PH中基因表达的比较  与 PH相比 38

个基因在SISPH中特异性表达(表 1中*标出) 119个

基因在两个模型中均有表达 他们在两个模型中的表

达趋势相似 但在相同时间点的表达丰度不同(表2).

表2  SISPH和PH的基因表达情况比较

差异值 
 

差异值 
 名称 

SISPH PH 
名称 

SISPH PH 

未报道的基因 
AW558171 
CG31759-PA 
CH230-186B23  
CH230-206C20 
CH230-329D3  
CH230-372C24  
CH230-7A22 
Citb585c7 
FLJ20356 
LOC119392  
LRRP Aa2-020 
LRRP Ab1-021  
LRRP Aa2-028 
LRRP Aa2-174 
LRRP Aa2-296 
LRRP Ab1-114 
LRRP Ab1-216 
LRRP Ab1-331 
LRRP Ab1-334 
LRRP Ab2-008 
LRRP Ab2-034 
LRRP Ab2-095 
LRRP Ab2-225 
LRRP Ab2-232 
LRRP Ab2-371 
LRRP Ab2-379 
LRRP Ab2-417 
LRRP Ac1177 
LRRP Ac1233 
LRRP Ac1873 
LRRP Ac2-019 
LRRP Ac2-061 
LRRP Ac2-143 
LRRP Ac2-193 
LRRP Ac2-223 
LRRP Ba1-647 
LRRP Bm403207 
LRRP Cb1-739 
LRRP Cc1-27 
LRRP Cc1-38 
LRRP Cc1-9 
LRRP zbs559 
LRRPAb2-132 
RIKEN 1110061A24 
RIKEN 1300002A08 
RP11-281N10 
RP23-195K1 
RP23-235O1 
RP23-417P22 
RP23-92K11 
RP32-28p17 
DNA segment of Chr 1 
Adult male mouse liver cDNA 

参与应急反应的蛋白 
-1 主要急相蛋白 
血管紧张肽原 (Agt) 
激肽原 
Petaxin 
T-激肽原 

参与糖类代谢的酶 
乙醇脱氢酶 (ADH) 
甘油 3-磷酸脱氢酶 (Gpd3) 
异柠檬酸脱氢酶 1 (Idh1) 

参与脂肪或类固醇代谢的酶 
丙二酰辅酶A脱羧酶 
NAD (P) 依赖的脱羧酶 
细胞色素 P450 胆固醇 7- 羟化酶 (P450 VII) 
前列腺素 D2合成酶 2 (Ptgds2) 
3- 羟类固醇脱氢酶 

参与氧化还原反应的蛋白 

细胞色素 b5 (Cyb5) 

细胞色素 P450 

细胞色素 P450 3A1 (PNCN Cyp 3A1) 

 
0. 3 
2. 2 
0. 3 
0. 4 
2. 8 
0. 3 
0. 3 
0. 3 
2. 5 
2. 3 
0. 5 
3. 0 
2. 6 
0. 2 
3. 1 
3. 0 
5. 2 
3. 0 
2. 8 
2. 0 
3. 0 
2. 3 
0. 4 
0. 4 
0. 3 
2. 2 
0. 4 
3. 6 
2. 1 
5. 4 
4. 1 
7. 4 
3. 1 
2. 1 
2. 1 
4. 9 
7. 7 
2. 4 
0. 3 
0. 2 
4. 4 
2. 0 
0. 3 
2. 0 
0. 3 
0. 5 
2. 7 
0. 5 
0. 5 
2. 4 
0. 3 
4. 8 
0. 2 

 
9. 8 
6. 6 
4. 9 
2. 1 
9. 6 

 
0. 4 
0. 4 
0. 3 

 
0. 5 
0. 3 
0. 2 
2. 0 
0. 2 

 

0. 4 

0. 4 

0. 3 

 
0. 3 
2. 9 
0. 2 
0. 2 
2. 0 
0. 1 
0. 1 
0. 2 
2. 5 
2. 1 
0. 4 
6. 3 
2. 1 
0. 1 
2. 1 
4. 2 
6. 8 
2. 2 
2. 7 
2. 1 
2. 3 
3. 1 
0. 3 
0. 2 
0. 4 
2. 2 
0. 2 
3. 3 
4. 2 
6. 0 
2. 0 
7. 6 
3. 3 
2. 3 
2. 4 
3. 2 
5. 7 
2. 3 
0. 1 2. 2 
0. 2 
2. 5 
3. 1 
0. 1 
3. 0 
2. 4 
0. 3 
2. 4 
0. 2 
0. 1 
2. 7 
0. 3 
6. 1 
0. 1 

 
6. 2 
8. 4 
3. 4 
2. 2 
5. 9 

 
0. 1 2. 4 
0. 4 
0. 3 

 
0. 3 
0. 4 
0. 4 2. 3 
3. 0 
0. 2 

 

0. 2 

0. 2 

0. 2 

细胞色素 P450 2E1 (Cyp 2E1) 
细胞色素 P450 花生四烯酸环氧化酶 (Cyp 2C23) 
细胞色素 P450 2c39 (Cyp2c39) 
含黄素的单加氧酶 1 (Fmo1) 
对氧磷酶 1 (Pon1) 
过氧化物酶体肌氨酸氧化酶 (PSO) 

参与生物调节的蛋白 
含 34 肽重复序列的蛋白 II 

糖蛋白 
-1-B 糖蛋白 (A1bg)  
纤维蛋白原 (Fgg) 
纤连蛋白 1 (Fn1) 
富含组氨酸的糖蛋白 (Hrg) 
鞘磷脂相关的糖蛋白 (L-MAG) 
UDP-葡萄糖醛酸基粘蛋白 

脂蛋白 
载脂蛋白 C-I (Apoc1) 
可溶性载体家族 20  成员 1 (Slc20a1) 
甲状腺素运载蛋白-related protein (TTN) 

核蛋白 
RNA酶 A家族 4 

各种因子 
血管生成素 
真核生物翻译起始因子4A1 
B 细胞前体集落增强因子 (Pbef) 

与免疫有关的蛋白 
补体成分 5 (C5) 
I 免疫球蛋白 C-  
巨噬细胞趋化因子 (JE/MCP) 

细胞骨架蛋白 
肌动蛋白  
网格蛋白重链 (Hc) 

标记蛋白 
血浆淀粉样蛋白 a-5  
抑制性亚染色体转移片段 4 

受体蛋白 
ATP-结合框亚家族C 
细胞核受体超家族 0 成员 2 (Nr0b2) 
I 型白介素 1受体(I1r1) 

参与氨基酸代谢的酶 
精氨酸酶 1 (Arg1) 
精氨琥珀酸裂解酶 (Asl) 
2-酪氨酸辅酶 A裂解酶(Hpcl2) 

蛋白水解酶 
半胱氨酸蛋白酶1 (Casp1) 

蛋白酶抑制因子 
-2-巨球蛋白 (A2m) 
-胰蛋白酶抑制因子重链 4 
依赖 Ca2+的蛋白水解酶抑制因子 
丝氨酸蛋白水解酶抑制因子 1 

磷酸化酶 
胸苷酸激酶 
促黏液蛋白 4 

磷酸酶 
磷脂酰丝氨酸磷脂酶A1 
UTP-葡萄糖-1-磷酸酶 

合成酶基 
谷氨酰脯氨酰-tRNA 合成酶 (Eprs) 
脂肪酸烯醇化酶 1 (rELO1) 

转移酶 
谷胱甘肽巯基转移酶Y(b) 亚基 
肉碱 O-辛酰转移酶 (Crot) 
谷胱甘肽巯基转移酶 -1 (Gsta1) 
3 型谷胱甘肽巯基转移酶 (Yb3) (Gstm3) 
磺基转移酶 K2 
唾酸转移酶 1 (Siat1) 
UDP-葡萄糖醛酸基转移酶 2 成员 5 (Ugt2b5) 

0. 2 
0. 3 
0. 5 
0. 2 
0. 4 
0. 4 

 
0. 5 

 
0. 2 
6. 9 
2. 4 
0. 4 
5. 1 
0. 4 

 
0. 4 
0. 4 
0. 3 

 
0. 4 

 
0. 4 
2. 5 
3. 3 

 
11. 8 
0. 4 
3. 3 

 
2. 6 
2. 0 

 
84. 8 
0. 5 

 
0. 2 
0. 4 
4. 6 

 
2. 6 
2. 9 
0. 4 

 
2. 4 

 
7. 3 
0. 3 
8. 3 
3. 7 

 
2. 8 
3. 6 

 
2. 9 
0. 5 

 
3. 1 
0. 2 

 
0. 3 
0. 3 
0. 2 
0. 3 
0. 3 
0. 4 
0. 4 

0. 1 
0. 2 
0. 1 
0. 1 
0. 2 
0. 3 

 
0. 2 

 
0. 1 
5. 1 
7. 2 
0. 1 
7. 0 
0. 3 

 
0. 3 
0. 4 
0. 3 

 
0. 2 

 
0. 2 
3. 8 
3. 4 

 
8. 8 
0. 2 
4. 0 

 
4. 7 
3. 3 

 
90. 5 
0. 3,  2. 3 

 
0. 2 
0. 2 
7. 9 

 
3. 5 
4. 9 
0. 4 

 
2. 6 

 
21. 3 
0. 2 
6. 6 
5. 0 

 
3. 0 
2. 1 

 
2. 8 
0. 4 

 
4. 5 
0. 2 

 
0.3, 2.0 
0. 3 
0. 1 
0. 3 
0. 3 
2. 6 
0. 3 
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制 中期抑制 晚期抑制(图 3) .

2.5 SISPH中基因表达的丰度差异  在 0-36-40-44 h

SISPH中 不同基因的变化幅度不同 根据上调或下

调的幅度 可以将这些基因分为3类: (1)70 个基因下

调超过0.5; (2)84个基因上调在2-10之间; (3)3个基因上

调达10以上(图 5).

图 5   0-36-40-44 h SISPH中基因表达丰度.

3   讨论

3.1 肝再生过程中上调表达的基因  41 个基因在SISPH

的36 h达到表达高峰 表明这些基因可能与肝再生的

细胞分裂和增生有关. 其中 前列腺素D2合成酶2可催

化前列腺素D2的合成和转运类维生素A [31] 他的上调

表达意味着这两类维生素在肝再生中起重要作用. 巨噬

细胞趋化因子(JE/MCP1)是多种炎症反应和免疫反应的

抑制剂[32] 他的大量表达可能与减少部分肝切除引起

的炎症反应有关. 网格蛋白可以合成或捕获内吞囊泡并

定位于高尔基体的反面膜[33] 他的大量表达表明细胞

内运输和消化活跃. CD44是结合在透明质酸上的一类跨

膜糖蛋白 他的上调可能与新生肝细胞的粘连有关[34].

胸苷激酶为dTTP 氨酰化嘧啶和氨基酸合成所必须, 他

在SISPH的36 h大量表达 说明这个时期的核苷酸和蛋

白质合成很旺盛. Mss4 蛋白是一个细胞核磷蛋白[35-36]

他调节Ras信号途径 因此他的大量表达可能是通过该

信号途径抑制肝细胞的凋亡. 作为细胞周期蛋白 CDK

103的大量表达可能促进肝细胞的大量分裂. α-2 巨球蛋
白是新生肝细胞产生的一种蛋白水解酶抑制因子[36] 他

的上调表达意味着肝再生中细胞的异化作用受到抑制.

Fc-γ受体  能促进巨噬细胞炎症蛋白1-α的合成[37]和
导致依赖IgG的细胞毒性及多种细胞因子和化学因子的

产生[38-39] 故他的大量表达可能与肝切除后的多种免

疫反应或炎症反应有关. 肌动蛋白 γ能参与细胞分裂过
程中细胞质的组织结构[40] 他的上调表达表明他与肝

再生的细胞结构和功能建成有关. 鞘磷脂糖蛋白 可可

蛋白 突变型肌动蛋白 β和一个尚未报道过的蛋白基
因在SISPH的 40 h达到表达高峰 鞘磷脂糖蛋白对神

经系统的重建具有重要作用[41] 他可能参与肝脏神经系

统的再生. 可可蛋白可以防止早期乙醇诱导的肝损伤[42]

他的上调表达可能有助于保护再生肝不受醇类的伤害.

α-1 主要急相蛋白属半胱氨酸蛋白水解酶抑制因子
补体成分5不仅诱导肝细胞分泌葡萄糖 还参与急相

免疫反应的起动[43] 他们的共同作用可能有助于再生

肝的血液循环和炎症消除. 血浆淀粉样蛋白A5基因上调

达85 推测他能参与损伤蛋白及其他无用成分的聚集.

依赖Ca2+的丝氨酸蛋白水解酶抑制因子参与蛋白糖基

化并促进其成熟[44] 他在该时期的过量表达有助于细

胞粘连. 磷脂酰丝氨酸磷脂酶A1能参与磷脂水解成2-

酰基溶血磷脂和抑制溶血磷脂的合成[45-46] 他的上调

表达可能与肝再生中的脂质转化有关. 具有血管活性的

血管紧张肽[47-49]的大量表达可能有利于改善肝脏的血液

循环 加快肝再生的进程. B细胞前体集落增强因子是

造血细胞的分裂素, 他在SISPH的44h剧烈表达可能有助

于肝细胞通过G1检验点进行DNA复制和肝细胞增生[26].

纤维蛋白原 γ是 型急相反应蛋白中的一类 促进血
小板的凝集和纤粘连斑的形成, 并对手术损伤(如肝切除

等)产生非特异性的急相反应[50-52] 他的上调表达与肝

切除后的急相反应有关. 天冬氨酸转氨酶是嘌呤碱合成

所必需的 他的上调说明细胞需要大量嘌呤. 丝氨酸蛋

白酶抑制因子1是丝氨酸蛋白酶抑制因子超家族中的一

种 可能具有中和肝切除产生的炎症反应作用. 纤连蛋

白1参与诱导细胞的有丝分裂并能形成细胞外基质的纤

维网络复合物[53-55] 因此 他的上调表达可能会加快

残肝细胞的分裂 从而促进细胞的结构功能建成和残

肝的再生. 精氨琥珀酸裂解酶是鸟氨酸循环中的限速

酶 同时 他催化精氨酸的生物合成 [ 5 6 - 5 8 ] 另外

他防止肝脏的纤维化损伤 他的上调表达在肝再生中

也起着积极的作用.

3.2 肝再生过程中下调表达的基因  12个基因在SISPH

的36 h表达达到最少 表明这些基因可能与增生抑制

有关. 其中 富含组氨酸的糖蛋白能抑制肝磷脂的抗凝

血酶活性[59-61] 他的下调表达有助于再生肝的血液循
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环. 载脂蛋白C-I是脂蛋白与LDL受体和VLDL受体结

合的抑制因子 也是血浆胆固醇脂转运蛋白的抑制因

子[62] 他的下调可能更有利于肝再生所需要的脂类转

运. 苯丙氨酸羟化酶能催化苯丙氨酸转变为酪氨酸[63]

为再生肝提供合成蛋白质所必须氨基酸. 甲状腺素运载

蛋白参与嘌呤的分解代谢[64] 他的下调表达表明 这

个时期再生肝可能需要更多的嘌呤. 血管生成素与血管

发育有关 是新血管形成的主要因子之一[65] 他的下

调表达说明这个时期血管生成较少. 肉毒碱O-辛酰转

移酶能协助中链或长链脂肪酸进出过氧化物酶体和线

粒体 [66] 他的下调表达说明 这个时期的再生肝的饱

和脂肪酸的代谢较弱. 细胞色素P450花生四烯酸环氧化

酶 肉毒碱O- 辛酰转移酶等都是与再生肝的脂代谢

有关 他们的下调表达表明 在SISPH的 36 h 残肝

的脂代谢很弱. 7个基因在SISPH的40 h下调表达至最

低点 其中 与氧化还原及降解外源毒素和内源雌激素

等[67]有关的酶2-酪氨酸辅酶A裂解酶 细胞色素P450

3A1 (Cyp 3A1) 谷胱甘肽巯基转移酶Y (b)等的下调表

达可能有助于保护残肝免受氧化作用的毒害. 磷酸酶1

催化微管蛋白羧肽酶与微管的缔合作用 进而促进微

管蛋白的降解[68] 他的下调暗示这个时期的肝细胞需

要大量合成微管蛋白. 谷胱甘肽巯基转移酶能清除外源

致癌物 同时他还具有抗氧化作用 [69] 他的下调可能

有助于保持再生肝的谷胱甘肽高水平. 在 SISPH的44h

表达量最少的52个基因中 与脂代谢有关的酶如异柠

檬酸脱氢酶1 丙二酰辅酶A脱羧酶 (MCD) 可溶性

载体家族20 唾液酸转移酶1 细胞色素P450 胆固

醇 7-α羟化酶 NAD (P)依赖的类固醇脱氢酶 3-α
羟类固醇脱氢酶等的下调表明 残肝的脂代谢仍然很

弱[70-72]. 亚胺对肝细胞有毒性 与亚胺合成有关的异柠

檬酸脱氢酶1在再生肝中的下调表达有助于肝再生的进

行. 乙醇脱氢酶的下调表达说明肝再生中乙醇代谢途径

受到了抑制. 肌氨酸氧化酶参与线粒体氧化磷酸化的电

子传递 他的下调表明这个时期再生肝的氧化磷酸化

作用较弱. 细胞色素P450胆固醇7-α羟化酶在保持肝
脏的胆固醇水平方面起重要作用[73] 他的下调表达表

明再生肝的胆固醇合成较弱. ATP结合框亚家族C与异

质蛋白由内质网运输到高尔基体有关[74] 他的下调表

达表明 再生肝很少合成异质蛋白. 3-α羟类固醇脱氢
酶参与胆汁酸的生物合成[75] 他的下调表明再生肝的

分化程度较低. α-1-B糖蛋白能刺激血小板的分泌和积
聚[76] 他的下调表达可能有助于再生肝的血液循环. 与

氧化还原有关的酶如细胞色素 P450(Cyp) 细胞色素

P450 2b19(Cyp 2b19) 细胞色素 P450 2c39(Cyp 2c39)

细胞色素 B5 黄素单加氧酶 细胞色素 P450 2E1

(Cyp 2E1) 对氧磷酶等[77]的下调表达可能有助于保护

残肝免受氧化作用的毒害. 总之 肝再生是个复杂的过

程 涉及到许许多多基因和蛋白质及他们的协同作用

应该进一步的深入研究.

致谢: 感谢上海博星生物基因芯片有限责任公司的帮助.
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Abstract
AIM: To investigate frequency and clinical significance of
P21ras expression and K-ras mutations in pancreatic dis-
eases and to identify their diagnostic values in pancreatic
carcinoma.

METHODS: A total of 117 ductal lesions were identified in
the available sections from pancreatic resection specimens
of patients with pancreatic diseases, comprising 24 pan-
creatic ductal adenocarcinoma, 19 peritumoral ductal atypical
hyperplasia, 58 peritumoral ductal hyperplasia and 19 normal
duct at the tumor free resection margin. 24 ductal lesions
were gotten from 24 chronic panctratitis. The expression
of P21ras was examined by immunohistochemical method.
DNA was extracted. Codon 12 K-ras mutations were ex-
amined using the two-step polymerase chain reaction
(PCR) combined with restriction enzyme digestion, followed
by nonradioisotopic single-strand conformation polymorphism
(SSCP) analysis by means of automated DNA sequencing.

RESULTS: The expression level of P21ras in pancreatic car-
cinoma and chronic pancreatitis was higher than that of
normal pancreatic tissue, but the expression of P21ras in
ductal hyperplasia neighboring pancreatic carcinoma was
similar to that in ductal hyperplasia of chronic pancretitis.
P21ras showed a gradual stepwise increase in the frequency

of expression ranged from normal pancreatic duct (0%),
to hyperplasia duct (36.6%) and to atypical hyperplasia
duct (78.9%). The expression level of P21ras of atypical
hyperplasia duct was higher than that of hyperplasia duct
(P <0.01). K-ras mutation rate of the pancreatic carcinoma
was 79% which was significantly higher than that in the
chronic pancreatitis (33%) (P <0.01). It was also found that
K-ras mutation rate was gradually increased from normal
duct at the tumor free resection margin, peritumoral ductal
hyperplasia, peritumoral ductal atypical hyperplasia to pan-
creatic ductal adenocarcinoma. The mutation pattern of
K-ras 12 codon of chronic pancreatitis was GGT GAT,
GGT and CGT, which was identical to that in pancreatic
carcinoma.

CONCLUSION: Overexpression of P21ras and K-ras mutation
may play roles in the malignant transformation of pancreatic
ductal cell. K-ras mutation only is not specific enough to
diagnose pancreatic carcinoma.

Ren YX, Xu GM, Li ZS, Liu F. Aberrant expression and mutations of K-
ras gene in pancreatic adenocarcinoma and chronic pancreatitis. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):664-668

摘要

目的: 探讨Ras蛋白过度表达与胰腺癌和慢性胰腺炎临床病

理的关系 以及K-ras突变在慢性胰腺炎中的临床意义和

在胰腺癌诊断中的价值.

方法: 应用EnVision显色系统免疫组化方法分别检测胰腺

癌组织(24例) 癌旁组织(77例) 手术切缘正常组织(16例)

和慢性胰腺炎(24例)石蜡包埋组织中P21ras的表达情况. 应

用聚合酶链反应-单链构象多态性分析(PCR-SSCP)方法分

别检测胰腺癌 癌旁组织 手术切缘正常组织 慢性胰腺

炎石蜡包埋组织的K-ras突变并进行DNA测序确认.

结果: P21ras在胰腺导管腺癌组织中的表达阳性率为58.3%

(14/24) 与慢性胰腺炎胰腺导管增生组织的 P21ras表达阳

性率 45.8%(11/24)相比 二者差异无显著性(P >0.05);

P21ras在良 恶性胰腺疾病增生性病变中的表达阳性率为

36.6%(30/82) 与其在正常胰腺组织中的表达阳性率(0%)

相比 有显著性差异(P<0.05); P21ras蛋白在正常胰腺组

织 导管增生性病变 导管不典型增生中的表达阳性率分

别为0% 36.6%和78.9% 呈渐进过程 而且增生性导管

病变与不典型增生相比 P21ras表达阳性率的差异具有显著

性(P <0.05). 胰腺癌K-ras12密码子突变率(79%)显著高于

慢性胰腺炎(33.3%)(P <0.01) 且在切缘正常组织 癌周导



管增生 癌周不典型增生 胰腺癌过程中 突变率有逐渐

上升的趋势. 突变方式以12密码子GGT GAT GTT

CGT为主且同1例患者突变方式一致.

结论: P21ras过度表达和K-ras基因突变在胰腺癌发生中起

到作用 但K-ras基因突变作为胰腺癌诊断的分子标志缺乏

特异性.
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0   引言

胰腺癌为一高度恶性肿瘤[1-6] 临床确诊者大多属晚期

癌[7-14] 提高早期发现率 能获得手术切除而提高其

生存率. K-ras基因与胰腺癌高度相关 其第一外显子12

密码子的点突变在胰腺导管腺癌组织中高达70-100%

且是胰腺肿瘤发生的早期事件. K-ras 基因突变可导致

基因扩增 mRNA稳定性增加 而使蛋白表达增高 产

生持续性刺激信号 使细胞持续生长 但K-ras突变发

生的最早阶段尚不清楚. 而K-ras 突变亦可见于良性胰

腺疾病及正常胰腺 对他可作为胰腺癌早期诊断的分

子标志提出了疑问. 我们探讨Ras蛋白过度表达与胰腺

癌和慢性胰腺炎临床病理的关系 以及K-ras 突变在

慢性胰腺炎中的临床意义和在胰腺癌诊断中的价值.

1   材料和方法

1.1 材料  长海医院1996-01/2001-02病理证实良恶性

胰腺疾病术后石蜡包埋组织标本: 胰腺导管腺癌组织24

例 癌旁胰腺导管增生组织58例 癌旁胰腺导管不典

型增生组织19例和手术切缘正常胰腺组织16例; 慢性

胰腺炎 24 例 选择胰腺导管增生组织蜡块 慢性胰

腺炎患者经1-5 a随访全部健在且无1例发展为胰腺癌.

7例正常胰腺组织为非胰腺疾病患者尸检标本. 胰腺癌

细胞株Patu-8988由德国Marbury市Philips大学分子生

物学和分子病理学研究所Elsasser博士惠赠. K-ras P21

单抗(鼠抗人)购自Novocastra  Laboratories公司.

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色  采用EnVision显色系统(Dako

公司) 染色步骤按说明书方法进行. 以胞质着棕褐色为阳

性细胞. 随机观察10个高倍视野 计数至少300个胰腺癌

细胞或胰导管细胞 按阳性细胞数小于5%(-) 5-10%(+)

10-40%(++) 大于40%(+++). 阴性对照: 以PBS代替一抗;

阳性对照: 已知阳性的人胰腺癌石蜡组织切片.

1.2.2 K-ras突变检测  每份标本一部分切成5 µm薄片
HE染色光镜下组织鉴定 另取10 µm薄片3-5片(表
面积约1.0 cm2)放入 1.5 mL消毒塑料离心管中 经二

甲苯脱蜡乙醇漂洗 离心后干燥沉淀物. 采用柱离心式

小量组织基因组DNA抽提试剂盒(上海华舜生物工程公

司) 按说明书操作. 经纯度鉴定后-20  保存备用. 半

巢式聚合酶链反应(PCR)  引物由上海生工生物工程公司

合成 其序列为R1=5 ACT GAA TAT AAA CTT GTG

GTA GTT GGA CCT 3 ; R2=5 TCA AAG AAT GGT CCT

GGA CC 3 ; R3=5 TAA TAT GTC GAC TAA AAC AAG

ATT TAC CTC 3 . 配对方式为R1-R2 R1-R3. 半巢

式PCR需经两次PCR一次酶切. DNA扩增仪为Perkin-

Elmer 9600型 PCR试剂盒购于Promega公司的PCR

Core系统. PCR反应总体积50 µL 含 4种dNTP  浓度
各 0.2 mmol/L MgCl2 1.5 mmol/L PCR buffer 1

(MgCl2-Free) 引物浓度1 µmol/L 25 ku/ L Taq酶. 每
次PCR均设置阴阳性对照各1例 阳性对照所用模板

及引物系Promega公司配给. R1和R2为引物 PCR参

数为95 5 min预变性 加入Taq酶 94  1 min

52  1 min 72  1.5 min 循环 25次 最后72 

5 min. 扩增片段为157 bp 酶切条件为酶切反应体系

50 µL中含BstN1(Biolab 公司) 0.25 µL BSA0.5 µL
Buffer25 µL 60 酶切 2 h 煮沸灭活酶. 取酶切产
物2 µL用做第2次PCR模板 R1和R3为引物 PCR
条件同前 惟循环次数为30 次. 扩增片段为135 bp

取产物8 µL作 20 g/L琼脂糖凝胶电泳分析(图2). 单链
构象多态性分析(SSCP) 为寻找基因变异 每一被检样

本均在12%非变性聚丙稀酰胺凝胶下进行电泳 观察

SSCP条带情况. 以正常人外周血白细胞DNA扩增产物

为阴性对照 胰腺癌细胞株Patu-8988DNA扩增产物

为阳性对照 电泳前将PCR 产物煮沸5 min 热变性

立即置冰浴 然后经 4 35 V 电泳 电泳 21 h

至二甲苯青距胶底部约0.5 cm 结束电泳 以银染显示

条带 照相分析. 对每个样本均经2-3次电泳以保证实

验的准确性(图3). DNA测序  所有经PCR-SSCP筛选分

析 显示条带异常的胰腺癌和慢性胰腺炎患者的PCR

产物经胶回收式纯化 克隆入pUCm-T载体中 并进行

插入片段的序列分析. 测序用PE公司测序试剂盒 再

PE公司ABI PRISM 377DNA测序仪上进行.

        统计学处理  应用SPSS统计软件 采用 χ2检验
Fisher精确检验和 t 检验.

2   结果

2.1 P21ras的表达  P21ras 阳性物呈棕褐色颗粒状 定位

于胞质 可见于增生性胰腺导管上皮细胞及导管腺癌

细胞. 阳性细胞呈散在 灶性或弥漫分布(图1)P21ras在

胰腺导管腺癌组织与慢性胰腺炎胰腺导管增生组织中

阳性表达率分别为58.3%和45.8% 二者差异无显著性

(P >0.05); P21ras在良恶性胰腺疾病增生性病变中的表达

阳性率为36.6% 与其在正常胰腺组织中的表达阳性率

(0%)相比 有显著性差异(Fisher精确检验 P <0.05); 胰腺

癌周胰腺导管增生组织的P21ras表达阳性率(32.8%)与慢

性胰腺炎导管增生组织的P21ras表达阳性率(45.8%)相

比 二者差异无显著性(P >0.05); P21ras在正常胰腺组

织 导管增生性病变 导管不典型增生中的表达阳性
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率分别为0% 36.6% 和 78.9% 呈渐进过程.

图1  P21ras免疫组化EnVision染色阳性结果. A: 胰腺导管腺瘤样增生
(3.3 20 3.5); B: 胰腺导管鳞状化生(3.3 40 3.5); C: 胰腺癌
(3.3 10 3.5).

表1  不同胰腺病变K-ras12密码子突变率的比较

病理类型              n             野生型  突变型   突变率(%)

胰腺癌 24           5         19         79.2

癌周导管不典型增生 19        15         14         73.6

癌周导管增生 58        38         20         34.5b

切缘正常组织 16        16            0             0b

慢性胰腺炎 24        16            8         33.3b

正常胰腺组织  7          7            0             0b

bP <0.01 vs 胰腺癌组.

2.2 K-ras12密码子突变  K-ras12密码子由切缘正常组

织 癌周导管增生组织 癌周不典型增生组织 胰腺

癌组织的过程中 突变率有逐渐上升的趋势 且胰腺癌

组突变率明显高于正常胰腺 慢性胰腺炎 切缘正常

组织及癌周导管增生组(P <0.01). (表1)突变方式以12密

码子GGT GAT GTT CGT为主 未见13密码子突

变(表2). 胰腺癌组织K-ras12密码子突变与各临床病理

参数无明显相关性.

表2  不同胰腺病变K-ras12密码子突变方式

            K-ras12密码子突变方式
病理类型

GAT GTT CGT

胰腺癌    8    4    7

癌周导管不典型增生    7    2    3

癌周导管增生  10    3    7

慢性胰腺炎    4    2    2

图2  K-ras 基因PCR扩增产物电泳图.

图3  银染PCR-SSCP检测K-ras点突变结果.  N: 正常人外周白细胞
8 988: 胰腺癌细胞株Patu-8988(已知突变) 1 3 4; K-ras 突变之
慢性胰腺炎; 2 5: 无 K-ras突变之慢性胰腺炎; 6: K-ras突变之胰腺
癌   7: 正常胰腺组织; S1-S4: 单链DNA带(双链已泳出凝胶).

3   讨论

胰腺癌早期诊断困难 手术病死率高达5-10%. 若能早

期确诊并根治性切除 5 a生存率可提高至19-41%[15-18].

众多研究表明K-ras基因突变是胰腺肿瘤发生的早期事

件 可用于早期诊断胰腺癌. 文献报道胰腺癌K-ras 突

变率高达70-100% 且几乎都集中于第一外显子的12

密码子. K-ras12密码子的野生型为GGT 突变型常见

为GAT GTT CGT 此三种类型占所有突变类型

的60-100%. Cerny et al [19]通过亚硝胺诱发叙利亚仓鼠

胰腺癌的模型发现 诱变剂作用下 胰腺导管腺癌发生

之前存在小灶性增生 乳头状增生和原位癌的序列性

导管损伤 其中均可检测到K-ras 基因异常 因而认

为K-ras 突变是胰腺导管腺癌发生的早期事件. 因此

K-ras 突变可能预示着潜在的早期胰腺癌 具有早期
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诊断价值. 而Rivera et al [20]在42例慢性胰腺炎患者中筛选

出11例存在导管增生的为实验组 4例无导管增生的为

对照组检测K-ras突变 应用显微切割法(microdissection)

在组织切片上精确地切割胰腺导管上皮 经抽提DNA

PCR扩增 探针杂交 DNA直接测序 结果 实验组18%

(2/11)的患者存在K-ras 突变 对照组均为阴性 因

而得出: 慢性胰腺炎有胰腺导管增生且存在K-ras 突变

是慢性胰腺炎向胰腺癌发展的潜在原因. 慢性胰腺炎患

者(1991-1999)774例的回顾性分析表明 K-ras12密码

子平均突变率为13%(0-60%)[21]. 而最近对2 015例慢性

胰腺炎患者的流行病学研究发现 慢性胰腺炎患者发

生胰腺癌的危险性较正常人群显著为高 而且胰腺癌

的发生与慢性胰腺炎病程呈正相关 经10 a 20 a 的

随访 分别有2%和4%的慢性胰腺炎发展为胰腺癌

从而提出 慢性胰腺炎倾向于向胰腺癌发展[22]. 一个正

常细胞转化为恶性表型之前必须经历多种变化 有研

究发现 胰腺癌周组织发生胰腺导管增生显著高于非

恶性对照组 与癌变模型极相似 提出可能由胰腺导管

增生向胰腺癌发展. Lüttges et al [23]发现: K-ras突变阳性

的胰腺导管腺癌 其癌旁组织胰腺导管增生亦存在K-

ras 突变. 因此 目前认为 慢性胰腺炎与胰腺导管腺

癌的相关性本质上是由于慢性胰腺炎中存在胰腺导管增

生 其被认为是胰腺导管腺癌发生中的一个环节 K-ras

突变是此种细胞演进过程中的分子事件. 而基因突变致

基因表达水平的改变是细胞癌变的早期事件 有研究

表明P21ras过量表达可能是细胞增生活跃的指标.

        本结果显示 胰腺癌周组织中胰腺导管增生的P21ras

阳性表达率(32.8%)与慢性胰腺炎中胰腺导管增生的

P21 ras表达阳性率(45.8%)相比 二者差异无显著性

表明良 恶性胰腺疾病导管增生病变中P21ras过量表达

无统计学差异. P21ras在良 恶性胰腺疾病增生性病变

中的表达阳性率为36.6%(30/82) 与其在正常胰腺组

织中的阳性表达率(0%)相比 差异显著(Fisher 精确检

验 P <0.05) 这表明胰腺导管增生性病变与正常胰腺

导管的P21ras过度表达有统计学差异. P21ras在正常胰腺

组织 导管增生性病变 导管不典型增生中的阳性表达

率分别为 0% 36.6% 和 78.9% 呈渐进过程 而且

增生性导管病变与不典型增生相比 P21ras表达阳性率

的差异具有显著性(P <0.05 ) 且不典型增生是导管腺

癌明确的癌前病变 这就表明P21 ras过度表达在胰腺

导管细胞向恶性转变过程中起到作用. P21ras在不典型增

生中的阳性表达率(78.9%)与导管腺癌组织(58.3%)相比

差异无显著性(P >0.05) 但趋势是下降的. P21ras阳性

表达与K-ras12密码子突变在胰腺导管增生性损伤及慢

性胰腺炎导管损伤性病变中密切相关(P <0.05). 因本研

究中 胰腺癌临床分期绝大多数为 期以上 这与以前

的研究结果- 基因表达水平的改变是细胞癌变的早期

事件 是一致的 也就解释了以往研究及本研究中 ras

基因在胰腺癌中高突变率(79.2%)与本实验中的P21ras在

胰腺癌组织中较低表达阳性率(58.3%)之间的较大差异.

P21ras在胰腺癌各种组织学类型和各临床分期中过量表

达的差异无显著性 表明P21 ras过量表达并不能作为

判断胰腺癌恶性程度和临床进展的参数.

        本研究中胰腺癌K-ras 基因突变率(79%)显著高于

慢性胰腺炎(33.3%) 表明以K-ras 基因为分子标志诊

断胰腺癌敏感性较高 但缺乏特异性. 进一步发现 切

缘正常组织 癌周导管增生组织 癌周不典型增生组

织 胰腺癌组织的过程中 K-ras突变率有逐渐升高的

趋势 且发现无K-ras 突变的胰腺癌 其癌旁和手术

切缘各种组织均无K-ras突变. 对突变者的PCR产物测

序发现 胰腺癌与慢性胰腺炎K-ras12 密码子突变方

式均表现为GGT GAT GTT CGT 且同 1 例患

者突变方式一致. 此虽与苍鼠胰腺癌模型中结果相似

表明K-ras 突变与胰腺导管增生性损伤密切相关 在

胰腺癌发生中起到作用 但尚需长期随访慢性胰腺炎

患者以明确K-ras 突变是否提示潜在肿瘤的发生 是

否可作为胰腺癌的高危因素. 且因胰腺癌的发生发展与

其他肿瘤一样 是一个多种癌基因和/或抑癌基因的作

用失衡而产生的细胞演进过程 也需探讨 p 1 6

DPC4 和 BRCA2 等其他基因突变和信号通路在胰腺

癌发生中的作用 确定另外的分子靶 与敏感性较高的

K-ras 突变联合检测 方能提高诊断价值[24-31].
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Abstract
AIM: To study the expression of MGMT, hMLH1 and hMSH2

and their clinicopathological significances in the tissues of
chronic pancreatitis and pancreatic adenocarcinoma.

METHODS: The expressive levels of MGMT, hMLH1 and
hMSH2 were assayed by immunohistochemical method of
avidin-biotin complex on the formalin-fixed and routinely
paraffin-embedded sections of surgical resected specimen
with chronic pancreatitis (n =10) and pancreatic carcinoma
(n =51).

RESULTS: The positive rates and the scores of MGMT, hMLH1

and hMSH2 were significantly higher in chroinic pancreatitis
than those of pancreatic carcinoma (MGMT: 100.0% vs
39.2%,3.8±0.8 vs 1.8±1.4; hMLH1:100.0% vs 45.1%,
3.8±1.0 vs 1.7±1.6; hMSH2: 90.0% vs 50.9%, 3.5±0.9 vs
1.9±1.7). The positive rates and the scores of MGMT, hMLH1

and hMSH2 were significantly higher in well-differentiated
adenocarcinomas than those of poorly differentiated ad-
enocarcinomas (P <0.05 or P <0.01). The positive rates
and the scores of MGMT, hMLH1 and hMSH2 were higher in
metastasis-free cases than those of ones with metastasis,
but no statistic difference was found (P >0.05). There was
also no difference among the expression of three proteins
and the other clinicopathological characteristics of pancreatic
carcinoma.

CONCLUSION: The expression of MGMT, hMLH1 or hMSH2

might be related to the carcinogenesis and progression,
and they might have inhibiting effect on the carcinogen-
esis and progression of pancreatic carcinoma.

Yang ZL, Deng XH, Li YG, Zhong DW, Miao XY. Expression of MGMT,
hMLH1 and hMSH2 and its clinopathological significance in pancreatic
carcinoma tissues. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):669-672

摘要

目的: 研究MGMT hMLH1 和 hMSH2 在慢性胰腺炎和胰

腺癌组织中表达特征及其临床病理意义.

方法: 胰腺癌(n =51)和慢性胰腺炎(n =10)手术切除标本经

40 g/L中性甲醛固定后常规制作石蜡包埋切片 MGMT

hMLH1 和hMSH2表达均采用常规ABC免疫组化法.

结果: 胰腺癌MGMT hMLH1 和hMSH2表达阳性率(39.2%

45.1%和50.9%)及其评分(1.8 1.4 1.7 1.6和1.9 1.7)

明显低于慢性胰腺炎阳性率(100.0% 100.0%和90.0%)及其

评分(3.8 0.8 3.8 1.0和3.5 0.9) 均有显著或高度显

著性差异(P <0.05或P <0.01); 转移病例三者表达阳性率及其评

分较明显低于未转移病例 但均无显著性差异(P <0.05); 三者

表达与胰腺癌其他临床病理特征无明显关系.

结论: MGMT hMLH1 或 hMSH2表达与胰腺癌发生及进

展密切相关 均具有抑制胰腺癌发生及进展的作用.

杨竹林, 邓星辉, 李永国, 钟德 , 苗雄鹰. 胰腺癌组织MGMT hMLH1和

hMSH2的表达意义. 世界华人消化杂志  2004;12(3):669-672

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/669.asp

0   引言

烷化剂是环境中普通存在的致DNA损伤的一类物质

O6-甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶(O6-methylguanine-

DNA methyltransferase MGMT)是机体修复烷基化合物

的关键酶 对抗烷化剂造成的DNA 损伤 在肿瘤发

生及化疗中有十分重要意义[1-11]. 错配修复是细胞复制后

一种修复机制 起着维持DNA复制保真度和控制基因

突变的作用 目前至少发现6个参与错配修复功能的

基因 其中最主要的有hMLH1和 hMSH2 该系统中

任一基因突变都会导致细胞错配修复功能缺陷 表现

为复制错误或微卫星不稳定 因而与肿瘤发生密切相

关[4-8, 12-23]. 我们应用免疫组化方法研究胰腺癌和慢性胰

腺炎组织中MGMT hMLH1 和hMSH2表达特征及其临

床病理意义.

1   材料和方法

1.1 材料  我院及湘雅医院胰腺癌手术切除标本51例
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男38 例 女 13 例 年龄 21-73(51 17 岁); 均为胰

腺导管上皮癌 包括高分化腺癌 20 例 中分化腺癌

12例和低分化腺癌19例; 临床和(或)病理证实发生胰腺

外转移(包括区域淋巴结 网膜 邻近组织器官等) 35

例(68.6%). 另慢性胰腺炎手术切除标本10例 男7例

女3例 年龄35-55(44 10 岁). 标本经固定后常规制

作石蜡包埋切片 切片厚4 µm. HE染色复述病理组织学
特征 其他切片行免疫组化染色. 兔抗人MGMT hMLH1
和hMSH2多克隆抗体 生物素标记羊抗兔 lGg ABC

试剂及DAB-Hcl显色试剂盒均购自武汉博士德公司.

1.2 方法  MGMT hMLH1 和 hMSH2表达均为常规 ABC

免疫组化法 胞质内出现明显棕黄色颗粒者为阳性细

胞. 参照三者评分标准[6, 8, 11, 23, 25]将细胞染色强度评分

(无 0 分; 弱 1 分; 中度 2 分; 强度 3 分)和阳性

细胞率评分(小于 5% 0 分; 5-10% 1 分;10-20%

2分; 20-50% 3分; 大于 50% 4分)之和为该病例评

分值 将评分值小于或等于2分定为阴性病例 大于

2分定为阳性病例. 以博士德公司提供的阳性切片作为

染色的阳性对照 以0.01 mol/L PBS液(pH7.4)替代-抗

作为每次染色的阴性或替代对照.

       统计学处理  采用 SPSSS10.0 统计软件包进行 t检

验 χ2检验或Fischer 精确概率法 检验水准 α=0.05.

2   结果

MGMT hMLH1 和 hMSH2免疫反应阳性物质主要定位

于胞质 部分病例偶见胞核着色(图 1-3). 三者在癌组

织中分布呈较明显异质性 同一切片不同视野阳性细

胞率及着色程度可有较明显不同. 胰腺癌51例MGMT

hMLH1 和hMSH2阳性病例分别为20(39.2%) 23(45.1%)

和 26(50.9%)例 其评分值分别1.8 1.4 1.7 1.6

和 1.9 1.7;慢性胰腺炎10例仅hMSH2 1 例阴性表达

其评分值分别为3.8 0.8 3.8 1.0 和 3.5 0.9

胰腺癌三者表达阳性率及其评分均明显低于慢性胰腺

炎 (P <0.05或 P <0.01). 高分化腺癌三者表达阳性率及

其评分明显高于低分化腺癌(P <0.05或P <0.01); 未转移

胰腺癌病例三者表达阳性率及其评分较明显高于转移

病例 但均无统计学差异(P >0.05 表 1). 胰腺癌其他

临床病理特征与三者表达均无明显关系(P >0.05).

图1  胰中分化腺癌, MGMT阳性, 评分6分, ABC 200.

表1  胰腺癌分化程度和是否转移与MGMT hMLH1和hMSH2表达的关系

 MGMT hMLH1 hMSH2
病理特征  n

          阳性(%)    评分          阳性(%)    评分           阳性(%)  评分

高分化 20 65.0 2.4 1.5 80.0 2.6 1.2 75.0           2.6 1.4

中分化 12 25.0b 1.6 1.2a 25.0a 1.3 1.7a 58.3a           2.4 1.8

低分化 19 21.0b 1.2 1.3b 21.0b 0.9 1.4a 21.0b           1.0 1.4a

无转移 16 50.0 2.3 1.1 62.5 2.2 1.6 62.5           2.3 1.8

有转移 35 34.3 1.5 1.5 37.1 1.4 1.5 45.7           1.8 1.6

aP <0.05, bP <0.01 vs高分化或无转移.

图2  胰低分化腺癌, hMLH1阳性, 评分5分, ABC 200. 图 3  胰中分化腺癌, hMSH2阳性, 评分6分, ABC 200.
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3   讨论

人MGMT基因定位于10q26 编码由207个氨基酸组成

的蛋白质 活性位点在145位半胱氨酸残基. 生理条件

下MGMT是一种含磷蛋白 磷酸化可抑制其活性 蛋

白激酶C 酪氨酸激酶 等可使其磷酸化 影响其功能

但该酶磷酸化后可抵抗蛋白酶对他的消化而得以保存

活性 碱性磷酸酶可使其去磷酸化而恢复活性[5-11, 25].

MGMT在正常及大多数肿瘤组织中均有表达(称为Mer+

表型) 约 5% 肿瘤组织和 20% 肿瘤细胞株检测不到

MGMT活性(称为Mer-表型)[1-2]. MGMT表达与许多肿瘤

的发生及肿瘤耐药性密切相关 如食管癌 乳腺癌 胃

癌 肝癌等[4-11]. MGMT表达具有组织及细胞类型特异

性 Mer-细胞内MGMT 基因本身极少发生突变 缺

失 重排等改变 其mRNA水平和蛋白水平是一致的.

但关于其在转录水平的精确调控机制尚不清楚 可能

与启动子区域CpG岛甲基化有关[1-3]. MGMT基因调节失

活增加了靶细胞对烷化剂损伤的易感性 在早期肿瘤

发生中起重要作用[1, 3, 11]. 烷化剂与胸腺嘧啶错配 发生

G C A T 突变 可导致癌基因激活和抑癌基因

失活 进一步发展为肿瘤[4-11]. 我们发现胰腺癌MGMT

表达阳性率及其评分明显地低于慢性胰腺炎 高分化

腺癌MGMT表达阳性率及其评分也明显地高于低分化

腺癌 与国外文献[4-11]报道较一致. 说明MGMT在抑

制胰腺癌发生和进展方面可能起重要作用 其机制除

与MGMT本身生物学作用有关外仍需进一步研究.

        hMLH1基因位于染色体3p21 与酿酒酵母MLH1高

度同源. 已证实约30%HNPCC(遗传性非息肉性大肠癌)

病因与hMLH1突变有关[13]. 研究发现HCT116细胞(结肠

肿瘤细胞)中有hMLH1缺陷 表现为错配修复功能缺陷

和微卫星序列不稳定 且对MNNG耐受. 微细胞融合技

术将3号染色体上野生型hMLH1基因导入HCT116细胞

中 该细胞株恢复了错配. hMLH1高度甲基化是引转微

卫星不稳定的重要原因 在散发性大肠癌 子宫内膜癌

和胃癌等肿瘤中均有发现[5, 7, 13-24]. hMSH2是第一个被分

离的人类错配修复基因 位于染色体2p22-22或2p16上.

研究发现约60% HNPCC与 hMSH2突变有关 突变无

明显热点 但相当多突变为缺失性突变和移码突变形

成新的终止密码 产生载短蛋白[13]. 在其他家族性结肠

癌综合征中也发现有hMSH2突变(如Muir-Totte 综合

征) 在散发性结肠癌 子宫内膜癌 胃癌 肝癌 胆

管癌 膀胱癌 黑色素瘤等恶性肿瘤中发现错配修复蛋

白功能的缺陷 证实有hMSH2突变[5, 7, 13-24]. 现已证实

hMSH2以复合蛋白质的形式与错配因子进行结合 这

种错配结合因子是由两种不同蛋白质组成的二聚体

能特异性地识别并结合错配的DNA序列[5, 7]. 故DNA错

配修复系统缺陷在许多肿瘤的发生及进展过程中起重要

作用 对大肠癌发生发展的影响作用研究尤为深入[5,7].

我们发现胰腺癌hMLH1 hMSH2表达阳性率及其评分

明显低于慢性胰腺炎 高分化腺癌二者表达阳性率及

其评分也明显高于低分化腺癌. 说明hMLH1和hMSH2表

达水平与胰腺癌发生和分化程度有关 二者表达可抑制

胰腺癌发生和进展. 目前 胰腺癌发病在增加[26-27] 早

期诊断困难[28-33] 临床治疗仍不满意[34-38] 受到关注.

        我们发现未转移癌MGMT hMLH1和hMSH2表达

阳性率及其评分较明显高于转移癌 但均无显著性差

异 可能与病例数少有关 如要确证三者表达与抑制胰

腺癌转移发生有关仍需积累研究病例和进行更深入研

究. 研究发现MGMT hMLH1和hMSH2表达与一些恶

性肿瘤预后有关 绝大多数文献显示MGMT1和hMSH2
低表达的恶性肿瘤预后明显差于高表达者 而hMLH1
低表达者预后较高表达者好[5, 7, 9, 12, 19, 22-23].
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Abstract
AIM: To investigate the liver pathology and the expression
of scavenger receptor B1(SR-B1) in C57BL/6J mice with
high fat and sugar diet, and the relationship between them.

METHODS: Ten normal diet, female C57BL/6J mice, fifteen
high fat and sugar diet female C57BL/6J mice, five fed 8
weeks and ten fed 16 weeks, were measured serum total
cholesterol (TC), triglycerides (TG), high density lipoprotein
cholesterol (HDL-C), fasting blood glucose (FBG) insulin
(INS) and liver weight, content of lipid and the expression
of SR-B1 in serum and livers.

RESULTS: In the 16-week-old mouse with high fat and sugar
diet, serum TC, and FBG were significantly higher than
those of normal diet mouse (2.31±0.16 mmol/L, 6.9±1.8
mmol/L, and 2.04±0.15, 5.1±1.9 mmol/L, P <0.05. INS
was also higher, but it was not statistically significant (12.5±
4.2 kU/L, 10.8±4.0 kU/L, P >0.05); serum HDL-C was lower
than normal (fed high fat and sugar diet for 16 wk, 0.92±
0.14 mmol/L; fed for 8 wk, 0.67±0.23 mmol/L; normal
mice, 0.97±0.08 mmol/L). High fat and sugar diet mouse
had fatty liver, and the mouse was fed for 16 weeks was
more severe than that fed for 8 weeks. The content of TG
and TC in the liver of high fat and sugar mouse was higher
than that of normal diet mouse, and the mouse fed for 16
weeks was more than 2 times of that in normal mouse.
The expression of SR-B1 protein in the liver of high fat and
sugar diet mouse was the higher than that of normal
mouse, and the mouse fed for 16 weeks was higher than
that fed for 8 weeks.

CONCLUSION: High fat and sugar diet leads to fatty liver

in the mice. The expression of SR-B1 in the liver is higher
than that of normal control significantly, which may be
related to the development of fatty liver.

Li L, Zhang J, Liu C, Zhou YJ, Peng Y, Meng X. High fat and sugar diet
induces fatty liver and expression of scavenger receptorB1 in C57BL/6J
mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):673-675

摘要

目的: 探讨进高脂高糖食尿病小鼠肝脏改变 肝脏SR-B1

表达及二者的关系.

方法: 正常C57BL/6J小鼠10只 进高脂高糖食8及16 wk

C57BL/6J小鼠 分别5只及10只. 测定血脂 血清胰岛

素(INS)及空腹血糖 肝脏质量 肝脏脂质含量及SR-B1

蛋白表达.

结果: 高脂高糖食16 wk的小鼠血清总胆固醇(TC) 空腹

血糖(FBG)明显高于正常小鼠(分别为2.31 0.16 mmol/L

6.9 1.8 mmol/L ; 及 2.04 0.15 5.1 1.9 mmol/L

P <0.05 胰岛素高于正常小鼠 但是无显著性(分别为

12.5 4.2 kU/L 10.8 4.0 kU/L P >0.05). 高脂高糖

食的小鼠血清高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)低于正常(高脂

高糖食喂养16 wk小鼠为0.92 0.14 mmol/L 喂养8 wk

为 0.67 0.23 mmol/L 正常小鼠为0.97 0.08 mmol/L).

高脂高糖食小鼠肝脏有明显脂肪变性 16 wk重于8 wk的

小鼠. 进高脂高糖食小鼠肝脏的TC和TG含量显著高于正

常动物 16 wk的小鼠达到正常小鼠的2倍以上. 高脂高

糖食小鼠肝脏SB-B1表达高于正常动物 16 wk强于8 wk

的小鼠.

结论: 高脂高糖食可使C57BL/6J小鼠出现脂肪肝 SR-B1

蛋白表达增高 SR-B1可能参与脂肪肝形成.

李莉, 张锦, 刘聪, 周一军, 彭阳, 孟馨. 高脂高糖食致小鼠脂肪肝SR-B1表

达. 世界华人消化杂志  2004;12(3):673-675

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/673.asp

0   引言

脂肪肝是常见的肝脏疾病[1-6] 单纯的脂肪肝可转化为

肝纤维化 肝硬化 甚至肝功能衰竭[7-14] 因而越来

越受到重视. 高热量摄入是肥胖和脂肪肝的常见原因. 清

道夫受体B1(SR-B1)是近年发现的高密度脂蛋白(HDL)

受体 在肝脏表达丰富 参与脂质代谢. 我们观察进

高脂高糖食小鼠肝脏变化及 SR-B1 表达 探讨肝脏

SR-B1表达与进高脂高糖食尿病小鼠肝脏改变的关系.
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1   材料和方法

1.1 材料  C57BL/6J 小鼠 6-8周龄 SPF级 购于

北京维通利华实验动物技术有限公司. 正常对照组10只

喂以正常鼠食含40 g/kg 脂肪 240 g/kg蛋白 45 g/kg

粗纤维)16 wk; 进高糖高脂食组15只 喂以高糖高脂

食含 355 g/kg 脂肪(占总热量的 58% 主要是猪油)

366 g/kg碳水化合物(主要是蔗糖) 其中5只喂以正常

食8 wk 之后喂以高糖高脂食8 wk 为A亚组; 10只

喂以高脂高糖食16 wk 为 B 亚组.

1.2 方法  禁食12 h 后 腹腔注射100 ml/L水合氯醛

4 ml/kg 麻醉之后眶窦取血 分离血清 采用日本日

立7600-020全自动生化分析仪 选择性遮蔽法测定血

清总胆固醇(TC) 三酰甘油(TG) 高密度脂蛋白胆固

醇(HDL-C); 酶法测定空腹血糖(FBG); 放免法测定血清

胰岛素(INS)(试剂购于北京原子能研究所). 将动物肝脏

洗尽血迹 测定肝质量. 取少量剪成小块 置110 

烘至恒质量 精确称取干燥后的肝脏. 磨成细粉 加

氯仿 甲醇(2 1 V /V ) 抽提定容 再按上述测

定血清脂质的方法测脂质含量. 取肝脏一部分40 g/L甲

醛固定后 做石蜡切片 HE 染色. 取 -70 保存的

各组动物肝组织100 mg 提取细胞膜蛋白 LOWRY

法蛋白定量 经SDS-聚丙酰胺凝胶电泳 转印于NC

膜 先后加入一抗及二抗Western blotting 方法 一抗

采用兔抗小鼠的SR-B1多克隆抗体(购自美国Novus生

物工程公司)二抗采用小鼠抗兔抗体(购自北京中山生物

工程公司) 显色至条带呈现 采用 GIS-700D数码凝

胶图像处理系统扫描测定肝脏SR-B1的表达.

        统计学处理  所有数据以mean±SD 表示 采用 t 检验.

2   结果

2.1 血清TC HDL TG INS 及 FBG水平  高脂高

糖食小鼠血清TC高于正常小鼠 B亚组高于A亚组

B亚组与正常小鼠间有显著差异(P <0.01); 血清HDL-C

及TG低于正常小鼠 A亚组与正常动物间有显著差异

(P <0.05 P <0.01) 表 1; 血清FBG及 INS高于正常

小鼠 B亚组高于A亚组 B亚组的FBG与正常小鼠

间有显著差异(P <0.05).

表1  高脂高糖食小鼠血清TC, HDL, TG, INS及FBG水平(mean±SD)

          TC             HDL-C       TG          FBG              INS
    (mmol/L)      (mmol/L) (mmol/L)     (mmol/L)        (kU/L)

正常食组  2.04 0.15   0.97 0.08  0.57 0.07  5.1 1.9   10.8 4.0

高脂高糖食 A组   2.23 0.52   0.67 0.23a 0.45 0.06b 5.4 1.7   11.8 2.7

      B 组   2.31 0.16b  0.92 0.14  0.50 0.16   6.9 1.8a  12.5 4.2

aP <0.05, bP <0.01, vs  正常组.

2.2 肝脏病理改变  高脂高糖食小鼠肝脏有明显脂肪变

性 B组重于A组. A动物肝细胞排列紊乱 肝细胞体

积增大 核大 内可见空泡 胞质内见大小及数量不等

的脂肪空泡; B组动物肝细胞排列紊乱 肝细胞增大

核大小不等 胞质内有大的脂肪空泡(图 1).

图1  高脂高糖食小鼠肝脏弥漫性脂肪变性HE 200. A: 8 wk中度;
B:16 wk 重度.

2.3 肝脏脂质含量  高脂高糖食小鼠肝脏的TC和TG含

量显著高于正常动物 B组高于A组. (表 2)

表2  高脂高糖食小鼠肝脏干质量中脂质含量(mean±SD)

         n   肝质量(g)   TC(mmol/g) TG (mmol/g)

正常食组       10 0.96 0.04 0.028 0.011    0.063 0.023

高脂高糖食A组        5 0.95 0.07 0.037 0.008    0.148 0.072a

      B组      10 1.02 0.11 0.058 0.025b      0.157 0.017b

aP <0.05, bP <0.01, vs正常组.

2.4 肝脏SB-B1表达  进高脂高糖食小鼠肝脏SB-B1表达

密度( 105)高于正常动物(vs 3.36 0.28 P <0.05) 并且

B组高于A组(4.36 0.32 vs 3.97 0.31 P <0.05)(图2).

图2  进高脂高糖食小鼠肝脏SR-B1蛋白表达. 1, 2, 3: 正常食, 高脂高
糖食8及16 wk.

3   讨论

C57BL/6J小鼠进高脂高糖食后将出现肥胖 血清胰岛

A

B

1                     2                    3
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素水平升高及血糖高[15]. 高脂饮食和肥胖又是脂肪肝的

诱发因素[16-19]. 高脂及高糖饮食可使肝脏合成TG增多

分解减慢 导致高TG血症[20-21]. 高胰岛素血症时 丙

二酰辅酶A生成增多 导致肉碱酰转移酶变构 从而抑

制了肉碱酰转移酶的活性 使 β氧化作用下降 肝细
胞内游离脂肪酸酯转化为TG; 血糖轻度升高时 NADPH

供应充分 乙酰辅酶A转变成胆固醇增多; 脂质沉积于

肝细胞内导致脂肪肝 因此2型糖尿病是非酒精性脂肪

肝的常见病因. 本研究中进高脂高糖食小鼠血清TC显

著高于正常小鼠 TG低于正常小鼠 与国外学者研究

结果一致[15]. 与国外学者结果比较 血脂的变化不大可

能由于两组小鼠后期进食量较少 并且本实验中血清

脂质水平均为空腹水平. 进高脂高糖食的小鼠肝脏重量

高于正常小鼠 进食16 wk的小鼠肝脏中TC和TG的含

量显著高于正常鼠 均大于正常小鼠的2倍; 病理检查

亦显示实验组肝脏出现明显的脂肪肝表现. 并且随进高

脂高糖食时间的延长血糖和INS有升高的趋势 肝脏的

脂质含量随之增加 病理改变也逐渐加重 说明糖代谢

的改变与脂肪肝的改变是同时出现的. 实验中肝脏的脂

质含量的改变比血清中TC和TG变化大 是因为肝脏

的脂质含量主要决定于肝脏的摄取和利用脂质的能力

及肝脏本身合成脂质速度 而循环中脂质水平只是为

肝脏摄取提供原料. 另外由于条件所限 仅测定了空腹

血脂 而未测定餐后血脂 需进一步研究餐后血脂与肝

脏脂质含量的关系. 目前关于肝脏TG含量增高的研究

较多 增高的机制已较清楚 肝脏中胆固醇含量增高还

未受到重视 胆固醇性脂肪肝的形成机制还不清楚.

        HDL是富含胆固醇的一种脂蛋白 具有抗动脉粥

样硬化作用. SR-B1是首先被确认的HDL的受体 广

泛表达于肝脏 产类固醇组织 小肠刷状缘 动脉粥样

硬化病变部位 主要通过参与胆固醇的逆向转运及

HDL代谢 影响动脉粥样硬化的形成. 研究已发现肝

脏过度表达SR-B1 但动脉粥样硬化显著减少;  SR-B1

活性消失后动脉粥样硬化加重. 说明肝脏表达SR-B1影

响从动脉壁到肝脏的胆固醇逆向转运的总速度. Sehayek et

al 发现肝脏SR-B1的表达不仅参与摄取胆固醇 还与

向胆汁中分泌胆固醇有关. 由于其具有摄取和排泄胆固

醇的作用 亦有可能参与胆固醇性脂肪肝的形成. 研究

显示进高脂高糖食8 wk和 16 wk的小鼠肝脏SR-B1约

为正常小鼠的1.2及 1.3倍 支持上述假设. Tu et al 向

肝细胞培养液中加入不同浓度的葡萄糖 发现肝细胞

SR-B1表达增高 提示进高脂高糖食小鼠肝脏SR-B1

表达增加可能由血糖升高所致 也可能与糖尿病患者

脂肪肝的危险性高有关. 另外SR-B1属于清道夫受体

不仅可与HDL结合 还可结合氧化低密度脂蛋白(OX-

LDL)及糖基化终末产物. 研究已发现糖基化终末产物可

使单核巨噬细胞SR-B1表达升高 OX-LDL可使单核

巨噬细胞SR-B1表达降低. 对肝细胞的影响还未见报

道 是否与血清中 INS TC OX-LDL 及糖基化终

末产物水平有关 是否上述因素通过SR-B1影响脂肪

肝的形成 还需进一步研究.

        总之 高脂高糖食可使C57BL/6J小鼠出现脂肪肝

肝脏中TG和TC的含量显著高于正常 SR-B1蛋白表

达增高 SR-B1可能参与脂肪肝形成. 需进一步运用基

因敲除和基因转入等技术证实.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of TGFβ1, TGFR ,
TGFR , Smad3, Smad7 in fibrotic liver induced by the
exposure of carbon tetrachloride (CCl4) in rats.

METHODS: A total of 24 Wistar rats were randomly allo-
cated into two study groups: normal group and model
group-CCl4 rats. The latter group was administered with
CCL4 solution to induce liver fibrosis. All the rats were killed
after 8 weeks. The level of TGFβ1, TGFR and TGFR
mRNA were examined by RT-PCR. The expression of TGF-β1,
Smad3 and Smad7 were detected by immunohistochemical
staining in liver tissue. The serum hyalauronic acid (HA)
and the liver histopathology were also examined by RIA
and HE staining respectively.

RESULTS: In comparison with the normal group, TGFβ1,
TGFR  and TGFR mRNA were significantly increased
in model rats, the expression of TGF-β1 and Smad3 was
increased and the expression of Smad7 was decreased in
livers of the model group (TGF-β1, Smad3 and Smad7 in
normal and model group were 0.61±0.33 vs 1.57±0.53,
0.248±0.042 vs 0.785±0.904, 4.674±1.143 vs 0.470±0.097
respectively, P <0.05). The content of serum HA was in-
creased in model rats (HA in normal and model group was
(78.4±19.2 µg/L) vs  (263.2±107.0) µg/L, P <0.01). The
histological changes of fibrosis was also remarkable.

CONCLUSION: TGFβ1/TGF receptors /Smad signaling involve
the formation and development of liver fibrosis. The TGFβ1 /

Smad signal pathway plays key roles in liver fibrogensis. It
may be a new pathway for the treatment of liver fibrosis.

Song SL, Gong ZJ, Zhang QR. Expression of TGFβ1 and its receptors,
Smad3 andSmad7 in rats with experimental liver fibrosis. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(3):676-679

摘要

目的:  研究四氯化碳(CCl4)诱导肝纤维化大鼠肝脏转化生长

因子 β1 (TGFβ1) 及其 型受体(TGFR) Smad3

Smad7的定位及表达.

方法: 将24只大鼠随机分为正常对照组与模型组 模型组

大鼠予以40 四氯化碳皮下注射8 wk后处死. RT-PCR检

测肝组织TGFβ1 TGFR 与TGFR ; 免疫组化技术检
测TGFβ1 Smad3 Smad7 在肝脏的表达及细胞内的定
位; 放射免疫方法检测透明质酸 肝组织病理检查.

结果: 与正常组大鼠比较 RT-PCR显示模型组大鼠肝内

TGFβ1 TGFR 与TGFR  mRNA表达明显增高; 免疫
组化结果显示TGFβ1与Smad3 表达增加 而Smad7的表
达降低 TGFβ1与Smad3的免疫阳性反应信号主要位于纤
维间隔中的细胞质 Smad7主要在肝细胞质表达(正常组与

模型组大鼠TGFβ1 Smad Smad7平均光度分别0.61
0.33 与 1.57 0.53 0.248 0.042 与 0.785 0.904

4.674 1.143与 0.470 0.097 P <0.05); 模型组大鼠血

清透明质酸水平明显增高(正常组大鼠78.4 19.2 µg/L
模型组 263.2 107.0 µg/L P <0.01) 肝组织HE染色
支持肝纤维化改变.

结论: 肝内TGFβ1 TGFR  TGFR Smad3表达增
强 Smad7表达减弱 提示TGFβ1及其受体与Smad信号
通道蛋白参与了肝纤维化的发生发展 可作为防治肝纤维

化发生发展的新途径之一.

宋仕玲, 龚作炯, 张全荣. 实验性大鼠肝纤维化TGFβ1 及其受体mRNA 与
Smad3, 7的表达. 世界华人消化杂志  2004;12(3):676-679

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/676.asp

0   引言

转化生长因子β1(transforming growth factor β1 TGF-β1)是
致肝纤维化的最重要的细胞因子[1-5] 具有促进肝脏细胞

外基质(extracellular matrix ECM)合成与沉积作用[6-8].



TGF-β1通过其 型受体(transforming growth factor

β receptor TβR)以及细胞内Smad 信号通道蛋白发挥
作用 以四氯化碳(CCl4)诱导大鼠肝纤维化 并观察

TGF-β1 及其受体和胞内Smad 信号通道蛋白的变化
探讨TGF-β1及其受体与信号通道蛋白Smad之间的相
互关系以及各自在肝纤维化中的可能作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  CCl4分析纯购自武汉亚法生物技术有限公司

以食用色拉油配制成400 mL/L溶液; Catrimox-14TM RNA

提取试剂盒 Random primer Ribonaclease inhibitor

Reverse transcriptase(AMV) Taq DNA多聚酶 Marker

等均为Takara公司产品; Genbank检索引物序列 委托

大连Takara公司合成(表1). 抗TGF-β1mAb购自北京中
山生物技术有限公司; 抗 Smad3 抗 Smad7多克隆抗体

购自美国Santa Cruza公司; 链霉素抗生物素蛋白 过氧

化酶免疫染色试剂盒购自福州迈新生物技术开发公司;

透明质酸(hyaluronic acid HA)试剂盒购自上海海军医

学研究所. 清洁级Wistar 大鼠 24只 由武汉大学人民

医院实验动物中心提供 质量200 20 g 雌雄各半.

CCl4肝纤维化大鼠模型制作参照Wang et al [1]方法略加

改进. 大鼠随机分为2组: A组为正常对照组12只 B

组为肝纤维化模型组12只. A组予以生理盐水3 ml/kg

sc B 组按 3 ml/kg sc 400 mL/L CCl4 2 次 /wk. 所有

大鼠于第8 wk处死 处死前称体重. 摘眼球采血 分离

血清-20 冰箱保存. 断颈椎 剖腹取1 cm 1 cm

1 cm肝左叶组织1块10 中性甲醛固定 其余肝左叶

组织-70 冰箱保存.

1.2 方法  大鼠肝脏TGF-β1 TβR 与TβR  mRNA
的RT-PCR分析   总RNA提取参照试剂盒说明书进行

每样本取1 µg 总RNA作逆转录模板合成cDNA. 循环温度
与时间为: 94  3 min; 94  1 min 54  1 min 72 

1 min 共 30个循环; 72  10 min. 产物经20 g/L琼脂

糖凝胶电泳和溴化乙腚显色 采用HPIAS-2000型图像

分析系统测定平均光度 各指标平均光度与内参照

GAPDH的比值代表其mRNA相对水平. 大鼠肝脏TGF-

β1 Smad3与 Smad7免疫组织化学采用SP法检测 具
体操作参照说明书进行. PBS缓冲液代替一抗作阴性对

照. 阳性组织呈棕色 阴性组织呈蓝色. 在全自动图像分

析系统上 采用HPIAS-2000型图像分析软件进行定量

分析 随机选取每张切片10个视野( 400倍)测定阳性

细胞占面积及平均光度 乘积值越大表明组织中该抗

原含量越多. 放射免疫分析法检测血清HA含量 由专

业人员按说明操作. 常规HE染色光镜下观察肝组织病

理学改变. 肝纤维化病理学分级参照 肝纤维化诊断及

诊疗评估共识  [2].

        统计学处理  用 SPSS统计软件(11.5版)进行统计分

析 计量资料以mean±SD 表示 并进行组间 t 检验.
等级资料采用R C表资料的 χ2检验.

2   结果

TGF-β1 TβR 与TβR mRNA的表达  半定量分析
显示 B组肝脏TGF-β1 TβR 与TβR  mRNA比
A组表达明显增高 二者之间差异有显著性(P <0.05

图 1-4). TGFβ1 Smad3及 Smad7的表达  A组: Smad3
在正常肝细胞内几乎无表达 在汇管区基质及间质细

胞内Smad3可见少量表达 TGFβ1在上述部位以及肝
窦间隙表达较明显. Smad7 在肝细胞内表达十分明显

部分肝细胞核膜也有表达 在汇管区及Disse间隙内少

量表达; B组: 大鼠肝内TGFβ1与Smad3表达明显增强
主要见于纤维化汇管区及纤维间隔里的梭状细胞类间

质细胞中 TGFβ1表达最为明显 在近纤维间隔的肝
血窦也有梭形细胞阳性着色 但在肝细胞内无明显表

达. 本组肝组织内Smad7表达极少 阳性颗粒集中在少

数肝细胞及纤维间隔内的梭状细胞内 阳性细胞着色

淡 纤维间隔中的Smad7表达较正常组增多. 三种物质

阳性表达均位于细胞质与少量胞膜. 各组阴性对照未见

阳性表达 证实免疫组化检测结果具有特异性. 半定量

分析表明 B组肝内TGFβ1及 Smad3含量明显高于A
组 而Smad7在A组肝内含量高于B组 两组间分别

比较差异有显著性(P <0.05 表 2). 纤维化模型组大鼠

血清HA(263.2 107.0 µg/L)明显高于正常对照组(78.4
19.2 µg/L)(P <0.01). A组肝脏肝小叶结构正常 肝细胞
索排列规则有序 未见变性 坏死 肝窦与汇管区成纤

维细胞少; B组正常肝小叶结构紊乱 肝细胞索排列紊

乱 肝细胞肿胀 坏死 可见嗜酸性小体 间质中有炎

性细胞浸润 坏死区及汇管区纤维结缔组织增生形成

细小的条索 纤维宽窄不一 呈星芒状向肝小叶内延伸.

肝纤维化分期: A组(全为 0)与 B组(2 3 4 期分别为

2 7 1例)之间病理学分期差异有非常显著性(P <0.01).

表1  TGF-β1, TGFR , TGFR 和 Smad7引物序列

名称 引物 序列 扩增长度(bp)

TGFβ1          正义序列 5 -CACCATCCATGACATGAACC-3 404

         反义序列 5 -TCATGTTGGACAACTGCTCC-3

TGF receptor I 正义序列 5 -ATGGACTCAGCTGTGGTTGG-3 501

         反义序列 5 -TCAACGGATGGATCAGAAGG-3

TGF receptor II  正义序列  5 -CTACAAGGCCAAGCTGAAGC-3  580

         反义序列 5 -AGCCATGGAGTAGACATCCG-3

GAPDH          正义序列 5 -TCCCTCAACATTGTCAGCAA-3 309

         反义序列 5 -AGCTCCACAACGGATACATT-3

表2  大鼠肝组织TGFβ1, Smad3, Smad7定量分析结果(mean±SD)

组别 TGFβ1含量               Smad3含量              Smad7含量

A组 0.61 0.33      0.248 0.042           4.674 1.143

B 组 1.57 0.53a      0.785 0.904a           0.470 0.097a

aP <0.05 vs 与 A组比较.
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图1  RT-PCR检测各组TGF-β1和GAPDH mRNA 表. 1 3: 分别为
A B组大鼠肝组织TGF-β1 mRNA; 2 4: 分别为A B组大鼠肝
组织GAPDH mRNA.

图2  RT-PCR检测各组TGFR 和GAPDH mRNA 表达水平. 1 3:
分别为A B组大鼠肝组织TGFR  mRNA; 2 4:分别为A B组大鼠
肝组织GAPDH mRNA.

图3  RT-PCR检测各组TGFR  mRNA和GAPDH mRNA 表达水平.
1 3: 分别为A B组大鼠肝组织TGFR  mRNA; 2 4:分别为A B
组大鼠肝组织GAPDH mRNA.

图4  RT-PCR检测各组TGF-β1, TR 和TR  mRNA的表达.

3   讨论

TGF-β在肝内异常表达可导致各种肝病的发生[6] 在

诱导肝星状细胞(hepatic stellate cells HSC)转化为肌成

纤维细胞(myofibroblast MFB)的致肝纤维化过程中作

用更显著[7-9];  TGF-β可抑制肝细胞再生 诱导肝细胞
凋亡[10-11]; TGF-β在转录与翻译水平上促进肝脏胶原
纤维连接蛋白等合成 同时抑制等多种水解酶的合成

与分泌 增加TIMP等蛋白酶抑制剂的表达 具有拮抗

ECM降解 促使肝内结缔组织增多的作用[12]. TGF-β1
是TGF-β超家族中对ECM合成与沉积失调而导致组织
纤维化最重要的调节因子 多种器官纤维化 硬化 动

脉粥样硬化都与之相关[13-16]. TGF-β必须活化并与其效
应细胞上的受体结合才能发挥作用[17] 他首先在细胞

外与TβR 形成复合物 将TGF-β 传递给TβR
或TGF-β直接与TβR 结合 随后活性TβR 的蛋
白激酶使 型受体磷酸化 后者直接使TGF-β的信号
通道蛋白Smad2 3 MH2结构域的SSXS基序磷酸化 与

Smad4形成异源寡聚体复合物 该复合物转移到胞核调

节相应靶基因转录 在细胞水平介导TGF-β的生物学
效应[18-20]. 抑制型Smad6 7是细胞中TβR 型受体丝
氨酸/苏氨酸激酶的拮抗蛋白[3] 能牢固的与TβR 型
受体结合 抑制 Smad2 3 磷酸化 完全阻断TGF-

β的信号转导[21] 抑制活化Smad 复合物在核内移动
减少 型胶原合成 在TGF-β信号转导中构成负反馈
调节环路.

        HSC与成纤维细胞内在自分泌与旁分泌的TGFβ不
断刺激下 HSC活化并转化为MFB 促进胶原合成增

生[22] 两种细胞内TβR 和TβR 表达都明显增高[23].
我们发现 与正常组大鼠相比 肝纤维化大鼠肝内

TGFβ1 及其 型受体mRNA高表达 说明CCl4具

有刺激TGFβ分泌增加 同时也诱导TβR 和TβR
表达的作用 TGFβ通过与不同受体结合发挥生理病理
作用. 免疫组化结果显示 肝纤维化大鼠肝内TGFβ1及
Smad3表达明显增高 主要分布在纤维间隔 汇管区的

不规则细胞胞质内 肝细胞内无明显表达 表明TGFβ
通过激活TβR 后 结合Smad3等下游分子 作用于
肝脏非实质细胞 刺激胶原合成; 也说明 Smad3 与

TGFβ在纤维化肝脏的表达模式相似 都在肝纤维化
时表达上调. 研究证实[24] 活化的HSC中 型胶原的

大量表达需要Smad3 参与; 同时发现在正常大鼠肝内

Smad7表达明显 主要位于肝细胞内 说明在生理状态

时 Smad7 主要存在于数量众多的肝细胞内 对维持

肝脏生理平衡状态有重要意义. 有研究发现TGF-β可快
速诱导静止期HSC中 Smad7和 α2( )型胶原mRNA的
表达 由HSC转化的MFB失去TGF-β诱导下的Smad7
表达上调敏感性 而Smad2 3表达有增加[22, 25-26]. 我们

亦发现 与正常肝脏相比较 纤维化肝脏的肝细胞内

Smad7表达明显减少 而在肝间质细胞内表达增多 可

能与纤维化时 聚集在纤维组织中的活化HSC中大量

分泌TGF-β诱导Smad7表达有关 故Smad7表达显著
部位随着疾病出现而相应改变. 在Smad7的低水平表达
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时 Smad2 Smad3 磷酸化作用增加 使TGF-β 与
TβR1持续激活 刺激HSC不断增生 合成分泌ECM
并不断激活周围静止的HSC 活化并转化为MFB 是

TGF-β致肝纤维化作用的主要原因[3, 27].
       本研究表明 TGF-β TβR1 TβR 及其细胞内
信号分子在肝纤维化形成发展中作用显著 可针对

TGF-β产生 与受体结合 以及下游Smad 分子等活
化的各个阶段采取相应对策 阻断其生物和活性 抑制

HSC活化 从而拮抗肝纤维化[28-30]. 已经有研究证实[31]

可溶性TβR (soluble TGF-beta type II receptor STR)
对四氯化碳诱导的小鼠肝纤维化模型具抑制TGF-β和
拮抗纤维化作用 STR降低 型胶原mRNA含量 并具

有明显的剂量依赖性. 对单侧肾小管阻塞大鼠采用转基

因Smad7治疗 可增加Smad7表达 完全抑制Smad2

3活性 明显减少 型胶原mRNA及蛋白表达[32]. 封

闭 TGF-β/Smad 信号通路 采用腺病毒电穿孔基因转
导Smad7注射入肾纤维化大鼠体内 免疫组化检测发

现肾髓质中有明显的Smad7沉积 并显著抑制肾纤维

化发生[33]. 由于在机体多组织多细胞都有TGF-β及其受
体参与发挥生理作用 长期完全阻断TGF-β以治疗肝
纤维化必须考虑安全性问题.
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Abstract
AIM: To investigate the expressions of hPTTG1 and bFGF
in human gallbladder carcinoma tissues and their correlation
with angiogenesis and other clinicobiological behaviors.

METHODS: The expression of hPTTG1 and bFGF in 41 cases
of human gallbladder carcinoma and 22 cases of chronic
cholecystitis was detected by immunohistochemical staining
(SP method). The microvessels were highlighted by im-
munohistochemical staining (SP method) to detect anti-
gen of CD34. Angiogenesis was represented by intratumor
microvessel density (MVD).

RESULTS: In the gallbladder carcinoma, the positive rates
of hPTTG1 and bFGF were 82.9% and 75.6% respectively,
which were significantly higher than those in the chronic
cholecystitis (P =0.002 and 0.006). The expression of
hPTTG1 was significantly associated with clinical stages
and lymph node metastasis status (P =0.025, 0.007), but
not with histological differentiation (P =0.144). The expres-
sion of bFGF was significantly correlated with clinical stages
and histological differentiation (P =0.019, 0.015), but not
with lymph node metastasis status (P =0.081). There was
a significant correlation between the expression of hPTTG1
and bFGF (r =0.648, P =0.000). Neither of them had relation
with age, sex, histological type and cholelithiasis. The value
of MVD in the gallbladder carcinoma was significantly higher
than that in the chronic cholecystitis (t =3.684, P =0.001).
The expression of hPTTG1 and bFGF was correlated with
MVD in gallbladder carcinoma (P =0.000, 0.000). MVD in
the gallbladder carcinoma was significantly associated with
clinical stages and lymph node metastasis status (P =0.007,
0.024), but not with age, sex, histological type, histological

differentiation and cholelithiasis.

CONCLUSION: Overexpression of hPTTG1 is related to the tu-
morigenesis and angiogenesis in gallbladder carcinoma, which
may provide a new target for therapy of gallbladdercarcinoma.

Wang J, Dou KF. Expression of hPTTG1 and bFGF in gallbladder
carcinoma tissue and their correlation with angiogenesis. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(3):680-684

摘要

目的: 通过检测胆囊癌组织中hPTTG1 bFGF的表达和胆

囊癌组织血管生成状况 探讨他们之间的相互关系及其与

胆囊癌临床病理特征之间的关系.

方法: 用免疫组织化学SP法对41例胆囊癌和22例慢性胆

囊炎组织中hPTTG1和bFGF的表达进行检测 并用抗CD34

抗体检测微血管密度(MVD). 用MVD反映血管生成情况.

结果: 原发胆囊癌组织中hPTTG1和bFGF的表达阳性率分

别为82.9%和75.6% 均高于在慢性胆囊炎中的表达阳性

率(P =0.002 0.006). hPTTG1的表达与临床分期和淋巴结

转移有关(P =0.025 0.007) 而与组织学分级无显著关

系(P =0.114); bFGF的表达与组织学分级 临床分期有关

(P =0.015 0.019) 而与淋巴结转移无显著关系(P =0.081);

hPTTG1的表达与bFGF的表达密切相关(r =0.648 P =0.000).

二者的表达与患者的性别 年龄 肿瘤的种类 是否伴

有胆囊结石均无关. 胆囊癌组织MVD值明显大于慢性胆囊

炎组织(P =0.001). MVD分别与胆囊癌组织hPTTG1的表达

及bFGF的表达有关(P =0.000 0.000). MVD与胆囊癌组

织Nevin 分期及淋巴结转移有关(P =0.007 0.024); 而与

患者的性别 年龄 肿瘤的种类 分化程度 是否伴有胆

囊结石均无关.

结论: hPTTG1的异常表达与胆囊癌的发生 发展过程及

血管生成过程密切相关 可能为胆囊癌的诊治提供了一条

新的途径.
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0   引言

垂体瘤转化基因(pttg)是在大鼠垂体瘤细胞中发现的一

种癌基因[1]. 人垂体瘤转化基因(hpttg)是一个至少包含有

三个成员的基因家族 其中 hpttg1与肿瘤的发生 细



胞增生和血管生成密切相关[2-7]. 血管生成是实体肿瘤生长

和转移过程中的关键步骤[8-9]. 碱性成纤维细胞生长因子

(bFGF)是重要的促血管生长因子 在许多肿瘤组织中均

有较高水平的表达 与肿瘤的生长 转移关系密切[10-14].

目前国内 外对于胆囊癌组织中hPTTG1 表达尚无文

献报道. 我们通过检测胆囊癌组织中hPTTG1和bFGF的

表达及胆囊癌组织血管生成状况 探讨他们之间的相

互关系及其与胆囊癌临床病理特征之间的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  第四军医大学西京医院病理科存档 1992-

2002 年根治性手术切除胆囊癌蜡块标本 41 例. 男 13

例 女 28 例; 年龄 32-80(平均 60.3 中位 61 岁). 其

中腺癌36例(包括乳突状腺癌19例 管状腺癌16例

黏液腺癌 1) 鳞癌 2 例 腺鳞癌 腺棘癌 印戒细

胞癌各 1 例. 高分化癌 17 例 中分化癌 12 例 低分

化癌 12 例. Nevin 期 1 例 期 2 例 期 5 例

期 7 例 期 26 例. 伴有结石 22 例 有淋巴结转

移 31 例. 另取慢性胆囊炎标本 22 例作为对照组. 抗

hPTTG1兔抗人多克隆抗体(SK601[15])由 Kakar S S教授

(University of Louisville. USA)惠赠 抗FGF-2 (bFGF)兔

抗人多克隆抗体系Santa Cruz 公司产品. 抗CD34鼠抗人

mAb及SP免疫组化试剂盒系北京中山生物技术公司产

品 DAB显色剂系DAKO公司产品.

1.2 方法  免疫组织化学SP法. 检测步骤: 组织切片常规

脱蜡至水; 滴加3 mol/L尿素溶液室温静置30 min; PBS

冲洗5 min×2; 置枸橼酸盐抗原修复液中用微波炉进行抗
原修复10 min 自然冷却至室温 PBS冲洗5 min×2;
30 ml/L H2O2浸泡20 min PBS冲洗5 min; 正常山羊血

清37 封闭30 min 分别滴加抗hPTTG1兔抗人多克

隆抗体SK601 (1 100) 抗 bFGF兔抗人多克隆抗体

(1 100)及抗CD34 鼠抗人mAb (1 50) 4 冰箱过

夜 ; PBS冲洗 5 min×3; 滴加生物素标记二抗 37 孵
育30 min; PBS冲洗5 min×3; 滴加辣根酶标记的链霉卵
白素 37 孵育30 min; PBS冲洗5 min×3; DAB显色

自来水冲洗 苏木素复染 封片. 同时用PBS代替一抗

作染色的阴性对照 用已知的染色阳性切片作阳性对

照. 结果判断: hPTTG1以肿瘤细胞胞质出现棕黄色颗粒

为阳性细胞(图1). bFGF以肿瘤细胞胞质出现棕黄色颗

粒为阳性细胞(图2). 二者采取统一的评价标准. 在500倍

光镜下至少观察5个视野 肿瘤阳性细胞大于10%定

义为阳性表达 小于或等于 10% 为阴性表达. 用抗

CD34 抗体进行SP法免疫组化染色 在微血管内皮细

胞膜 胞质着色呈棕黄色(图3). 微血管密度(MVD)的测

定参照Weidner et al (N Engl J Med  1992;324:1-8)的方

法 在低倍镜(×125)下对每张切片进行观察 找出5个
微血管高密度区域作为 热点 再在高倍镜(×500)镜
下对每个区域的微血管进行计数 取5个区域的平均计

数值即为MVD值. 典型的血管内皮细胞着色 即使未形

成管腔 也可作为独立新生微血管计数. 依据形态差异

剔除浆细胞与巨噬细胞.

        统计学处理  采用SPSS10.0统计学软件 采用独立

样本 t检验和方差分析以及 χ2检验和Spearman等级相
关分析. 显著性水准定为: P <0.05.

2   结果

2.1 hPTTG1和bFGF表达与临床病理特征的关系  hPTTG1

主要分布在细胞质中 部分胞核着色 少量癌旁浸润

肝脏细胞着色 无明显间质中纤维及淋巴细胞着色.

bFGF 也主要分布在细胞质中 部分胞核和血管内皮

细胞着色. 胆囊癌组织hPTTG1表达阳性率高于慢性胆

囊炎组织 差别有显著意义(χ2=9.545 P =0.002 表 1).

胆囊癌组织 bFGF 表达阳性率高于慢性胆囊炎组织

差别有显著意义 (χ2=7.438 P =0.006 表 1). hPTTG1在

Nevin - 期胆囊癌组织中表达阳性率高于 - 期

胆囊癌组织 差别有显著意义(χ2=7.611 P =0.025 表 2);

伴有淋巴结转移的胆囊癌组织hPTTG1表达阳性率高于不

伴有淋巴结转移胆囊癌组织 差别有显著意义(χ2=7.258

P =0.007 表 2). hPTTG1表达阳性率与性别 年龄 病

理组织分化程度 病理类型 是否伴有胆石症无关. Nevin

- 期胆囊癌组织中bFGF表达阳性率明显高于 -

期 差别有显著意义(χ2=5.471 P = 0.019 表 2). 中 低

分化的胆囊癌组织bFGF表达阳性率明显高于高分化胆囊

癌组织 差别有显著意义(P =0.015 表2). bFGF表达阳性

率同性别 年龄 病理类型 是否伴有淋巴结转移及胆

石症无关. 经Spearman 等级相关检验 本组胆囊癌标本

hPTTG1表达阳性率同bFGF表达阳性率存在显著正相关

关系(r =0.648 P =0.000).

2.2 MVD与临床病理学特征的关系  胆囊癌组织中新生

血管内皮细胞胞膜 胞质着色 呈现棕黄色; 胆囊癌

组织中新生血管分布不均匀(图3). 胆囊癌组织MVD值在

高倍视野下(×500)为:  27±7个 明显高于慢性胆囊炎组织
MVD值:  21±5个 差别有显著意义(t =3.684 P =0.001
表 1). Nevin - 期胆囊癌组织MVD值:  28±6 明显
高于 - 期胆囊癌组织MVD值: 21±6 差别有显著
意义(t =2.879 P =0.007 表 2); 伴有淋巴结转移胆囊癌

组织MVD值:  28±6 不伴淋巴结转移胆囊癌组织MVD
值:  23±7 差别有显著意义(t =2.350 P =0.024 表 2).
MVD与患者的性别 年龄 肿瘤的种类 分化程度 是

否伴有胆囊结石均无关.

2.3 hPTTG1和 bFGF表达同MVD的关系  胆囊癌组织

中表达hPTTG1组MVD值大于未表达hPTTG1组 差

别有显著意义(t =4.113 P =0.000 图4) 表达hPTTG1

组MVD值较未表达hPTTG1组的MVD值变异范围大(图

4); 表达bFGF蛋白组MVD值大于未表达bFGF蛋白组

差别有显著意义(t =7.148 P =0.000 图5) 表达bFGF

组MVD值较未表达bFGF组的MVD值变异范围大(图5).
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表1  胆囊癌与慢性胆囊炎hPTTG1和bFGF的表达差异及MVD的比较

                                                    PTTG1 BFGF                                          MVD(个)
组别 n

               阳性 阴性 P 值 阳性 阴性  P 值      mean±SD  t值      P值
胆囊癌 41 34     7   31   10 27±7

慢性胆囊炎 22 10   12 0.002     9   13 0.006 21±5 3.684     0.001

微血管密度(MVD)是佛每张切片在光镜500×的视野内计数抗CD34染色阳性微血管数目, 取其中5个最大计数值的均值, 以mean±SD记录.

表2  hPTTG1, bFGF的表达和MVD与胆囊癌临床病理指标之间的关系

                                                    PTTG1 BFGF                                          MVD(个)
指标   n

               阳性 阴性 P 值 阳性 阴性  P 值      mean±SD  t值      P值
性别

男性 13 12    1   11    2 28±6

女性 28 22    6            0.521   20    8 0.600 26±6 0.520    0.606

年龄(岁)

>60 21 18    3   17    4 27±6

<60 20 16    4 0.943   14    6 0.651 27±7 0.009    0.993

结石

有 22 19    3   15    7 28±6

无 19 15    4 0.831   16    3 0.408 26±7   1.11    0.274

病理类型

腺癌 36 30    6   26  10 27±7

非腺癌   5   4    1 0.855     5    0 0.310 28±5 0.319    0.751

分化程度

高 17 12    5      9    8 26±8

中 12 11    1    11    1 26±5

低 12 11    1 0.144    11    1 0.015 29±5 0.680*    0.513

Nevin分期

-          8      4       4     3  5        21±6

-        33    30       3  0.025   28  5       0.019          28±6       2.879    0.007

淋巴结转移

阳性 31 29    2   26    5 28±6

阴性 10   5    5 0.007     5    5 0.081 23±7 2.350    0.024

不同分化程度胆囊癌组织微血管密度的比较采用单因素方差分析, F =0.680.

图1  hPTTG1在胆囊癌组织中的阳性表达 (SP×400).

图 2  bFGF在胆囊癌组织中的阳性表达 (SP×400).

图 3  胆囊癌组织中的微血管(SP抗CD34染色SP×100).

图 4  胆囊癌组织中hPTTG1表达同MVD的关系(P =0.000).
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图5  胆囊癌组织中bFGF表达同MVD的关系(P =0.000).

3   讨论

垂体瘤转化基因(pttg) 可以在体外转化小鼠 3T3 细

胞 转化的3T3细胞在无胸腺裸鼠体内可以形成肿瘤[1].

人垂体瘤转化基因1(hpttg 1)定位于 5号染色体长臂

5q35区 其基因表达产物hPTTG1对人类细胞进行正

常有丝分裂具有重要作用[16-17]. 过度表达的hPTTG会抑

制有丝分裂M期姊妹染色体分离 进而发生染色体异

常 产生异倍体[18-19]. hPTTG1 仅在睾丸 胸腺 胚

胎肝脏中高表达 在其他正常组织中仅弱表达甚至检

测不到 在乳腺癌 结肠癌 子宫内膜癌 卵巢癌 淋

巴瘤等肿瘤组织及肿瘤细胞系中高表达[4]. hPTTG1的表

达与结肠癌 食管癌等肿瘤的恶性程度 转移及预后密

切相关[20-21]. 我们发现: 在胆囊癌组织中 hPTTG1表达

阳性率明显高于慢性胆囊炎(P <0.01). 在胆囊癌组织中

hPTTG1 的表达阳性率同肿瘤病理分期有关 在Nevin

- 期胆囊癌组织中表达阳性率明显高于 - 期胆

囊癌组织(P <0.05). 在胆囊癌组织中hPTTG1 的表达阳性

率还与淋巴结转移有关 伴有淋巴结转移组hPTTG1表

达阳性率明显高于无淋巴结转移组(P <0.01). 这表明

hPTTG1的异常表达与胆囊癌的发生 发展及侵袭进程

密切相关 hPTTG1是反映胆囊癌侵袭性的有用指标.

         碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)对肿瘤间质血管生

成具有重要作用. bFGF在多种肿瘤组织中高表达 并

与肿瘤的浸润 转移和预后差密切相关[10-14]. 我们发现:

胆囊癌组织bFGF表达阳性率明显高于慢性胆囊炎组织

(P <0.01). Nevin - 期胆囊癌组织中bFGF蛋白表达阳

性率明显高于 - 期(P <0.05). 中 低分化的胆囊癌组

织bFGF表达阳性率明显高于高分化胆囊癌组织(P <0.05).

以上结果表明 bFGF异常表达与胆囊癌发生及胆囊癌

细胞去分化有关 是反映胆囊癌恶性程度的有用指标.

         肿瘤生长与转移依赖于血管生成. 微血管密度(MVD)

可以作为评估肿瘤血管生成的一个有用指标[8]. 我们发现

胆囊癌组织MVD值大于慢性胆囊炎组织MVD值 (P <0.01)

Nevin - 期胆囊癌组织MVD值大于 - 期胆囊癌

组织MVD值(P <0.01); 伴有淋巴结转移胆囊癌组织MVD

值大于不伴有淋巴结转移的胆囊癌组织MVD值(P <0.05).

本研究结果提示: 同结 直肠癌[21-23] 胆管癌[24]等肿瘤

组织一样 胆囊癌组织中肿瘤新生血管形成与其肿瘤

恶性程度及侵袭性密切相关. 我们的研究结果与牛新捷

et al [25] 白涛 et al [26]对胆囊癌组织MVD研究结果基本

一致. 我们同时发现:  表达hPTTG1组较未表达hPTTG1

组的MVD值大(P <0.001). 表达bFGF组较未表达bFGF

组的MVD值大(P <0.001). 这表明在胆囊癌组织中肿瘤

新生血管的形成同hPTTG1及 bFGF的异常表达均密切

相关. Melmed et al [21]对结肠癌组织中hPTTG1表达与

MVD关系的研究结果与我们的研究结论一致.

        我们发现胆囊癌组织中hPTTG1表达同bFGF表达

存在正相关关系(r =0.648 P <0.001). 对垂体肿瘤的研

究表明 hPTTG1可以诱导bFGF表达 而bFGF的表

达又可上调hPTTG1 的表达 二者之间存在正反馈关

系[7]. 我们的研究结果提示:  在胆囊癌组织中bFGF与

hPTTG1可能也存在这样的协同作用. hPTTG1异常表达

可能通过上调bFGF的表达间接诱导胆囊癌新生血管形

成 进而促进胆囊癌生长与转移.

       原发性胆囊癌是胆道系统常见肿瘤 其发病率近

年有增加趋势[27-31]. 作为癌基因蛋白 hPTTG1具有转

化功能 促进肿瘤新生血管形成 与bFGF协同参与肿

瘤的发生 发展及侵袭进程. 我们认为hPTTG1异常表

达在胆囊癌的发生 发展及侵袭进程中具有重要意义

可能成为反映胆囊癌侵袭性的重要指标. 针对 hpttg1基

因及其表达产物的治疗 有望为胆囊癌治疗提供一条

新的途径.
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Abstract
AIM: To evaluate the local expression of CTLA4Ig gene in
small bowels and its action on preventing acute rejection
of the small bowel allografts.

METHODS: Wistar rats underwent heterotopic small bowel
transplantation from SD rats. The recipients were divided
into experimental group (allografts were transfected with
CTLA4Ig gene) and control group (CTLA4Ig gene not
transfected) randomly. In the experimental group, the do-
nor small bowels were perfused ex vivo with CTLA4Ig cDNA
packaged with lipofectin vector via intra-superior mesen-
teric artery before transplantation, and the CTLA4Ig ex-
pression in the small bowel grafts post-transplantation was
assessed by immunohistology. On days 3, 7 and 10 post-
transplantation, the allografts in each group were harvested
for the examination of histology and assay of apoptosis.

RESULTS: Small bowel allografts treated with CTLA4Ig
cDNA showed abundant CTLA4Ig expression after
transplantation. Acute rejection grade  on day 7 and grade

 on day 10 after transplantation was noticed in the control
allografts, and a dramatically increased number of apoptotic
enterocytes in parallel to the progressive rejection could
be recognized. In contrast, the allografts treated with
CTLA4Ig cDNA showed nonspecific histological changes
and only a few of apoptotic enterocytes were found after
transplantation.

CONCLUSION: Local CTLA4Ig gene transfection of small
bowel allograft is feasible, and the local CTLA4Ig expression

in the allograft can prevent acute rejection after transplantation.

Wang YF, Xu AG, Hua YB, Wu WX. Effect of local CTLA4Ig gene
transfection on acute rejection of small bowel allografts in rats. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):685-688

摘要

目的: 研究CTLA4Ig基因在移植小肠局部表达及其表达产

物对急性排斥反应的治疗作用.

方法: 建立SD Wistar 的大鼠异位小肠移植模型 并随

机分为实验组(CTLA4Ig转基因组)和对照组(非转基因组).

实验组供肠移植前经肠系膜上动脉注入脂质体包裹的

CTLA4Ig cDNA 术后应用免疫组织学检查移植小肠中

CTLA4Ig 转基因产物的表达. 移植术后3 7 10 d 分别

获取各组的移植小肠进行组织学检查及细胞凋亡测定.

结果: 经CTLA4Ig cDNA处理的小肠在移植术后可见大量

的CTLA4Ig表达. 对照组移植肠在术后7 10 d分别出现

度急性排斥反应 同时凋亡细胞数量显著增加. 实验组移

植肠术后未见排斥反应的病理学证据 凋亡细胞偶见.

结论: CTLA4Ig基因可在移植小肠局部转染表达 其表达

产物可防止移植术后急性排斥反应的发生.

王一芳, 许爱刚, 华一兵, 吴文溪. CTLA4Ig局部转基因对小肠移植急性排斥

的治疗作用. 世界华人消化杂志  2004;12(3):685-688

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/685.asp

0   引言

CTLA4Ig 为小鼠细胞毒性淋巴细胞抗原4的胞外部分

与人 IgG Fc 段的重组融合蛋白 可与B7-1/2 分子结

合 阻断抗原递呈细胞(APC)和抗原特异性T淋巴细胞

之间的共刺激信号传递. 应用CTLA4Ig 基因转染治疗移

植排斥 可延长移植物的存活时间 诱导出供者特异的

耐受状态[1-7]. 将编码免疫抑制分子的基因转染移植器官

旨在创造一个直接修饰免疫反应细胞的局部微环境[8]

移植器官内CTLA4Ig基因转染表达可使许多移植物长期

存活[9-12]. 然而在移植小肠内进行CTLA4Ig基因转染尚无

报道. 我们应用脂质体包裹的CTLA4Ig cDNA质粒经肠系

膜上动脉注入冷冻保存的小肠 观察CTLA4Ig基因在移

植肠段的表达及其对急性排斥治疗的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  体质量250-300 g的 SD和Wistar大鼠由南京医
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科大学动物实验中心提供; CTLA4Ig cDNA (AAVmCTLA4IgG

质粒) 由法国Anegon教授赠送; 脂质体(DOTAP: chol in

vivo geneshuttle)为Qbiogene公司产品; 凋亡试剂盒购自

Bochinger公司; 甲基绿为Vector Laboratories 公司产品;

仓鼠抗小鼠CTLA4单克隆抗体 IgG和生物素标记的小

鼠抗仓鼠Ig抗体购自BD Biosciences公司; HRP标记的

抗生蛋白链霉素为Woburn公司产品.

1.2 方法  参照Yang et al [13-17]的方法 将SD鼠小肠(切

取长度为20 cm)移植给Wistar 鼠 制作大鼠异位小肠

移植模型. 所有动物在术后24 h内自由进水 1 d后进食.

在室温下将AAVmCTLA4 IgG质粒和脂质体混合15 min制

成脂质体/cDNA混悬液 其中cDNA浓度为0.5 g/L. 移植

肠段从供体取下经生理盐水冲洗后 将50 µL 脂质体
(对照组 n =15)或脂质体/cDNA混悬液(实验组 n =15)

经肠系膜上动脉于5-10 min内缓慢注入. 经1.5 h冷冻保

存后以4 生理盐水5 mL冲洗肠系膜上动脉10 min

随后植入受体鼠腹腔. 移植术后3 7 10 d 各组分

别处死5只动物获取移植小肠 部分以多聚甲醛固定

作组织学检查和凋亡测定 部分以液氮冷冻保存作免

疫组织学检查. (1)组织学检查: 石蜡包埋组织切片行HE

染色 以Kuusanmaki et al (Transplantation 1994; 58: 757-

763)的标准判定排斥发生的等级; (2)凋亡细胞测定采用

TUNEL技术[18-20] 操作步骤严格按照凋亡试剂盒说明

书进行 最后以甲基绿复染 在光镜下凋亡细胞的核被

染成棕色 每例切片随机选取10个高倍视野读取凋亡

细胞数量(Transplantation 1997; 63: 947-951); (3)免疫组织

学检查: 组织冰冻切片5 µm厚 以仓鼠抗小鼠CTLA4
单克隆抗体IgG (UC-4F10-11)为一抗 以生物素标记的

小鼠抗仓鼠Ig抗体(G70-204&G94-56)为二抗. 一抗与二

抗的反应条件均为37 60 min. 最后以HRP标记的

抗生蛋白链霉素和DAB显色 苏木素复染. 在光镜下组

织中表达的CTLA4IgG呈棕色颗粒.

       统计学处理  数据以mean±SD表示 采用 t检验
P <0.05时差异具有显著性.

2   结果

2.1 组织学检查  对照组移植肠于术后3 d未见特异性的

排斥征象 仅见局灶性肠系膜炎症 内皮细胞轻度空泡

化 肠壁细胞轻度肿胀与脱落 绒毛结构基本正常;

术后 7 d 肠系膜出现广泛的炎症性改变 肠壁中度

炎性细胞浸润 绒毛变短 部分隐窝结构消失 肠系膜

动脉内皮细胞肿胀增生 内膜增厚; 术后 10 d 肠系

膜与肠壁的炎性浸润进一步加重 血管内皮增生与内

膜增厚导致管腔堵塞 肠壁出现糜烂与局灶性溃疡等

隐窝坏死征象. 然而 经CTLA4 Ig 转基因处理的移植

肠于移植术后 3 7 10 d 绒毛始终保持正常的形

态结构 仅出现轻度的炎症细胞浸润与轻度的内皮细

胞肿胀 脱落.

2.2 免疫组织学检查  经CTLA4Ig基因转染的移植肠组

织中可见大量的CTLA4Ig 表达 CTLA4Ig 表达广泛分

布于肠系膜血管壁 肠壁肌层 黏膜下及小肠绒毛.

移植早期CTLA4Ig表达密度较高 但移植后10d内均

可见有CTLA4Ig的持续表达(图1). 对照组移植肠组织于

术后未见CTLA4Ig表达(图 2).

图1  经CTLA4Ig cDNA转染的小肠移植术后组织中CTLA4Ig的表达
200 A: 术后3 d; B: 术后7 d; C: 术后10 d.

图 2  未经CTLA4Ig cDNA转染的小肠移植术后组织中CTLA4Ig的表
达 200.

2.3 细胞凋亡检测  主要为隐窝细胞出现凋亡. 术后3 d

各组移植小肠组织中均有少量细胞凋亡 对照组为5.3 ±
1.6 (n =5) 实验组为5.8±1.5 (n =5) 两组间细胞凋亡
数量差异无显著性. 对照组移植小肠组织中的凋亡细胞

数量于术后7d显著增加(61.8±3.0 n =5) 10 d 增加

A

B

C
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更为明显(101±5.5 n =5). (见图3). 但实验组移植小肠
组织中的凋亡细胞数量于术后7 10 d 未见增加 分

别为3.4±1.1 (n =5)和 3.6±1.0 (n =5). (见图4). 两组间细
胞凋亡数量差异显著(7 d aP <0.0 005 t =41.2 954;

10 d bP <0.005 t =39.2 425).

图3  未经CTLA4Ig cDNA转染的移植小肠组织中凋亡的隐窝细胞. A1,
B1, C1分别代表移植术后3, 7, 10 d的小肠组织切片 400.

图 4  经CTLA4Ig cDNA转染的移植小肠组织中凋亡的隐窝细胞. A2,
B2, C2分别代表移植术后3, 7, 10 d的小肠组织切片 400.

3   讨论

小肠移植是治疗小肠功能衰竭的最终手段 在一些器官
移植中心小肠移植已作为常规疗法[22-23] 然而 移植排
斥仍是其最大的障碍[24-26]. 受体静脉内注入AdCTLA4Ig进
行CTLA4Ig基因的系统转染 可以延长移植小肠的存
活时间[27].  但小肠富含淋巴组织与细菌 与心 肝
肾等脏器比较 移植后更容易发生严重的排斥反应与
感染 对移植肠段进行局部CTLA4Ig cDNA转染 可以
抑制受体对移植肠段发生免疫排斥 同时受体在其他
部位的免疫功能(如抗感染功能)保持完好 可能是解决
小肠移植排斥更为理想的方法. 局部CTLA4Ig基因转染
在心 肝 肾 胰腺和肺移植研究中已经获得成功[9-12]

但在移植小肠中尚未见有报道. 我们经肠系膜上动脉注
入脂质体包裹的CTLA4Ig cDNA 经免疫组织学检查

发现 在移植后3 7 10 d 移植小肠组织内有大量

CTLA4Ig 表达 表明在移植小肠局部进行CTLA4Ig

cDNA转染是可行的. 未经CTLA4Ig基因转染的小肠移

植物 在移植术后3 d仅见少量凋亡细胞 但在移植

术后 7 10 d 凋亡细胞数量显著增加. 同时 组织学

检查发现移植物存在进行性的急性排斥反应的病理学

证据 虽然术后3 d未见特异性的排斥征象 但术后

7 d出现了 度急性排斥反应 10 d出现了 度急性排

斥反应. 然而 经CTLA4Ig 基因转染的小肠移植物于

移植术后3 7 10 d 均未见急性排斥反应的病理学

证据 凋亡细胞数量一直保持在很低的水平. 以上结果

表明移植小肠局部CTLA4Ig基因转染可以防止移植术

后急性排斥反应的发生. 局部CTLA4Ig基因转染防止小

肠移植术后急性排斥反应发生的机制 可能是由于同

种异体抗原诱导下 T细胞的分裂增生反应受到抑制.

CTLA4Ig 基因局部基因转染可阻断移植小肠组织中抗

原递呈细胞上B7 分子的表达 从而阻断B7/CD28 介

导的T细胞共刺激作用. 在缺乏B7/CD28 共刺激信号

下 T细胞识别抗原将诱导特异的无反应性[28-32].

       细胞凋亡是细胞程序死亡的一种形式 在生理或

病理情况下均可发生. 在器官移植中 凋亡是衡量移植

排斥的一种重要的生化指标[18-21]. 在器官移植急性排斥

反应中 介导移植物损伤的效应细胞主要是细胞毒性T

淋巴细胞 其作用机制主要包括Fas/FasL系统和颗粒

酶 /穿孔素系统[33-35] 二者均可诱导靶细胞的凋亡. 研

究证明 在移植物排斥反应过程中 穿孔素 颗粒酶B

和 FasL 的表达水平明显上调[36-39].  本结果显示 经

CTLA4Ig基因转染的小肠移植物于移植术后3 7 10 d

特别是术后3 d 可见少量的凋亡细胞. 这可能与冷保

存和缺血再灌注损伤有关[40-42] 因为小肠移植后移植

物内浸润的T淋巴细胞的毒性作用已经被移植物内表

达的CTLA4Ig所中和或阻断.

        总之 本结果提示经肠系膜上动脉灌注脂质体包裹

的CTLA4Ig cDNA 可达到移植小肠局部CTLA4Ig基因转

染的目的 并可防止小肠移植后急性排斥反应的发生.

致谢: 南京医科大学实验研究中心郭锡荣教授提供实验

指导.
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Abstract
AIM: To evaluate respectively the effects of portaazygous
disconnection (PAD), mesocaval shunt (MCS) and distal
splenocaval shunt (DSCS) on   the portasytemic shunting
(PSS), hepatic function (HF), hepatic mitochondrial res-
piratory function (HMRF) and its ultrastructure, anti-oxida-
tion ability (HAOA) and lipoperoxide (LPO), so as to provide
theoretical basis to select a suitable operation.

METHODS: Using the cirrhotic portal hypertensive model
induced by CCl4/ethanol in Wristar rats, we investigated
PSS, HF, HMRF and its HAOA and LPO during three weeks
after MCS, DSCS and PAD.

RESULTS: After MCS, the PSS were further increased, HF,
HMRF and HAOA were significantly decreased, and LPO
increased. Hepatic mitochondrial ultrastructure showed
severely damaged. Only a little improvement was found
on the third week. After DSCS and PAD, above mentioned
indexes were less influenced, and they were restored a
little more quickly in DSCS groups than that in PAD groups.
During the first postoperative week, the PAD group showed
the highest mortality.

CONCLUSION: DSCS may be a desirable operation among
the three kinds of operation.

Xu XB, Cai JX, Dong JH, He ZP, Han BL, Leng XS. Effects of different
operations on cirrhotic portal hypertensive liver in rats. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2004;12(3):689-693

摘要

目的: 评价门奇断流术(PAD) 肠腔分流术(MCS) 远端脾

腔分流术(DSCS)对门体分流率(PSS) 肝脏功能 线粒体功能

和抗氧化能力的影响 为合理选择手术方式提供理论依据.

方法: 用CCl4/乙醇诱导大鼠肝硬化门脉高压症模型 观察

了不同术式(MCS DSCS PAD)的死亡率及手术前后肝

功能 门体分流率(PSS) 肝细胞线粒体功能和超微结构及

肝组织SOD 活性 巯基水平 LPO 含量的变化 并探

讨了线粒体功能与抗氧化能力的内在关系.

结果: 肝硬化门脉高压时 PSS远高于正常 肝细胞线粒

体功能 抗氧化能力均下降; 肠腔分流(MCS)组术后肝细胞

线粒体功能 抗氧化能力进一步下降且恢复慢; 选择性远端

脾腔分流术(DSCS)组和门奇断流术(PAD)组的上述指标变化

小且恢复较快 其中DSCS组恢复更快且死亡率低.

结论: 选择性分流术(DSCS)可能是较理想的术式.

徐新保, 蔡景修, 董家鸿, 何振平, 韩本立, 冷希圣. 肝硬化大鼠门静脉高压症

不同手术方式对其肝脏的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(3):689-693

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/689.asp

0   引言

肝硬化时 机体能量代谢发生异常[1] 主要表现为脂

肪供能显著增加而糖供能相应减少. 能量代谢的微观机

制表现为线粒体结构的异常和功能的显著下降[2-9] : 线粒

体蛋白含量下降; 态呼吸率升高[5] 呼吸控制比下

降 合成ATP能力降低 导致肝细胞能荷下降; 电子传

递链活性下降; 氧耗量下降可达40%以上; 葡萄糖合成

(按每个线粒体的体积计算)可减少60%以上. 肝硬化门

脉高压症也伴有肝脏抗氧化机制受损 表现为肝组织

谷光甘肽(GSH)含量 GSH-Px (谷光甘肽过氧化物酶)活

性[10]和超氧化物歧化酶(SOD)活性[11]均下降. 同时 自

由基损伤加重 肝组织脂质过氧化物(LPO)明显高于正

常人[12-13]. 但也有报道LPO变化不明显者[14].

       目前 外科手术仍然是治疗肝硬化门脉高压症的重

要手段[15-17]. 据认为 线粒体损害会使机体产生对胰岛

素的抵抗[18]. 肝脏线粒体结构和功能的正常有赖于门脉

有效血流量及门脉血中的胰岛素等肝营养因子[19-21]. 因

为胰岛素等营养因子能够部分纠正硬化肝脏异常的基

因表达[22] 改善营养物质的吸收[23-24] 部分减轻肝硬

化的程度[25]. 已知门体分流能引起和加重能量物质代谢

障碍[26-30] 这可能与肝脏线粒体结构和功能遭到进一
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步破坏有一定关系. 我们研究大鼠肝硬化门脉高压症及不

同手术方式对其门体分流率 肝脏功能 线粒体功能和抗

氧化能力的影响 并探讨了肝脏线粒体功能与抗氧化能力

之间的内在联系 旨在从多方面综合评价各种手术方式的

治疗价值 为临床上合理选择手术方式提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  采用CC14/ 乙醇诱导Wistar 大鼠形成肝硬化

门脉高压模型[31]. 模型制成后正常饲养3 wk 再分为3

组 在腹腔麻醉下(10 g/L 戊巴比妥钠30 mg/kg) 分

别行肠腔侧侧分流术(MCS) 选择性远端脾腔分流术

(DSCS)[32]和门奇断流术(PAD). 手术完成前后各测门压力

1次. 每组观察术前及术后1 2 3 wk 共 3个时相点

每组每个时相点保证8-10只鼠.

1.2 方法  测谷丙转氨酶(ALT) 总蛋白(TP) 白蛋白

(ALB) 球蛋白(G)和白 /球比值(A/G); 肝脏线粒体呼吸

功能检测II态呼吸速率(S3)和 IV态呼吸速率(S4) 计算

呼吸控制率(RCR= S3/S4 )和磷氧比(P/O)[33]; 肝组织ATP含

量采用荧光素酶法测定[34]; 门体分流率(PSS)测定采用放

射微球法[35]; 肝组织总巯基(T-SH) 非蛋白巯基(NP-

SH)和蛋白巯基(P-SH)采用光谱法测定[36]; 肝组织超氧化

物歧化酶(SOD)采用光谱法测定[37]; 肝组织脂质过氧化物

(LPO)含量采用荧光分光光度计法测定[38]; 肝组织学检查:

光镜及透射电镜检查.

        统计学处理  以mean±SD表示. 进行方差分析检验
直线相关与回归分析 以 P <0.05 为显著性界限.

2   结果

模型制成后见肝脏缩小呈结节状. 光镜下见典型假小叶
结构. 电镜下见狄氏间隙有大量成束排列的胶原纤维; 部
分线粒体嵴紊乱 但结构基本完整; 未见或极少有糖原
颗粒. 自由门脉压力(FPP): 硬化组(CL)显著高于正常组
(NL)(1.45 0.08 kPa vs 0.77 0.04 kPa P <0.01). MCS
组术后超微结构改变明显 可见肝脏部分线粒体肿胀
嵴排列紊乱 断裂或消失 空泡化甚至崩解 髓鞘样结
构形成 个别核染色质边集 核膜溶解 DSCS组 PAD
组术后肝组织超微结构与CL组相比较变化不明显.
2.1 肝代谢指标  肝硬化门脉高压时 PSS远高于正常
肝细胞线粒体功能和抗氧化能力下降; 肠腔分流(MCS)术
后肝细胞线粒体功能 抗氧化能力进一步下降且恢复
慢; 选择性远端脾腔分流术(DSCS)组和门奇断流术(PAD)
组的上述指标变化小且恢复较快 其中DSCS组恢复更

快且死亡率低. 详见表1-7.

表1  SD大鼠肝硬化手术后FPP的变化(n =10, mean±SD, kPa)

手术      MCS  DSCS        PAD

  前 1.46 0.07          1.45 0.05   1.45 0.06

  后 1.10 0.03b          1.41 0.04   1.43 0.05

bP <0.01, vs 术前.

表2  SD大鼠肝硬化手术死亡情况(n =10, %)

术式  n  术中  1 wk  2 wk   3 wk      1-3 wk     合计

MCS 58 5   8.6 2   3.4 1   1.7 2     3.4      5    8.6    10  17.2

DSCS 52 1   1.9a   1  1.9    1   1.9 0     0.0      2    3.8      3  5.8a

PAD 72 0   0.0a 17 23.6bd  4   5.6 2     2.8    23  31.9bd   23   31.9bd

aP <0.05, bP <0.01 vs MCS;  dP <0.01 vs DSCS. n 代表手术例数.

表3  SD鼠肝硬化手术后PSS的变化(n =8, %)

            术前 术后(wk)
术式
     NL           CL         1                   2                  3

MCS 75.0 7.6b     81.8 7.0b    86.7 5.9bc

DSCS 0.9 0.3   16.3 3.5       10.2 2.9ad    11.6 2.7d    15.1 3.3dc

PAD  9.3 2.7ad    10.0 2.8d    13.9 3.1dc

aP <0.05, bP <0.01 vs CL; dP <0.01 vs MCS; cP <0.05 vs 1 wk. n代表大鼠数目.

表4  SD大鼠肝硬化手术后肝功能的变化(n =10)

分组     ALT(IU/L)   TP(g/L)           ALB(g/l)          G (g/L)         A/G

NL 12 6b    72.6 3.3a      35.6 2.5b     37.0 2.5     0.97 0.13b

CL 30 7     67.0 2.4      26.7 2.7      40.3 2.7     0.67 0.11

MCS1 53 9b    59.2 4.2b     20.5 3.3b     38.7 3.3     0.53 0.10

DSCS1 31 8d    63.3 3.4      24.2 2.7      39.2 3.1     0.62 0.10

PAD1 66 14bf  58.1 3.6be    22.0 2.3a     36.1 2.8    0.61 0.09

MCS2     57 10b   56.1 5.0b     18.5 2.6b     37.6 4.7     0.50 0.10a

DSCS2 31 7d    64.2 3.6d     25.0 2.2d     39.2 3.2     0.64 0.09

PAD2 48 7bf   60.4 2.9a     23.3 2.5d     37.1 3.1     0.63 0.10

MCS3 61 11b  53.7 5.0b     16.9 1.8b     36.8 4.8     0.47 0.09a

DSCS3 31 7d    64.8 3.2d     25.5 2.5d     39.3 3.4     0.66 0.10d

PAD3 31 7d    64.2 3.5d     25.3 2.7d     38.9 3.1     0.66 0.10d

aP <0.05, bP <0.01 vs CL; dP <0.01 vs MCS; eP <0.05, fP <0.01 vs DSCS. n代

表大鼠数目.

表5  SD大鼠肝硬化手术后肝脏线粒体功能的变化(n =8)

            S3                                 S4
分组          RCR  P/O        ATP(µmol/g)
         nmolO2/min/mg

NL 125.03 13.48 30.29 2.36b 4.12 0.23b  1.74 0.08b   2.25 0.15b

CL 115.05 3.82  38.66 2.78   2.99 0.25   1.57 0.06    1.45 0.29

MCS1 106.05 13.77 55.00 4.98b   1.93 0.23b  1.25 0.05b   0.38 0.10b

DSCS1 118.65 0.39 41.34 3.46d  2.88 0.20d  1.53 0.05d   0.95 0.08bd

PAD1 115.15 4.70 46.66 3.93bd 2.48 0.19bed 1.34 0.11be 0.93 0.09bd

MCS2 111.86 4.76 49.26 1.72b  2.23 0.18b   1.33 0.10b  0.68 0.08b

DSCS2 113.08 6.27 38.56 1.67 d  2.94 0.25d  1.56 0.04d  1.38 0.24d

PAD2 113.94 4.93 42.26 3.37d  2.73 0.23d  1.51 0.08d   1.35 0.23d

MCS3 113.14 6.09 44.58 1.99b  2.54 0.16b   1.36 0.06b  0.92 0.08b

DSCS3 133.23 7.53 38.48 1.47d  2.95 0.24c   1.56 0.05d  1.43 0.29d

PAD3 111.53 7.34 38.50 2.10d 2.91 0.26c    1.57 0.15d  1.42 0.28d

bP <0.01 vs CL; cP <0.05, dP <0.01 vs MCS; eP <0.05 vs DSCS. n代表大鼠数目.
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表6  SD大鼠肝硬化手术后肝组织巯基含量的变化(n =8, mean±SD,
µmol/g)

组别        T-SH    NP-SH        P-SH

NL 28.20 2.25b 8.29 0.69a 19.92 2.67a

CL 23.88 3.71 6.43 0.92        17.42 2.45

MCS1 13.24 1.51b 4.84 1.26a   8.40 1.44b

DSCS1 21.14 2.14 bd 6.56 0.40d 14.58 2.23b d

PAD1 17.96 1.84 bdf 4.31 0.85bf       13.65 1.59bd

MCS2 17.50 1.80b 5.26 1.65 12.24 2.06b

DSCS2 23.40 2.69d 5.95 1.69 17.46 1.43d

PAD2 20.82 2.89 bde 6.73 0.74 14.08 1.08bf

MCS3 17.65 2.98b 4.80 1.23a 12.84 1.75b

DSCS3 23.63 2.59d 6.34 1.20 17.29 1.11d

PAD3 21.35 2.07 ade                6.45 0.97c             14.90 1.39be

aP <0.05, bP <0.01 vs CL; cP <0.05, dP <0.01 vs MCS; eP <0.05, fP <0.01 vs

DSCS. n代表大鼠数目.

2.2 手术组综合相关分析  将所有手术治疗的大鼠作为

一个总体 对上述指标进行分析 结果发现: RCR与

ATP T-SH SOD 均呈显著正相关 r分别为0.76

0.81 0.72 P值均为0.0 000; ATP 与 T-SH SOD呈

显著正相关 r分别为0.77 0.77 P值均为0.0 000;

T-SH与 SOD呈显著正相关(r =0.80 P =0.0 000); LPO

与 RCR ATP T-SH 及 SOD 均呈显著负相关 r分

别为-0.53 -0.58 -0.67及 -0.69 P值均为0.0 000.

3   讨论

据文献报道 CCl4诱导的肝硬化门脉高压症大鼠具备

了人类肝硬化的绝大多数病理特征 其能量代谢特点

和抗氧化能力变化也类似于人类肝硬化[4-6 14 18-21]. 因

此 本实验采用该模型是合理的.

       目前 晚期肝硬化门脉高压症的外科治疗主要有断

流术 分流术 TIPS (transjugular intrahepatic portosystemic

shunt)和肝移植术. 在我国 断流术和门体分流术依然

是最主要的外科手术方式. 因此 我们对常用的三种手

术方式进行了比较全面的实验研究. PAD组术后死亡率

显著高于MCS组和DSCS组 MCS组又显著高于DSCS

组. PAD组术后1 wk内死亡较多主要与手术破坏了胃的

神经支配和血供 导致急性胃缺血 胃潴留 胃扩张和

胃坏死有关 当然与脾切除后免疫功能下降所致的感

染也有关系[39]. MCS组死亡原因主要是门脉血流丧失过

多所致的肝衰[26-30]. DSCS 组死亡率最低 这与他有效

地保存了门脉血流量[32]和脾脏免疫功能有关. 各手术组

术后3 wk时的PSS均显著高于1wk时的PSS 这与新

的侧枝循环形成及/吻合口扩大和断流(含DSCS时的脾

胰断流)不彻底[40]有关.

        肝硬化本身就可引起线粒体结构和功能的显著下

降[1-2, 4-8]. 肝硬化门脉高压症时所伴发的自发性门体分流

减少了肝脏有效血流量 使肝脏对能量物质吸收障碍

加重线粒体功能障碍[6, 9, 13, 21, 41-43] 因为门脉血中存在

来自肠道和胰腺的激素及营养因子. 正常肝脏至少要接

纳20 的从胰腺回流来的血液才能维持肝线粒体氧化

磷酸化的最低需要[44]. 门静脉血流减少或外科性门体分

流可导致正常肝糖原含量 cAMP和细胞色素P450含量

降低 引起线粒体功能下降[21, 45-47] 引起或加重肝性

脑病[48]. MCS 组术后肝脏线粒体功能 ATP含量 巯

基水平及SOD活性基本上均进一步显著下降 肝功能

恶化 LPO含量显著升高 到术后3 wk上述指标仍未

恢复. 而 DSCS 组 PAD 组的上述指标变化较小 至

术后2 wk或 3 wk大多恢复; 其中DSCS组恢复更快些.

各组的线粒体功能变化与其超微结构改变基本一致. 各

手术组肝脏线粒体功能与肝组织ATP含量 SOD活性

及巯基含量之间均呈显著正相关 与LPO含量呈显著

负相关. MCS组术后发生的上述变化与其向肝门脉血流

的大量丧失有关. MCS组的PSS于术后陡然增加了近5

倍 致使肝脏有效血流量锐减 硬变肝脏处于低灌

流 甚至缺氧状态 能量基质吸收减少 进一步损

害了其线粒体结构和功能; 同时激发肝脏氧自由基(OFR)

生成增加 LPO升高; 由于合成减少和消耗增加 SOD

活性和巯基水平下降. 由于上述变化 细胞膜性结构进

一步受损 不能维持离子的正常运转 导致细胞外

Na+ Ca2+等离子大量流入细胞内 线粒体内Ca2+也

随之增加. Ca2+的超负荷引起线粒体肿胀 以至于空

化 崩解或形成髓鞘样结构. MCS 术后肠系膜静脉系

表7  SD大鼠肝硬化手术后肝组织SOD活性和LPO含量的变化(u/mg) (n =8, mean±SD)

     术前      术后(wk)
指标 术式

           NL           CL            1            2              3

MCS   66.45 26.74b 124.58 16.54b 161.56 8.77b

SOD(u/mg) DSCS 238.16 16.94b 193.59 13.80 135.06 11.48bd 163.89 8.13bd 191.22 11.54d

PAD 135.71 12.28bd 162.51 8.45bd 191.70 10.93d

MCS    0.39 1.45b    5.78 0.31b    4.44 0.35b

LPO(µmol/g) DSCS     2.36 0.29b    3.35 0.46    4.46 0.36bd    3.44 0.42d    3.37 0.43d

PAD    4.54 0.39bd    3.47 0.39d    3.40 0.42d

bP <0.01 vs CL; dP <0.01 vs MCS. n代表大鼠数目.



统压力下降 可引起一些毒素吸收增加[49] 加上肝脏

解毒功能下降 这些毒素也可不同程度地破坏线粒体

功能. MCS术后的高胆酸血症也可损害线粒体功能.

        DSCS组和PAD组术后维护了向肝门脉血流灌注[28]

因此 其线粒体功能和抗氧化能力受到了较小的影响.

DSRS 与其他非选择性分流相比 能够较好地保护肝

脏功能[50]. PAD组由于切除了脾脏 硬变肝脏承担了更

多的过滤 解毒及免疫等功能 因此 抗氧化能力恢复

较SDCS组缓慢. MCS组术后向肝门脉血流灌注锐减

肝功能 肝脏线粒体功能及抗氧化能力进步一下降 术

后3 wk各指标仍未恢复. DSCS组及PAD组的上述指标

变化较小且恢复较快 其中DSCS组恢复更快些. PAD

组术后近期死亡率高. 上述分析说明DSCS可能是较理

想的术式 也说明选择性分流较好地维护了硬变肝脏

的线粒体功能和抗氧化能力.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of Dansen on gastric mucosal
Na+-K+-ATPase activity and gastric transmucosal potential
difference during severe intraperitoneal infection in rats.

METHODS: The intraperitoneal infection rat model was
established by cecal ligation and puncture (CLP). Assay of
Na+-K+-ATPase activity in gastric mucosal tissue was conducted
by biochemical method. The electric-physiological recorder was
used to measure gastric mucosal potential difference.

RESULTS: The activity of Na+-K+-ATPase was markedly
decreased in infected group at 3h after perforation, com-
pared with the control group (P =0.0 271<0.05). There
was a minimum of Na+-K+-ATPase activity at 12h post-
perforation in infected group (P =0.0 062<0.01), only about
48.5% matched to the control group. Gastric transmucosal
potential difference (GTPD) of infected group decreased sig-
nificantly as compared with the control group (P =0.0 253
<0.05) at 6h after perforation, and rapidly dropped to the
lowest at 12 h post-perforation (P =0.0 025<0.01). At 12 h
and 24 h after perforation, GTPD was lower in infected group
than that not only in the control group (P =0.0 293<0.05).

CONCLUSION: The reduce of Na+-K+-ATPase activity may
play an important role in gastric mucosal barrier damage
following severe abdominal infection induced by CLP, and

the application of Dansen in earlier period can prevent the
occurrence of stress ulcer.

Zhang C, Liu ZK, Yu PW. Effect of Dansen on gastric mucosal  Na+-K+-
ATPase activity and gastric transmucosal potential difference during
severe intraperitoneal infection in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(3):694-696

摘要

目的: 探讨丹参注射液对严重腹腔感染状态下大鼠胃黏膜

Na+-K+-ATPase活性变化和电位差的影响.

方法: 利用大鼠盲肠结扎穿孔造成腹腔严重感染动物模型

应用生化法检测穿孔前和穿孔后3 6 12 2 4 48 h

各时相大鼠胃黏膜Na+-K+-ATPase活性. 应用电生理记录

仪检测穿孔前和穿孔后 3 6 12 24 48 h 胃黏膜

电位差(GTPD)变化.

结果: 盲肠穿孔后3 h Na+-K+-ATPase活性显着降低(P =0.0 271

<0.05) 12 h 降至最低(P =0.0 062<0.01) 仅为对照组的

48.5 48 h仍未恢复正常; 注射丹参组从12h开始Na+-

K+-ATP酶活性与感染组显示出差别(P =0.0 253<0.05).

GTPD穿孔后3 h即有下降 6 h显着下降(P =0.0 352<0.05)

12 h 下降至最低(P =0.0 025<0.01); 丹参组从12 h开始胃

黏膜电位差与感染组显示出差别(P =0.0 293<0.05).

结论: 严重腹腔感染状态下胃黏膜Na+-K+-ATPase活性降

低可能是引起胃黏膜屏障功能受损的主要原因. 早期应用丹

参对有效地预防应激性溃疡的发生有重要的临床意义.

张超, 刘占奎, 余佩武. 丹参注射液对胃黏膜Na+-K+-ATPase活性和胃黏膜

屏障功能的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(3):694-696
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0   引言

应激性溃疡是感染 创伤 休克等危重病症的常见并

发症 死亡率高达10-20% 尽管应激性溃疡的诊断和

治疗已取得可喜进步 但对其发生机制尚未完全阐明

严重影响了救治率的进一步提高. 目前的研究认为致损

因子与保护因子间的动态平衡失调导致胃黏膜屏障功

能受损可能是应激性溃疡发生的主要原因之一[1-11]. 正常

情况下胃腔内H+浓度比胃黏膜内H+浓度高出100-300

万倍 胃黏膜Na+-K+-ATPase活性对于维持胃腔与黏膜

内巨大的离子梯度是必不可少的 是胃黏膜屏障功能



的重要保护因素. 近年来 复方丹参注射液治疗应激性

胃溃疡已有报道 但其机制仍不清楚 我们利用大鼠

盲肠结扎穿孔动物模型 观察了严重腹腔感染时丹参

对大鼠胃黏膜Na+-K+-ATPase活性的影响 为防治应

激性胃黏膜损害提供客观的实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  健康wistar 大白鼠180只 (第三军医大学动

物中心) 质量220 30 g 标准饲料 室温下单笼喂

养1 wk. 10 g/L戊巴比妥钠腹腔内注入 剂量为30 mg/

kg 麻醉后腹部电推剃毛 碘伏常规消毒 中下腹

正中切口入腹 长约 2-3 cm 提出并游离盲肠 注

意保护肠系膜血管 找到盲肠与回结肠交界处 用4

号丝线环行结扎盲肠 保持回结肠通畅. 在盲肠中部用

9号针头贯穿后放回腹腔 关腹. 术后皮下注射生理盐

水 以补充术中丧失的体液 剂量为50 ml/kg. 此后

每隔6 h按上述剂量皮下注射生理盐水1次.  复方丹参

注射液(上海第九制药厂生产).

1.2 方法  随机将动物分为三组 每组60只 每个时

相点10只动物: (1)感染组按上述方法制作; (2)丹参组按上

述方法制作后 在尾静脉内注射给药 剂量为0.02 ml/kg

给药时间为穿孔前30 min. (3)对照组: 动物除不行盲肠

结扎穿孔外 其余处理与感染组相同. 分别于穿孔前

穿孔后3 6 12 24 48 h进行观察.  胃黏膜Na+-K+-

ATPase活性测定 按Mozsik et al [Am I Dig Dis 1976;21:

649-654]的方法稍加修改.  取全胃沿大弯侧剪开 用冷

冻冲液(内含NaCl 130 mmol/L EDTA-Na2 5 mmol/L 咪唑

30 mmol/L 调整pH至7.5)冲洗黏膜后 刮取胃黏膜 称重

剪碎 加9倍体积的冷冻匀浆液(冲洗液+ 2.4 mmol/L脱氧

胆酸钠)作匀浆 匀浆液4 离心(3 000 g) 15 min 取上清

液再次4 高速离心(20 000 g) 20 min 弃上清 沉淀物

用冷冻匀浆液洗涤两次 -20 冰箱保存.  酶活力测

定 反应总体积450 µl pH7.4. 分设A B两管 A
管含100 mmol/L NaCl 20 mmol/L KCl 10 mmol/L咪

唑 5.6 mmol/L MgCl2 2 mmol/L ATP-Na2; B管加1 mmol/L

哇巴因 不加KCl 增加NaCl 至 120 mmol/L 其余

同A管. 分别向A B两管中加入酶制备样品100 µl 立
即置于37 恒温水浴15 min 再向各管加入150 g/L三

氯醋酸100 µl 终止反应; 4 离心(3 000 g)15 min 取
上清0.4 ml加入定磷试剂 45 温育15 min 660 nm

波长下测 A(吸光值)值. 根据A B两管 A值之差计算

Na+-K+-ATPase活力. 在紫外分光光度计上用280 nm和

260 nm波长测定样品中蛋白质含量. 酶活力单位:  µmol
pi/min/mg/pro. GTPD的测定: 动物麻醉后开腹 剪开胃

体前壁约0.5 cm 暴露胃黏膜 将两只自制的AgCl2电

极连接于PHS-10A数字式酸度-离子计上 测定电极

轻轻接触胃黏膜 参比电极置于腹部切口皮下 稳定后

记录电位值 单位为mV 以绝对值表示.

        统计学处理  所有计量资料均用mean±SD 表示 用
spss 10.0 统计软件包进行 t检验及方差分析

2   结果

2.1胃黏膜Na+-K+-ATP酶活性穿孔后3 h即发现显着下

降(P =0.0 271<0.05) 12 h 降至最低 仅为对照组的

48.5% 48 h仍未恢复正常. 注射丹参组从12 h开始Na+-

K+-ATP酶活性与感染组显示出差别(P =0.0 253 <0.05).

见表1.

2.2黏膜电位差穿孔后3h即有下降 6 h显着下降(P =

0.0 352<0.05) 12 h下降至最低(P =0.0 025<0.01). 丹参

组从12 h开始胃黏膜电位差与感染组显示出差别(P =

0.0 293<0.05). 见表2.

表1  胃黏膜Na+-K+-ATP酶活性变化(µmol pi/min/mg/pro, mean±SD, n=60)

t (穿孔后)/h
分组     穿孔前

           3            6          12        24  48

感染组 152.9 13.8 113.2 12.5a 106.8 12.3a   92.3 9.8b 95.5 11.3b             127.6 12.7

丹参组 153.7 13.3 115.7 13.2a 109.5 13.1a 132.9 7.1c            138.4 11.9c      140.3 10.1

对照组 154.2 13.5 152.8 11.6 151.5 13.2 152.8 12.3            155.1 13.1      153.2 12.4

感染组 aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组; 丹参组 cP <0.05 vs  对照组.

表2  胃黏膜电位差变化(mV,mean±SD, n=60)

t (穿孔后)/h
分组     穿孔前

         3                         6        12        24    48

感染组 22.8 1.4 20.0 1.6 15.2 1.4a 11.5 1.4b 16.9 1.4a          18.8 1.5

丹参组 21.9 1.5 22.7 1.5 16.5 1.6a 20.4 1.4c 21.1 1.2c                        21.6 1.4

对照组 22.8 1.5 23.6 1.6 23.1 1.6 23.4 1.5 22.6 1.6                   22.3 1.4

感染组 aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组; 丹参组 cP <0.05 vs 对照组.
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3   讨论

GTPD的形成是由于黏膜对H+ Na+ K+ Cl-等离子

流的转运而造成的离子梯度所致 其大小取决于各种离

子流在黏膜两侧的梯度差及黏膜组织结构所具有的电阻

抗. 正常情况下 胃腔内的H+浓度比黏膜内高100-300

万倍 当胃黏膜屏障功能受损时 H +顺着巨大的离

子梯度大量回渗到黏膜内 Na+则从黏膜内流到胃腔

造成离子梯度发生变化 导致GTPD 降低. 胃黏膜对

H+ Na+ K+ Cl-等离子的跨膜转运是一个主动的

耗能过程 需要ATP提供能量 这一过程主要依赖于

胃黏膜细胞膜上的Na+-K+-ATPase来完成[12-17]. 丹参系

唇形科鼠尾草属植物(salvia milriorrhiza bunge)的根 其性

微寒 味苦. 现代医学研究证实 丹参的成分中具有

改善外周循环 提高常压和低压条件下肌肉的耐缺氧能

力 加快微循环血流速度 增加毛细血管网等作用[7-22].

实验表明: 丹参注射液可以增加胃黏膜血流量(GMBF)[23].

我们发现: 感染组从穿孔后12 h开始Na+-K+-ATP酶活

性即显着低于丹参组(P <0.05) 胃黏膜PD的下降也显

着低于丹参组. 表明丹参在应激状态下 可能通过改变

GMBF和Na+-K+-ATPase活性参与了胃黏膜细胞的能量

代谢过程 从而使胃黏膜屏障功能免受致损因子的攻

击 减少应激性胃黏膜损害的发生.

         能量代谢障碍是胃黏膜损伤过程中的一个重要因素.

某些应激性溃疡的发生是胃黏膜特异性能量不足的结

果 而Na+-K+-ATPase-ADP系统和ATP-腺 酸环化酶-

cAMP系统的作用是能量代障碍的中心环节. 他不仅是

维持黏膜细胞正常功能和膜通透性的关键 而且是致

病因素损伤胃黏膜的作用点 并与前列腺素等的细胞

保护作用机制有关[24-29]. 深入研究胃黏膜损伤过程中能

量代谢的变化 对阐明该类疾病的发生机制及其防治

将十分有意义. 我们的实验结果表明: 严重腹腔感染状态

下GMBF下降是引起胃黏膜屏障功能损害的基本因素

随着GMBF的下降 一方面胃黏膜清除过量H+的能力降

低 更重要的是胃黏膜细胞内能量产生不足 ATP生成

减少 细胞膜上的Na+-K+-ATPase活性降低 不能维持

黏膜两侧的离子梯度 胃黏膜电位差下降 胃黏膜屏障

功能受损. 而在创伤早期应用丹参 可以有效的预防应激

性溃疡的发生 其远期疗效有待于进一步深入研究.
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Abstract
AIM: To observe whether the CD117-CD45- bone marrow
cell can differentiate into the cells with characters of hepa-
tocyte by the stimulation of hepatocyte growth factor (HGF)
and fibroblast growth factor-4 (FGF4), and to explore the
acting mechanism of the growth factors.

METHODS: Bone marrow cells were from the stern or ilium
of 4 healthy volunteers between 4-40 years old. CD117-

CD45- bone marrow cells separated by magnetic cell sorting
method, cultured in DMEM medium with FGF4, HGF, FGF4+
HGF or no growth factor were divided into four groups:
groups A, B, C, and D accordingly. Cells were collected on
days 0, 7, 14, 21, and 28 for detecting the hepatocyte
markers: AFP, CK18, albumin by immunocytochemistry,
glycogen by PAS staining and c-met, FGFR2 mRNA by RT-PCR.

RESULTS: The specific markers of hepatocyte were positive
in groups A, B and C but not in group D. C-met and FGFR2
mRNA expressed at a low level in the cells newly isolated
or cultured in the medium without growth factor, but at
increasing level after cutured with growth factor.

CONCLUSION: HGF and FGF4 can induce CD45-CD117- dif-
ferentiate into hepatocyte-like cells. The effect of growth
factor on cell differentiation is probably by the positive regu-
lation between the growth factor and its receptor.

Li WX, Duan FL, Ma J, Chen XY. Differentiation of adult bone marrow
CD45-CD117- stem cells into hepatocyte in vitro. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(3):697-701

摘要

目的: 探讨在HGF FGF4诱导下人骨髓CD45-CD117-细

胞能否向肝细胞分化 并探讨两种生长因子在诱导分化中

可能的作用机制.

方法: 骨髓来自4名4-40岁健康志愿者的胸骨或髂骨. 用两

步磁式分离法分离出CD45-CD 117-细胞 分别用含有

FGF4 HGF HGF+FGF4或不加生长因子的DMEM培养

基进行培养 相应地分为A B C D 四组. 分别于

新分离时和培养 7 d 14 d 21 d 28 d 时留细胞. 备

作免疫细胞化学检测AFP CK18 白蛋白 PAS染色检测

糖原等肝系细胞的特征型标志 RT- PCR检测C D组

细胞c-met (HGF受体)和FGFR2(FGF4R) mRNA 表达情况.

结果: A B C三组加生长因子诱导培养后的细胞均可

检测到肝系细胞的标志 D组细胞不加生长因子培养后没

有检测到肝系细胞的标志. c-met和FGFR2mRNA在新分离

的和D组培养7 d 14 d 时的细胞均有较弱的表达 而

在C组细胞诱导培养7 d 14 d时表达升高.

结论: HGF和FGF4可诱导人骨髓CD45-CD117-细胞向肝

细胞样细胞分化. 生长因子诱导分化的作用可能通过与其受

体之间的正反馈调节.

李文晰, 段芳龄, 马军, 陈香宇. HGF和FGF4体外诱导人骨髓CD45-CD117-

细胞向肝细胞分化的研究. 世界华人消化杂志  2004;12(3):697-701

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/697.asp

0   引言

骨髓干细胞向肝细胞分化潜能的发现 给肝病的治疗

带了新思路和新的前景. 但目前向肝细胞分化的具体的

骨髓亚型来源及调控骨髓干细胞定向分化的机制尚不

清楚. 我们选用了 CD45-CD117-细胞 用HGF和FGF4

诱导其向肝细胞分化 为了进一步探讨肝细胞的骨髓

源问题. 还检测了所用生长因子的受体诱导前后表达情

况 以探讨骨髓干细胞向肝细胞可能的分化机制.为骨

髓干细胞应用于临床奠定理论基础.

1   材料和方法

1.1 材料  抗人CD45 Microbead 抗 PE Microbead购自

德国Miltenyi公司 抗人PE-CD117抗体 HGF FGF4

购自BD公司 淋巴分离液购自TBD公司 DMEM ITS
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购自GIBCO 胎牛血清购自天津血研所 RNA 抽提

试剂盒购自QIAGEN公司 Revertaid First Strand cDNA

synthesis kit 购自MBI公司 Probest Taq酶购自Takara

公司 DAPI购自Roche公司 GeneRulerTM 100 bp DNA

ladder 购自MBI 公司 抗人CK18 抗体 兔 鼠 SP

试剂盒购自福州迈新生物公司 抗人白蛋白抗体 抗

人AFP抗体购自DAKO公司 DAB试剂盒购自北京中

山生物公司 鼠尾胶原 Schiff 试剂自制.

1.2 方法  骨髓源于4名健康志愿者 年龄4-40 岁

从胸骨或髂骨抽取8 mL骨髓 先用淋巴分离液初步分

离出骨髓单个核细胞.再用磁式分离法分离出 CD45-

CD117-细胞. 具体步骤: (1)密度梯度离心法分离出骨髓

单个核细胞 再将其过Pre-separation filter柱. (2)加10 µL
PE标记的抗人CD117(c-kit)于细胞悬液中(10 µL抗体 /
107个细胞) 混匀后4 避光反应5-10 min. (3)洗细胞

后 重悬细胞 并加抗PE微磁珠20 µL 混匀后6-
12 孵育15 min (20 µL磁珠/ 107个细胞). (4)用2 mL除
气Buffer润湿LD柱 将3)的细胞悬液加于柱子上 让

其流到一新备的收集管中 既得CD117-细胞. (5)重悬

细胞并加抗人CD45磁珠混匀 4 孵育15 min. (6)洗细

胞后 将其重悬 加到一新的LD柱. (7)收集流下的细胞

得到的即为CD117-CD45-细胞. 留部分作细胞计数 并

分别通过台盼兰染色和DAPI复染细胞核计算细胞活率

和纯度 余用Hank s洗1遍后加培养基. 分离好的细胞

以4 104个细胞/cm2的密度接种于铺有鼠尾胶原的24

孔培养板上 加低糖型DMEM(GIBCO) 含20 mL/L FBS

1 ITS 青霉素100 kU/l 链霉素100 kU/L 1 g/L

BSA 10-8mol/L 地塞米松 10-4 mol/L 抗坏血酸 分

为单独HGF 单独FGF4 HGF与 FGF4 无生长因子

4个组 分别计为A B C D组 每组6个复孔 以

后每周换液2次 分别于培养7 14 21 28 d时留取

细胞以备检测.

        免疫细胞化学SP法检测CK18 AFP 白蛋白 步

骤: 留取的细胞用Carnoy固定液固定10 min 用PBS冲

洗干净后 加过氧化物酶阻断剂反应10 min 0.1 mol/L

PBS冲洗干净 非免疫血清封闭10 min 甩弃多余封

闭液 加一抗: CK18 工作液 AFP用 PBS 1 200 稀

释 白蛋白1 300 稀释 50 µL/ 片 室温反应2 h
PBS 代替一抗作阴性对照.PBS冲洗 3 min 3. 加生

物标记的二抗10 min. 过氧化物酶标记的卵白素10 min

冲洗 DAB 镜下显色 冲洗 苏木素复染或不复染

梯度酒精脱水 二甲苯透明 中性树胶封片 镜下观察

选数个高倍视野进行细胞计数(每个指标源于4标本)

共计500个细胞.

        PAS染色检测糖原: 留取细胞 用950 mL/L酒精固

定10 min 冲洗干净 10 g/L过碘酸水溶液反应10 min

冲洗 晾干 加Schiff 试剂30 min 亚硫酸水洗3遍

自来水冲洗 晾干 加2 甲绿反应15 min 自来水冲

洗 脱水 透明 中性树胶封片.

        RT-PCR检测c-met和FGFR2 mRNA: 分别取新鲜分

离出的CD117-CD45-细胞及C组 D组诱导培养7

14 d的细胞 各5 106个 抽提RNA(按试剂盒说明

书进行) 加 600 µL RLT制成细胞悬液 用自动匀浆
器匀浆30 s.加 700 mL/L乙醇 600 µL到匀浆液中 抽
吸均匀后将其加于柱子上 离心15 s. 加 700 µL RW1
于柱子 离心15 s. 加 500  µL RPE于Rneasy 柱 离
心15 s 并重复. 将柱子放入1个1.5 mL收集管中 加

30-50 µL无RNA酶水于柱子中 大于或等于8 000 g
离心1 min. 用紫外光分光光度计测A260和A280值 按公

式计算出RNA的浓度和纯度. 逆转录参照试剂盒说明书

冰上加: 总RNA 10 µL (0.2 mg) oligo (dT)18 引物 1 µL; 水
1 µL 混匀3-5 s.70 反应 5min 冰上速冷. 按如下
顺序在冰上加: 5 buffer 4 µL; 核酶抑制剂 1 µL; 10 mmol/L
dNTP 2 µL 混匀并离心片刻. 37 反应 5min.
ReverAid M-Mulv 逆转录酶(200u/ µL ) 1  µL 混匀. 42 
反应 60 min. 之后在70 反应 10min 冰上冷却结束

反应.PCR所用引物C-met1 5 - cattctgaagccgttttatgc-3 ;

C-met2 5 -atgccctctcctatgatct-3 产物长度601 bp.

FGFR2U 5 -aacaccacggacaaagagat-3 ; FGFR2L5 -

tcttggtcgtgttcttcattcg-3 产物长度265 bp. β-actin1
5 -ccaaggccaaccgcgagaagatga-3 ; β-actin2 5 -
agggtacatggtggtgccgccaga-3  产物长度587 bp.

       以肝癌组织cDNA为模板 进行PCR扩增 作为

阳性对照 以鉴定引物设计及合成质量 以 β-actin 作
内参. PCR反应体系: 10 buffer 5  µL; Taq酶 0.125  µL;
dNTPs (2.5 mmol/L) 2.5 µL; 引物mix (100 pmol/L) 1  µL;
模板(100 ng/ µL) 1  µL; 灭菌水 17.875  µL; 总体积25  µL.
循环条件: 94 预变性5 min ; 94 变性30 s 55 

(c-met FGFR2)/ 62  (β-actin)退火30 s 72 延伸
30 s 30个循环 ; 72 后延伸3 min. 分别取PCR产物

5  µL DNA ladder 6  µL 用 1 g/L琼脂糖凝胶电泳
紫外投射仪下观察并照像 用Quantity one软件分析. 以

DNA ladder的表达值为标准 用各个待测条带的灰度值

与标准参照相比得到校正值 再分别将各标本的 c-

met FGFR2的校正值与其相应的β-actin的校正值相比
得出一个比值 即二次校正值 然后进行各组间比较.

        统计学处理  阳性率在各组之间 各时间点之间的

比较用 χ2检验 P <0.05 为有显著性差异.

2   结果

在倒置相差显微镜下观察 细胞大小均匀 透光度良

好 DAPI染核后 在荧光显微镜下观察 PE标记的细

胞占细胞总数的百分率小于1%. 台盼蓝染色 细胞活

率大于95%. 细胞均呈克隆性生长 单个不形成克隆的

细胞容易死亡. 24 h起开始有贴壁生长 之后逐渐增多

贴壁的细胞呈卵圆形或梭形. 诱导至28 d时 细胞形态

呈上皮样细胞. C组细胞生长速度快于A B两组细胞.

细胞达对数生长期的时间 在不同的细胞供应者之间
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有差异 在7-20 d 之间.

2.1 RT-PCR检测c-met与FGFR2的结果  以肝癌cDNA

为模板扩增 c-met FGFR2均有很亮的条带(图1). 以新

鲜分离骨髓干细胞或诱导培养后细胞的cDNA 为模板的

RT-PCR产物 其电泳结果经肉眼观察 并用Quantity

One分析的结果均表明: c-met与FGFR2 mRNA在新鲜分

离的骨髓CD117-CD45-细胞有表达 在C组细胞诱导

培养7 14 d 时表达均升高 而D组培养7 14 d 时

表达量变化不明显(图 2 3). 其内参对照 β-actin 在各
组 各时间点无明显差异(图 4 ) 均有较亮的条带.

Quantity one软件分析结果见表1.

表1  c-met 与 FGFR2电泳条带分析结果

     β-actin     c-met    FGFR2
分组

           表达值 校正值  表达值  校正值  表达值  校正值

新分离的细胞 75.26 0.57 59.17 0.47 36.60 0.18

C组 7 d 77.78 0.59 85.49 0.68 64.53 0.32

D组 7 d 80.91 0.61 59.74 0.48 36.70 0.18

C组 14 d 74.02 0.56 89.42 0.72 62.15 0.31

D组14 d 73.90 0.56 57.39 0.46 30.65 0.15

该组数据是4个标本的均数.

图1  c-met, FGFR2 的RT-PCR产物. 1: 肝癌为模板的c-met; 2:
CD117-CD45-细胞为模板的c-met; 3: CD117-CD45-为模板的
FGFR2; 4: Marker; 5: 肝癌为模板的FGFR2.

图 2  FGFR2 RT-PCR结果.  1: C组14 d; 2: D组14d; 3: C组7 d; 4: D
组7d; 5: Marker; 6: 新分离的细胞.

2.2 检测AFP CK18 白蛋白和糖原的结果  AFP 在

新分离的细胞有少数细胞表达 阳性率在2%左右. 在

加生长因子诱导培养7 d 14 d时表达较高. 诱导培养
21 28 d时较低. 经统计学分析AFP表达从7-28 d呈下
降趋势(P <0.01 表 2 图 5B). 但在 3个组之间无明
显差异(P >0.05).不加生长因子培养的7-28 d细胞和无
一抗对照均未见染色(见图 5A). 白蛋白在新分离的细
胞有少数的细胞呈阳性 加生长因子诱导的 3 组细
胞 阳性率随着诱导培养时间的延长有逐渐升高的趋势
(P <0.01 表 2 图 5C) 在 3组间白蛋白的表达无明
显差异(P >0.05). 不加生长因子组在7-28 d均未见白蛋白
表达 无一抗对照未见染色. CK18表达随着加生长因子
诱导培养时间的延长 有逐渐升高的趋势(P <0.01 表
2 图5D.) 在3组间未见明显差异. 不加生长因子组和
无一抗对照均未见阳性染色. 随细胞培养时间的延长
加生长因子诱导培养的3组细胞 糖原染色的阳性率逐
渐升高(P <0.01 见表 2 图 5E) 在 3 组间无明显
差异(P >0.05). 而不加生长因子培养的细胞 各个时间

点均未见糖原阳性染色 阴性对照未见染色.

表2  各指标在不同组不同时间点的表达情况(单位为%, n=500)

指标   组别   7 d 14 d 21 d 28 d      χ2 P值

AFP A 80.0 42.0   8.8   2.0 804.42 0.000

B 79.0 41.6   7.6   1.8 803.51 0.000

C 78.4 40.0   9.2   2.0 771.22 0.000

白蛋白 A 19.0 76.4 94.0 96.0 774.06 0.000

B  210 75.6 92.2 97.4     759.865 0.000

C 19.4 76.0 95.2 98.0   808.6 0.000

CK18 A 17.4 65.0 89.8 92.8     672.496 0.000

B 18.0 63.0 90.0 91.8     759.865 0.000

C 18.4 64.8 90.4 92.6   808.6 0.000

糖原 A   1.2   8.0 61.0 88.0 1026.5 0.000

B   1.4   8.4 60.4 87.0 998.8 0.000

C   1.0   7.8 62.0 89.0 1054.6 0.000

图3  c-met RT-PCR结果. 1: 新分离的细胞; 2: Marker; 3: D组培养
7d; 4: C组培养7 d; 5: D组培养14 d; 6: C组培养14 d.

图 4  β-actin RT-PCR结果. 1: Marker; 2: D组培养14 d; 3: C组培养
14 d; 4: D组培养7 d; 5: C组培养7 d时; 6: 新分离的细胞.
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图5A  C组细胞诱导培养28 d无一抗对照( 400).

图 5B  A组诱导培养7 d AFP表达( 400).

图 5C  C组诱导培养14 d时白蛋白表达情况( 400).

图 5D  B组诱导培养21 d时CK18表达情况( 400).

图 5E  C组诱导培养21 d时糖原染色情况( 1 000).

3   讨论

体内外试验证实肝细胞可来源于骨髓干细胞[1-6] 这为

肝脏疾病的治疗提供了新思路 因而人们对这方面的研

究倾注了极大的热情 但目前向肝细胞分化的骨髓来源

问题还没搞清. CD117 也叫c-kit 是干细胞因子(SCF)

的受体 表达于未分化的造血前体细胞 是最常用的造

血干细胞标志之一[7-9]. CD45表达于除红细胞和血小板以

及他们的前体以外的所有造血源性细胞[10-12] 因而我们

分离的CD117-CD45-细胞为骨髓非造血干细胞的一个亚

型. 这种亚性的骨髓干细胞向肝细胞的分化情况目前尚

无人研究.本试验选择了CD117-CD45-细胞 诱导他们

向肝细胞分化 旨在探讨肝细胞的骨髓来源问题.

         磁式分离法可以利用细胞的表面标志分离出造血干

细胞或非造血干细胞 能更精确的将细胞分类. 我们用

磁式分离得到的细胞 透亮度好 台盼蓝染色发现活细

胞比率大于95% 这说明本实验分离的细胞活力尚可

适合用于细胞培养. 用荧光染料DAPI染核检测纯度 荧

光显微镜观察发现PE标记的细胞占总数的99% 这说

明此法分离出的细胞具有很高的纯度.

       AFP是一种胞质蛋白 由肝前体细胞分泌 随着

细胞逐渐成熟而消失 [13-15]. 我们实验中加生长因子诱导

培养后 AFP符合一个规律: 7 14 d时表达均处于较高

水平 21 28 d时表达较低 总体上呈下降趋势. 这一

规律与肝系细胞从幼稚到成熟这一过程中AFP变化规

律相一致.

        CK18 白蛋白 糖原均是成熟肝细胞的标志. CK18

在幼稚的肝前体细胞不表达 当肝细胞趋于成熟或已

成熟时表达[16-18]. 白蛋白是肝细胞功能的一个标志物

在体内他主要由成熟肝细胞分泌 [19-21]. 糖原合成和储存

是正常肝细胞特有的功能[22-24] 因而联合检测这三个

指标能较准确的反应肝系细胞的特征.

         我们的试验结果显示这些标志物在细胞诱导培养过

程中的表达符合肝细胞逐渐趋于成熟过程中的表达规律.

       目前对骨髓干细胞分化潜能的研究已比较多 且骨

髓干细胞的多向分化潜能已成定论. 但骨髓干细胞分化

的机制及其定向分化的控制因素还是困扰研究者的一

大难题 这在骨髓干细胞应用于临床方面设置了巨大

障碍. 生长因子是调控分化的众多因素中的一个重要元

素. 我们试验中运用了2种生长因子: HGF和FGF4. HGF

也叫肝细胞生长因子 在胚肝发育成熟过程中发挥着

重要作用 并能促进未活化的肝细胞分化[25-27]. 因其在

体内的作用 使其成为了目前体外诱导骨髓干细胞向

肝细胞分化的研究中应用最多且效果比较肯定的一个生

长因子. 本实验将其作为FGF4 FGF4与HGF联合的对

照以观察他们诱导向肝细胞分化的作用. FGF4在内胚层

的形成时是一重要的因子 对保持内胚层的特异性起重

要作用[28-30]. 我们的结果显示不管单独HGF 单独FGF4

或二者联合刺激组均检测到了肝细胞表型和功能信号.

这说明了HGF FGF4 这两个生长因子均具有诱导骨
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髓干细胞向肝细胞分化的功能. 当FGF4与HGF联合应
用时 虽肝细胞特异性标志阳性的细胞比率与单独
HGF 单独FGF4无明显差异 但细胞生长速度要快于
后二者 因而HGF与FGF4还是起到了一定的协同作用.
         RT-PCR作为鉴定引物质量和操作问题的阳性对照
和内参对照均有较亮的条带 这说明引物设计合成质
量及PCR各项反应条件均合适. 对骨髓细胞的检测发现
在新鲜分离的细胞有微弱的条带 这提示了二者在
CD117-CD45-干细胞中的低表达状态 也间接提示了
这种亚型骨髓干细胞均有可能受HGF与FGF4的诱导
这种假设在细胞培养过程中得到了验证. 动态观察诱导
培养7 d 14 d时 c-met FGFR2表达的情况 发现加
生长因子的一组细胞 其c-met FGFR2 mRNA表达均
升高 而不加生长因子时则未见c-met FGFR2 mRNA
表达变化. 这提示HGF与FGF4对其相应的受体可能有
诱导其活化或诱导性表达的作用.提示HGF FGF4发挥
作用时可能存在正反馈机制.
         既然新鲜分离的骨髓干细胞表面就存在一些生长
因子受体 我们可以考虑从这些受体入手 找出与之相
应的配体 然后再通过细胞培养或动物试验等方法检
测这些配体的作用效果. 沿此路线去寻找调控分化的因
素 或许也是值得考虑的路径. 另外从检测骨髓干细胞
与肝细胞表面共同存在的受体入手 可能也是找出骨
髓干细胞向肝细胞分化的调控因素的一种途径.
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Abstract
AIM: To study the effects of L-arginine on the expression
of nitric oxide synthase and oxidative stress in rat liver
tissues with alcoholic hepatic steatosis.

METHODS: The rat alcoholic hepatic steatosis models were
made with ethanol supplied in the drinking water.32 SD
rats were randomly divided into four groups (n =8 in each
group). Rats were fed with 400 mL/L ethanol for up to 16
(group A) or 20 (group B) weeks. Rats in group C were
fed with ethanol as rats in group B and administered with
L-arginine by intraperitoneal injection from the 17th week.
Group D was the normal control. Rats in groups B and D
were administered normal saline by intraperitoneal injection
from the 17th week. The expression of protein and mRNA of
NOS in the liver was detected with immunohistochemistry
and reverse transcription polymerase chain reaction.
Meanwhile, NO, MDA, GSH,SOD contents were measured and
histopathological changes were observed in the liver tissues.

RESULTS: In groups A and B, different degrees of steatosis
could be seen. Steatosis was more significant in group B
than in group A (t =76.5, P <0.05). Compared to group D,
NO and MDA contents and the expression of iNOS were
significantly increased (P <0.01). However, GSH and SOD
contents and the expression of eNOS were significantly

decreased (P <0.05)in groups A and B. In comparison to
group B, steatosis in the liver was reversed or significantly
lessened (t =62.5, P <0.05), NO contents were unchanged,
MDA contents and the expression of iNOS were signifi-
cantly decreased (P <0.05), GSH and SOD contents and
the expression of eNOS were markedly increased in the
group C (P <0.05).

CONCLUSION: The therapeutic effects of L-arginine on al-
coholic hepatic steatosis are probably involved in decreased
iNOS expression, increased eNOS expression and allevi-
ated oxidative stress.

Tian DA, Hong JM, Liu NZ, Wang JL. Effects of L-arginine on expression of
nitric oxide synthase and oxidative stress in rat liver tissues with alcoholic
hepatic steatosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):702-705

摘要

目的: 探讨L-精氨酸对酒精性肝脂肪变大鼠肝组织NOS表

达及氧应激的影响.

方法: 采用在饮水中加入酒精的方法建立酒精性肝脂肪变动

物模型. 32只 SD大鼠随机分成4组 每组8只. A B组

分别喂饲400 mL/L乙醇至16 20 wk; C组喂饲乙醇同B

组 自17 wk起腹腔注射L-精氨酸; D组为正常对照组.

B D组自17 wk起腹腔注射等量的生理盐水. 应用免疫组

化和逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)的方法检测肝组织中

NOS的蛋白和mRNA表达 同时测定肝组织中NO MDA

GSH SOD含量 并观察肝组织病理变化.

结果: A B组肝组织出现了不同程度脂肪变性 B组更

为显著(t =76.5 P <0.05).与 D组相比 A B组肝组织

中NO MDA含量 iNOS表达明显增高(P <0.01); GSH

SOD含量 eNOS表达明显降低(P <0.05).与B组相比 C组

肝组织脂肪变性被逆转或明显减轻(t =62.5 P <0.05) NO

含量无显著改变 MDA含量 iNOS表达明显降低(P <0.05);

GSH SOD含量及eNOS表达明显升高(P <0.05).

结论: L-精氨酸对酒精性肝脂肪变的治疗作用可能与iNOS

表达降低 eNOS表达升高以及氧应激减轻有关.

田德安, 洪捷敏, 刘南植, 王家马龙  . L-精氨酸对酒精性肝脂肪变大鼠肝组织

NOS表达及氧应激的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(3):702-705
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0   引言

L-精氨酸不仅能显著减轻或完全阻止大鼠酒精引起的



肝损害[1] 而且能逆转酒精所导致的肝脏炎症和纤维

化[2] 提示L-精氨酸对酒精性肝损害有预防和治疗作

用.关于L-精氨酸的作用机制 目前尚不清楚. 我们研

究L-精氨酸对酒精性肝脂肪变大鼠肝组织NOS表达及

氧应激的影响 探讨L- 精氨酸作用的可能机制.

1   材料和方法

1.1 材料  健康 SD大鼠 32只 体质量180-220 g

由华中科技大学同济医学院动物中心提供; 丙二醛

(MDA) 超氧化物歧化酶 (SOD) 谷胱甘肽(GSH) 一

氧化氮(NO)试剂盒购自南京建成生物工程研究所; 兔抗

鼠 iNOS及 eNOS多克隆抗体购自美国Santa Cruz公司;

免疫组织化学试剂盒(SP法)购自北京中山生物技术有限

公司;  Trizol一步法RNA提取试剂购自美国Gibco公司;

iNOS eNOS及GAPDH引物均由北京赛北盛工程公司

合成; RT-PCR试剂购自美国Promega公司产品; L-精氨

酸由上海政翔化学试剂研究所生产.

1.2 方法  将实验大鼠适应性饲养1 wk后 随机分成A

B C D四组 每组8只. 采用在饮水中加入酒精的方法

建立酒精性肝脂肪变动物模型 造模方法为: 先给大鼠随

意饮用20 g/L蔗糖溶液3 d 然后再加入50 mL/L 的乙

醇 每隔4 d增加 50 mL/L直至 150 mL/L 然后再每

周增加50 mL/L直至终浓度为400 mL/L 从此开始计

算造模时间[3-4] 大鼠进食普通饲料(脂肪占50 g/L). A

组造模时间为16 wk B组为20 wk. C组为L-精氨酸

干预组 乙醇喂饲同B组 另从17 wk开始每日腹腔注

射L-精氨酸100 mg/kg. D组为正常对照组 饮用20 g/L

蔗糖溶液 时间为20 wk. B D 组从 17 wk 开始每日

腹腔注射等量的生理盐水.

1.2.1 肝组织NO MDA GSH和 SOD含量测定  大

鼠颈椎脱臼处死后 取肝右叶1 g 湿重组织 4 下

加生理盐水制成100 g/L的匀浆 1 000 r/min离心5 min

后取上清 硝酸还原酶法测NO代谢产物NO2-和NO3-

间接反映NO水平 硫代巴比妥酸法检测MDA含量

二硫代二硝基苯甲酸法测定GSH含量 黄嘌呤氧化酶

法测定SOD活力(肝匀浆稀释成10 g/L的浓度) 双缩脲

法测定肝组织中蛋白含量.

1.2.2 肝组织病理和免疫组化检查  取肝左叶组织 40 g/L

甲醛固定 石蜡包埋 5 µm 切片 HE 染色 光学
显微镜下观察肝组织病理变化. 肝细胞脂肪变性的半定量

指标(中华病理学杂志1994; 23: 14-16)按脂变肝细胞占肝

细胞总数的百分数分为5个等级 即: 脂变肝细胞<0.05

为 -; 0.05-0.25为 +; 0.26-0.50为 ++; 0.51-0.70为 +++;

大于0.70为 ++++. eNOS iNOS免疫组化染色采用SP

法 第一抗体的工作浓度均为1 50 操作流程按试

剂盒说明书进行 以PBS代替一抗作阴性对照. 联苯二

胺(DAB)显色 苏木素复染 封片. 通过HPIAS-1000型

图像分析仪进行图像分析处理得出平均 A 值 作为

eNOS iNOS蛋白表达的相对含量.

1.2.3 逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)  采用Trizol一步

法提取总RNA 用DNA/RNA测定仪(英国Pharmarcia公

司)检测RNA浓度和纯度. 取总RNA 4 µg 加入Oligo (dt)15
引物及逆转录酶 在20 µL 体系下 45 60 min 完
成逆转录反应 cDNA置-20 保存. iNOS引物序列[5]为:

上游5 -ACA ACA GGA ACC TAC CAG CTC A -3 下

游5 -GAT GTT GTA GCG CTG TGT GTC A -3 ; eNOS

引物序列[5]为: 上游5 -GGA GAA GAT GCCAAG GCT

GCT-3 下游 5 -CTT CCA GTG TCC AGA CGC

ACC-3 ; GAPD引物序列[5]为: 上游5 -CGG AGT CAA

GGA TTT GGT CGT AT -3 下游5 -AGC CTT CTC

CAT GGT GGT GAA GAC -3 . 反应条件为 iNOS: 94 

1 min; 60 30 s; 72 1 min; 30个循环; eNOS: 90 

1 min; 56 30 s; 72 1 min; 27个循环; GAPDH:

94 1 min; 56 30 s; 72 1 min; 30 个循环.

iNOS eNOS及GAPDH的扩增产物大小分别为651 bp

224 bp 和 306 bp. 经 15 g/L 琼脂糖凝胶电泳 利用

MUVB-20凝胶分析系统(美国Ultralum公司)对扩增产

物条带进行扫描 分别以iNOS/GAPDH eNOS/GAPDH

的平均 A值作为 iNOS mRNA eNOS mRNA表达的相

对含量.

        统计学处理  应用SAS 8.01版软件进行统计学分析.

计量资料以mean±SD表示 用方差分析检验组间的总
差异 两组间差异比较采用 q检验 等级资料采用秩

和检验 P <0.05 为差异有统计学意义.

2   结果

2.1 肝组织病理学的变化  B C 组分别有1 2 只大

鼠死亡; A D组大鼠全部存活. A组肉眼见肝脏明显肿

大 呈黄色缺血状 表面有油腻感. HE染色显示肝细胞

出现了+-++级脂肪变性 主要见于肝腺泡II III 区

为胞质内以大泡型为主的混合脂滴 空泡将肝细胞核

挤向一侧. B组肝细胞脂肪变性较A组更显著 (t =76.5

P <0.05) 伴有轻度炎性细胞浸润. C组肝组织脂肪变

性较B组明显减轻(t =62.5 P <0.05) 表现为正常(5/

6只)或+级脂肪变性(1/6只). D组大鼠肝组织的形态学表

现正常 肝脏色红 肝窦清晰 肝索排列整齐 偶见个

别肝细胞内有极少量细小脂滴散布于细胞核周围(表1).

2.2 肝组织 iNOS和 eNOS的表达  iNOS阳性反应产物

呈黄色或棕黄色 主要位于肝细胞及单核巨噬细胞胞

质中. D组(正常对照组)无或有少许 iNOS表达; A B组

iNOS表达升高.A B组iNOS平均A值较D组明显升高

(P <0.01) 经L-精氨酸干预后 C组 iNOS平均A值较

B组明显降低(P <0.05 图1AB). 各组肝组织iNOSmRNA

RT-PCR结果与免疫组化结果类似(图3). eNOS阳性反应

产物呈黄色或棕黄色 主要位于肝脏血管内皮细胞胞

质中. A B组eNOS平均A值较D组明显降低(P <0.01)

经 L-精氨酸干预后 C组 eNOS平均 A值与B组相比

显著升高(P <0.05 图 2AB). 各组肝组织eNOSmRNA
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RT-PCR结果与免疫组化结果类似(图4).

图1  肝组织 iNOS蛋白表达 SP×400. A: 生理盐水组; B: L-精氨酸组.

图2  肝组织eNOS蛋白表达 SP×400. A: 生理盐水组; B: L-精氨酸组.

图3  iNOSmRNA RT-PCR产物电泳图.

图4  eNOSmRNA RT-PCR产物电泳图.

2.3 肝组织NO MDA GSH及 SOD水平  A B组

肝组织NO MDA水平与D组相比显著增高(P <0.01)

而 GSH SOD水平显著降低(P <0.05或 P <0.01). 与 B

组相比 经 L- 精氨酸干预后 C 组 NO 水平无明显

改变(P >0.05) 而MDA水平显著降低(P <0.01); GSH

SOD水平显著升高(P <0.05 表 2).

表1  大鼠肝组织脂肪变性程度

分组 n     -        +      ++          +++         ++++

A组 8     0        6        2            0              0

B 组 a 7     0        1        3            3              0

C 组 b 6     5        1        0            0              0

D组 8     8        0        0            0              0

aP <0.05, t =76.5, vs A组; bP <0.05, t =62.5, vs B组.

表2  大鼠肝组织NO, MDA, GSH, SOD水平

分组     n  NO (µmol/g)      MDA (nmol/g)    GSH (mg/g)   SOD (kU/g)

A组     8 1.81 0.41b 237.7 21.9b       31.5 7.0a      55.8 6.8b

B 组     7 2.78 0.68b 272.9 32.5b       21.7 3.1b      49.8 5.5b

C 组     6 2.96 0.75 147.5 21.8d       58.2 7.6c       94.6 7.9c

D组     8 0.53 0.08 137.6 17.4        60.7 8.3    99.0 9.7

aP <0.05, bP <0.01, vs D组; cP <0.05, dP <0.01, vs B组.

3   讨论

酒精性脂肪肝形成机制较复杂 由多种因素共同参

与[6-11].目前有学者提出了关于脂肪肝发病机制的 二

次打击 学说 认为各种不同病因通过氧应激促使反应

性氧化物(ROS)增加作为发病的基础机制[12]. ROS与膜磷

脂的多不饱和脂肪酸起过氧化反应 形成脂质过氧化

物(LPO)[13]. 脂质过氧化可干扰脂肪酸的氧化 导致脂

肪在肝中蓄积[14]. 而脂质沉积的增多又能加重脂质过氧

化反应 遂形成恶性循环[15]. 本结果显示 A组大鼠肝

组织中脂质过氧化产物MDA含量明显增加 而反映抗氧

化能力的指标GSH SOD含量明显下降 提示肝组织中

促氧化物与抗氧化物之间的动态平衡失调 导致氧应激

和脂质过氧化 促使肝脂肪变性发. B组大鼠肝组织中
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GSH SOD含量下降更明显 抗氧化能力进一步削弱

氧自由基对肝脏的损害加剧 脂肪变性程度也更重.

          嗜酒人群和慢性酒精摄入大鼠由于酒精损害了肠黏

膜屏障 肠壁通透性增加 细菌毒素移位 致使血

中内毒素水平升高[16-18] 而且慢性酒精摄入也使TNF-

α产生增加[19]. 内毒素 TNF-α等可诱导 iNOS基因表
达[20] 而抑制eNOS基因转录[21-22] 降低eNOSmRNA

的稳定性[23]使eNOS 表达下调. 本实验表明 A B组

脂肪变性肝组织中iNOS表达明显上调 eNOS表达明显

减少 可能与内毒素 TNF-α等的产生增加有关. 肝
组织中iNOS eNOS表达呈相反趋势 但NO含量显著

增加 由此结果可推测 NO含量增加主要通过iNOS表

达上调所引起. iNOS所产生的大量NO与O2-结合生成一

种更强的氧化剂ONOO-[24] ONOO-不仅导致自由基反

应加剧[25-26] 而且可氧化蛋白质巯基 Fe/S 中心 锌

指结构及硝基化蛋白质的酪氨酸残基 从而使SOD

GSH等的合成和再生减少[27-28] 显著减弱了抗氧化酶

清除自由基的能力 导致组织损伤.同时 eNOS表达下

降 肝组织灌注减少 血小板聚集 微血栓形成[29] 自

由基产生增加[30] 进一步加重了对肝组织的损害.

        Nanji et al [2]研究表明 NO前体L-精氨酸可降低

酒精性肝损害大鼠血浆内毒素和肝组织TNF-α mRNA
水平. 本实验表明 与B组相比 C组经L-精氨酸干

预后 由于诱导 iNOS或下调eNOS表达的刺激因素作

用降低 肝组织中iNOS表达明显降低 eNOS表达明显

升高 NO 含量无明显改变. iNOS 表达降低可减轻

ONOO-对GSH SOD等抗氧化酶的损害 GSH SOD

含量明显升高 肝脏的抗氧化能力增强 氧应激减轻

脂质过氧化产物MDA含量减少. 同时eNOS表达升高可

增加肝组织灌注 减少血小板聚集及微血栓形成 有利

于肝组织的损伤修复[31] 因而给予L-精氨酸治疗后肝

脂肪变性被逆转或明显减轻. 总之 L- 精氨酸对酒精

性脂肪肝的治疗作用可能与降低 iNOS 的表达 升高

eNOS表达以及减轻氧应激有关.
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Abstract
AIM: To study the effect of Lichangsifang (LCSF) on TNF-
α mRNA expression in rats with ulcerative colitis (UC).

METHODS: Ninty-eight SD rats were randomly divided into
seven groups, and every group had fourteen rats (seven
rats were male, and seven, female), namely the normal
control group, the pathologic control group, solfasalazine
(SASP) group, Wumeiwan (WMW) group, Baitouwengtang
(BTWT) group, Senglingbaishusan (SLSS) group and
Tongxieyaofang (TXYF) group. Except the normal control
group, the other six animal model groups of UC were made
through the integration of general immunity and local stimu-
lation with DNCB and acetic acid. The six animal model
groups of UC were treated by SASP, TXYF, WMW, BTWT,
SLBSS and TXYF respectively. After these treatment, the
changes of some immune indexes in the colon tissue such
as the lever of TNF-α mRNA expression were evaluated by
in situ hybridization.

RESULTS: The level of TNF-α mRNA expression in patho-
logic groups was significantly higher than that in normal

controls (P <0.01, t =4.128 vs normal control), The TNF-
α mRNA expression was decreased in WMW than those in
other pathologic groups (P <0.01, t =3.435 or P <0.05
t =2.593). TNF-α mRNA expression was decreased in
WMW group than those in BTWT group, SLBSS group and
TXYF group (P <0.05, q =2.581 vs BTWT group, q =2.834
vs SLBSS group, q =2.624 vs TXYF group). There was no
remarkable difference in the lever of TNF-α mRNA expression
among BTWT group, SLBSS group and TXYF group (P >0.05).

CONCLUSION: This model induced with DNCB and acetic
acid is successful. It is obvious that the cytokines play impor-
tant roles in pathogenesis of UC, especially proinflammtory
cytokines FNF-α, which can promote inflammation. WMW is
the most effective among the compounds, which have cura-
tive effects by adjusting immunity and inhibiting abnormal
inflammatory reaction in the course of UC.

Qiu MY, Fan H, Mei JJ, Shen GX, Liu SL, Zhao YQ. Effect of Chinese
herb compounds Lichangsifang on TNF-α mRNA expression of colon
tissue in rats with ulcerative colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12
(3):706-710

摘要

目的: 观察理肠四方对溃疡性结肠炎(UC)大鼠结肠组织细胞

因子TNF-α mRNA的表达的影响 比较四方疗效大小
并分析其作用机制.

方法: 应用2 4-二硝基氯苯(DNCB)免疫加醋酸局部灌肠

法建立UC大鼠模型 将98只健康SD大鼠(雌雄各半) 按

雌雄随机分7组 分别为乌梅丸组 白头翁汤组 参苓白

术散组 痛泻要方组 柳氮磺胺吡啶(SASP)组 模型组和

正常组 分别观察治疗后大鼠结肠黏膜TNF-α mRNA的
表达变化 并进行统计学比较.

结果: 造模后细胞因子TNF-α mRNA的表达升高(模型组与
正常组平均吸光度比较P<0.01 t =4.128 vs 正常组) 理肠

四方各治疗组 SASP组与模型组比较有显著意义(P <0.01

q =12.37vs乌梅丸组 q =9.52 vs白头翁汤组 q =8.79

vs 参苓白术散组 q =8.54 vs 痛泻要方组 q =8.92 vs

SASP组) 但除乌梅丸外 理肠四方之间比较无明显差异.

结论: 经两两比较后 乌梅丸疗效最好 白头翁汤 参

苓白术散 痛泻要方与SASP组疗效相当.  表明理肠四方可

下调促炎细胞因子TNF-α 从而使溃疡性结肠炎大鼠免

疫功能恢复正常 达到治疗的目的.
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0   引言

细胞因子与溃疡性结肠炎(UC)关系密切 其中TNF-α
是公认的以单核巨噬细胞产生为主的 能介导UC发

病的细胞因子[1-5]. 有人已进一步证实: TNF-α mRNA的
表达在活动期高于非活动期UC[6]. 我们用UC大鼠结肠

TNF-α mRNA表达为观察指标 以进一步了解中药理
肠四方对UC细胞因子的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  理肠四方的药物组成及剂量如下: 乌梅丸: 乌

梅16 g 细辛6 g 干姜10 g 黄连16 g 当归4 g 附

子 6 g 蜀椒 4 g 桂枝 6 g 生晒参6 g 黄檗 6 g ;

白头翁汤:白头翁 30 g 黄柏 24 g 黄连 10 g 秦皮

24 g ; 参苓白术散:莲子肉10 g 薏苡仁10 g 缩砂仁

10 g 桔梗 10 g 白扁豆 15 g 白茯苓 20 g 生

晒参20 g 甘草 20 g 白术 20 g 山药 20 g ; 痛泻要

方: 炒白术 30 g 白芍 20 g 陈皮 15 g 防风 20 g.

柳氮磺胺吡啶(SASP)批号 200111002 由上海三维制

药公司生产(250 mg/片). 乌梅丸: 将生药中含挥发油的药

物(当归 细辛 木香等)放入提油器中 加蒸馏液(含

挥发油) 用乙醚溶解 再蒸发乙醚 得挥发油(2 mL).

再将以上药液(包括药渣)倒入药罐中 将其他不含挥

发油的药物亦加入此药罐 开始用武火 煮沸后用文

火 保持沸腾30 min 搅拌后趁热过滤. 其药渣再加

蒸馏水蒸煮一次 煮沸时间 20 min 过滤 合并滤

液 在电炉上浓缩成515 g/L 再将蒸馏的植物油加

入此药液中 消毒后分两瓶装 压盖备用. 白头翁汤

参苓白术散 痛泻要方等三方药物的制备均按以上方法

配制成含生药浓度分别为562 g/L 987 g/L 216 g/L

的水煎剂. 柳氮磺胺吡啶药物制备: 将88片SASP用研钵

研细 用100目筛筛过 然后再研 直至最后剩下1-2 g

残渣 仍放进研粉中 将研粉配成26 g/L混悬液. TNF-α
原位杂交检测试剂盒 原位杂交专用盖玻片 DBA显

色试剂盒 poly-L-lysine(多聚赖氨酸) DEPC 200 mL/L

甘油等均由武汉博士德生物工程有限公司提供. 健康SD

大鼠98只(雌雄各半 体质量300 50 g)由华中科技

大学同济医学院实验动物中心提供.

1.2 方法  将SD 健康大鼠98只(雌雄各半) 按雌雄随

机分 7 组 每组 14 只(雌雄各半) 1-6 组为造模组

分别为乌梅丸组 白头翁汤组 参苓白术散组 痛泻要

方组 SASP 组和模型组 第 7 组为正常组 各组体

质量无显著性差异(P >0.05). 应用 2 4- 二硝基氯苯

(DNCB)免疫加醋酸局部灌肠法建立UC大鼠模型[7-8].

将大鼠颈背部用100 g/L Na2S脱毛后 以20 g/L DNCB

丙酮液 0.25 mL (5 滴)滴背 1次 /d 连续 14 d 在第

15 d以直径3 mm导尿管经肛门插入结肠8 cm处 注

入 0.1% DNCB乙醇 0.25 mL 在第 16 d 同部位注入

80 mL/L醋酸溶液2 mL 准确计时10 s 后 再用5 mL

生理盐水冲洗. 再饲养2 wk 每天观察大鼠大便性状

饮食 毛发 活动状态等 可以看到大鼠逐渐产生

典型UC活动期症状 30 d 后造模完成.  然后 每组

随机抽取大鼠2只 处死后取其结肠 进行病理检查

确认结肠出现的充血 水肿 炎细胞浸润 隐窝脓

肿 杯状细胞减少 腺体破坏及小溃疡形成等一系列

变化. 每组每只大鼠分别用乌梅丸液 白头翁汤液

参苓白术散液 痛泻要方液和 SASP 混悬液 3 mL 灌

胃 每天 1 次; 模型组 正常组: 每组每只大鼠均以

蒸馏水各3 ml 灌胃 1次 /d 以上均给药15 d. 全部

结肠标本均经 49 g/L 甲醛固定 石蜡包埋. TNF-α
mRNA的表达用原位杂交法(采用TNF-α的寡核苷酸
探针经地高辛高效标记法)检测 严格按试剂盒说明

操作 最后显微镜观察并拍照. 每组切片随机选取 5

张 各随机选取 5 个视野 用HPIAS-1000 型高清

晰度彩色病理图文报告分析系统(版本 9.0)测量 计

算其平均吸光度和平均灰度.

        统计学处理 采用SPSS10.0软件处理统计数据资料

数据用均数 标准差(mean±SD)表示 采用 t检验和 F
分析(q检验).

2   结果

造模动物于2 wk左右出现黏液稀便 且逐渐加重 4 wk

左右症状更为严重 可见脓血便 消瘦 体质量减

轻 毛发无光泽 饮食明显减少 畏寒 懒动等. 经理

肠四方 SASP灌胃后 其症状均有不同程度改善(表1).

表1  中药理肠四方对大鼠体质量和组织损伤积分的影响(mean±SD)

分组  n     体质量(g)             损伤积分

正常组 12    352.5 20.7b       0b

模型组 10 3 307.8 15.3d 5.5 0.45d

S A S P组   9 3 321.5 18.7ad 3.8 0.39a

乌梅丸组 11 3 340.3 16.8bd 1.8 0.34bf

白头翁汤组 10 3 331.4 13.8bd 2.5 0.38bf

参苓白术散组   9 3 325.6 18.4ad 1.9 0.35be

痛泻要方组 10 3 328.7 10.5ad 3.7 0.47a

aP <0.05, bP <0.01 vs模型组; cP <0.05, dP <0.01 vs正常组; eP <0.05, fP <0.01
vs SASP组.

2.1根据炎症损伤程度进行评分[9-12] 确有改善(表1). 镜

下正常组: 大鼠结肠黏膜完好 无炎细胞浸润及溃疡形

成 黏膜上皮完整 连续 腺体排列规则 结构清楚

分泌功能活跃 黏膜 固有膜内血管 纤维等正常 肌

层无异常. 模型组: 大鼠结肠黏膜糜烂 溃疡 大部分

黏膜缺损 有的形成深大溃疡 黏膜腺体破坏 残
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存的黏膜充血 水肿 增生形成息肉样外观(假息

肉) 黏膜及黏膜下大量炎细胞浸润(淋巴细胞 浆细

胞 巨噬细胞) 有的细胞呈散在分布 处于增生状

态(浆多 核大 染色质稀疏); 黏膜层变薄 黏膜下

固有层局部充血 水肿 纤维增生. SASP 组: 大鼠结

肠黏膜上皮部分缺损 腺体排列欠规则 黏膜下轻度

充血 较多炎细胞浸润. 乌梅丸组: 大鼠结肠黏膜上皮基

本完整 腺体排列较规则 黏膜下无明显充血 少量炎

细胞浸润. 白头翁汤组: 大鼠结肠黏膜上皮基本完整 腺

体排列规则 黏膜下充血不明显 可见炎性细胞浸润.

参苓白术散组: 大鼠结肠黏膜上皮基本完整 腺体排列

规则 黏膜充血不明显 可见少量炎性细胞浸润. 痛泻

要方: 大鼠结肠黏膜上皮欠完整 腺体排列欠规则 黏

膜下充血明显. 可见炎性细胞浸润(图1A-G).

2.2 TNF-α mRNA的表达  杂交阳性信号为棕黄色颗
粒分布于胞质 阳性物质主要位于巨噬细胞 淋巴细胞

及纤维母细胞胞质内 呈颗粒状(图2A-G). 模型组平均

吸光度明显高于正常组(P <0.01) 其平均灰度则明显

低于正常组(P <0.01);而乌梅丸组平均吸光度低于模型组

(P <0.05) 其平均灰度则明显高于模型组(P <0.01);乌

梅丸组平均光密度与白头翁汤组 参苓白术散组 痛泻

要方组比较亦有所下降(P <0.05) 其平均灰度则较之

升高(P <0.05); 而 SASP组其平均吸光度 平均灰度则

与该3组无明显差别(P >0.05 表 2).

表2  中药理肠四方对大鼠结肠组织TNF-α mRNA的表达情况(mean±SD)

分组  n 平均吸光度    平均灰度

正常组 12 0.31 0.13b 158.21 12.31b

模型组 10 0.68 0.16  90.57 9.73

SASP组   9 0.48 0.09 125.36 11.27

乌梅丸组 11 0.37 0.11ac 140.48 13.34bd

白头翁汤组 10 0.45 0.15e 130.93 10.43e

参苓白术散组   9 0.47 0.14e 127.89 9.67e

痛泻要方组 10 0.50 0.13e 123.81 12.03e

aP <0.05 , bP <0.01 vs 模型组; cP <0.05, dP <0.01 vs SASP组; eP <0.05 vs乌

梅丸组.

图1  UC大鼠结肠病理切片HE×200. A: 正常组; B: 模型组; C: SASP
组; D: 乌梅丸组; E: 白头翁汤组; F: 参苓白术散组; G: 痛泻要方组.
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图2  UC大鼠结肠TNF-α mRNA表达 ×200. A: 正常组; B: 模型组; C:
SASP组; D: 乌梅丸组; E: 白头翁汤组; F: 参苓白术散组; G: 痛泻要方组.

3   讨论

从大鼠主要症状 体征 结肠组织损伤积分特别是病

理切片看 该造模方法是成功的 同时通过药物治疗后

症状 体征及病理改变看 他们均有不同程度好转(组

间变化不明显 P >0.05) 其中以白头翁汤组疗效最

好 而痛泻要方组疗效稍差(与SASP组相当) 而乌梅

丸组与参苓白术散组疗效相当(主要根据结肠组织积分

结果看). 乌梅丸较其他各组对TNF-α mRNA的影响为
大 其疗效可能稍好于其他各组. 主要是所造UC大鼠

模型造成机体损伤及炎症 既有正虚又有湿热 其UC

( 休息痢 )发病机制与乌梅丸组方特点相吻合 亦即与

乌梅丸的主治病机较为合拍 故该方疗效最好; 白头翁

汤专事清热化湿 参苓白术散专擅健脾益气 前者祛

邪 后者以补虚扶正 而针对肝脾不和的痛泻要方则与

此模型病机有较大差异 其疗效均较乌梅丸次之 故疗

效稍差.

         肿瘤坏死因子(TNF-α)是一种重要的肠道炎症递质
和凋亡诱导递质 TNF-α介导的细胞凋亡与抗原刺激
后成熟T 细胞清除有关[13].  UC 肠黏膜巨噬细胞合成

TNF-α 而TNF-α 的增加诱导结肠上皮细胞凋亡
促进UC的发生. 大量证据表明 TNF-α是由单核巨噬
细胞产生的一种肽类物质 他是一类具有多种生物学

活性的细胞因子 不仅对人或动物等多种肿瘤细胞有

细胞毒性作用 而且是机体炎症与免疫反应的重要调

节因子 发生UC时 由肠道菌群产生的脂多糖可直

接活化黏膜固有层的吞噬细胞 使其增生 进而释放
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包括TNF-α在内的一系列细胞因子 破坏肠黏膜屏
障 同时血管系统也遭到破坏 导致一系列UC典型的

炎症病变. 另外 TNF-α的分泌是可以调控的 然而
细胞因子调控和释放的确切机制仍不清楚 是否的确

与核因子(NF)-κB 活化有关[14] 尚需进一步研究.
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Abstract
AIM: To observe the influence of antioxidant N-acetylcysteine
(NAC) on nuclear factor-kappa B (NF-κB) and inducible nitric
oxide synthase (iNOS) in pancreatic tissue of rats with acute
necrotizing pancreatitis (ANP).

METHODS: A total of 95 Spraque-Dawley (SD) male rats
were randomly divided into control group (group C, n =25),
acute pancreatitis group (group A, n =35) and NAC inter-
vention group (group N, n =35). In group A, SD rats were
injected twice intraperitoneally with 8 g/L L-arginine  (2×
1.2 mg/g) in an interval of 1 hour for ANP. In group C, SD
rats received the same amount of saline at the same time.
In group N, 0.5 mol/L NAC (0.05 mg/g) was administered
intraperitoneally 1 hour before the start of L-arginine
injection. Animals were killed at 6, 12, 24, 36, and 48
hours after the first L-arginine injection. The concentra-
tion of NF-κB and the activity of  iNOS in rat’s pancreatic
tissue of each group were assayed.

RESULTS: The concentration of NF-κB in pancreatic tissue
in group N significantly decreased in earlier period than
that in group A (10.4±2.3 vs 89.7±6.4, 6.8±3.2 vs 21.5±3.5,
7.9±3.4 vs 32.5±4.5, 5.4±2.7 vs 14.7±5.2, and 5.0±3.7 vs
11.1±2.3, P <0.05 or P <0.01). iNOS activity increased in
group A, whereas it significantly decreased in group N
(15.2± 4.0 vs 24.2±3.8, 28.3±8.0 vs 36.8±6.0, 25.2±3.8 vs

30.5±3.5 , 21.2±3.7 vs 28.7±7.2, and 18.8±5.5 vs 28.2±4.2,
P <0.05 or P <0.01).

CONCLUSION: Antioxidants may decrease the activity of
iNOS through the inhibition of NF-κB activation.

Tan ZR, Tang GD, Jiang HX, Deng DH, Yuan HF. Effects of antioxidant
on NF-κB and iNOS  in rats with acute necrotizing pancreatitis. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):711-713

摘要

目的: 探讨抗氧化剂N-乙酰半胱氨酸(N-acetylcysteine

NAC)对急性胰腺炎大鼠胰腺核因子-κB( nuclear factor-
kappa B NF-κB )和诱导型一氧化氮合酶 (inducible nitric
oxide synthase iNOS)表达的影响.

方法: SD大鼠 95 只 随机分成正常对照组(C组 25

只) 急性胰腺炎组(A 组 35 只)和 NAC干预组(N 组

35 只). A 组分 2 次腹腔内注射 8 g/L 的 L- 精氨酸(L-

arginine L-Arg) 1.2 mg/g诱导急性坏死性胰腺炎(acute

necrotizing pancreatitis ANP)模型; C组同法腹腔内注射

等量生理盐水; N组先提前1h腹腔内注射0.5 mol/L的NAC

0.05 mg/g 然后同A组方法诱导ANP. 在首次注射L-Arg

后于 6 12 24 36 48 h  5 个时点分批处死大鼠

检测胰腺NF-κB及 iNOS活性.

结果: N组NF-κB浓度在ANP早期比A组的明显降低(10.4
2.3 vs 89.7 6.4 6.8 3.2 vs 21.5 3.5 7.9 3.4 vs

32.5 4.5 5.4 2.7vs 14.7 5.2 5.0 3.7vs 11.1

2.3 P <0.05 及 P <0.01). A组各时点 iNOS明显升高 N

组各时点 iNOS活性均较A组的明显下降(15.2 4.0 vs

24.2 3.8 28.3 8.0 vs 36.8 6.0 25.2 3.8 vs

30.5 3.5 21.2 3.7 vs 28.7 7.2 18.8 5.5 vs

28.2 4.2 P <0.05 及 P<0.01).

结论: 抗氧化剂可通过抑制NF-κB的激活而抑制iNOS的表达.

谭至柔, 唐国都, 姜海行, 邓德海, 袁海锋. 抗氧化剂对急性胰腺炎大鼠核因

子-κB和一氧化氮合酶的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(3):711-713

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/711.asp

0   引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis AP)是临床常见急症之

一[1-8 ] 尤其是急性出血坏死性胰腺炎(acute necrotiz-

ing pancreatitis ANP)临床表现危重 病死率高[9-10 ]
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其发病机制极为复杂且尚未完全阐明[11-13 ]. 最近的研究

表明 前炎症因子 iNOS的过度表达参与加重AP时对

胰腺组织的损害 [14-15 ]. iNOS在正常生理条件下并不表

达 只有在炎症等病理条件下细胞受到刺激后方表达

但iNOS的转录合成还受到转录因子复合体NF-κB的调
控 [16]; 抗氧化剂N-乙酰半胱氨酸(NAC)对NF-κB活性
有抑制作用 [17 ]. 但 NAC在ANP的发展中对大鼠胰腺组

织NF-κB iNOS活性的影响 国内外尚未见报道. 我
们采用分 2 次腹腔内注射大剂量左旋精氨酸( L -

arginine L-Arg)法制备大鼠ANP模型 观察NAC对

大鼠胰腺组织NF-κB iNOS活性的影响及其意义.

1   材料和方法

1.1 材料  健康 SD大鼠 95 只 2-3 月龄 体质量

250-300 g (广西医科大学动物中心提供). iNOS检测试剂

盒购自南京建成生物工程研究所 大鼠转录因子检测

试剂盒购自美国Clontech公司. L-Arg NAC 蛋白酶

抑制物混合液 胰蛋白酶抑制剂 羟乙基哌嗪乙磺酸

(HEPES) 二硫苏糖醇(DTT)均购自美国Sigma公司.

1.2 方法  大鼠随机分成3组: 生理盐水对照组(C组 25

只) 急性胰腺炎组(A组 35 只) NAC干预组(N组

35只). 所有大鼠实验前均禁食16 h 自由饮水. A组大

鼠分2次腹腔内共注射80 g/L L-Arg溶液2 1.2 mg/g

中间间隔1 h; C组同法腹腔内注射等量的生理盐水. N组

则于L-Arg 注射前1 h 预先腹腔内注射0.5 moI/L 的

NAC溶液0.05 mg/g 1 h后按照A组同法腹腔内注射

等量的80 g/L L-Arg溶液. 各组实验大鼠在注射80 g/L

L-Arg 或等量生理盐水后分别于6 12 24 36 48 h

5 个时点分批处死; C组每个时点处死5只大鼠 A组

和N组每个时点处死7只大鼠. 解剖大鼠 取胰头部胰

腺组织行组织病理学检查 A组 N组大鼠经大体病

理及组织病理检查证实为ANP. 将胰腺组织用滤纸吸干

水分 电子天平称取 200 mg 胰腺组织 剪碎后加入

PBS溶液至2 mL 匀浆机制成100 g/L的胰腺组织匀

浆 4 低温离心 取上清 -20 冰箱保存 采用

L-精氨酸比色法测定iNOS活性. 另切取胰腺组织250-

300 mg以同等量冷PBS液中冲洗 于5 mL冷PBS 中充

分剪碎 经 150 目的滤网冰上研磨 收集中层悬液

离心 弃上清取细胞沉淀.  细胞沉淀于溶解缓冲液

(HEPES 100 mmol/L MgCl2 15 mmol/L KCl 100 mmol/

L DTT 0.1 mol/L 蛋白酶抑制物)中冰冻孵育15 min

离心 再悬浮 用小27号针头反复吸喷以破碎细胞 离

心破碎的细胞液 收集核沉淀物. 再于提取缓冲液

(HEPES 20 mmol/L MgCl2 1.5 mmol/L NaC1 0.42 mol/L

EDTA 0.2 mmol/LM 甘油 DTT 0.1 mol/L 蛋白酶

抑制物)中悬浮粗制核沉淀物 注射器反复吸喷以破碎细

胞核 离心核悬浮液 收集上清液(细胞核提取物) 测量

核提取物的蛋白浓度 小整量分装 快速冷冻(-70 )

采用ELISA法测定 NF-κB浓度.

        统计学处理  采用SPSS10.0软件包作统计学处理

数据以mean±SD表示 进行方差分析 P <0.05 为差
异有统计学意义.

2   结果

2.1 NAC对NF-κB的影响  经NAC预处理的大鼠胰腺
腺泡细胞核内NF-κB浓度显著下降(表1).

表1  大鼠胰腺腺泡细胞核内NF-κB的变化 (mg/L, mean±SD)

       t / h
分组
             n          6      12 24       36              48

C 5    3.3 3.1     4.3 2.9       4.3 2.9     3.3 3.1    3.3 3.1

ANP 7   89.7 6.4b   21.5 3.5b    32.5 4.5b   14.7 5.2b   11.1 2.3b

NAC 7   10.4 2.3ad      6.8 3.2d      7.9 3.4d       5.4 2.7d     5.0 3.7c

aP <0.05, bP <0.01, vs C; cP <0.05,  dP <0.01, vs ANP.

2.2 NAC对 iNOS活性的影响  C组各时点胰腺组织匀

浆 iNOS活性均未能检出. 以NAC预处理 使大鼠胰腺

组织匀浆 iNOS活性显著下降(表2).

表2  大鼠胰腺组织 iNOS活性(µkat/g, mean±SD, n =7)

  t / h
分组

           6    12            24       36             48

ANP       24.2 3.8     36.8 6.0     30.5 3.5     28.7 7.2  28.2 4.2

NAC        15.2 4.0b    28.3 8.0a     25.2 3.8a       21.2 3.7a  18.8 5.5b

aP <0.05, bP <0.01, vs ANP.

3   讨论

在实验性AP的发生早期有NF-κB的激活 在实验性
AP模型的发生中起着重要的作用[18-19 ]. NF-κB是最近发
现的极重要的基因转录调控因子 他是一种具有多向

转录调节作用的核蛋白. NF-κB几乎存在于所有细胞中;
但通常情况下 NF-κB与抑制性抗核因子-κB (IκB)共
价结合成复合物 以无活性形式存在于细胞质内. NF-

κB的活化可诱导前炎症因子 iNOS的过度表达 iNOS
的大量表达参与AP的发生 发展 加重了AP时对胰腺

组织的损害[14-15 ]. 我们发现ANP大鼠细胞核内NF-κB浓
度在6 h即有明显升高 6 h后呈现急剧下降 12 h降

至较低水平 24 h有所回升并呈现第二峰值 以后时点

呈缓慢下降趋势 支持AP早期有NF-κB的激活. 使用
NAC后NF-κB的活性明显降低 提示NAC可抑制NF-
κB 的活性. 其作用机制尚不十分明确 推测可能是:
NAC 是一含巯基(-SH)物质 是体内游离巯基的重要

组成部分之一. NAC进入体内迅速脱去乙酰基变为左旋

半胱氨酸 捕捉未配对电子 阻止急性胰腺炎胰腺缺血

再灌注时中性粒细胞氧自由基的瞬间爆发. 同时NAC可

直接作用于过氧化氢(H2O2)生成H2O和O2 还可清除

超氧阴离子 羟自由基[20]. 此外 NAC为小分子物质
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进入细胞后可为谷胱甘肽(GSH)的合成提供原料. GSH 对

稳定细胞膜及细胞器膜 稳定细胞内酶和蛋白质的功

能具有重要作用; 能解除病理状态下蛋白质分子二硫键

交联 利用巯基灭活活性氧. NAC 可能通过其抗氧化

和细胞保护作用 抑制NF-κB 的激活[21].
        我们发现经NAC预处理的大鼠胰腺组织iNOS的含

量显著下降 可能是NAC通过抑制NF-κB 激活 从
而抑制了胰腺组织iNOS表达的结果. iNOS在正常生理条

件下并不表达 只有在炎症等病理条件下细胞受到多种

刺激物如脂多糖(LPS) 肿瘤坏死因子-α(TNF-α) γ
干扰素 白介素-1(IL-1)等刺激诱导下 启动定位于第

17对常染色体上的II型iNOS基因转录合成[22-23 ]; 但iNOS

的转录合成还受到NF-κB 的调控[24-25]; iNOS表达的调控
主要发生在转录水平 iNOS基因的启动子区域含有多

个转录因子的结合位点包括NF-κB[26-27] 要诱导 iNOS
的表达 必须有NF-κB 的激活[28-29]. 本研究发现 C
组各时点胰腺腺泡核内NF-κB浓度无明显升高 各时
点胰腺组织匀浆 iNOS活性均未能检出; A组NF-κB浓
度急剧升高后 iNOS活性也明显升高. 应用抗氧化剂

NAC后 NF-κB浓度明显下降 iNOS的活性也降低
与文献[17 30 ]报道基本一致; 提示NAC通过抑制NF-

κB的激活而有效抑制 iNOS的表达 因此 抗氧化剂
可能成为急性胰腺炎治疗中具有应用前景的一类药物.
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Abstract
AIM: To study the histological changes of hepatic fibrosis
induced by diet iron overload in SD rats.

METHODS: After living on an iron overload in diet for 63
days, the male SD rats were decollated and the livers were
harvested to examine the liver indexes, morphology of
hepatocytes, hepatic stellate cells (HSC), sinusoidal endot-
helial cells, sinusoid, peri-sinusoid, and distribution of collagen
type III and laminin were also observed.

RESULTS: On model rats there were coagulation necrosis
of hepatocytes, activated HSC, sinusoidal endothelial cells
with less fenestrae, sinusoidal capillarization and light peri-
sinusoid fibrosis, thickened basement of central vein, more col-
lagen types I and  and laminin than those in normal controls.

CONCLUSION: Iron overload in diet for some time can injure
hepatocytes, activate HSC, decrease the fenestrae of sinusoidal
endothelial cell, and result in sinusoidal capillarization and
peri-sinusoid fibrosis. It may be better to establish an ALD
model with iron overload in diet.

Xu GF, Ge GL, Li PT, Tian DL, Jiang LD, Yang JX. Changes of hepatic
fibrosis induced by iron overload in SD rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(3):714-718

摘要

目的:  探讨饮食中铁过载诱导肝组织纤维化形成的组织学

变化.

方法: 采用 SD大鼠 在饮食中适量添加铁 共饲喂9 wk

然后处死动物 收取肝组织 分别在石蜡切片和透射电

镜下观察肝组织损害 肝窦毛细血管化和窦周纤维化形成

以及 型胶原和Laminin的分布情况.

结果: 铁剂组大鼠可见肝细胞凝固坏死 星状细胞活化

肝窦毛细血管化和轻微窦周纤维化 型胶原和laminin含

量增多 中央静脉基底膜增厚.

结论: 饮食中铁过载持续一定时间可损害肝细胞 激活肝

星状细胞 减少窦内皮细胞的窗孔 导致肝窦毛细血管化

和窦周肝纤维化 故酒精性肝病造模可考虑配合使用.

徐光福, 葛桂玲, 李澎涛, 田德禄, 姜良铎, 杨晋祥. 铁剂诱发大鼠肝纤维化的
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0   引言

酒精性肝病模型大致可分成酒精灌胃和 Tsukamoto-

French 模型两种 前者需要每天灌胃数次 对动物损害

较大 操作不熟练易造成意外死亡; 各单位对每天应该

给予的酒精量尚未得出一致意见 主要问题是酒精量

小不易成模 酒精量大动物容易死亡 导致造模失败

而且常需要在酒精之外添加辅助材料如吡唑或者玉米

油 羰基铁之类才能较易成模 不如纯酒精造成者更有

说服力 但操作简便 成本较低是其优点. Tsukamoto-

French 模型需要一次手术和附加设备 除此之外仅需

酒精即可 不需添加辅助材料 优势明显但价格昂贵

国内尚未广泛采用. 铁过载可以促进脂质过氧化 导致

氧化应激 破坏生物膜完整性并妨碍线粒体呼吸链电

子传递 造成细胞器质性损害和ATP下降 并可以活

化肝星状细胞 甚至造成严重的肝纤维化和肝硬化. 轻

微铁过载对肝脏的影响尚未见详细报道 我们的酒精

性肝病模型采用了添加羰基铁的办法 为了阐明其在

酒精性肝病模型形成中的作用 我们探讨适量铁过载

诱发肝纤维化的组织学变化如下.

1   材料和方法

1.1 材料  北京维通利华公司SD 大鼠 体质量130-



150 g. 羰基铁(carbonyl iron)购自美国Sigma公司; 多克隆

一抗 type collagen 和 laminin均购自美国抗体诊

断公司(antibody diagnostic inc ADI) 由上海长岛抗体

诊断试剂公司经销. PV-6001 Kits为美国PowerVision公

司产品 显色剂ZLI-9030 防脱片剂ZLI9001 均购自

北京中山公司.

1.2 方法  动物设正常组6只 铁剂组6只. 采用正常饲

料喂养 辅以混合试剂灌胃的方法 羰基铁35 mg/kg 麦

芽 - 糊精和黄原胶适量 每周灌 5 d 休 2 d 自由

进食 水 共9 wk. 第 9 wk末由下腔静脉放血处死动

物 自肝边缘垂直向内剪取 3-5 mm 宽的右叶组织

取靠近边缘横切1 mm3以30 g/L戊二醛固定液固定作透

射电镜标本 再横切3-5 mm3组织以100 g/L 甲醛固

定 按常规制作光镜切片 厚4 µm 作HE Masson
三色染色及免疫组化染色 用美国3Y公司产品MIS-

2000图像分析系统进行光镜观察 拍照并使用自带软

件作图像分析半定量. 按常规制作透射电镜切片 厚

80 nm 在 80KV JEM-1200EX电子显微镜下观察超微

结构并照相.

        统计学处理  采用SPSS 10.0软件对数据进行方差分析.

2   结果

2.1 电镜  正常肝细胞核清晰 圆形 染色质疏密均

匀 胞内无铁质沉积 线粒体正常大小 嵴清楚 粗

面内质网围绕胞核排列 可见大量糖原. 狄氏间隙星状

细胞不明显 内皮细胞有多数筛孔 外部未见明显基

底膜和胶原原纤维 由肝细胞的微绒毛紧密接触. 铁剂

组肝细胞核发生皱缩变形 线粒体普遍肿胀 无嵴 粗

面内质网数量减少 结构紊乱 可见铁颗粒沉积于肝

细胞内 肝细胞微绒毛增粗变短或者断裂. 肝星状细胞

核清晰 深染 染色质较粗大靠近核周边 在细胞附

近可见大量胶原原纤维. 血窦内皮细胞多数胞质疏松

水肿 胞质中易见致密状包含体 其形态为类圆形 数

个至十余个不等 由单层膜包绕 筛孔减少或消失 外

周被清晰完整的基底膜包绕 基底膜外尚可见胶原原

纤维(图 1-3).

图1  肝细胞内线粒体肿胀 嵴丢失 铁颗粒沉积和紊乱的内质网. 
10 000倍.

图 2  活化HSC, 可见铁颗粒沉积 肿胀无嵴线粒体和细胞周围大量
胶原原纤维. 8 000倍.

图3  肝窦内皮细胞内部可见颗粒物, 细胞外基底膜连续清晰. 6 000倍.

2.2 光镜HE染色  正常肝组织肝索排列清晰 整齐

肝细胞含多数糖元 并呈现异型性. 中央静脉基底膜不

可见 汇管区结构正常. 铁剂组可见汇管区略微增宽

管道的基膜增厚. 肝索结构基本保留 但肝细胞结构不

清 细胞皱缩 少量凝固坏死和炎细胞浸润 间质细胞

增生活跃(图 4 5).
2.3 HE-Masson复合染色  正常组肝组织结构同前所见
中央静脉基底膜仅见轻微染色 肝细胞周围阳性染色
基本不可见. 铁剂组中央静脉基底膜明显增厚 并与轻
微窦周纤维化的纤维互相连续 肝细胞凝固坏死和部

分脂肪变性 但肝索结构基本保留(图6 7).
2.4 免疫组化染色  正常肝组织有一定量 型胶原存在
但分布不均匀 靠近肝腺泡 区较少 而靠近肝腺泡
区较明显. 铁剂组则明显增多而两个区域无明显差别(图
8 9). 型胶原在正常组有一定含量 分布无明显差异
铁剂组略为增多 但无显著性差异(图10 11). Laminin
在正常组染色很弱 铁剂组则明显增多 且分布均匀

(图12 13 表 1).

表1  大鼠肝组织 , 型胶原和Laminin的比较( 1 000)

分组 型胶原    型胶原      Laminin

正常组 287.4 22.4 342.1 21.6 226.3 0.01

铁剂组 370.1 21.0a 375.7 6.1   18.8 21.5a

aP <0.05 vs 正常组.
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图4  正常肝组织, 肝细胞轮廓丰满, 排列整齐. HE染色, 400倍.

图5  铁剂组肝组织, 肝细胞皱缩但排列尚整齐. HE染色, 400倍.

图 6  正常肝组织, 中央静脉基底膜仅见轻微染色, 肝窦之间基本无阳
性染色, 肝细胞排列整齐. Masson-HE复合染色, 400倍.

图7  铁剂组肝组织, 中央基底膜阳性染色明显增厚, 并与肝窦间相连,
肝细胞脂肪变性, 但排列尚整齐.

图 8  正常肝组织 型胶原免疫组化染色, 肝腺泡三区较少. Envision
二步法, 200倍.

图9  铁剂组肝组织 型胶原染色, 分布均匀. Envision二步法, 200倍.

图10  正常组 型胶原免疫组化染色, 分布均匀. Envision二步法, 200倍.

图11  铁剂组肝组织 型胶原免疫组化染色, 分布均匀. Envision二步
法, 200倍.

图12  正常组肝组织层粘蛋白免疫组化染色很轻微, Envision 二步法,
200倍.

图13  铁剂组肝组织层粘蛋白免疫组化染色明显增多, 分布均匀, 400倍.
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3   讨论

缺铁导致的贫血 免疫功能和注意力低下 经常性头

痛和末梢神经障碍等 在上个世纪得到全球高度重视.

已经证明改善膳食结构 使用铁强化食品等可以改善缺

铁状态. 以前人们认为身体内储存的铁无害 然而近年

研究发现并非如此. 人类可由于大量食用铁强化食品

使用铁制炊具 超量服用抗坏血酸 饮用柠檬酸 嗜酒

输血 胰岛素抵抗[1-3]等而导致体内铁过多. 人体流行病

学调查和动物实验都显示铁过多与心脏病 肿瘤 糖尿

病 关节炎 骨质疏松症 肝硬化等有关[4-6 ].

       铁过载造成肝脏损害的经典例子是遗传性血色病

(genetic hemochromatosis). 近年有学者研究铁过载造成肝

纤维化的机制 如Bridle et al [7]报道铁离子沉积本身

可以引起炎症反应 并可以检测到细胞因子如白介素

10 CD3 TGF-β1 TNF-α γ- 干扰素 CD68
CD45RO等的变化. 遗传性血色病基因的杂合子表现出

更容易受到铁过载的不良影响 并会不同程度的加重

其他疾病的病情. 已经有研究报道[8-9]该基因表达与其他

疾病的关系. 机体没有该基因 仅仅饮食中铁过载造成

肝脏损害的机制和后果尚不很清楚; 另外铁的作用位点

意见不尽一致 如Kim et al [10]报道肝硬化患者铁在肝

细胞的沉积含量与门静脉周围感染或者碎屑样坏死的

严重程度没有关系. Grizzi et al [11]发现铁过载可以严重损

害肝脏实质和非实质细胞 并且是主要的肝纤维化促

进因子之一. Raynard et al [12]认为肝脏铁过载在酒精性肝

病中是独立的致纤维化因素. Karbownik et al [13]认为铁可

以诱导肝脏微粒体膜的过氧化损害 有利于癌症发生.

Angelucci et al [14]报道丙型肝炎伴随的铁过载是独立的

肝纤维化促进因子. Gardi et al [15]更证明铁可以在不影响

血清因子和不借助脂质过氧化的情况下 促进胶原合

成. 铁还可以促进HSC 分泌活化的MMP-2 如所周

知 MMP-2活化是HSC 活化的标志 这更证明了铁

是一个HSC活化并分泌胶原的启动促进因子. Chitturi et

al [16]认为铁过载可能参与胰岛素抵抗和非酒精性脂肪性

肝炎的发病 减少铁含量可能有助于治疗. Huang et al [17]

认为大多数酒精性脂肪肝均与铁过载有关 且血清铁

和血清层粘蛋白含量关系密切. Parkes et al [18]报道铁过载

导致肝细胞损伤后 受损肝细胞释放TGF-Beta可能是

导致HSC发生纤维增生表现的原因. 但其他学者报道[19-20]

氧化应激基因和乙醛结合物仅见于充满铁的间质细

胞 HSC活化和纤维化的发生是因为铁在间质细胞的

积聚引起 线粒体中去铁敏-螯合物池积聚和线粒体氧

化代谢机制受损 ATP下降 而附近的肝细胞则幸免.

Arezzini et al [21]报道单独接受铁添加的小鼠表现为轻度

肝纤维化 但铁促进亚毒性剂量CCl4所造成的肝硬化.

Brittenham [22]报道铁和酒精可从受损肝细胞 库普弗细

胞 HSC和细胞外基质等方面互相加重并促进肝纤维

化 而且对细胞器的氧化应激损害可能已经影响到信

号传导水平. Fiorelli et al [23] 认为非转铁蛋白结合铁在诱

导脂质过氧化方面较抗氧化剂屏障功能下降更加重

要 即使在细胞还原剂NADPH存在的情况下 非转

铁蛋白结合铁亦可以参与自由基反应. DeFeo et al [24] 也

发现非转铁蛋白结合铁在肝硬化患者较非肝硬化患者

要高得多 证实铁在酒精性肝硬化形成中具有特殊作

用. 早有学者证实铁过载可以导致沙土鼠肝脏线粒体不

可逆性损伤 而铁螯合剂口服[25]对人类铁过载初步显示

有较好防治效果 也反证铁过载的致病作用.

          上述研究结果的不尽一致说明该领域需要更多的资

料. 二价铁离子可导致线粒体膜脂质过氧化损伤 使其

呼吸链障碍 ATP产生减少 线粒体肿胀 嵴丢失等.

三价铁粒子诱发肝细胞微粒体膜硬化和脂质过氧化

并降低膜的流动性 细胞可发生过氧化损伤甚至癌变.

铁可催化超氧化物阴离子的羟化反应 自由基产生增

多导致氧化应激 损害生物膜和蛋白质 还可能损害

DNA 增加发生肿瘤 动脉硬化和心力衰竭的危险

或至少损害心血管系统. 微粒体脂质过氧化可产生丙二

醛 10 种微粒体蛋白质可与丙二醛形成加合物 并

导致细胞损伤 铁质沉着症 肝细胞坏死 ALT 上

升 肝组织羟脯氨酸含量上升等 甚至会损害红细胞.

我们的观察发现铁剂可对大鼠肝细胞造成损害 表现

为线粒体肿胀 嵴消失 细胞核皱缩变形 粗面内

质网紊乱断裂等 进一步证明铁对肝细胞的直接毒性

作用. 铁颗粒在肝细胞内的沉积和病变同时发生是直接

证据. HE染色切片显示肝细胞呈凝固变性 坏死等也

提供佐证. 肝细胞损伤机制可能与脂质过氧化和氧化应

激有关 后二者可引起肝细胞脂质代谢紊乱 部分肝细

胞的脂肪变性可能通过此种机制而形成. 本实验还发现

HSC活化并分泌大量胶原原纤维非常明显 但HSC内

部铁颗粒较少 线粒体肿胀 嵴丢失同样存在 铁可能

直接激活HSC 同时肝细胞损伤所释放的细胞因子也可

以导致HSC活化 我们倾向于这两种机制同时存在. 另

外观察到肝窦内皮细胞的内含物囊泡较多 据报道这也

是一个内皮细胞活化的征象 象征着肝窦毛细血管化.

        国外学者发现酒精可增加铁的摄入和沉积 组织化

学染色显示酒精摄入导致三价铁在小叶中心集聚. 铁和

酒精可协同引起脂质过氧化和纤维化 铁过载可单独

引起 随后酒精可加强之 二者可共同增加肝细胞损害

和纤维化进程. 但也有学者认为饮酒与铁吸收增多无关.

晚近有学者报道铁沉积诱发的脂质过氧化发生在肝窦

内皮细胞 特别是1区的窦内皮细胞多见; 而脂肪变性所

诱发者则作用于肝腺泡三区肝细胞 其促进纤维化形成

机制与铁过载所引起者不同 说明铁过载是一个单独的

肝纤维化诱发因素. 有学者证实铁染色积分是相对独立的

酒精性肝病肝纤维化诱发因素. 嗜酒者血清中存在一种非

运铁蛋白结合的铁 饮酒量越多则含量越高 并且肝硬

化也越重 说明饮酒能增加铁的摄入是确实的. 因此考虑

在酒精性肝病模型制造中添加铁 有其合理方面.

          铁能通过肝脏细胞的脂质过氧化和氧化应激途径诱

徐光福, 等.铁剂诱发大鼠肝纤维化的组织学变化                                                              717



发HSC活化 而脂质过氧化和氧化应激是肝纤维化的

诱发因素. 本实验透射电镜观察到铁剂组肝HSC细胞核

染色质变粗深染 细胞体丰满 细胞外堆积大量胶原

原纤维 显示HSC 已经活化并强化了合成分泌功能.

HE染色显示间质细胞核深染可能与此有关 Masson-

HE染色发现中央静脉基底膜增厚并与肝细胞周围窦周

纤维化相连接等 与此吻合. 正常肝组织 型胶原有一

定含量 但肝腺泡 区很少 铁剂组则明显增多 说

明铁过载可增加肝腺泡 区的 型胶原含量 这可能

作为主要成分参与了窦周纤维化的形成. 通常认为 型

胶原和 laminin是构成肝窦基底膜的主要成分[26-27] 我

们观察到正常基底膜 型胶原有一定含量 铁剂组略

有增多 但无统计学差异 说明轻微铁过载对基底膜

型胶原代谢影响不大 这一点与混合酒精灌胃饮料所

引起者不同 虽然该饮料含有铁 但在致病机制方面有

差别 铁不能代替该饮料(全文另发). laminin正常时染

色较弱 结果与大多数学者报道一致 说明正常的肝窦

基底膜以 型胶原为主组成 但电镜下不可见; 铁剂组

laminin含量明显增多 提示本模型肝窦基底膜形成可

能主要归因于laminin增多所致. 肝窦毛细血管化包括肝

窦内皮的失窗孔和基底膜形成两大变化 我们观察证

实此点 说明轻微铁过载本身可诱发酒精性肝病特征

性病理变化如窦周纤维化和肝窦毛细血管化 而细胞

组织的坏死并不严重 仅有个别肝细胞点状凝固坏死

发生 肝小叶结构得以较完整保留 这对明铁在酒精性

肝病形成中有特殊作用. 接受单纯饮食中铁过载的动物

整体表现如精神状态 体质量增加速度等未发现与正常

动物有差异 说明轻微铁过载在临床上可能不易察觉.

我们的结论是: 饮食中轻微铁过载可以损伤肝细胞 激

活HSC 并引起肝纤维化和肝窦毛细血管化; 在酒精性

肝病模型制造中添加铁过载因素有其合理性 可能会缩

短造模时间 但肝损害加重是否影响动物生命安全 导

致造模失败则有待观察 合适的剂量可能是关键所在.

此外 铁诱发肝纤维化的机制值得进一步探讨.
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Abstract
AIM: To explore the objective quantitative index of spleen-
asthenia by investigating the effects of Sijunzhi decoction
on the somatostatin, motilin and cholecystokinin in gastric
antrum tissues and plasma in patients with spleen-asthenia.

METHODS: The levels of somatostatin (SS), motilin (Mot)
and cholecystokinin (CCK) in gastric antrum tissues and
plasma in patients with spleen-asthenia and stomach-heat
were observed before and after treatment by RIA, respectively.

RESULTS: Compared with the stomach-heat and the spleen-
asthenia treated by Sijunzhi decoction, patients with spleen-
asthenia before the treatment had significantly higher level
of motilin both in the tissues and plasma (“tissus” 109.4±
18.9 ng/g vs 219.8±25.3 ng/g, and 183.0±23.9 ng/g;
plasma: 61.7±10.6 ng/L vs 171.4±30.8 ng/L, and 126.3±
24.6 ng/L) (P <0.01); The SS contents in the tissues and
plasma were increased “antrum” 224.3±67.9 ng/g vs
80.2±25.6 ng/g, and 114.2±34.5 ng/g; plasma: 74.5±
17.2 ng/L vs 30.3±11.8 ng/L, and 38.1±12.7 ng/L (P <0.01):
The CCK levels in gastric antrum and plasma were also
arisen (tissues: 34.1±5.2 ng/g vs 21.6±4.7 ng/g, and 29.8±
6.8 ng/g; plasma: 5.8±0.4 ng/L vs 3.7±0.6 ng/L, and 2.9±

0.8 ng/L)(P <0.01). The contents of Mot, SS and CCK in
patients with stomach-heat were not significantly changed
(P >0.05).

CONCLUSION: The contents of Mot, SS and CCK may have
important values in the clinical diagnosis and treament for
patients with spleen-asthenia.

Ren P, Huang X, Zhang HX, Huang YX, Yang XZ, Zhao BM. Changs of
somatostatin, motilin and cholecystokinin in gastric antrum tissue and
plasma in patients with spleen-asthenia. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2004;12(3):719-722

摘要

目的: 通过观察四君子汤对脾气虚证患者血浆和胃窦黏膜组

织中胃动素(Mot) 生长抑素(SS) 胆囊收缩素(CCK)的

影响 探讨脾气虚证临床辨证的客观定量指标.

方法: 用放射免疫分析法(RIA)动态观察服药前后脾气虚证和

胃热炽盛患者血浆和胃窦黏膜组织中Mot SS和CCK的

变化.

结果: (a)脾气虚证患者组织及血浆中Mot水平服药前显著低

于胃热炽盛组及服药后 (胃窦组织: 109.4 18.9 ng/g vs

219.8 25.3 ng/g及183.0 23.9 ng/g; 血浆: 61.7 10.6 ng/L

vs 171.4 30.8 ng/L及126.3 24.6 ng/L)(P <0.01); (b)脾

气虚证患者组织和血浆中SS含量服药前显著高于胃热炽盛组

及服药后 (胃窦黏膜: 224.3 67.9 ng/g vs 80.2 25.6 ng/g

及114.2 34.5 ng/g; 血浆: 74.5 17.2 ng/L vs 30.3 11.8 ng/L

及38.1 12.7 ng/L)(P <0.01);(c)脾气虚证患者组织和血浆

中CCK含量服药前显著高于胃热炽盛组及服药后 (胃窦

黏膜组织: 34.1 5.2 ng/g vs 21.6 4.7 ng/g 及 29.8

6.8 ng/g; 血浆: 5.8 0.4 ng/L vs 3.7 0.6 ng/L及 2.9

0.8 ng/L)(P <0.01); (d)胃热炽盛组在服药后Mot SS 和

CCK在血浆和组织中的含量变化不明显(P >0.05)(数字略).

结论: Mot SS和CCK的浓度变化对脾气虚证的临床辨证

施治可能有重要的参考价值.

任平, 黄熙, 张航向, 黄裕新, 杨喜忠, 赵保民. 脾气虚证患者血浆和组织中
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0   引言

胃动素(Mot) 生长抑素(SS) 胆囊收缩素(CCK)是三

种重要的调节胃肠运动生理功能的脑-肠肽 可在中

枢和外周的不同层面调节胃肠道的功能. 脾虚失健运时
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可出现一系列消化系统运动功能的障碍; 脾主运化

脾在志为思 思伤脾 表明中医脾和脑 - 肠肽在功

能和分布上的众多相似 观察脾虚证患者脑-肠肽浓度

的变化成为目前脾虚证本质研究的热点之一. 有关脾虚证

与Mot SS的研究报道较多 但各家报道不尽一致[1-19];

CCK与脾虚证的研究主要为即往我们对脾虚动物模型

的观察结果[21-23]. 为此本研究用RIA法测定脾气虚证患

者血浆和胃窦黏膜组织中Mot SS CCK的浓度 并观

察补脾益气经典古方四君子汤对他们的调正作用 拟

探讨Mot SS和CCK的浓度变化对脾气虚证临床辨证

施治的意义.

1   材料和方法

1.1观察对象  2000-04/2003-06期间我校西京医院中医

药研究中心和唐都医院消化内科门诊和住院的患者. 采

用辨病与辨证结合的分型原则 选择胃镜及西医诊断

为慢性胃炎 浅表性胃炎 胃溃疡 胆汁反流性胃炎等

而中医诊断为脾气虚 胃热炽盛证者 各证辨证符合

中医虚证辨证参考标准  [24]及 中医诊断学 的诊断

标准. 其中辨证符合脾气虚者32(男24 女18例) 年龄

31-63(平均45 7岁); 辨证符合胃热炽盛证者30(男16

女14例) 年龄33-61(平均46 6岁). 各组间性别 年

龄比较无显著差异性. 以上各组均除外糖尿病 肾病

肝病 恶性肿瘤 心血管疾病 呼衰 胰腺疾病所致的

消化功能障碍患者.

1.2 中药方的组成 剂量和制备  四君子汤 红参 炒

白术 茯苓 炙甘草为 2 2 2 1 ;  清胃散 生石

膏 知母 栀子 黄芩 大黄为 2 1 1 1 1 ;

本院中药房提供; 将药物于清水中浸泡30 min 煮沸

后 文火煎30 min 再浓缩至5 g/ml 浓度水煎液.

1.3两组患者在经6 d洗脱后 分别在服四君子汤和清

胃散水煎液(300 ml/d)的前1 d和连续服药后的第20 d

取晨起空腹全血5 ml 行胃镜检查过程中取胃窦黏膜组

织1-2块.

1.3.1 血浆标本的收集  (1)试管编号后预先加入10%

EDTA-Na2和抑肽酶各75 ul 置于冰箱中4 预冷 抽

取静脉血后混匀; (2)低温离心 1 500转 ×15 min (2)将血

浆样本按0.5 ml/管分装于玻璃试管中 -20 储存备测.

组织样本的收集: 塑料试管编号 留取后置入1.5 ml塑料

炮弹管中 立即将炮弹管液氮冻存 后取出置于低温冰

箱保存备测.

1.3.2 放射免疫法检测  按试剂盒说明书进行. 125 -胃

动素放免分析试剂盒: 东亚免疫研究所(中国人民解放军

总医院 北京) 批号: 0133; 125 -生长抑素放免分析

试剂盒: 北京海科锐生物技术中心 批号: 0104; 125 -

胆囊收缩素放免分析试剂盒: 上海第二军医大学神经生

物教研室.

2   结果

2.1 胃动素放免分析结果  服药前脾气虚组(Spleen-Asthenia

SA)血浆及组织中的Mot含量较胃热组(Stomach-Heat)显

著降低(P <0.01) 服四君子汤后 血浆及组织中的Mot

含量明显升高 而胃热炽盛者服药前后Mot含量无显著

变化(P >0.05) 见表 1.

表1  各组患者血浆及胃窦组织中胃动素含量比较

     gastric antrum          plasma
Group  n   n

    前 后  前             后

SA 31    109.4 18.9a  183.0 23.9d  32   61.7 10.6a 126.3 24.6d

SH 28    219.8 25.3   202.1 27.1   30  171.4 30.8  159.2 44.6c

aP <0.01, bP >0.05 vs SH;  cP <0.05, dP <0.01 vs SA.

2.2 生长抑素放免分析结果  脾气虚组血浆及组织中的

SS含量较胃热组显著升高(P <0.01); 服四君子汤后 血

浆及组织中的SS含量明显降低(P <0.01) 而胃热炽盛

者服药前后SS含量无显著变化(P >0.05) 见表 2.

表2  各组患者血浆及胃窦组织中生长抑素含量

     gastric antrum          plasma
 Group  n   n

    前 后  前             后

SA 30    224.3 67.9a   114.2 34.5d   32  74.5 17.2a  40.1 12.7d

SH 26     80.2 25.6      85.4 19.7   30   30.3 11.8 32.73 12.4

aP <0.01, bP >0.05 vs SH; cP <0.05, dP <0.01 vs SA.

2.3 CCK放免分析结果  脾气虚组血浆及组织中的CCK

含量较胃热组显著升高(P <0.01); 脾气虚组服药后 血

浆及组织中的CCK含量明显降低(P <0.01) 而胃热炽

盛者服药前后CCK含量无显著变化(P >0.05) 见表 3.

表3  各组患者血浆及胃窦组织中CCK含量

     gastric antrum          plasma
 Group  n   n

    前 后  前             后

SA 32      34.1 5.2a      29.8 6.8c  32     5.8 0.4a          8.3 0.7d

SH 30      21.6 4.7       27.5 3.9  30    3.7 0.6         4.9 0.8

aP <0.01, bP >0.05 vs SH; cP <0.05, dP <0.01 vs SA.

3   讨论

1993年我们的临床研究发现[1]: 脾虚泄泻患者血浆和十

二指肠降段黏膜组织中Mot含量显著低于非脾虚泄泻组.

2000[22, 25]年我们观察了利血平致短期(利血平作用7 d)和

长期(利血平作用14 d)脾虚大鼠模型血浆及胃窦 十二

指肠球部和空肠组织的Mot SS和CCK含量及其内分

泌细胞变化 以及四君子汤的调正作用: (14 d 利血平
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脾虚大鼠Mot 的含量(血浆及组织)明显下降(P<0.05)

而SS和CCK在血浆及组织中的含量却升高(P <0.01). 本

研究在上述研究基础上进一步观察了脾气虚证患者血

浆和胃窦组织中Mot SS和CCK含量的变化及四君子

汤的调正作用 表明: 比较胃热组 脾虚证患者血浆

和胃窦黏膜组织中的Mot SS和CCK含量变化与14 d

利血平脾虚大鼠Mot SS和CCK在血浆及组织中的含

量变化趋势一致; 四君子汤20 d 作用后 患者在自觉

症状改善的同时 Mot SS和 CCK三激素的含量较治

疗前有显著变化.

        有关这方面的研究 其他学者也有大量的报道. 如:

毛炯 et al [4]研究发现脾气虚 脾阴虚患者血浆Mot水平

均显著增高 且脾阴虚组显著低于脾气虚组; 贾波 et al
[5]采用大黄苦寒泻下法复制大鼠脾虚模型 其血浆中

胃动素含量明显降低(P <0.01); 马建伟et al [4]研究发现大

鼠脾虚模型血浆 胃窦组织及结肠组织中SS含量显著

升高 经治疗后 SS 含量较自然恢复组明显减少 提

示SS含量升高可能是脾虚证的病理基础之一; 而智发朝

et al [7]发现脾虚症患者胃窦黏膜SS含量明显降低 血

浆SS含量无明显变化; 张万岱et al [14-16]报道脾虚证大鼠

胃窦黏膜 十二指肠中SS 增多.

        已知胃动素对胃肠运动和胃肠电活动都有强烈的影

响: 对胃体 胃窦及幽门不同区域肌细胞均有明显收缩

作用 可促进胃排空 刺激胃蛋白酶分泌 使胃黏

膜血流增加但不增加胃酸分泌 可诱发胃强烈收缩和

小肠明显的分节运动 对胃肠内容起清扫作用.  此外

胃动素还可影响胆囊收缩运动及刺激胃蛋白酶和胰液

的分泌. SS 在体内生理作用主要是对神经传递 腺体

分泌 平滑肌收缩和细胞增生的广泛抑制. 他抑制几乎

所有已知内 外分泌 如生长激素 胰岛素 CCK Mot

甲状腺素 胃蛋白酶 胰蛋白酶 胰多肽 胃酸 胰外

分泌之重碳酸盐等; 抑制胃 肠 胆系收缩; 延长胃肠通

过时间[26-30]. CCK主要作用方式为内分泌和腔分泌 其

浓度的升高可抑制胃肠电活动 胃酸分泌及胃排空 中

枢CCK浓度的升高可抑制食欲. CCK在肠道运动中主要

抑制近端十二指肠蠕动 促进远端十二指肠和空肠蠕

动 使近端 远端结肠收缩[30-31].

       由此我们推测: 脾气虚之 脾失健运 的病理生理

基础与Mot SS和CCK三激素在血浆和组织中的含量

变化密切相关. Mot不足 CCK升高 以及SS含量增加

致抑制胃肠激素释放的作用加强 均能较好地解释 脾

失健运 患者出现的纳差 腹胀 早饱和大便异常等症

状. 四君子汤对这三激素具有一定的调正作用. 故Mot

SS和CCK的浓度变化对脾气虚 脾失健运 的临床辨

证施治可能有重要的参考价值. 只是有关这方面的工作

值得进一步进行 如增设健康对照组并规范阳性对照

组 加大样本量 拓宽观察证型和疾病种类等.
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Abstract
AIM: To study the affecting factors on the production of
antibodies in SARS patients.

METHODS: In a total of 104 clinically diagnosed SARS patients,
the relations among IgG antibody titer, patients age, duration
and the dosage of cortiscosteroids therapy were investigated.

RESULTS: Eighty-three (79.8%) patients were positive for
SARS-Cov antibody. The range of time for the occurrence
of the antibody was 8 to 32 days; the percentage for the
occurrence of the antibody in the periods of 0-7, 8-14, 22-28,
29-35, 36-42, 43-56 and 57-63 d were 0, 50% (21/42,
63.6%) 42/62, 73.3% (44/60), 88.1%(37/42), 81%(17/21),
92.6% (25/27) and 50% (2/4) respectively. The titer of
antibody also increased from 0.14±0.05 in 0-7 d  to  0.69±0.10
(43-56 d) and started to reduce after 8 wk. The positive
percentage and titers of antibody grew when the dosage
of cortiscosteroids was added. The positive percentage of
antibody in severe patients and mild patients were 95.7%
(22/23) and 75.3% (61/81) respectively, and the titers of
antibody in the severe patients were higher than that of
the mild patients (P >0.05) and the same change was also
found between 19-14 age group and 46-52 age group.

CONCLUSION: 79.8% of SARS patients are positive for
SARS-Cov antibody. The positive percentage and the titer

of antibody grow gradually while the duration prolongs,
but declines  after 8 wk. It is positively related to the clinical
condition, but not affected by the dosage of cortiscosteroids
and the age of the patient.

Lu HY, Huo N, Wang GF, Li HC, Nie LG, Que CL, Li J, Li YH, Gao XM,
Zhao ZD, Zhuang H, Xu XY. Influence of factors on production of IgG antibody
in SARS patients. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):723-725

摘要

目的: 了解影响SARS-Cov IgG抗体产生的因素.

方法: 对临床诊断为SARS的104例患者的269份血清进行

SARS-Cov IgG 抗体的动态检测 分析病程 病情 年

龄及激素治疗与抗体产生的关系.

结果: 104例SARS患者血清SARS-Cov IgG抗体总阳性率为

79.8% (83/104) 抗体最早出现时间在病日8 d 最晚32 d呈

阳性反应. 病程 0-7 d 8-14 d 22-28 d 29-35 d 36-

42 d 43-56 d和57-63 d抗体的阳转率分别为0(0/7) 50%

(21/42) 63.6%(42/62) 73.3%(44/60) 88.1%(37/42) 81%

(17/21) 92.6%(25/27)和50%(2/4); 抗体的滴度从 0-7 d的

0.14 0.05上升至43-56 d 的 0.69 0.10 (P <0.05) 但

8 wk后抗体滴度开始下降. 重度SARS患者抗体总阳性例数比

为95.7%(22/23); 普通患者为75.3%(61/81) P >0.05 其

抗体阳转时间稍早于普通组(分别为19.1 6.8 d和22.0

8.4 d P =0.886) 滴度也稍高于普通组(分别为0.63 0.28

和 0.50 0.25 P = 0.276). 抗体阳性患者平均年龄与阴

性患者的相近(分别为31.4 8.3岁和 32.2 9.5岁) 在

19-35岁和46-53岁年龄段的SARS患者在病程的3 wk和

4 wk时抗体的滴度相近似. 大剂量糖皮质激素治疗组患者

血清抗体阳性率及滴度高于小剂量组(P  <0.05).

结论: SARS患者血清SARS-Cov IgG抗体总阳性率为79.8%;

抗体阳性率及滴度随病程的延长而逐渐升高 但8 wk后

呈下降趋势; 血清SARS-Cov IgG抗体的产生可能不受年龄

的影响 而与病情的轻重有关 大剂量激素治疗组患者的

抗体滴度仍维持较高水平.

陆海英, 霍娜, 王广发, 李海潮, 聂立功, 阙呈立, 李杰, 李永华, 高晓明, 赵振

东, 庄辉, 徐小元. 影响SARS患者血特异性IgG抗体产生的因素. 世界华人

消化杂志  2004;12(3):723-725

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/723.asp

0   引言

SARS 是一种急性呼吸道传染病 病原体为一种新型

的冠状病毒[1-7] 临床以急性呼吸功能障碍为主要表
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现 病情进展迅速 有一定的死亡率. 发病机制目前

未十分明确 机体感染SARS病毒后产生SARS-Cov抗

体的时间及其对 SARS 临床诊断的作用还不很清楚

为此我们对临床诊为断SARS的104例患者血浆进行了

SARS-Cov特异性 IgG抗体的动态检测 以了解抗体产

生的规律及其临床意义.

1   材料和方法

1.1 材料  2003-04/06我院收治SARS患者104例 诊

断符合中国疾病控制预防中心2003-04-18公布的诊断

标准. 年龄 12 -53(31.5 9.7 岁) 男 38例 女66例.

按 北京市非典型肺炎病例的临床诊断标准(试行)

普通患者 81 例(77.9%) 重度患者 23 例(22.1%) 两

组年龄分别为12-53(31.8 9.1岁)和 24-49(34.7 8.9

岁)(P >0.05); 普通组男31例(38.3%) 女50例(61.7%); 重

度组男9例(39.1%) 女 14例(60.8%) 死亡1例为男性

45岁; 两组患者在性别上无显著性差异(P =0.952) 女

性高于男性与本病房收治的是以女性为主体的医护人

员(65例)有关. 使用甲泼尼龙: 普通组每日1.5-6 mg/kg

重型组每日10-15 mg/kg 激素最大剂量冲击治疗3 d

后减半量 然后每隔3-4 d 按现剂量的1/4 逐渐减量.

200名无SARS接触史的健康志愿者为阴性对照组 年

龄为17-56(36.7 7.8岁).

1.2 方法  患者入院后次日取血检测SARS-Cov IgG抗体

滴度 以后每5-7d复查一次抗体 每例患者检测抗体

2-5次 共269人份血浆样本. 200名无 SARS接触史

的健康志愿者的血清标本作为阴性对照. 抗体检测试剂

盒由北京华达公司提供. 人肝素化血浆中SARS病毒抗

体ELISA法检测在生物安全柜内进行. 检测原理是包被

在微孔板上的纯化SARS病毒全病毒裂解液抗原和血浆

中SARS 病毒抗体结合 然后加入辣根过氧化物酶标

记的抗人 IgG 工作液 通过四甲基联苯胺显色来测定

SARS冠状病毒抗体. 每次实验设空白对照和阳性对照各

一孔 阴性对照二孔. 空白孔不加液体 阴阳性对照

直接取50 µL 加入反应孔内 其余检测孔先加入样品
稀释液100 µL 再加入样品10 µL 混匀后 37 温
育30 min. 用洗板液清洗板孔 重复5次 拍干. 除空白

孔外每孔加入酶标工作液100 µL 37 反应20 min. 洗
板后加入底物A B液各50 µL 37 避光温育10 min.
显色完毕后 每空加入终止液50 µL 终止反应 以空
白孔调零 置酶标仪450 nm波长下测A值. A值大于或

等于0.18为阳性.

        统计学方法  应用SPSS10.0软件进行多组和两组间

的秩和检验及 χ2检验.

2   结果

2.1 抗体检测结果  无SARS接触史的健康志愿者200名

的血浆抗SARS病毒抗体(IgG)检测结果均为阴性. 104例

临床诊断为SARS患者中SARS-Cov IgG抗体呈阳性反应

83例(79.8 %) 男 女分别为28例(33.7%)和55例(66.3%);

抗体阴性21例中男占8例(38.1%) 女 13例 (61.9%)

两组在性别和年龄上无显著的统计学差异(P  =0.465). 抗

体阳性患者年龄为12-53(31.4 8.3岁); 阴性患者为19-

50 (32.2 9.5岁)(表 1).

表1  SARS患者年龄与抗体滴度的关系(mean±SD, A)

年龄(岁)    n         重度    2 wk              3 wk              4 wk

19-35       24      8 (33.3%)         0.33  0.29    0.66 0.30    0.74 0.31

36-45        8      2 (25.0%)          0.30 0.16    0.42  0.24    0.46 0.22

46-52        7      3 (42.8%)          0.55 0.31    0.59 0.30     0.71  0.32

        在 83例抗体阳性的患者中 SARS-Cov IgG抗体呈

阳性的时间为发病日后8-32 (20.0 7.7 d) 血浆抗体

总阳性率和滴度均随病程的延长而逐渐升高(P <0.05

表 2) 但 8 wk 后抗体滴度呈下降趋势.

表2  SARS患者SARS-Cov IgG抗体阳性率与病程的关系

分组 病程(d) n         阳性      阳性率     A均值

1   0-7   7   0  0.0% 0.14 0.05

2   8-14 42 21 50.0% 0.33 0.32

3 15-21 66 42a 63.6% 0.36 0.33d

4 22-28 60 44b 73.3% 0.48 0.38ac

5 29-35 42 37a 88.1% 0.64 0.34b

6 36-42 21 17 81.0% 0.65 0.42b

7 43-56 27 25 92.6% 0.69 0.10b

8 57-63   4   2 50.0% 0.50 0.01

aP <0.05, bP <0.01 vs 2组; cP <0.05, dP <0.01 vs 5, 6, 7组.

2.2 抗体与病情的关系  重度SARS患者23例 抗体阳性

为22例(95.7%); 普通患者81例 抗体阳性为61例(75.3%)

P >0.05. 重度患者出现抗体阳转时间(19.1 6.8 d)稍早

于普通组(22.0 8.4 d P =0.886) 抗体阳转时的滴度

(0.63 0.28)也稍高于普通组(0.50 0.25 P =0.276). 重

度患者病程2 3及4 wk血浆抗体滴度均稍高于普通组

但差异无显著性(P >0.05 表 3).

表3  SARS患者血清抗体滴度与病情及病程的关系(mean±SD, A)

分组  n 病程 2 wk 病程 3 wk 病程4 wk

普通组 24 0.33 0.21 0.55 0.29 0.69 0.29

重度组 15 0.41  0.30 0.74 0.39 0.75 0.29

2.3 抗体与甲泼尼龙治疗的关系  42例使用甲泼尼龙治

疗的SARS 患者中 大剂量组患者血浆抗体阳性例数

大于小剂量组 抗体滴度在病程的3 和 4 wk的情况也

类似(P <0.05 具体数值见表4).
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3   讨论

目前 SARS 病毒的检测可采用 PCR 法直接检测病毒
RNA 或IFA和ELISA法检测患者血中抗SARS病毒Ig
抗体. PCR法有好的特异性 但血清中抗体阳性率仅有
10% 血浆为20% 因此阴性结果不能排除SARS病毒
的感染 而且可因样品的污染出现假阳性结果. IFA (荧
光免疫法)可用于SARS病例血清中的IgM和IgG抗体的
测定 需要借助于荧光免疫显微镜进行测定. ELISA(酶
联免疫黏咐分析)用于SARS病例的血清中的Ig抗体的
测定 简便快速 目前国内已有商品试剂盒投入使用.
中科院[8]用ELISA对64例SARS患者血样进行了IgM和
IgG抗体的检测 结果发现临床确诊的SARS患者发病
后0-7 d 8-10 d 11-14 d和大于或等于15 d血清 IgG
抗体的阳性率分别为10 42 90 和 94% 总阳
性率为70.3 ; IgM抗体的总阳性率为51.6 而且各
病程IgM抗体阳性率均比IgG抗体阳性率低. IgM抗体
阳性率低可能与方法学还不够完善等因素有关. 我们对
104例SARS患者的临床资料与SARS患者SARS-Cov特
异IgG 抗体的情况进行了分析. 200名无SARS接触史的
健康志愿者血清 IgG抗体均阴性 表明本实验采用的检
测试剂具有很好的特异性.
临床诊断SARS发病后0-7 d 8-14 d 22-28 d 29-
35 d 36-42 d 43-56 d及 57-63 d抗体的阳转率分别
为0 50%(21/42) 63.6%(42/62) 73.3%(44/60) 88.1%
(37/42) 81%(17/21) 92.6%(25/27)和 50%(2/4); 抗体的
滴度从 0-7 d的 0.14 0.05上升至43-56 d 的 0.69
0.10 表明SARS-Cov IgG抗体阳转率和滴度与病程成
正相关 但 56 d 后抗体阳性率和滴度呈下降趋势.
SARS-Cov IgG抗体阳性的最早时间为发病后的8 d 早
于WHO所公布的时间(IFA方法需发病后10 d ELISA

方法需21 d) 但比中科院报告的抗体阳性率要低 血

清抗体出现阳转的时间要晚 平均20.0 7.7 d 有 1

例患者在32 d时才转呈阳性反应. 提示病程早期抗体阴性

患者不能完全排除SARS的诊断 对病程已满5 wk抗体

阴性者 如果没有明确的接触史 则SARS可能性不很大

此外还要考虑试剂盒的敏感性问题 总之要结合临床及

流行病学资料综合分析才能获得较确切的诊断 有条件

做RT-PCR检测SARS-Cov RNA 更有助于SARS的诊断.

        重度组SARS患者中抗体总阳性例数比(95.7%)高于

普通患者(75.3%) 抗体阳转时间早于普通组 抗体阳
转时的滴度均值也稍高于普通组. 以上结果提示SARS-
Cov IgG抗体与病情有一定的关系. 抗体阳性患者平均年
龄与阴性患者的相近 由此推测年龄对抗体的产生影
响不大. 本资料所显示的抗体阳性率要低于中科院报告
的抗体阳性率 这是否与我们所观察的SARS患者使用
糖皮质激素治疗有关? 因为激素除了有非特异的抗炎作
用外 对机体的免疫功能也有一定的抑制作用. 但我们
发现大剂量激素组患者抗体的阳性例数比和滴度均大
于小剂量激素组患者 可能的原因有: (1)激素对抗体的
产生影响不大; (2)重度患者病毒载量高 抗体基线水平
高 虽然大剂量激素治疗可能一定程度上影响了抗体
的产生 但抗体的总体水平还是高于普通患者.
致谢: 北京大学第一医院非典医疗队全体工作人员在工
作中给予的合作. 北京大学第一医院图书馆苗鸿才等老师
所提供的有关SARS文献和资料. 张庆林 丁洁院长 赵

明辉教授及谢囡 王平处长对该研究的支持和指导.
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表4  SARS患者血清抗体与甲泼尼龙治疗的关系

病程 2 wk 病程 3 wk            病程 4 wk
分组 激素量mg/d n

抗体阳性 抗体 A值 抗体阳性 抗体 A值 抗体阳性 抗体 A值

1        80 6 3 (50.0%) 0.37 0.24  3 (50.O%) 0.35 0.20  3 (50.O%) 0.40 0.21ad

2      160-

     320            16 7 (43.6%) 0.25 0.21 11 (68.8%) 0.35 0.23       12 (75.O%) 0.51 0.21b

3      400-

     500            15         12 (80.0%) 0.36 0.24 14 (93.3%) 0.50 0.19 15 (100%) 0.61 0.25ab

4      800 5          4 (80.0%) 0.33 0.24    5 (100%) 0.58 0.20   5 (100%) 0.86 0.19

aP <0.05  vs 2组;  bP <0.01 vs 4组;   dP <0.01 vs 3 4组
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Abstract
AIM: To search for some objective indexes with high speci-
ficity and sensitivity to provide new clinical evidence for eluci-
dating the essence of spleen-asthenia syndrome by investi-
gating the gastric acid secretion, gastroduodenal movement
and electrogastrography in patients with spleen-asthenia (SA).

METHODS: Patients with SA, stomach-heat (SH)and flam-
ing-up of liver-fire (FULF)according to the theory of tradi-
tional Chinese medicine  (TCM) were selected, in which breath
hydrogen test (BHT) and electrogastrography were examined.

RESULTS:In comparison with clinical normal reference
standard, the values of H2/excess in patients with SA were
lowered at 15 min, 30 min, and 45 min (13.16±4.51, 14.33±
4.18; G45 min, 15.57±4.89 vs 20-60 ppm, P <0.01), but
the groups of SH and FULF were normal. The results of small
bowel transit test (SBTT) after oral lactose BHT showed that
the time in groups of SH  was increased (225.6±21.3 min vs
75-150 min and 60.4±34 min, P <0.01), compared with
clinical normal reference standard and the group of FULF.
The electrogastrography amplitude and frequency of
antrum, cavity, lesser curvature and duodenal bulb reduced

in the group of SA as compared with groups of SH and
FULF (P <0.01). There was not difference between SH
and FULF groups.

CONCLUSION: In patients  with  SA, the function of gastric
acid secretion is reduced,  the small bowel transit time is
increased and the ampli tude and frequency of
electrogastrography are reduced, which may be impor-
tant objective indexes in the clinical diagnosis and treat-
ment of spleen-asthenia.

Ren P, Huang X, Zhang HX, Huang YX, Yang XZ, Zhao BM, Zhao YL.
Significant changes of gastric acid secretion, gastroduodenal move-
ment and electrogastrography in patients with spleen-asthenia. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):726-729

摘要

目的: 观察脾气虚患者胃泌酸功能 小肠传递时间和胃

十二指肠球部电活动 探讨临床脾气虚证客观可靠 简便

易行的辨证施治方法.

方法: 选择中医辨证符合脾气虚证 胃热证和肝火上炎证

的患者 分别进行口服镁盐呼氢实验(OMBHT) 口服乳果

糖呼氢实验(SBTT)及胃电图检查.

结果: 脾气虚组患者OMBHT测定产氢量(H2 /excess)值各时

间点均低于正常值(15 min 13.16 4.51; 30 min 14.33

4.18; 45 min 15.57 4.89 vs 20-60 ppm); 与正常参考

值比较(75-150 min) 脾气虚组(SBTT 225.6 21.3 min)

的测定值显著增大 而肝火上炎组的SBTT为60.4 34.5

且与脾气虚组比较有显著差异(P <0.01); 胃肠电图检查显示:

脾气虚组胃窦 胃体 胃小弯和十二指肠球部的平均峰值

幅度虽在正常范围内 但较胃热组和肝火上炎组明显减低

(P <0.01); 脾气虚组四个部位的主频值均明显低于正常值(胃

窦1.82 0.57 胃体1.65 0.36 胃小弯0.15 0.03和

十二指肠球部0.15 0.05 正常2.4-3.7 cpm) 且与胃热和肝

火上炎组比较显著减低(P <0.05) 尤其是胃小弯和十二指肠

球部差距更为明显(P <0.01); 此外脾气虚组胃窦部的平均过零

频率低于正常值(1.73 0.49 vs 2.4-3.7 cpm) 其他部位的虽

在正常值范围内 但较胃热和肝火上炎组减低(P <0.05). 胃热

和肝火上炎两组患者上述3项指标的检测值均无明显差异性.

结论: 脾气虚证患者 脾失健运 的客观表现之一为胃泌

酸功能减低 小肠运动功能减退和胃电活动紊乱.

任平, 黄熙, 张航向, 黄裕新, 杨喜忠, 赵保民, 赵艳玲. 脾气虚证患者胃泌酸

胃肠运动和胃肠电活动的变化. 世界华人消化杂志  2004;12(3):726-729
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0   引言

脾虚证 脾失健运 时可出现一系列消化 吸收功

能障碍的表现[1-4]. 小肠传递时间[5]和胃电活动[6-8]在食物

的消化 吸收方面有重要作用 其功能的测定对胃酸

相关性疾病的诊断 鉴别诊断及治疗过程的动态观察

有重要参考价值. 有关脾气虚证与胃泌酸功能的关系研

究较少见报道. 由此我们采用了口服镁盐和口服乳果糖

呼氢实验[9] 胃电图[7-8] 等无创 简便易行的方法 多

指标合参地观察脾气虚证患者胃泌酸 胃肠运动和胃

肠电活动的变化 以期对脾气虚证的临床辨证提供简

便可行的客观指标.

1   材料和方法

1.1 观察对象  2000-04/2003-06期间我校西京医院中医

药研究中心和唐都医院消化内科门诊和住院的患者. 采

用辨病与辨证相结合的分型原则 选择胃镜及西医诊

断为慢性胃炎 浅表性胃炎 胃溃疡 胆汁反流性胃炎

等而中医诊断为脾气虚 胃热炽盛证者 各证辨证符合

中医虚证辨证参考标准  [10]及 中医诊断学 的诊断

标准. 其中辨证符合脾气虚者32 (男 24 女 18)例 年

龄31-63(平均45 7岁); 辨证符合胃热炽盛证者30(男

16 女 14例) 年龄 33-61(平均 46 6岁). 各组间性

别 年龄比较无显著差异性. 以上各组均除外糖尿病

肾病 肝病 恶性肿瘤 心血管疾病 呼衰 胰腺疾病

所致的消化功能障碍患者.

1.2 方法

1.2.1 口服镁呼气氢试验(OMBHT)测定胃泌酸功能  采

用Micro H2型呼氢测定仪(micro medical limited

ENGLAND). 患者在检查前1d避免食用面食 粗纤维

奶类 禁食 禁烟12 h 于第2 d清晨空腹坐位检测 测

定时用鼻夹子夹住受试者鼻子 口含微量氢气测定仪接

口管慢慢呼吸 重复吸气后再重复呼气 直到仪器显示

屏上的数值不再升高为止 约需1 min 以ppm (parts per

million)为单位(1 ppm=1umol/L). 空腹时测三次(15 min

30 min 45 min) 求其平均值; 然后口服金属镁胶囊200

mg (100-200目 中国医药公司上海试剂公司) 测定3

次(时间同空腹)的呼氢值 每次测得的值减去空腹平均

值为实测值. 临床检验所用正常参考值为20-60 ppm; 如

小于20 ppm 提示酸分泌过少 如大于60 ppm提示

酸分泌过多.

1.2.2 呼氢测定口盲传递时间  采用Micro H2型呼氢测

定仪. 受试者在近期未服用任何抗菌药 影响肠蠕动及

镇静安眠药 受试前一天禁食奶制品及豆制品 禁吸烟

及剧烈运动 低纤维饮食 晚餐后至次晨检查前不再饮

水进食. 次日晨先测得空腹氢含量(fasting hydrogen

FH2) 检测方法同口服镁呼气氢试验. 随即口服乳果糖

10 g (20 ml 乳果糖糖浆加80 ml 温开水混匀 西安第

四制药厂) 于服糖后3.5 h 内每隔 15 min 检测一次

个别受试者可延长至4 h. 判断标准: 口服乳果糖至连续

3次呼气氢增长大于5 ppm 以其中首次增值的时间为

小肠传递时间; 如出现双峰者 以第二峰(结肠峰)为小

肠传递时间; 若为单峰则看最高峰值出现的时间; 如空腹

的平均值大于15 ppm 为小肠细菌过度生长. 正常值

(临床检验所用参考值): 75-150 min.

1.2.3 胃肠电图的检测  采用WCDF-4D(合肥爱科医疗

仪器有限公司)四导胃肠电分析仪. 受试者提前2 d忌饮

酒 刺激性食品和胃药 禁食6 h后记录20 min胃肠电

图. 单极法四导测胃. 电极测量点: 中点(定位参考点)是剑

突与脐连线中点; 球部和十二指肠: 中点右偏3-5 cm 测

十二指肠球部和幽门部位的信号; 胃体部: 中点左偏3-

5 cm再上1 cm 测胃体信号; 胃小弯: 剑突与中点连线

的上1/3或1/4处 测贲门至幽门间的信号; 胃大弯近窦

部: 中点下1 cm 测胃体与窦部间的信号. 4个测试电极

分别安装在上述测量点 即胃窦(antrum) 胃体(cavity)

和十二指肠球部(duodenal bulb)在腹壁的体表投影部位;

肢体电极放在手腕内侧. 经微机处理系统计算出各导联

平均峰值幅度(Ap) 正常值: 50-300 uv 多数与受试

者的胃肠运动是否亢进有关(说明书提供 下同); 主频率

(Ep) 正常值2.4-3.7 cpm 即慢波频率 表示平滑肌的

电节律; 平均过零频率(Fz) 正常值2.4-3.7 cpm 包括慢

的全相出现的自动波和叠加在慢波上的快波 表示胃肠

功能的节律; 中心频率(Fc 正常值2.4-3.7 cpm )和频谱

倍率(24-28 m); 并将正常 过缓和过速的频率范围内的

功率值和总功率值用直方图表示 反应节律紊乱指数.

        统计学处理  所有数据均以均数 标准差(mean±SD)
表示 各组间以双侧 t检验进行统计学处理.

2   结果

2.1 口服镁呼氢试验测定胃泌酸功能  与正常参考值比

较 脾气虚组(spleen-asthenia SA)患者OMBHT测定产

氢量(H2/excess)值各时间点均低于正常值 且较胃热组

(stomach-heat SH)和肝火上炎(flaming-up of liver-fire

FULF)组明显降低(P <0.01) 而胃热组(SH)和肝火上炎

(FULF)组各时间点的OMBHT产氢量均在正常范围内.

见表1.

表1  各病例组患者OMBHT产氢量(mean±SD, ppm)

Group  n      15 min       30 min      45 min

SA 32 13.16 4.51 14.33 4.18 15.57 4.89

SH 31 34.21 6.86a 37.25 8.27a 39.24 6.17a

FULF 31 22.35 5.17ab 31.36 4.84a 34.67 5.92a

Normal      20-60

aP <0.01, vs SA; bP >0.05 vs SH.

        正常值为临床检验所用参考值(余下均同).

2.2 口服乳果糖呼氢实验测定小肠传递时间  与正常参

考值比较 脾气虚组(SBTT为 225.6 21.3 min)的测定
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值显著增大 表明小肠传递时间延长 而肝火上炎组

的SBTT 为 60.4 34.5 表明小肠传递时间缩短 且

与脾气虚组比较有显著差异(P <0.01) 见表 2.

表2  各组乳果糖呼氢实验结果比较(mean±SD, min)

Group n      SBTT

SA 32 225.6 21.3

SH 31   93.2 29.8a

FULF 31   60.4 34.5ab

Normal           75-150

aP <0.01 vs SA; bP >0.05 vs SH.

2.3 脾虚证与胃肠电活动  与正常参考值比较 脾气虚

组胃窦 胃体 胃小弯和十二指肠球部的平均峰值虽在正

常范围内 但较胃热组和肝火上炎组明显减低(P <0.01)

后两组表现为胃肠运动亢进; 脾气虚组四个部位的主频

值均明显低于正常值 且与胃热和肝火上炎组比较有

显著下降(P <0.05) 尤其是胃小弯和十二指肠球部差

距更为明显(P <0.01) 表明脾气虚组胃和十二指肠球

部的平滑肌电节律低下; 此外脾气虚组胃窦部的平均过

零频率低于正常值 其他部位的虽在正常值范围内 但

较胃热和肝火上炎组减低(P <0.05) 说明脾气虚组的

胃窦功能节律紊乱. 具体数据见表3.

表3  各组患者空腹胃电图结果(mean±SD)

Group   SA (n =32)     SH (n =31) FULF (n =31)   Normal

Antrum 135 34.33   774 223.16a 680 207.34 b

Ap  Cavity 108 27.30   355 97.88a 259 73.22b   50-300

(cpm)lesser   33 68.44   656 173.36a 560 170.46b

curvature

duodenal bulb   94 13.61         448 107.38a 405 15.37b

Antrum             1.82 0.57  2.70 0.63      3.00 1.01b

Ep Cavity          1.65 0.36  2.70 0.78      3.15 0.93b    2.4-3.7

(cpm) lesser       0.15 0.03  2.55 0.61a     2.85 0.81b

curvature

duodenal bulb    0.15 0.05  3.00 1.04a     3.15 1.35b

Antrum            1.73 0.49  3.10 2.05a     3.30 1.16b

Fz  Cavity         2.48 0.71  3.23 1.47      2.93 1.37b    2.4-3.7

(cpm) lesser       2.40 0.53  3.00 1.04      3.23 1.71b

curvature

duodenal bulb    2.55 0.58  3.13 1.47      3.17 1.08b

aP <0.01, vs SA; bP >0.05 vs SH.

3   讨论

目前 国内应用现代科学理论及技术对 脾气虚证

的本质进行了多方面的研究 涉及消化 神经 内

分泌 免疫及血液等多个系统[11-21] 总体上认为脾气

虚证是以消化系统功能障碍为主的多系统功能紊乱的

征候群[3, 22]. 脾气虚证 脾失健运 时可出现一系列消

化 吸收功能障碍的表现 如胃排空延迟[23] 胃肠运

动功能减弱[24] 胃电活动紊乱 胃蛋白酶和唾液淀粉

酶活性降低[25]等.

       近年来 口服镁呼氢实验因其准确性高 重复性

好 无需插管 无创伤 无副作用 操作简单而易被受

试者接受 作为评价胃泌酸功能的指标已逐渐用于实

验和临床[26]. 其原理为口服金属镁与胃内的盐酸反应产生

氢(Mg+2HCL=MgCl2+H2) 产生的H2可经胃黏膜弥散入

血而随呼吸排出体外 用微量氢气测定仪可测定; 同时

当镁的量足够与受试者胃内全部胃酸反应时 产生的氢

气量与胃液内盐酸的量正相关. 因此检测呼气中的氢气

含量即可推算出胃酸的含量. 国内有研究表明[27-28]BHT

试验结果与胃泌酸功能之间存在显著正相关 H2/excess

与基础胃酸分泌量(BAO)呈显著正相关(r =0.88) 空腹

时的基础呼氢是由肠道细菌产生并存在个体差异 用

基础呼氢校正的实验结果 可靠性明显升高.  本临床

观察发现脾气虚组(SA)患者 OMBHT 测定产氢量(H2/

excess)值各时间点均低于正常值 且较胃热组(SH)和肝

火上炎(FULF)组明显降低(P <0.01) 而胃热组(SH)和肝

火上炎(FULF)组各时间点的OMBHT产氢量在正常范围

内 表明脾气虚患者胃泌酸功能显著减低.

         将摄入乳果糖到呼气中出现持续氢浓度增高的时间

间隔称为小肠传递时间(small bowel transit time SBTT).

目前应用BHT测定SBTT的判断标准较多 我们经长期

临床观察认为选取呼气氢增值大于5 ppm 且强调以连

续3次升高值中的首次值为SBTT的止点 这较符合客

观实际; 另外 如果出现双峰 第一峰是由小肠细菌过

度生长所至 即为小肠峰 而第二峰才真正反映了结肠

峰. 故本实验以此作为判断依据. 我们发现: 与正常参考

值比较 脾虚组(SBTT为 225.6 21.3 min)的测定值显

著增大 表明小肠传递时间延长 而肝火上炎组的

SBTT为60.4 34.5 表明小肠传递时间缩短 且与脾

虚组比较有显著差异(P <0.01). 国内有学者用X线标志

物法观察脾气虚气滞患者的胃肠运动状况 发现其有

明显的胃肠运动失调和蠕动减慢 并认为这可能与胃

肠植物神经功能紊乱有关[ 3, 29] 与本研究有较好的一致

性. 有关脾气虚的临床诊断标准是患者多表现为腹泻或

先便秘后腹泻. 我们已往的脾虚动物模型(利血平制)研究

发现: 短期脾虚大鼠(7 d)有腹泻 而长期模型鼠(14 d)

为便秘(3-7 d)[30]; 在临床上也发现有部分严重脾虚尤其

是脾虚老年患者常为便秘 推测脾气虚严重到一定程

度时其胃肠运动功能障碍的临床症状为便秘 而小肠

传递时间延长是其临床客观表现形式之一.

         有研究发现[26]脾虚患者无论空腹还是进食后胃电波幅

均低于正常组 并且与唾液淀粉酶活性比值 D-木糖

排泄率一致 三者合参对脾虚证的诊断阳性率达95.
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1% 提示此三项指标合参具有实际意义. 曲氏[31]的实

验表明 脾气虚动物胃窦运动节律 振幅指数明显低

于正常 其结果导致 肌源性 胃机械运动明显减

弱 四君子汤可纠正. 本实验结果发现脾气虚证患者胃

小弯 胃大弯近胃窦处 胃体及十二指肠球部的平滑

肌电节律降低 胃窦部功能节律紊乱 胃肠运动较胃

热和肝火上炎组减弱; 推测脾气虚证患者胃和十二指肠

球部电节律紊乱 存在电- 机械脱偶联现象.

       综合分析本研究所观察的三个临床指标 表明脾

虚证患者 脾失健运 的客观表现有胃泌酸功能减低

小肠传递时间延长和胃肠电-机械运动减低 并存在

电-机械脱偶联 这与既往的相关研究报道有很高的

一致性. 因此将呼氢试验(测定胃泌酸功能和小肠传递时

间) 胃肠电图用于脾气虚证的临床研究 对其客观诊

断具有积极的作用.
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Abstract
AIM: To study characteristics of anorectal pressure, EMG
activity and effect of biofeedback training system on patient
with chronic functional constipation (CFC).

METHODS: Anorectal manometry was carried out in 144
cases of CFC by a monitor system (liquid-phase type) and
Biolab dynamics parameter before and after the biofeedback
training. 20 healthy individuals were taken as control.

RESULTS: Compared with controls, CFC patients showed
slightly lower anal quiesent pressure (P >0.05), lower
anorectal sphincteric squeezing pressure (15.7±1.4 vs 12.7±
1.4) (P <0.01), higher rectal defection volume thresholds
and higher rectal maximum talerable volume thresholds
(12±6.2 vs 14.9±6.6; 29.3±6.8 vs 36.0±7.3) (P <0.01;
P <0.01); EMG assessments showed that 100% patients
with CFC had the contradictory movement between the
pelvic floor muscle (PFM) and abdominal anterior oblique
muscle (AAOM). The movement extent of the PFM rose
from 5.3±2.8 to 10.2±2.8 under quiet state (P <0.01), and
AAOM reduced from 34.4±5.2 to 30.8±4.9 (P <0.01); All
the abnormalities significantly improved with Orion PC/ 12 m
EMG biofeedback training therapy. After biofeedback training
therapy, symptoms of CFC patients were improved with
efficient rate of 84.03%; With increase of the treatment

time and shortenning of the interval and assistant training,
the curative efficacy rose and the recurrence rate reduced
(78.8% vs 91.7%; 69.2% vs 92.8%) (P <0.05; P <0.05).

CONCLUSION: CFC patients have abnormal anorectal
pressure, sensation threshold and unusual anus electric
activities. Biofeedback training therapy can improve the
above-mentioned indexes and is effective in 84.03% of
the patients. The relatively intensive long-time training can
improve the curative rate in a short period, and family assis-
tant training can reduce the recurrance rate of the disease.

Yang LM,  Lin JB, Zhao YL, Liang JL, Lin H, Zhong Z, Chen RW, Xie JF,
Liu FY, Wu ZR. Effects of biofeedback training by EMG on patients with
chronic functional constipation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12
(3):730-733

摘要

目的: 探讨慢性功能性便秘(CFC)患者肛直肠压力及肌电

(EMG)活动特点; 同时观察生物反馈训练系统对CFC患者

的疗效及对上述指标的影响.

方法: 用BioLab动力学参数监测系统(液态式) 多道胃肠功

能检查仪对144例CFC患者检测 并用OrionPC/12 m EMG

生物反馈治疗仪进行肌电评估和训练 20名健康者作对照.

结果: 与健康对照组相比 CFC患者肛管静息压(AQP)稍下

降(P >0.05) 最大缩榨压(MSP)从15.7 1.4下降到12.7

1.4 (P <0.01) 直肠感知阈值(RVST)和最大耐受量(MTV)

均从12 6.2和29.3 6.8增高到14.9 6.6和36.0 7.3

(P <0.01; P <0.01); EMG评估CFC患者盆底肌与腹前斜肌

有矛盾运动100% 盆底肌静息状态下运动幅值从5.3

2.8升高到10.2 2.8(P <0.01)和腹前斜肌运动幅值从34.4

5.2降低到30.8 4.9(P <0.01); OrionPC/4EMG生物反馈训

练治疗后最大缩榨压(MSP)从12.7 1.4上升到19.9 1.8

(P <0.01) 直肠感知阈值(RVST)和最大耐受量(MTV)均从

14.9 6.6 和 36.0 7.3 降低到11.5 4.9 和 30.9 6.4

(P <0.01; P <0.01); EMG评估CFC患者盆底肌与腹前斜肌

矛盾运动 100%被纠正 盆底肌静息状态下运动幅值从

10.2 2.8下降到5.4 1.6(P <0.01)和腹前斜肌运动幅值

从30.8 4.9增高到38.2 5.4 (P <0.01) 生物反馈治疗

CFC患者临床症状改善总有效率为84.03% 增加疗程的

频次可使疗效从78.8%增加到91.7%(P <0.05) 缩短治疗

间隔可使疗效从69.2%增高到92.8%(P <0.05) 辅助家庭

训练可以提高疗效和降低复发率.



结论: CFC患者存在肛门直肠动力 感知觉及肌电活动异

常 OrionPC/12 mEMG生物反馈系统可以改善上述异常表

现 对84.0%的CFC患者具有良好的疗效 较长时间的

强化训练可望提高近期疗效 辅助家庭训练可降低复发率.
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0   引言

肛直肠运动性疾患导致的排便异常主要表现为慢性功

能性便秘(chronic functional constipation CFC)和功能性

排便失禁(functional incontinence FIC) 其发病机制

还不十分清楚 也无有效的治疗方法 严重影响CFC

患者的生活质量. 国外学者采用生物反馈训练技术对慢性

便秘 尿失禁 便失禁 肠套叠等治疗取得了较好的疗

效[1-17]. 我院自1999年起 用Bio Lab动力学参数监测系

统以及Sand Hill胃肠道监测系统Orion PC/12mEMG生物

反馈治疗仪 对CFC患者进行直肠肛管压力检测和肌电

图评估 尔后进行选择性肌电图指导下生物反馈治疗

旨在探索CFC患者可能的发病机制和有效的治疗方法.

1   材料和方法

1.1 材料  CFC 患者189 例 男 117 例 女72 例 年

龄19-77(平均59岁). 均有持续1 a以上的粪便排出困难

或排出不畅 符合1990年我国 便秘诊断研讨会 制

定的标准: (1)大便量少 质硬 排便困难; (2)排便困

难合并一些特殊症状如长期用力排便 直肠胀感 排便

不全感; (3) 7 d内排便次数少于2-3次. 本组患者在不用

泻药时 每月排便1-4次. 所有患者均经电子结肠镜检

查 排除结直肠肛门器质性疾病. 用美国Sand Hill公司

提供的Bio Lab动力学参数监测系统(液态式) 多道胃

肠功能检查仪 采用8通道异平面测压管 各通道之

间相隔1 cm. 于测压管前端系有橡胶气囊 长5 cm

使用前后在体外确定有无漏气. 用Sand Hill胃肠道监测

系统Orion PC/12mEMG生物反馈治疗仪 利用纵形的

插入式肛管电极 与粘贴式三导腹前斜肌体表电极构

成电流回路 连接Orion PC/12mEMG生物反馈治疗仪.

用Bio Lab动力学参数监测系统对所有患者分别行直肠

肛管压力检测. 肛管静息压 最大缩榨压 肛直肠感知

试验(通过直肠感知阈和最大耐受量来评估). 肛管静息压

(anal quiesent pressure AQP): 临床常用的是Aqrnkorfer 系

统 即: 在恒压下毛细导管持续注水 毛细管另一端分

别与测压管和压力传感器相接. 肛管平滑肌收缩 使腔

内压升高 经测压管和传感器记录下来 因毛细管压力

很小 不干扰腔内压的测定 又由于连续灌注 保持测

压器开口不被阻塞 通过8点平面的压力变化 从而

记录结肠 直肠和肛门压力变化(机定正常值是8.0 kPa).

最大缩榨压(maximum squeeze pressure MSP): 当受检

查者最大强度收缩肛门时(提肛运动) 由于腹肌及直

肠肌的收缩 使直肠和肛管内压增加 增加的幅值即为

最大缩榨压. 可以此试验检测肛门外括约肌和耻骨直肠

肌的肌力 评估ESA的功能及收缩力度(机定正常值是

16 kPa). 肛直肠感知试验(anarectal sensation AS): 他包

括直肠感知阈值(rectal volume at sensory threshold

RVST)和最大耐受量(maximal tolerable rectal volume

MTV) 具体方法是通过置于直肠内的气囊逐渐充气法

由20 mL充气量开始 逐渐增加为30 40 50 mL等

当受检查者感到直肠被扩张时的最小充气量即为感知

阈值(机定正常值是10-15 mL); 继续增加充气量 当出

现最大便意或胀痛时的充气量即为MTV(机定正常值是

250 mL). 用SandHill胃肠道监测系统-Orion pc/12mEMG

生物反馈治疗仪对以上患者进行直肠电和盆底肌描记

分析 评估肌电活动情况. 我们用纵行的插入肛管电

极 与腹前斜肌的体表电极构成电流回路 描记各个便

秘患者的腹前斜肌 直肠 盆底肌的肌电变化 并可用

于生物反馈治疗中的监测(单位为微伏简写uV). 用以上

仪器分别为每个患者行肌电图指导下的行物反馈治疗.

根据肌电变化 为患者选择适当的生物反馈课程 训练

指导患者识别自己的异常和正常的肌电信号 并进行

自我训练 标准是8次为一疗程 间隔1 wk 2-3个

疗程结束. 治疗前后的功能评估可分为主观(症状和粪便

情况记录) 客观检查两大类. 症状记录包括每周自发

排便次数 药物辅助排便次数及灌肠排便次数 也可将

患者的满意程度作为一种主观评估方法. 客观检查中常

用的有肛门直肠测压 肌电图等 并由医护研究人员

进行治疗后随访. 显效: 经生物反馈治疗8次内 全部

停用或基本停用泻药 能基本正常排便者; 有效: 治疗

10-16次 基本停用泻药 能基本正常排便者; 无效: 治

疗 16~20 次以上 仍不能摆脱泻药且便秘无改善者.

        统计学处理  全部数据输入计算机 用SSPS医学

应用软件进行统计学处理 连两组计量资料用 t检验

治疗前后计量资料用配对 t检验 两组计数资料百分数

进行 χ2检验 P <0.01或 P <0.05为差异有显著性.

2   结果

2.1 直肠肛门运动功能及肌电图CFC患者与正常组相比

肛管静息压稍降低(P <0.01) 最大缩榨压明显降低

有显著差别P <0.01; 但直肠感知阈及最大耐受量具有显

著差别(P <0.01 表 1). CFC患者肌电图显示盆底肌与

腹前斜肌有矛盾运动100%(正常无矛盾运动); 其运动幅

值(uV)盆底肌静息状态下高于正常组(P <0.01) 收缩状

态下稍高于正常(P <0.01) 腹前斜肌运动幅值低于正

常(P <0.01).

2.2 OrionPC/12mEMG生物反馈系统对CFC的疗效

206例接受OrionPC/12mEMG生物反馈系统检查及评

估 确定CFC 患者 189 例 完成一个以上疗程生物

反馈治疗的病例144例并对其进行疗效统计. 临床症状

杨柳明, 等. 慢性功能性便秘肛直肠压力检测EMG生物反馈训练的疗效                                                  731



显效 101 例 有效 20 例 无效 23 例 总有效率达
84.0%; 与治疗后相比 肛管静息压稍有上升(P >0.01)
最大缩榨压明显增高(P <0.01) 直肠感知阈及最大耐受
量均显著下降(P <0.01 见表1); CFC患者肌电图显示盆
底肌与腹前斜肌矛盾运动100%被纠正; 与治疗前相比
盆底肌静息状态运动幅值显著下降(P <0.01) 收缩状态下
增高(P <0.01) 腹前斜肌运动幅值亦明显增高(P <0.01
见表2). 随着OrionPC/12mEMG生物反馈系统治疗疗程的
增加 其疗效亦随之增加 3个疗程治疗效果达91.8%
(P <0.05 见表3). 在每一疗程的治疗中 以1次 /d的治
疗间隔疗效最佳 达92.8%(P <0.05 见表4). 42例CFC
患者随访6 mo及12 mo 坚持进行家庭训练的22例CFC
患者6 mo及12 mo均无复发 而未坚持行家庭训练的20

例CFC患者6mo复发4例(20%) 12 mo时复发10例.

表1  OrionPC/12mEMG生物反馈系统对CFC患者直肠肛管运动功能

的影响(mean±SD)

  AS (ML)
分组 n       AQP (KP)     MSP (KP)

   RVST    MTV

便秘组 60

治疗前 7.0±0.7   2.0±6.9b 14.9±6.6b d 36.0±7.3bd

治疗后 7.2±0.6        19.9±1.8d      11.5±4.9d 30.9±6.4d

正常组 20 7.0±0.7 19.9±1.8d 11.5±4.9d 30.9±6.4d

bP <0.01 vs 对照组; dP <0.01 vs 治疗组.

表2  CFC患者盆底肌和腹前斜肌运动幅度检查结果(mean±SD)

盆底肌运动静息状态
分组 n      腹前斜肌运动幅值

静息状态 收缩状态

便秘组 60

治疗前 10.2±2.8bd 30.8±4.9d      29.6±4.8b

治疗后  5.4±1.6d 42.6±5.8d      38.2±5.4d

正常组 20  5.3±1.4b 32.4±5.2      34.6±4.4b

bP <0.01 vs 对照组; dP <0.01 vs 治疗组.

表3  OrionPC/12mEMG生物反馈系统治疗效果与疗程频次的关系

疗程频次               n             显效          有效         无效   总有效率(%)

1个疗程                66              42              10              14          78.79b

2个疗程                42              30                6                6          85.70b

3个疗程                36              29                4                3          91.67b

合计                    144             101             20              23          84.03

bP <0.05 vs 疗程频次的总有效率.

表4  OrionPC/12mEMG生物反馈系统治疗效果与治疗间隔的关系

治疗间隔         n               显效            有效           无效   总有效率(%)

1次 /d              69                53                11                5            92.75a

隔日1次         36                27                  3                6            83.33a

3 d/ 次             39                21                  6               12            69.23a

合计              144              101                20               23            84.03

aP <0.05 vs治疗间隔总有效率.

3   讨论

尽管慢性功能性便秘(CFC)的发病机制尚未完全阐明

但结直肠肛管的运动功能变化被认为与其发病有关[18].

其中结肠动力异常导致便秘的发生及机制已经基本确

定[19-20]; 肛直肠运动功能主要是维持自制和排便 其运

动障碍可导致排便异常 引起国内外学者的重视. 直肠

肛管压力检测 特发性便秘肛门内括约肌静息压下

降 最大收缩压(亦称缩榨压MSP)降低 直肠对容量

刺激反应性降低[21]. 本组CFC 患者MSP 直肠感知阈

和最大耐受量与健康对照相比均具有显著差异; 同时

CFC患者EMG评估显示盆底肌和腹前斜肌100%存在矛

盾运动 其运动幅值(除外盆底肌收缩状态外)与健康对照

组相比具有显著差异. 本组CFC患者肛管静息压低于健康

对照组 但差异无显著性 与国内学者的检测结果相一

致[22-25]. 本研究提示 肛直肠动力及感觉因素均参与了

CFC的发病; 与排便动作相关的盆底肌和腹前斜肌两组肌

肉群的协调性和收缩强度也是CFC发生的重要条件.

        Orion PC/4EMG生物反馈系统对CFC患者的治疗效

果 总有效率达84.03% 与内外的报道的结果近似.

Orion PC/4EMG生物反馈系统对CFC患者训练治疗后

在肛直肠压力和感知性方面主要有以下变化: (1)最大缩

榨压明显升高; (2)直肠感知阈和最大耐受量明显下降; (3)

盆底肌和腹前斜肌存在的矛盾运动100%被纠正 其

运动幅值盆底肌静息状态显著下降 收缩状态下显著

升高 腹前斜肌运动幅值也显著升高. 上述这些客观指

标的变化及改善进一步证明了肛管直肠动力因素参与

了CFC的发生 同时也为对CFC患者评估找到了较客

观的指标. 国外学者认为 依靠肌电图的生物反馈治疗

结直肠 肛门动力异常的排便障碍具有很高的成功率

和很低的复发率 而且比其他疗法经济[26]. 为了探索出

一套适合的生物反馈训练治疗CFC的有效方法 本组

资料显示: 提高疗效可能与以下因素有关: (1)疗程频次:

争取尽可能多的疗程次数 最少两个以上的疗程才能

评价其临床意义; (2)治疗间隔: 以 1 d/ 次训练为佳 这

样可以起到强化记忆和熟练动作的效果; (3) 家庭训练: 强

调家庭训练 是一重要的辅助措施 特别是远期疗效与

此有明显的相关性.

       总之 生物反馈训练治疗CFC患者在国内是一项

较新的技术 与药物及手术治疗相比 有明显的优势.

无痛苦 非创伤和无药物不良反应. 至今尚物因应用生

物反馈治疗而造成并发症和死亡的报道. 近年国内学者

对肛痉挛 小儿便失禁及便秘等应用生物反馈技术也取

得了一定的疗效[27-34]我们初步的训练治疗结果 亦是

十分令人鼓舞 更确切的疗效评估还有待于今后更多样

本资料的积累. 面对众多CFC患者的临床需求而目前又

无有效的治疗办法的客观现实 探究和推广这项有效无

痛苦的生物反馈训练治疗技术 其前景是非常诱人的.
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Abstract
AIM: To improve the survival rate of pancreatic cancer
patients after extended pancreatectomy.

METHODS: The clinical data of pancreatic cancer patients
were reviewed after extended pancreatectomy, without
adjuvant therapy (control group, n =27) or with 5-fluorou-
racil (5-FU) regional perfusion via arterial chemotherapy
pump (5-FU group, n =30), and the prognosis of the two
groups were compared.

RESULTS: The survival rate in 5-FU group (median survival
time=16 months) was significantly better than that in con-
trol group (median survival time=12 months) (P <0.05,
Kaplan-Meier survival analysis, Log rank test); The 2-, 3-
year cumulative survival rates in 5-FU group were 37%
and 26% respectively, significantly better than those in
the control group (15% and 5% respectively) (P <0.05, χ2

test); The cumulative rate of death by hepatic metastasis
alone in 5-FU group was significantly lower than that in
control group (P <0.05, Log rank test); The WHO grade
toxicities of 5-FU group generally were WHO  and ,
and no WHO  toxic events were observed.

CONCLUSION: 5-FU regional perfusion chemotherapy via
arterial chemotherapy pump after extended resection for
pancreatic cancer can reduce the hepatic metastasis with

relatively mild toxicities and increase the survival rate of
the patients.

Lü P, Liu F, Wang CY, Xiong JX, Chen LB, Wan CD, Gao JB, Run XQ.
Regional perfusion chemotherapy via arterial chemotherapy pump af-
ter extended resection for pancreatic cancer. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2004;12(3):734-737

摘要

目的: 探讨进一步提高胰腺癌扩大切除术患者生存率的方法.

方法: 回顾性分析胰腺癌扩大切除术后患者中未行辅助治疗

(对照组 n =27)或经动脉化疗泵行5-氟尿嘧啶(5-FU)区域

灌注(5-FU组 n =30)两组患者的临床资料并比较其预后.

结果: 5-FU组(中位生存期16 mo)生存率显著高于对照组(中

位生存期12 mo)(P <0.05 Kaplan-Meier生存分析 Log

rank检验); 5-FU组2 a及3 a累积生存率分别为37%和26%

均显著高于对照组(分别为15%和5%)(P <0.05 χ2检验);
5-FU组肝转移累积死亡率明显低于对照组(P <0.05 Log

rank检验); 5-FU组WHO化疗毒副反应分级多为WHO

级 未出现WHO 级毒副反应.

结论: 胰腺癌扩大切除术后经动脉化疗泵行5-FU区域灌注

化疗能明显减少肝脏转移且毒副反应较轻 可进一步提高

患者生存率.

吕平, 刘芳, 王春友, 熊炯炘, 陈立波, 万赤丹, 高金波, 润晓勤. 胰腺癌扩大切

除术后经动脉化疗泵区域灌注化疗30例. 世界华人消化杂志  2004;12(3):

734-737

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/734.asp

0   引言

近年来胰腺癌发病率国内外都明显增加[1-4] 5 a生存

率仅为5.0%[4-7]. 局部复发和肝转移仍是胰腺癌术后死亡

的常见原因[8-14]. 目前有少数国外研究表明胰腺癌切除术

后采用介入方法行腹腔动脉灌注5-FU [15]或经肝动脉和

门静脉双途径灌注5-FU [16]能抑制肝脏转移并显著提高

患者的生存率. 而国内尚未见报道. 近年我科有关胰腺癌

扩大切除术后经动脉化疗泵行区域灌注化疗的结果报

道如下.

1   材料和方法

1.1 材料  1995-12/2001-06本中心获扩大切除并存活

的胰腺癌患者中有30例术后经动脉化疗泵行5-FU区

域灌注化疗(5-FU组) 另27例术后未行辅助治疗的患



者作为对照组. 回顾分析至2002-12. 两组无显著性差异

(P >0.05) 具有可比性(表 1).

表1  两组胰腺癌患者一般资料

  对照组 5-FU组    t或 χ2值

n        27      30

年龄(岁) 55.4 13.9 58.8 11.5      -1.000

性别(男 /女)     16/11      15/15        0.491

胰腺切除方式, n (%)        0.334

全切      2 (7.4)     2 (6.7)

胰头切除   21 (77.8)  25 (83.3)

体尾切除     4 (14.8)    3 (10.0)

肿瘤大小(cm), n(%)        1.019

 0-2.0      2 (7.4)    4 (13.3)

2.1-4.0   16 (59.3)  19 (63.3)

4.1-6.0     9 (33.3)    7 (23.3)

淋巴结受累, n (%)        0.929

N0     3 (11.1)    6 (20.0)

N1   14 (51.9)  13 (43.3)

N2   10 (37.0)  11 (36.7)

浸润超过后腹膜, n(%)   19 (70.4)  20 (66.7)        0.090

门静脉切除, n(%)   14 (51.9)  12 (40.0)        0.805

联合脏器切除, n(%)     4 (14.8)    5 (16.7)        0.037

输全血量(mL)   607 204 587 196        0.392

N0=无淋巴结受累; N1=第 1站淋巴结受累; N2=第 2站淋巴结受累. 年

龄 输血量采用 t检验 其余采用 χ2检验. P >0.05.

1.2 方法  5-FU组关腹前经胃十二指肠动脉断端将化疗

泵导管插入腹腔干部位并固定 化疗泵体固定于切口

旁皮下. 5-FU 600 mg/m2经泵缓慢推入 1次 /wk 并

根据患者化疗反应作相应处理. 定期复查血常规 肝功

能 肾功能 电解质 血肿瘤标志物及免疫功能指标等;

肝脏 残留胰腺或胰床B超及CT; 胸部X片等. 观察5-

FU组毒副反应 中位生存期及生存率 死因分析.

        统计学处理  所有数据应用SPSS10.0统计软件在电

脑上进行统计分析. 分别采用 t检验和 χ2检验 生存分

析采用Kaplan-Meier 方法.

2   结果

2.1 Kaplan-Meier生存分析  5-FU组中位生存期16 mo

生存率显著高于对照组中位生存期12 mo (P <0.05

Log rank=3.98). 5-FU组1 2 3及4 a累积生存率分别

为63% 37% 26%及7% 而对照组为48% 15% 5%

及5%;  5-FU组2 a及3 a累积生存率均显著高于对照组

(P <0.05 χ 2值分别为3.998及 4.541) 而 1 a及 4 a累
积生存率两组间无显著性差异(P >0.05 χ 2值分别为
1.331 及 0.247 见图 1).

2.2 死因分析  将患者死亡原因分为3类: 肝脏转移 局

部复发合并肝转移 局部复发. 5-FU组肝转移累积死

亡率明显低于对照组(P <0.05 Log rank=3.87 图 2)

而后两类累积死亡率两组间无显著性差异(P >0.05

Log rank值分别为1.50及 0.11).

图1  胰腺癌术后生存函数曲线.

图2  肝转移死亡函数曲线.

2.3  5-FU组毒副反应  仅1例患者出现化疗泵导管相

关并发症 本组患者的平均化疗次数为10(2-24 次)

全组共行化疗299次. 其中出现WHO 和 级毒

副反应的化疗次数分别占43% 23% 和 6% 未出现

WHO 级毒副反应.

3   讨论

胰腺癌预后差的一个重要原因是术后复发转移 其中局
部复发和肝脏转移是造成患者术后死亡的常见原因[8-14].
病理学证实 胰腺癌不仅沿区域淋巴结转移 而且向
胰周结缔组织扩散[17]. 胰周神经侵犯的发生率就高达53.
5-100% 且胰周神经有癌细胞残留的患者较无癌细
胞残留患者的生存期明显缩短[18]. 由于现代影像学技术的
进展 对胰腺癌可切除性术前判断准确性提高[19-23]. 同时
外科手术技术日臻完善(如血管切除吻合技术等) 胰腺
癌手术切除率提高 手术死亡率及术后并发症减少[24-26].
为减少术后局部复发 国内外学者均进行了积极的探
索. 1973年由Fortner 首先报道了胰头癌的区域性切除
(regional pancreaticoduodenectomy) 此后日本学者在追
求根治切除以希望改善患者生存方面做了大量工作
开展了胰腺癌扩大切除 包括广泛清除淋巴结 腹膜后

结缔组织 受累肠系膜上静脉-门静脉的切除和全胰
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切除或联合脏器切除[27-29]. Ishikawa et al 采用胰腺癌扩

大切除以减少局部复发使患者5a生存率由8%提高到

24% [28]. Ohta et al 将哨兵淋巴结(sentinel lymph node)的概

念引入胰腺癌 他们对哨兵淋巴结有转移的患者采用

扩大淋巴结清扫的方式 改善了患者的愈后[30]. 我们的

专业小组对常规Whipple胰十二指肠切除方法进行了改

进 在保证安全的前提下提高了切除率[31]. 但肝脏转移

使患者的实际生存率得不到显著的提高. 为解决这一问

题 Ishikawa et al在胰腺癌术后患者中通过肝动脉与

门静脉双途径行肝脏灌注化疗 通过减少肝脏转移使患

者的5 a生存率由24%进一步提高到40%[28]. 德国学者

Beger et al在胰腺癌术后患者中采用Seldinger s 技术

经腹腔干区域化疗 这一方法使术后肝脏转移率从大于

60%降至17% 中位生存期由10.5 mo延长到23 mo[15]. 我

们的小组在胰腺癌患者中开展了术后经动脉化疗泵区

域灌注化疗 患者容易接受. 除 1例患者出现化疗泵导

管相关并发症外 其余患者在化疗期间未出现与化疗

泵有关的严重并发症. 由于是经动脉区域灌注化疗 患

者的毒副反应较轻 多为WHO 级 一般为胃

肠道反应 轻至中度的肝功能受损及骨髓抑制 经对症

处理或暂停化疗均能缓解 未出现WHO 级毒副反

应. 该方法方便经济 术后经动脉化疗泵行区域灌注化

疗期间 多数患者无须住院 每次化疗时间短 可在社

区医疗机构接受化疗. Kaplan-Meier 生存分析显示 5-

FU组生存率显著高于对照组(P <0.05) 5-FU组2及3 a

累积生存率均显著高于对照组(P <0.05). 死因分析显示

5-FU组肝转移累积死亡率明显低于对照组(P <0.05)

Beger et al [15]的研究结果表明胰腺癌切除术后采用介入

方法经动脉区域化疗在控制局部复发方面效果并不理

想 但能明显减少肝脏转移的发生率 这与我们的结果

类似.

        5-FU是最常用于治疗胰腺癌的化疗药物 其对增

生细胞各期均有杀伤作用. 对进展期胰腺癌患者的药代

动力学观察及相关研究发现[32-36] 与全身化疗相比

经动脉化疗泵灌注5-FU能明显提高胰腺区域的药物浓

度 这有利于化疗药物进入瘤体中心及克服胰腺癌细

胞对化疗药物的耐药性. 区域化疗时外周静脉中化疗药

物的浓度可保持在较低的水平 可相对减轻化疗药物

的毒性反应. 此外区域化疗时门静脉血中高浓度的化疗

药物对于预防胰腺癌的肝转移也有一定的好处. 我们的

临床资料从另一侧面印证了上述研究结果. 另外本中心

业已开展胰腺癌扩大切除术后经动脉化疗泵行健择或

健择联合5-Fu区域灌注化疗的临床研究 以期进一步

提高患者的长期生存率.
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Abstract
AIM: To determine the sonographic features of xantho-
granulomatous cholecystitis (XGC), which could improve
imaging diagnosis.

METHODS: The sonographic features of 32 patients with
surgically resected XGC were retrospectively evaluated on
the basis of the surgical and pathological findings. The
patients were 15 women and 17 men, aged from 21 to 88
(mean 55.3) years. 

RESULTS: The gallbladder wall was thickened in all patients.
Among the 32 cases, 15 (46.9%) were between 4 mm to
6 mm; 14(43.8%) were between 7 mm to 10 mm; 3(9.3%)
were between 11 mm to 22 mm. On the membranous
surface of the gallbladder wall, 20 (62.5%) were smooth,
while 12 (37.5%) were uneven. Other manifestations
included intramural hypoechoic nodule in 5 (15.6%),
intramural cholelithiasis in 1 (3.1%), and cholelithiasis 30
(93.8%), respectively. Two patients (6.3%) had liver
hypoechoic or iso-echoic mass resulted from the infiltration
of XGC.

CONCLUSION: Sonographic manifestations present thick-
ened gallbladder wall, with intramural hypoechoic nodules
and/or cholelithiasis. Sonographic examination can reveal
the surgical and pathological findings of the XGC.

Zhang M, Peng YL, Luo Y, Zhuang H, Yang ZG. Xanthogranulomatous
cholecystitis: Sonographic, surgical and pathologic correlation. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):738-740

摘要

目的: 明确黄色肉芽肿性胆囊炎的超声表现特征 以提高

影像诊断的正确性.

方法: 回顾性分析经手术病理证实的黄色肉芽肿性胆囊炎32

例的超声表现. 男17例 女15例 年龄21-88(平均55.3岁).

结果: 所有患者均有胆囊壁增厚 壁厚4-6 mm为 15 例

(46.9%) 7-10 mm 14例(43.8%) 11-22 mm 3例(9.3%).

内壁光滑20例(62.5%) 内壁不光滑12例(37.5%). 壁间低

回声结节5例(15.6%) 壁间结石1例(3.1%). 合并胆石症

30例(93.8%) 其中单纯胆囊结石22例(68.8%) 单纯胆

总管结石2例(6.3%) 胆囊结石合并胆总管结石6例 (18.8%).

浸润肝脏形成等回声或弱回声团块2例(6.3%).

结论: 黄色肉芽肿性胆囊炎主要表现为胆囊壁不同程度增

厚 可有壁内低回声结节 常伴有胆囊结石或胆管结石. 超

声检查可反映黄色肉芽肿性胆囊炎的病理改变.

张梅, 彭玉兰, 罗燕, 庄华, 杨志刚. 黄色肉芽肿性胆囊炎的超声表现及其病

理学基础. 世界华人消化杂志  2004;12(3):738-740
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0   引言

黄色肉芽肿性胆囊炎(xanthogranulomatous cholecystitis

XGC)是一种以胆囊慢性炎症为基础 伴胆囊肉芽肿

重度增生纤维化以及泡沫样组织细胞为特征的炎性病

变[1-3]. XGC的临床及超声表现难以与胆囊炎胆石症鉴别[4].

当 XGC的胆囊壁弥漫性明显增厚呈实性改变 局部明

显增厚形成瘤样肿块或伴有肝脏浸润时 易误诊为胆

囊癌 [5-20]. 为此 我们对32例经手术病理证实的XGC

进行回顾性分析 着重探讨其超声表现特征及其病理

学基础 以提高该疾病的影像诊断准确性.

1   材料和方法

1.1材料  我院1997-06/2003-06超声检查后经手术及病

理证实的XGC 32例. 男 17例 女15例. 年龄21-88(平

均55.3岁). 病程 4 d-30 a 平均 31 mo. 有右上腹疼痛

史30例 无疼痛史2例 分别因黄疸及体检就诊. 有多

次胆囊炎急性发作史21例. 发热2例 皮肤黄疸11例

腹部包块3例.

1.2 方法  仪器为TOSHIBA-240 RTFINO HDI3500

型超声诊断仪 探头频率3.5 MHz. 常规检查胆囊及胆



道系统. 观察胆囊大小 壁厚 胆囊壁回声情况 有

无胆囊结石 胆管结石和胆道扩张 胆囊与肝实质分

界情况 有无肝实质浸润灶以及上腹部淋巴结长大. 所

有标本均纵行剖开 40 g/l 甲醛液固定 常规石蜡包

埋 切片 HE 染色 光镜观察.

2   结果

2.1 XGC超声表现  所有患者均有胆囊壁增厚(图1-3)

壁厚 4-6 mm 15 例(46.9%) 7-10 mm 14 例(43.8%)

11-22 mm 3例(9.3%). 内壁不光滑12例(37.5%) 内壁

光滑20例(62.5%). 壁间低回声结节5例(15.6% 图1)

壁间结石1例(3.1% 图2). 胆囊长大12例(37.5%) 胆

囊缩小6例(18.8%) 胆囊正常大小14例(43.8%). 合并

胆石症30例(93.8%) 其中单纯胆囊结石22例(68.8%

图 3) 单纯胆总管结石2例(6.3%) 胆囊结石合并胆

总管结石6例(18.8%). 胆囊与肝脏分界欠清4例(12.5%).

累及肝外胆管致胆道梗阻2例(6.3%). 伴上腹部包裹性

积液1例. 门静脉旁可见长大的淋巴结1例(3.1% 表

1). 超声疑诊为胆囊癌5例  其中1例形成从囊壁突向

囊腔的等回声团块 大小约30 mm×22 mm; 2例可见与
胆囊相连的胆囊旁肝实质内等回声或低回声团块 直

径40 mm-60 mm 团块边界清楚; 2例胆囊缩小 胆

囊壁明显增厚呈实性改变.

2.2 XGC手术及病理  剖开切下的胆囊 见胆囊壁不

同程度地增厚 质硬 部分水肿明显 可见壁间黄绿色

结节 显微镜下见胆囊壁内大量泡沫样组织细胞 急慢

性炎症细胞 纤维母细胞 异物巨细胞等形成的特征性

肉芽肿. 术中见单纯胆囊结石22例(图 3) 单纯胆总管

结石2例 胆囊结石合并胆总管结石6例. 多数病例黏

膜平滑 少数凹凸不平 结石嵌顿处黏膜糜烂. 胆囊

与周围组织不同程度的粘连或被网膜包裹. 胆囊壁部分

坏疽5例 胆囊穿孔伴上腹部包裹性积液1例 胆囊胆

总管内瘘2例 Mirizzi综合征1例. 累及肝外胆管致慢性

炎症2例. 累及肝脏致肝间质慢性炎细胞浸润 肝细胞

脂肪变性4例. 2例胆囊旁肝实质内形成浸润灶时可见纤

维组织大量增生 大量炎细胞浸润. 1例门静脉旁见大小

分别为30 mm×20 mm及10 mm×5 mm的淋巴结 病理
为淋巴结反应性增生改变. 所有病例均未见肿瘤细胞.

图1  胆囊实变伴壁间弱回声结节( 1), 与肝脏分界欠清( 2).

图 2  胆囊壁增厚伴壁间结石( ).

图 3  胆囊壁增厚伴多发胆囊结石.

表1  黄色肉芽肿性胆囊炎32例的超声表现

观察指标      n (%)

胆囊 长大 12 (37.5%)

缩小   6 (18.8%)

内壁光滑 20 (62.5%)

内壁不光滑 12 (37.5%)

壁间低回声结节   5 (15.6%)

壁间结石     1 (3.1%)

胆石症 单纯胆囊结石 22 (68.8%)

单纯胆总管结石     2 (6.3%)

胆囊结石合并胆总管结石   6 (18.8%)

胆囊与肝脏分界清楚 28 (87.5%)

分界不清楚   4 (12.5%)

上腹部淋巴结

未见长大 31 (96.9%)

长大     1 (3.1%)

3   讨论

1970 年 Christensen 首次报道7例XGC. 本病占同期

胆囊切除术的0.7-11.2% 以 50-60 岁多见 本组平

均年龄为55.3 岁. XGC与胆囊结石或胆道结石密切相

关 文献[9]报道达78-96% 本组30例 占93.8%. XGC

的临床表现缺乏特异性 常有反复发作的右上腹疼痛

可伴有黄疸 发热 偶能触及肿大的胆囊. XGC的发病

机制尚不十分清楚 多数学者认为由急性炎症和梗阻综

合因素引起[1-3, 21-24]. 胆汁沿着破裂的Rokitansky-Aschoff窦

张梅, 等. 黄色肉芽肿性胆囊炎的超声表现及其病理学基础                                                        739



或黏膜溃疡病灶不断渗入至胆囊壁 组织细胞聚集

吞噬胆汁中的胆固醇 形成富含脂质的泡沫样组织细

胞 随着病程发展 病灶扩大 纤维组织大量增生

形成炎性肉芽肿块 并与肝脏或临近器官粘连 浸润. 有

时影像学检查可将XGC误诊为胆囊癌 因此世界卫生组

织(WHO)对胆道肿瘤组织学分类时也将XGC列入其中[9].

         XGC病理上根据病变累及范围分为两型: (2)局限型:

胆囊壁正常结构受到不同程度破坏 代之以结节性肉

芽肿结构 胆囊壁增厚 壁间形成单一或多发病灶 直

径3-30 mm的黄绿色结节: (2)弥漫型: 病变浸润胆囊壁

全层 并向外侵犯脂肪结缔组织及临近器官[6, 14, 24]. 本

组病例均有胆囊壁的增厚 多数内壁光滑 部分胆囊壁

内见低回声结节 病理为大量泡沫样组织细胞 急慢性

炎症细胞 纤维母细胞 异物巨细胞等形成的特征性黄

色肉芽肿. 少数内壁凹凸不平 结石嵌顿处黏膜糜烂

镜下见病变主要位于胆囊壁内 被黏膜覆盖. XGC常伴

胆囊结石或胆道结石 本组有30例 占93.8%. 当病变

累及肝外胆管时 超声表现为肝外胆管壁增厚 管腔狭

窄 并致肝内胆管梗阻性扩张 与手术发现一致 病理

为胆管慢性炎症. 当肝脏受侵时 超声显示胆囊与肝脏

分界欠清 还可形成与胆囊相连的肝实质内占位团块

手术发现为胆囊与周围组织不同程度粘连或被网膜包

裹 病理证实为胆囊周围炎性反应和肝慢性炎细胞浸

润. 超声所见胆囊旁肝实质内占位团块 病理为肝脏浸

润灶内纤维组织大量增生 大量炎细胞浸润.

       本病被认为是一种少见 良性并有破坏性的胆囊
炎性病变[9-10, 15]. 可伴发胆囊壁坏疽 胆囊穿孔 内
瘘 Mirizzi综合征 胆管炎性狭窄致胆道梗阻. 其并发症
发生率高 本组11例 占34% 主要为胆囊壁坏疽性改
变 其次为胆囊壁穿孔后内瘘的形成. 据文献[5, 9, 14]报
道有10%的XGC合并胆囊癌 但本组无病例并发胆囊
癌. XGC是否属于癌前病变有待进一步证实. 因此 当
超声发现持续性壁增厚的慢性胆囊炎时 应尽早手术
或针吸活检 以获得组织学证据. Maguruma et al 报告采

用腔内超声也有利于XGC的诊断.

        在临床诊断中  采用影像学方法可鉴别XGC与胆
囊癌[1,  3, 6, 11, 24]. 当XGC的胆囊壁弥漫性明显增厚呈实性
改变 局部明显增厚形成瘤样肿块或伴有肝脏浸润灶
时 须与胆囊癌相鉴别. 以下XGC的影像学表现特点有
助于与胆囊癌鉴别: (1)胆囊壁增厚. 抗炎治疗后胆囊壁持
续增厚且病程较长时 提示XGC的可能; (2)超声示胆囊
内壁光滑 本组20例 占62.5% CT显示为黏膜线的
连续 此点对XGC与胆囊癌的鉴别诊断很有帮助; (3)胆
囊壁局限性病变者 超声示壁内低回声结节 本组5例
占15.6% CT示胆囊壁间低密度结节区域占据增厚的
胆囊壁较大区域时(有文献报道为超过60%) 高度提示
XGC; (4)绝大多数患者上腹部未见长大的淋巴结 本组
31例 占96.9%. 而胆囊癌生物学恶性度高 肿瘤细胞

易沿淋巴引流扩散 常致门腔间隙 肝门以及腹腔动脉

周围淋巴结长大. 因此 有无上腹部淋巴结长大 也

有助于XGC与胆囊癌相鉴别.
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Abstract
AIM: To investigate the variation and their relationship
between erythrocytic immunity and T-cell subsets in patients
with benign and malignant gastric ulcer (BGU and MGU) and
to provide a basis for prevention and immune therapy.

METHODS: In 30 cases of BGU, 25 cases of MGU and 32
cases of normal control, RBC-C3bRR, RBC-ICR and RBC-
TRR were tested by immune adherence rosette method.
T-cell subsets were tested by SAP assay.

RESULTS: RBC-C3bRR and RBC-TRR remarkably declined in
MGU group than those in BGU group and the control group
(P <0.01). The number fractions of CD3+, CD4+ and CD4+/
CD8+ ratio were significantly lower in MGU group as compared
with BGU group and control subjects (P <0.05). The value
of RBC-ICR and the percentage of CD8+ were the highest
in MGU group. They were second in BGU group and the
lowest in the control group (P <0.05). The CD4+/CD8+ ratio
was significantly correlated with the value of RBC-C3bRR
and RBC-TRR in the BGU and MGU groups (P <0.01).

CONCLUSION: Both erythrocytic immunity and T-cell subsets
may play an important role in the occurrence and devel-
opment of the BGU and MGU. Erythrocytic immunity may
regulate the activity of immune cells including T-cell subsets
via some mechanisms. Erythrocytic immunity and T-cell
subsets may have the immune prevention functions in pa-
tients with BGU and MGU.

Fang H, Tan SY, Luo HS, Shen ZX, Yu JP. Relationship between
erythrocytic immunity and T-cell subsets in patients with benign and
malignant gastric ulcers. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):741-743

摘要

目的: 探讨良性与恶性胃溃疡患者(BGU & MGU)RBC免疫

功能和T细胞亚群的变化及其相关关系 为其免疫防治提

供理论依据.

方法: 应用免疫黏附法和SAP法对55例BGU & MGU患者RBC

免疫活性(RBC-C3bRR RBC-ICR和RBC-TRR)和外周血T

细胞亚群(CD3+ CD4+ CD8+和CD4+/ CD8+)进行检测.

结果: 25例MGU组RBC-C3bRR和RBC-TRR(16.0 3.8和

23.1 5.8)明显下降 显著低于30例BGU组(19.9 4.3和

34.6 6.5)和 32 例正常对照组(25.4 5.7 43.8 6.7

P <0.01). CD3+ CD4+和CD4+/CD8+在MGU组(0.59

0.05 0.33 0.04和1.08 0.15)显著低于BGU组(0.63

0.05 0.37 0.05 和 1.23 0.21)和正常对照组(0.68

0.06 0.42 0.05 和 1.48 0.23 P <0.05). RBC-ICR

和CD8+在MGU组最高(8.7 3.1和 0.32 0.04) BGU

组(6.9 2.6 和 0.31 0.05)次之 对照组(5.4 2.0 和

0.27 0.05)最低(P <0.05). BGU MGU组RBC-C3bRR和

RBC-TRR与CD4+/CD8+呈明显正相关(P <0.01).

结论: RBC免疫与T细胞亚群均参与了BGU 与MGU的发

生和发展. RBC免疫可能通过某种机制调控了包括T细胞亚

群在内的某些免疫细胞的活性 从而共同发挥免疫防御作用.

方辉, 谭诗云, 罗和生, 沈志祥, 于皆平. 良性与恶性胃溃疡患者红细胞免疫和

T细胞亚群的变化及相关性分析. 世界华人消化杂志  2004;12(3):741-743

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/741.asp

0   引言

近年来 良 恶性胃溃疡(BGU & MGU)与免疫关系的

研究越来越引起人们的重视[1-4]. 患者的细胞免疫功能显

著降低 RBC在肿瘤免疫方面发挥着重要作用[5-9]. 然

而 有关RBC免疫与BGU MGU关系的研究较少. 我

们探讨BGU 与MGU患者RBC免疫和T细胞亚群的变

化及其相互间的关系 为其免疫防治提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  武汉大学人民医院BGU 30例 男19例 女



11例 年龄22-70(平均 45岁); MGU 25例 男 15例
女10 例 年龄25-76(平均 49 岁). 正常对照组32例
其性别和年龄构成与疾病组无明显差异. 所有病例均经
病理检查证实. 溃疡大小为0.5-3.0 cm 数目为1个; 无
手术 放疗 化疗及免疫治疗史; 无损害免疫功能的慢
性病史 如糖尿病 系统性红斑狼疮和其他恶性肿瘤史
等; 近期无明确急性感染史. 补体致敏 未致敏的酵母冻
干试剂和癌细胞冻干试剂(第二军医大学长海医院免疫
室); 人外周血T细胞亚群SAP法检测试剂盒(北京中山
生物技术有限公司).

1.2 方法  RBC C3b受体花环试验(RBC-C3bRR) RBC免

疫复合物花环试验(RBC-ICR)和肿瘤RBC 花环试验

(RBC-TRR) 均参照郭峰法[10]进行. T细胞亚群检测按

照试剂盒说明书进行.

        统计学处理  用mean±SD表示 两样本均数比较采
用 t检验 多个样本均数比较采用方差分析 多个样

本均数两两比较采用 q检验; 两变量间的相关性采用直

线相关分析.

2   结果

2.1 RBC-C3bRR RBC-ICR和RBC-TRR的变化

RBC-C3bRR和RBC-TRR在BGU& MGU组显著低于对

照组(P <0.01) MGU组较BGU组有明显降低(P <0.01).

RBC-ICR在BGU& MGU组显著高于对照组(P <0.05)

MGU组较BGU组有明显升高(P <0.05 表 1)

表1  胃溃疡患者RBC免疫功能(mean±SD,%)

分组 n RBC-C3bRR RBC-ICR RBC-TRR

对照组 32 25.4 5.7 5.4 2.0 43.8 6.7

BGU 30 19.9 4.3bd 6.9 2.6ac 34.6 6.5bd

MGU 25 16.0 3.8b 8.7 3.1b 23.1 5.8b

aP <0.05, bP <0.01, vs对照组; cP <0.05, dP <0.01, vs MGU.

2.2 外周血T细胞亚群的变化  CD3+ CD4+和CD4+/

CD8+在BGU& MGU 组较对照组显著降低(P <0.01)

MGU组较BGU组有明显降低(P <0.05). CD8+在BGU&

MGU组较对照组显著升高(P <0.05) 两组间改变不明

显(P >0.05 表 2).

表2  胃溃疡患者外周血T细胞亚群(mean±SD)

分组        n         CD3+    CD4+            CD8+ CD4+/CD8+

对照组      32       0.68 0.06   0.42 0.05     0.27 0.05  1.48 0.23

BGU           30        0.63 0.05bc 0.37 0.05bc   0.31 0.05a  1.23 0.21bc

MGU      25       0.59 0.05b  0.33 0.04b    0.32 0.04b 1.08 0.15b

aP <0.05 bP <0.01 vs 对照组;  cP <0.05 vs MGU

2.3 RBC免疫功能与T细胞亚群的相关性  BGU MGU

组RBC-C3bRR和RBC-TRR与CD4+/CD8+呈明显正相

关(P <0.01 表 3).

表3  胃溃疡患者RBC-C3bRR, RBC-TRR与CD4+/CD8+的相关性

分组 n 指标        相关系数(г) P

BGU 30 C3bRR 0.69           <0.01

TRR 0.64           <0.01

MGU 25 C3bRR 0.65           <0.01

TRR 0.62           <0.01

3   讨论

RBC 免疫功能紊乱 将无法有效识别和清除肿瘤细

胞[11-15]. 我们发现 BGU组RBC-C3bRR和RBC-TRR明

显降低(P <0.01) RBC-ICR 明显升高(P <0.05) 而

MGU组此3项指标的改变更为显著(P <0.01) 且两组

间也存在显著性差异(P <0.05). 结果表明BGU患者的

RBC免疫功能有明显降低 随着胃溃疡的恶变 RBC

免疫功能降低更为显著. 分析其原因可能因为患者体内

循环免疫复合物(CIC)大量堆积 尤其是MGU 机体

分泌大量抗原物质 CIC堆积更为显著 RBC CR1被

大量占据 使CR1空位显著减少. 同时恶性细胞可通过

释放免疫抑制因子 来抑制RBC CR1活性. 这一方面导

致RBC-C3bRR下降 另一方面 RBC黏附过多CIC

于是形成大量RBC 免疫复合物 从而引起RBC-ICR

升高 最后导致继发性RBC免疫功能紊乱[16-19]. 由于机

体对CIC 的清除能力下降 CIC 大量沉积于胃黏膜的

血管壁上 造成微循环的障碍. 而且CIC堆积和补体的

激活(RBC CR1受体是补体激活系统的抑制剂)可引发胃

黏膜一系列病理损害 并使胃黏膜局部防御功能降低

最终导致胃溃疡的发生和恶化.

        外周血T细胞亚群的平衡是维持免疫系统内部环境

稳定的一个中心环节[20-26]. 本结果表明BGU组CD3+

CD4+和CD4+/CD8+明显低于对照组(P <0.01) CD8+明

显升高(P <0.05) 而MGU组改变更为显著(P <0.01). 两

组间除CD8+改变不明显外(P >0.05) 其他指标均存在
显著性差异(P <0.05). 这表明BGU患者的淋巴细胞免疫
功能已开始降低 而以MGU患者降低最显著. 因此 如
果发现BGU患者其淋巴细胞免疫功能显著低下 应警
惕其癌变可能. T细胞亚群变化的可能原因: (1)胃黏膜慢
性病变导致组胺和前列腺素分泌增多 二者除与胃酸
分泌有关外 还可抑制机体的免疫功能; (2)胃内局部病
灶消耗大量T细胞; (3)免疫抑制因子抑制T细胞的增生
分化[27]; (4)CIC激活抑制性T细胞 其分泌的细胞因子
引起CD4+的降低和CD8+的升高 导致CD4+/CD8+的

显著降低 最终造成T细胞免疫功能的紊乱.

       RBC不仅本身具有重要的免疫功能 还可能参与

调控包括T细胞亚群在内的某些免疫细胞的活性[28-30]

RBC通过CR1 CR3 CD58(LFA-3) CD59 及超氧

化歧化酶(SOD)参与调节T淋巴细胞的免疫功能[31]. 我们

742                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 3月 15 日  第 12 卷  第 3 期



发现两组RBC-C3bRR和RBC-TRR与CD4+/CD8+呈明

显正相关(P <0.01) 可能原因: (1)RBC和T细胞亚群同

属于骨髓多能干细胞 二者可能存在某种内在的联系

或具有某些共同的免疫特性; (2)RBC和T细胞亚群的免

疫学特性可能受到某些共同的遗传因子的影响和控制;

(3)RBC膜的SOD通过清除氧自由基 间接影响并提高

了T细胞亚群的免疫功能; (4)T细胞亚群分泌的细胞因

子对RBC免疫功能起着重要的影响. 因此 RBC和淋

巴细胞共同组成了一个完整的免疫网络系统 这符合

Jerne 的 免疫网络学说 .

       总之 RBC免疫和T细胞亚群均参与了胃溃疡的

发生和发展 他们之间也存在密切的相关性. 因此 对

胃溃疡患者的RBC免疫和T细胞亚群进行检测 对病

情的严重程度和预后评估有一定的意义.
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Abstract
AIM: To investigate the sleep quality in patients with irri-
table bowel syndrome (IBS) and its relationship with the
patients’ psychiatric symptoms.

METHODS: The quality of sleep and psychiatric symptoms
in consecutive 41 patients with IBS according to Rome II
criteria were measured by Pittsburgh sleep quality index
(PSQI) and symptom checklist-90 (SCL-90), respectively.
In the meantime, 37 matched heath controls and 35 pa-
tients matched patients with peptic ulcer diseases as con-
trols were also evaluated. The relationship between PSQI
and psychiatric symptoms was investigated by regression
analysis.

RESULTS: Compared with health controls, IBS patients had
more psychiatric symptoms (40.2±4.5, t =2.63, P =0.047),
and higher scores of depression (0.64±0.24, t =2.53, P =
0.020) and anxiety (0.67±0.30, t =2.16, P =0.016). Among
IBS patients, the quality of sleep and daily functions sig-
nificantly decreased. PSQI and sleep disturbances as well
as soporific using was markedly increased . The scores of
obsessive-compulsive (t =2.60, P =0.037), and mental
factor (t =2.71, P =0.028) were higher in IBS patients
than that in patients with peptic ulcer diseases. Multiple
regression analysis showed negative relarionship between
the quality of sleep and many psychiatric symptoms (R >
0.195, P <0.05, respectively).

CONCLUSION: IBS patients have sleep disturbances asso-
ciated psychiatric symptoms.

He JQ, Wang WA, Hu PJ, Chen W. Sleep quality in patients with irri-
table bowel syndrome.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):744-747

摘要

目的: 探讨肠易激综合征(irritable bowel syndrome IBS)

患者的睡眠特征及其与精神症状的关系.

方法: 采用匹兹堡睡眠指数和症状自评量表-90自评量表对

连续就诊的41例符合罗马II标准的肠易激综合征患者及同

期连续就诊的35例消化性溃疡病患者和37例匹配的正常

对照进行测评 并通过回归分析探讨睡眠障碍和精神症状

之间的关系.

结果: 与正常相比 IBS患者精神症状明显增多(40.2 4.5

t =2.63 P =0.047) 抑郁(0.64 0.24 t =2.53 P =0.020)

和焦虑(0.67 0.30 t =2.16 P =0.016)积分明显增高;

在 IBS 患者中 睡眠质量和日间功能显著下降 PSQI和

睡眠障碍以及安眠药用量显著增加. IBS患者的强迫症状

(t =2.60 P =0.037)和精神因素(t =2.71 P =0.028)积分

也明显高于消化性溃疡病患者. 多元回归分析显示睡眠质量

和多种精神症状呈负相关(R >0.195 P <0.05).

结论: IBS患者存在与精神症状相关的睡眠障碍 .

何剑琴, 王伟岸, 胡品津, 陈为. 肠易激综合征患者睡眠质量特征. 世界华人

消化杂志  2004;12(3):744-747
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0   引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome IBS)是一组肠功

能障碍性综合征 无任何器质性或生化指标的异常 [1-6].

临床流行病学和流行病学研究显示IBS患者常常有多种

肠外症状[3-4, 7-9]. 其中 睡眠障碍是IBS患者常见的肠外

症状[7] 并且症状的恶化与睡眠异常有相关性[10-14]. 尽

管几组学者从不同角度探讨了睡眠质量和IBS的关系

但还不能明确患者的睡眠质量是真正的睡眠异常还只

是患者主观感觉的睡眠异常 以及患者睡眠质量与心

理症状之间的联系[10-14]; 同时国内文献鲜见有关 IBS患

者睡眠质量特征研究 我们采用国际公认反映睡眠

主 客观质量的匹兹堡睡眠质量指数[15-17]和评价非精

神科患者精神症状的90项症状自评量表[18-20]对患者进

行测评如下.

1   材料和方法

1.1 材料  符合 IBS罗马 II 诊断标准[3] 在中山大学附

属一院消化内科连续就诊的IBS患者(组 2) 41例,男 19

例 女22例 年龄12-71(37.07 14.48岁). 经检查(大



便常规 腹部B超 钡剂和 / 或肠镜等检查 排除吸

收不良综合征 血吸虫感染 胃肠道肿瘤 溃疡性

结肠炎 Crohn 病 肠道菌群失调 肝胆及内分泌疾

病 无神经系统及精神疾病史 无药物和酒精滥用)确

诊. 同时和年龄 性别匹配的35例来自同期就诊的消化

性溃疡 (PU)患者(组3)和 37名健康自愿者(组1)对照.

1.2 方法  采用汉化的匹兹堡睡眠质量指数 (PSQI)(中国

心理卫生杂志社. 心理卫生评定量表手册 增订版. 北
京 1999) 对患者的睡眠质量进行测评 该量表由 23
个条目构成 分为 7 个域 包括睡眠质量 入睡时
间 睡眠时间 睡眠效率 睡眠障碍 安眠药物和日间
功能 每个成分按 0  1  2 3 计分 各域分相加
为 PSQI总分 总分越高示睡眠质量越差; 采用 90 项
症状自评量表(SCL-90)(中国心理卫生杂志社. 心理卫生
评定量表手册 增订版.北京 1999)个体心身症状程
度 记录其中的SCL-90 总分 阳性项目数 痛苦水
平和躯体化 强迫 人际敏感 抑郁 焦虑 敌对 恐
怖 偏执 精神病性9个因子分.
        统计学处理  用mean±SD表示; 多样本均数比较用
ANOVA检验; 多样本比率比较用χ2检验; 两样本均数比
较用 t检验; 指标间的相互关系用直线相关分析和多元

逐步回归分析. 以P <0.05作显著性差异的检验标准. 均
在SPSS  8.0软件包上进行.

2   结果
2.1 IBS患者心理症状  SCL-90症状自评量表测评结果

显示 与正常人相比 IBS患者精神症状总积分(40.2

4.5 t =2.63 P =0.047) 阳性项目数(0.65 0.31

t =1.98 P =0.001) 痛苦水平(1.44 0.57 t =1.98

P =0.001) 抑郁(0.64 0.24 t =2.53 P =0.020)和
焦虑(0.67 0.30 t =2.16 P =0.016)评分明显增高; IBS
患者的强迫症状(t =2.60 P =0.037) 抑郁(t =1.92
P =0.045)和精神病性因素(t =2.71 P =0.028)评分明显
高于PU患者; 而正常人和PU患者在痛苦水平上有显著

差别(t =1.96 P =0.006).
2.2 IBS患者睡眠质量  与正常组相比 IBS组的睡眠质
量(P =0.000) 睡眠障碍(P =0.015) 安眠药物(P =0.035)
日间功能(P =0.007)和PSQI(P =0.000)积分均明显增高 器
质性胃肠病组的睡眠质量(P =0.000) 睡眠障碍(P =0.000)
安眠药物(P =0.024) 日间功能(P =0.002)和PSQI(P =0.000)
也明显高于正常组 IBS 组在睡眠质量各项平均分均

比器质性胃肠病组高 但差异无显著性意义(表 1).回

表1   IBS患者睡眠质量比较

睡眠指标       组 1        组 2       组 3  P1 vs 2 P2 vs  3  P1 vs  3

睡眠质量 0.71 0.46 1.46 0.69 1.16 0.54 0.000a 0.061 0.000a

入睡时间 1.14 0.85 1.54 0.99 1.27 1.01 0.079 0.243 0.602

睡眠时间 1.11 0.53 1.32 0.71 1.27 0.94 0.558 0.581 0.408

睡眠效率 1.06 1.03 1.39 1.10 1.37 1.19 0.358 0.799 0.262

睡眠障碍 0.81 0.37 1.41 0.52 1.32 0.56 0.015a 0.077 0.000a

安眠药物 0.00 0.00 0.42 0.75 0.37 0.85 0.035a 0.790 0.024a

日间功能 0.46 0.51 1.23 0.90 1.17 1.15 0.007a 0.518 0.002a

PSQI 4.74 1.70 7.97 3.54 7.83 4.38 0.000a 0.846 0.000a

表2  IBS患者SCL-90与睡眠质量相关分析

          睡眠质量     入睡时间    睡眠时间     睡眠效率      睡眠障碍      安眠药物     日间功能          PSQI

总分 0.255a         0.189         0.015         0.067         0.264b         0.025         0.349b         0.255a

阳性项目数 0.255a         0.189         0.015         0.066         0.265b         0.024         0.349b         0.255a

痛苦水平 0.207a         0.090         0.145         0.195         0.310b         0.065         0.136         0.241a

躯体化 0.275b         0.170         0.061         0.135         0.282b         0.134         0.339b         0.310b

强迫症状 0.222b         0.214a         0.047         0.109         0.245a         0.007         0.344b         0.241a

人际敏感 0.152         0.130       -0.104       -0.086         0.161       -0.020         0.263b         0.100

忧郁 0.195a         0.175         0.021         0.036         0.220a         0.007         0.291b         0.215a

焦虑 0.242a         0.129       -0.045       -0.007         0.240a       -0.015         0.345b         0.200a

敌对 0.214a         0.010       -0.002         0.061         0.209a         0.068         0.238a         0.176

恐怖 0.121         0.069       -0.008         0.022         0.143       -0.054         0.266b         0.121

偏执 0.064         0.051       -0.071       -0.125         0.026       -0.158         0.081       -0.031

精神病性 0.204         0.155       -0.006         0.026         0.191       -0.085         0.274b       -0.031

aP <0.05, bP <0.01.
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归分析睡眠质量与入睡时间 睡眠效率 睡眠障碍

安眠药物 日间功能及PSQI呈显著正相关(P <0.05).

2.3 IBS患者睡眠质量与心理症状的相关分析  睡眠质量

与SCL-90的躯体化 强迫症状 焦虑 敌对 精神病

性及其总分 阳性项目数呈负相关 表现为精神症状积

分高者睡眠质量差; 日间功能与SCL-90的躯体化 强

迫症状 人际敏感 忧郁 焦虑 敌对 恐怖 精神病

性及其总分 阳性项目数均有高度负相关; 而PSQI与躯

体化 强迫症状 忧郁 焦虑及总分 阳性项目数也呈

负相关 见表2.

3   讨论

IBS 是一种以肠功能紊乱为特征的心理生理疾病 除

胃肠道症状外 还有许多肠外表现 包括心理症状

(焦虑 抑郁等)和睡眠障碍[8  21-22]. 本结果支持这一观

点.对内 外正常刺激的反应过度是 IBS患者的重要特

征[23] 王伟岸 et al [24]的研究表明 IBS患者的症状易

受暗示而加重 用患者所担心的一些因素作 恶性视

听刺激 复述给患者 可以明显提高患者对直肠气囊

扩张的敏感度 而这些刺激对正常人则不具有上述作

用 表明条件反射可影响该病患者内脏感觉的异常

即可能是一种对正常感觉的心理超敏反应.不少研究也

从不同侧面论证了 IBS 患者存在疾病认知和症状感知

异常[25-26].Elsenbruch et al [13-14] 采用睡眠质量指数调查表

评价IBS患者主观的睡眠质量 并用多导睡眠检测仪

评价客观的睡眠质量 发现 IBS患者总的睡眠指数及

其亚项均显著高于健康对照组 而多导睡眠监测指数

无显著差异.这一结果提示IBS患者的睡眠异常也可能

是一种知觉异常.尽管其内在原因仍不完全清楚 但根

据Beck提出的情感障碍认知模式: 人们对各种事件的期

望和解释(即认知过程)可导致负性情绪 其中焦虑是

个体对内外环境刺激(应激事件)产生的一种负性复合情

感状态 而机体对应激事件的反应中出现最早 最敏感

的主观体验是睡眠行为障碍[27-29]. 睡眠障碍在IBS患者

中很常见符合这一理论[10-14].

         我们采用患者自评的睡眠障碍量表对同期在同一门

诊就诊的IBS患者 消化性溃疡病患者进行测评 发现

与正常人相比 不论IBS患者还是消化性溃疡病患者的

反映主观睡眠质量的睡眠质量降低 存在睡眠障碍 需

要安眠药物增多; 但患者自评的可反映患者睡眠质量客

观指征的入睡时间和睡眠时间 乃至睡眠效率和正常

人无明显的差异. 更为有趣的是 IBS患者和器质性胃

肠病患者有类似的睡眠障碍 上述睡眠质量评价指标

间并无差异.这些至少从一个侧面说明IBS患者的睡眠

障碍可能是对疾病本身的焦虑和警惕性增高所致 在

很大程度上是主观的睡眠障碍 即睡眠感觉改变 而不

是疾病特异的附带现象[11, 14]. 本研究进一步评价了 IBS

患者的睡眠障碍和精神症状之间的关系 发现精神症

状积分高者睡眠质量差; 日间功能与 SCL-90 的躯体

化 强迫症状 人际敏感 忧郁 焦虑 敌对 恐

怖 精神病性及其总分 阳性项目数均有高度负相关;

而PSQI与躯体化 强迫症状 忧郁 焦虑及总分 阳

性项目数也呈负正相关. 尽管本研究不能说明二者之间

在IBS发病的因果关系 这些交互作用进一步说明IBS

患者存在与精神症状相关的睡眠障碍 缓解IBS患者的

精神症状可能改善患者的睡眠质量.
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• 消息 •

国科技论文产出世界第五 医药卫生期刊竞争力强劲

健康报  记者张荔子2003-12-10报到: 这是一连串枯燥的数字 却是大量科研人 员辛勤一年的收获. 12月 9

日 中国科学技术信息研究所在京发布的2002 年度中国科技论文统计结果显示 我国科技论文产出由2001 年

全 世界第六位上升为第五位 在世界论文总数中首次超过5 . 论文数据统计取自3种在国际上颇具影响的检

索工具 科学引 文索引 (SCI) 工程索引 (EI)和 科学技术会议录索引  (ISTP) . 2002 年我国科技论

文产出比2001年增长19.9 达 77395 篇 占世界论文总数的5.37 . 排在前四位的国家依次是美国 日本

英国和德国. 我国国际论文被引用数和被引用次数也分别增长31.6  和 33.3 其中临床医学国内论文数量和

被引用次数居各学科第一  基础医学论文在国内被引用次数排名第四. 临床医学和基础医学论文 较以前都显示

出更多的国际合作. 分类统计还排列出高等院校 科研机构 医疗机构各类机构论文 产出和被引用情况前20

位 其中解放军总医院连续3年获国内科技论 文被引用数量全国医疗机构第一名 第四军医大学西京医院连续

3年 获国内科技论文数量全国医疗机构第一. 10位国际论文高产作者和高 引用作者中有3位是来自上海第二医

科大学的沈志祥 陈国强和牛超  他们因在 血液 发表的论文被广泛引用而分别名列第三 六 九. 共

有 387 种医药卫生类期刊进入今年的影响因子分类排序 其中影响 因子超过1 的期刊有12 种 除 世界华

人消化杂志 和 世界胃肠病 学杂志 外 其余10 种均为 中华牌 期刊.  此外 刚选出的第二届 中

国百种杰出学术期刊中 19 种医药卫生类期刊及其主编榜上有名. 纵观 2002 年中国科技论文各项统计 可以

看到中国科技论文数量 和影响力水平继续保持上升趋势 但中国与世界科技强国还有很大差 距. 据 国际竞

争力度报告 评价 中国科技竞争力在49 个被评价的 国家和地区中处于中等偏下的水平. 据 SCI 统计 中国

论文平均被引 用率低于世界平均水平.
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摘要

RNA干扰(RNAinterference RNAi)是由双链RNA(double-

strandedRNA dsRNA)引发的转录后基因静默机制. RNAi

是真核生物中普遍存在的抵抗病毒入侵 抑制转座子活

动 调控基因表达的监控机制. 目前已成功用于基因功能和

信号转导系统上下游分子相互关系的研究 有可能为肿瘤

基因治疗提供新策略.

任 欣, 宋于刚, 陈学清. RNAi 研究进展. 世界华人消化杂志  2004;12(3):

748-750
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0  引言

RNAi (RNA interference )即RNA干扰 是1998年由Fire

首次发现并命名的转录后水平的基因静默 是美国

Science 和 Nature 评出的2002年度最重要的科技

成果之一 正成为基因功能研究和基因治疗研究的热

点. 1995年 康奈尔大学的Guo和Kemphues et al [1]利

用反义RNA(antisense RNA)技术特异性地阻断秀丽新小

杆线虫(C. elegans)中的par-1基因的表达以期得到与对

照组注射正义RNA(sense RNA)相反的结果 但最终的

结果却令他们费解:二者同样阻断了par-1基因的表达

途径. 直到 1998年 Fire et al [2]的研究证明 在正义

RNA也阻断了基因表达的试验中 真正起作用的是双

链RNA. 这些双链RNA是体外转录正义RNA时生成的.

这种双链RNA对基因表达的阻断作用被称为RNA干扰

(RNA interference RNAi). 随后的研究发现 RNAi现

象在多种生物中存在 如线虫 果蝇 斑马鱼 真菌以

及植物等. 生物体可利用RNAi来抵御病毒的感染 阻

断转座子的作用[3].

        到 1999年Tuschl et al [4]报道在哺乳动物中也存在

RNAi 只是导入的RNA是小干扰RNA (siRNA); 2001

年Berstein et al提出: 只有22核苷酸(nt nucleotide)才

能特异性地阻断dsRNA 同时他们还发现了体内一个

分解dsRNA为 siRNA的叫Dicer的酶[5]. 近几年来RNAi

的研究取得了很大进展 他被 Science 杂志评为2001

年的十大科学成就之一. 2002年RNAi的研究又有了新的

突破 发现他在基因表达调控中发挥重要作用 他也

名列2002 年 Science 杂志评的十大科学成就之首.

1   RNAi 的机制

RNAi的机制可能是细胞内双链RNA在Dicer酶的作用

下 可形成-22 bp 大小的小干扰RNA(small interfer-

ing RNAs siRNAs) siRNAs 可进一步掺入多部分核

酸酶(multicomponent nuclease RISC)并使其激活 从

而精确降解与siRNAs序列相同的mRNA 完全抑制了

该基因在细胞内的翻译和表达.

        RNA酶 是一种能切割双链RNA的酶 参与RNAi

反应的Dicer酶是RNA酶 家族的一个成员. Dicer酶广

泛存在于蠕虫 真菌 物及哺乳动物体内. 他的结构中

包括一个螺旋酶结构域 两个RNA 酶 结构域 一

个双链RNA结合位点. 在Dicer酶的作用下 双链RNA

被裂解成21-23个核苷酸的siRNA 他启动了细胞内

的RNAi 反应[5]. 因少量双链RNA即能阻断基因表达

且此效应可传至子代细胞 研究者们推测细胞内存在

RNAi效应的扩增系统. 研究者们发现 在真核细胞中

也存在能以RNA为模板指导RNA合成的聚合酶(RNA-

directed RNA polymerase RdRP). 在 RdRP 的作用下

进入细胞内的双链RNA通过类似于PCR的反应过程

呈指数级的数量扩增. 双链RNA进入细胞后 一方面

在Dicer酶的作用下被裂解成小片段siRNA 另一方面

在RdRP的作用下自身扩增后 再被Dicer 酶裂解成

siRNA. 小片段siRNA生成后与核酸酶形成复合物 随

后mRNA 与小片段的正义链置换 被mRNA 替代.

mRNA的位置与最初正义链的位置相同 从而被核酸

酶在相同的位点降解. 更有意义的是mRNA的降解使核

酸酶得以再生 这样周而复始 mRNA得以降解 因

此RNAi呈酶解动态[6].

        由于mRNA也以21-23 nt 的特定间隔降解 因此

认为降解dsRNA与mRNA的核酸酶相同. 另一方面以

SiRNA作为引物 以mRNA为模板 在RdRP作用下

合成出mRNA 的互补链. 结果 mRNA 也变成了双链

RNA 他在Dicer 酶的作用下也被裂解成siRNA. 这些

新生成的 siRNA也具有诱发RNAi 的作用 通过这个

聚合酶链式反应 细胞内的siRNA大大增加 显著增

加了对基因表达的抑制[4-5]. RNAi不同于其他基因阻断

技术 他是转录后水平的基因静默机制 因此注射该基

因的内含子或者启动子顺序的dsRNA都没有干涉效应.

RNAi 具有较高的特异性 能够非常特异地降解与之



序列相应的单个内源基因的mRNA 且抑制基因表达

效率很高 相对少量的dsRNA就可以使表型达到缺失

突变体程度 但dsRNA需要一个最小的长度才能产生

有效的干扰效果. dsRNA小片段如小于21-23 nt (如10-

15 nt) 特异性将显著降低 不能保证不与细胞内非

靶向基因相互作用 如远远大于21-23 nt 互补序列

可能延伸 超出抑制范围. RNAi基因表达的效应可以突

破细胞界限 在不同细胞甚至生物体间长距离传递和

维持 并可传递给子一代[6].

2   RNAi 在细胞中的研究和双链RNA的构建

2.1 Billy et al [7]的研究表明: 在小鼠的胚胎细胞中也存在

RNAi . 将 727个碱基对的双链RNA转入小鼠的畸胎瘤

细胞 诱发了细胞内的RNAi 机制 并抑制了报告基

因的表达. 但大于30个核苷酸的双链RNA进入哺乳动

物的成体细胞后 会非特异的阻断基因的表达. 因为长

的双链RNA进入哺乳动物成体细胞后 细胞内的病毒

防御机制被激活; 且RNA酶L(RNase L)被激活 产生非

特异的mRNA降解. 而未分化的胚胎细胞中 上述防御

病毒的机制存在缺陷 因而双链RNA能特异的阻断基

因的表达. 但 Tuschl et al [8]人的研究克服了这一障碍

他们发现 21个核苷酸的双链RNA能够诱发哺乳动物

细胞内的RNAi 机制 同时不会激活细胞内的干扰素.

他们合成了以荧光素酶的mRNA为靶分子的21个核苷

酸的双链RNA 将他和荧光素酶的表达质粒用脂质体

共转染到NIH3T3 COS-7 Hela S3 293 细胞中

报告基因的表达被抑制了90%. 由于报告基因得到的结

果不能完全说明细胞内的情况 他们又合成了细胞内

源性基因 laminA/C 为靶目标的双链RNA 这个双链

RNA 也特异的抑制了 laminA/C 的表达 抑制率达到

90%以上.

2.2 双链RNA的构建  双链RNA可先在体外构建好

用脂质体转染细胞. 但有些细胞脂质体转化效果差 转

化到细胞内的双链RNA半衰期短. 而先在体外构建能表

达双链RNA的载体 再将载体转到细胞内合成出双链

RNA 不但能增加有效转染细胞的种类 而且在长期

稳定表达载体的细胞株中 双链RNA能够长期发挥阻

断基因的作用. 构建双链RNA表达载体 使用RNA多

聚酶 指导RNA的合成. 因为RNA多聚酶 有明确的

启始和终止序列 当RNA多聚酶 遇到连续5个胸腺嘧

啶时 他指导的转录就会终止 且转录产物在第二个尿

嘧啶处被切下来 因此合成的RNA无polyA尾. U6启动

子能被RNA多聚酶 识别 合成出RNA. Sui et al [9]用

Bluescript 作为载体 RNA多聚酶 可识别的U6作为

启动子 从绿色荧光蛋白(GFP)的基因上选择了一个21

个核苷酸的片断(片断1) 将其插入到Bluescript 载体

中. 然后合成出片断1的反向重复序列 并在其后加了

5个胸腺嘧啶 称为片断2. 他们将片断2接到Bluescript

载体中片断1的后面 将载体转移到细胞中后 转录

出的RNA 由于具有回文序列 会形成一个发卡样结

构 从而得到了双链RNA. 片断后面加了5个胸腺嘧

啶 RNA转录到这个位置时就会终止. 而且转录出的

RNA形成发卡样结构后 会在3 端形成2个突出的

尿嘧啶 这类似于天然的 siRNA 因而有利于双链

RNA诱发RNAi. RNA多聚酶 亦识别H1-RNA 启动子.

在H1-RNA 启动子后面接上能形成发卡样结构的反向

互补序列 将此载体转入细胞后也能在细胞内合成

dsRNA[10]. T7也可作为启动子合成dsRNA. 将 PCR产物

用NotI酶切后自身连结 回收正向片断和反向片断连结

形成的具有反转重复序列的片断 接到pGEMTeasy载体

上 就构建成了可以表达dsRNA的载体. 用此载体可先

在体外合成dsRNA 或将其转入到细胞内合成dsRNA. 在

后一种情况下 还须将能表达T7RNA多聚酶的载体也

一起转入到细胞中 以提供能识别T7启动子的RNA多

聚酶[11]. 腺病毒是体内转基因的常用载体. Xia et al [12]用

腺病毒做载体 在体内和体外表达dsRNA 并成功的阻

断了基因的表达.

3   RNAi的应用

3.1 高通量研究基因功能  基因功能研究现在已经明确

双链RNAi干扰(RNAi)技术不仅可抑制体外细胞中特定

基因的表达 而且也可抑制体内特定基因的表达. 在功

能基因组研究中 需要对特定基因进行功能丧失或降

低突变 以确定其功能. 21nt siRNA的双链复合物在哺

乳动物细胞中干扰成功为基因作用的研究提供了一种

新的工具 原来要花费 6mo-1 a才能明确一个哺乳动

物细胞基因如何关闭 现在只需一个星期就能明确10

个基因的关闭 使工作进程大大加快. 可以预见 RNAi

作为一种快速静默基因的途径 将会越来越多地用于哺

乳动物基因研究. 将功能未知的基因的编码区(外显子)或

启动子区 以反向重复的方式由同一启动子控制表达.

这样在转基因个体内转录出的RNA可形成dsRNA 产

生RNA 干扰 使目的基因静默 从而进一步研究目

的基因的功能. 根据所选用序列的不同 可将其分为编

码区RNAi和启动子区RNAi[13]. 线虫和果蝇的全部基因

组序列已测试完毕 发现大量未知功能的新基因 RNAi

将大大促进对这些新基因功能的研究[14].

3.2 研究信号转导通路的新工具  由于RNAi能高效特异

的阻断基因的表达 他成为研究信号传导通路的良好工

具. 在线虫体内 胰岛素和受体结合后可以活化Dsor1

他是Mek的类似物 Dsor1活化后可以激活EekA 他是

ERK的类似物. 用以Dsor1为靶目标的dsRNA可以阻断

Dsor1 的表达 虽然总的ErkA的表达不受影响 但由

于Dsor1的表达被抑制 因而胰岛素刺激后ErkA不能

活化[15].

3.3 基因治疗的新方法  用RNAi特异性地抑制如艾滋病

病毒基因 肝炎病毒基因 癌基因 癌相关基因或突变

基因的过度表达 使这类基因保持在静默或休眠状态
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从而有望用这种新的手段治疗各种病毒性疾病和恶性

肿瘤等疑难病症. 而肿瘤是多基因 多因素疾病 单

个癌基因的抑制往往很难达到治疗效果. 但RNAi技术

能够同时抑制多个不同基因 而且抑制效果互不干扰.

此外 RNAi 识别可以精确到一个核苷酸 对由野生

型点突变形成的癌基因 如 ras p53等 能够产生准

确有效的封闭效果 野生型基因则不受影响. 实验证

明 bcl-2 CDK-2 PLK-1 和 p53 等肿瘤相关基因

的RNAi 能够使人类宫颈癌细胞(HeLa)增生速度减

慢 恶性程度降低 凋亡加快. 肝癌(Hep3B) 非小

细胞肺癌(H1299) 头颈部鳞状细胞癌(C33-A) 骨肉

瘤(U-2OS)及前列腺癌(LNCaP) [16] 白血病[14]等细胞系

中的实验也发现类似效应. 此外 将RNAi应用于Wilson

病等先天遗传性疾病的体外实验也获得令人满意的结

果[17-25]. 2002-09 科学家采用这项技术完全清除了生

长在试管中的所有癌细胞 而未伤及正常细胞. 随着这

一研究结果近日的公布 另一个小组的研究人员正设

计这一技术在世界上的第一次临床试验 将在一组艾

滋病患者中进行. 由于双链 干涉 通过使有害的

基因 静默 而奏效 因而科学家认为 可用其来静默

感染的病毒基因或已转为恶性的肿瘤细胞 从而使他们

变得无害.

        总之 科学家预言 一旦RNAi技术能用于临床治

疗艾滋病 肝炎和恶性肿瘤 这将是病毒性 寄生

病原性 突变基因和癌基因表达等所引起的疾病在基

因治疗方面的一场新的革命. 而基因的突变在胰腺癌的

发病及发展中均占有重要地位 通过改变癌基因的表

达 可以杀灭肿瘤或抑制肿瘤生长或增加癌细胞对化

疗药物的敏感性 RNAi将会是胰腺癌基因治疗的又一

重要工具.
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摘要

目的: 探讨6-氧-甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶基因启动

子甲基化状况在胃癌发生 发展中的作用.

方法: 用甲基特异性聚合酶扩增链式反应检测20例正常胃

黏膜组织 38例胃癌组织及癌旁正常组织DNA中MGMT

基因启动子的甲基化状况 用免疫组化方法检测MGMT

蛋白的表达情况.

结果: 19.1%(9/47)的肿瘤组织和10.6%(5/47)的癌旁正常组

织存在MGMT基因启动子甲基化 正常胃黏膜组织均不

存在甲基化. 免疫组化发现有 21.3%(10/47)的肿瘤组织

MGMT蛋白失表达 其中7例(70.0%)存在启动子甲基化.

胃癌中MGMT基因启动子高甲基化与MGMT蛋白表达缺

失存在显著联系(P <0.001).

结论: 胃癌组织中存在一定程度的MGMT基因启动子高甲

基化和MGMT蛋白表达缺失. 胃癌发生过程中MGMT基因

高甲基化可导致MGMT蛋白表达缺失 可能是胃癌发生

的重要途径之一.

齐健, 朱尤庆, 杨冬, 张友才, 张蔚英, 刘军, 魏芸. 胃癌MGMT基因启动子

CpG岛甲基化与蛋白表达缺失. 世界华人消化杂志  2004;12(3):751-753
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0   引言

6-氧-甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶(O6-methylguanine-

DNA methyltransferase MGMT)是一种普遍存在的DNA

修复酶 可将烷化剂使DNA鸟嘌呤O6位发生烷基化

而形成O6-鸟嘌呤加合物从DNA上移除 使细胞免受

烷化剂的损伤 并抑制随后的细胞反应 使存在DNA

损伤的细胞不再增生 从而保持基因组的完整性 [ 1 ] .

MGMT基因启动子区域含有一个CpG岛 若其CpG岛

发生甲基化导致MGMT蛋白表达缺失或减少 则烷化

剂造成的损伤不能被及时修复 在转录过程中会导致

G C 配对转换为A T 配对(G A 转换) 使细胞发

生癌性转化[2-6]. 我们检测了正常胃黏膜组织20例 胃

癌组织47例及癌旁正常组织DNA中MGMT基因启动子

甲基化状况和蛋白表达情况 分析他们之间是否存在

联系 从而探讨MGMT基因启动子高甲基化在胃癌发

生 发展中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  胃癌组织47例及相应的癌旁正常组织来自武

汉大学中南医院外科手术患者 男26例 女21例 年

龄31-68(平均54.8岁). 癌旁组织为距肿瘤5 cm的正常

组织 经病理证实不存在不典型增生. 正常胃黏膜组织

20名来自门诊的健康志愿者. 所有标本均取2份 1份

立即放入-70 冰箱保存 1份用甲醛固定 石蜡包

埋后保存. 所有患者术前均未接受过放化疗.

1.2 方法  以传统的酚-氯仿方法从上述各种组织中提

取DNA. 按 James et al (Proc Natl Acad Sci USA 1996

93:9821) [7]描述的方法用亚硫酸氢钠可对DNA进行化学

修饰 并用Wizard DNA纯化试剂盒(promega 公司)纯

化 分别以MGMT基因甲基化和非甲基化引物进行扩

增. 甲基化的引物序列上游为5 -TTT CGA CGT TCG

TAG GTT TTC GC-3 下游为5 -GCA CTC TTC

CGA AAA CGA AAC G-3 ; 非甲基化的引物序列上游

为5 -TTT GTG TTT TGA TGT TTG TAG GTT TTT GT-

3 下游为5 -AAC TCC ACA CTC TTC CAA AAA

CAA AAC A-3 [8]. 反应条件为95 预变性360 s 然

后94  45 s 59  45 s 72  60 s 35个循环后

72 延伸 600 s[6, 8]. PCR产物用8 g/L的聚丙烯酰胺凝

胶电泳 硝酸银染色观察结果.  组织标本用甲醛固

定 石蜡包埋 制成4 µm厚切片 进行HE染色以确
定其是否为肿瘤组织或正常组织及其病理类型和分期.

免疫组化使用鼠抗MGMT单克隆抗体和SP 试剂盒(北

京中山公司). 以表达率大于10%为阳性结果.

        统计学处理  用 SPSS 11.0 软件 Pearson χ2检验
Fisher 确切概率法 P <0.05 认为有统计学意义.

2   结果

MSP结果显示 正常胃黏膜组织均未显示甲基化条带

19.1%(9/47)的胃癌组织和10.6%(5/47)的癌旁正常组织存在

启动子甲基化. 5例甲基化的癌旁正常组织中有1例癌组织

同时存在甲基化 其余4例癌组织无甲基化(图1). 统计学

分析显示 胃癌组织中MGMT基因启动子甲基化率与癌旁

正常组织之间的差异无显著性(χ2= 1.343 P =0.247) 而
与正常胃黏膜(0/20)之间有差异(P =0.049).

        在 20正常胃黏膜中MGMT蛋白在绝大多数实质细

胞和间质细胞的胞核 胞质均有表达. 10 例胃癌组织

MGMT失表达 其中7例存在MGMT启动子甲基化
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癌旁正常组织蛋白表达均为阳性 但有7例为弱阳性表

达 其中4例存在甲基化(图2). 统计学分析显示胃癌组

织MGMT蛋白表达缺失率21.3%(10/47)与癌旁正常组织

(0/47) 正常胃黏膜组织(0/20)之间的差异均有显著性

(P =0.001 P =0.027). 并且MGMT启动子高甲基化与MGMT

蛋白表达缺失存在显著联系(表1 χ2=17.249 P <0.001).

表1  胃癌组织MGMT甲基化及蛋白表达情况

          MSP
免疫组化

非甲基化 甲基化 合计

+       35      2    37

         3      7    10

合计       38      9    47

P <0.001.

图1  A: 癌组织(Ca)同时显示甲基化(M)和非甲基化条带(U), 正常胃黏膜
(N)无甲基化条带, 体外甲基化的DNA(IVD)作为阳性对照; B: 36号癌组
织和癌旁正常组织(P)都存在甲基化, 27号只有癌旁正常组织存在甲基化.

图 2 免疫组化检测组织标本中MGMT 的表达. A: 正常胃黏膜组织
MGMT强阳性表达; B: 甲基化的癌旁正常组织中MGMT表达减弱; C:
胃癌组织中MGMT表达缺失.

3   讨论

N-亚硝基化合物可能是引起胃癌的主要化学致癌物

可以在人胃中由其前体合成 最终活性形式烷基正离

子可使DNA发生烷基化. 鸟嘌呤O6位甲基化可以影响

碱基配对 且修复缓慢 因而对致突变和致癌十分重

要. MGMT是惟一能将O6-鸟嘌呤加合物从DNA上移除

的蛋白 若其表达减少或缺失 则不能有效地修复该损

伤 使细胞失去了对烷化剂等突变原的保护性. 人类基

因组中约有29 000个CpG岛 几乎总是存在于基因启

动子和(或)外显子周围 除了印迹基因和女性失活的X

染色体上的几个基因外 CpG双核苷酸在正常情况下

都是非甲基化的 而大多数CpG岛以外的CpG双核苷

酸则是甲基化的[9-10]. 许多肿瘤抑制基因启动子区域的

CpG岛在正常情况下是非甲基化的 而在肿瘤组织中

被高度甲基化[11-13]. 本组中 有19.1%(9/47)的胃癌组织

存在MGMT基因启动子甲基化 而在正常胃黏膜组织

中均未检测到甲基化 与国外文献[8, 14]报道相近. 提示

在胃癌中存在较高频率的MGMT基因启动子甲基化. 启

动子高甲基化能抑制基因转录 导致蛋白表达缺失或

减少. 我们同时用免疫组化方法检测了标本中MGMT蛋

白的表达情况 结果显示: 47 例胃癌组织中有 10 例

MGMT表达缺失 而癌旁正常组织和正常胃黏膜组织

中均无MGMT表达缺失 表明MGMT在胃癌中表达缺

失. 9例存在MGMT基因启动子甲基化的胃癌组织中有

7例蛋白表达缺失 表明MGMT基因启动子高甲基化与

MGMT蛋白表达缺失有显著联系. 本研究中胃癌组织的甲

基化率19.1%(9/47)和相应的癌旁正常组织10.6%(5/47)并

无差异. 由于MSP是一种敏感性非常高的检测方法 只

要样本中有很微量的甲基化DNA就可以观察到甲基化

条带. 一种可能是在取组织时癌旁正常组织被癌细胞污

染 若癌细胞存在甲基化 则被污染的癌旁正常组织

也出现甲基化条带. 另一种可能是这些癌旁正常组织细

胞DNA中已存在一定程度的甲基化 但尚未引起细胞

癌变 36号癌组织和癌旁正常组织都存在甲基化 但

都表达MGMT 蛋白 癌旁组织甲基化条带更浓 与

电泳点样量有关. 本组中5例存在甲基化的癌旁正常组

A

B

C

MK   M    U    M   U   M    U   M   U
         39Ca    46Ca      IN      IVD

 90 bp
76 bp

 91 bp
83 bp

MK   M    U    M   U   M    U   M   U

          36Ca      36p    27Ca    27p

 90 bp
76 bp

 91 bp
83 bp



织中有4例免疫组化表现为弱阳性 表明这些组织中

MGMT蛋白表达减少 一个MGMT分子只能修复一处

烷基化损伤 MGMT蛋白表达减少将使细胞的修复能

力降低 提示MGMT基因甲基化改变可能很早就已经

出现 可能是胃癌发生过程中的早期分子事件 其后

续变化可能在胃癌的发生 发展过程中起重要作用.

        启动子甲基化抑制基因转录的机制尚不清楚 但

已有多项研究表明蛋白表达缺失或减少与基因启动子

甲基化有关[15-19]. 我们的研究表明胃癌中存在一定程度

的MGMT 基因启动子高甲基化和MGMT 蛋白表达缺

失 MGMT基因表达缺失多由MGMT基因启动子高甲

基化引起 可能是胃癌发生过程中的早期分子事件. 胃

癌在我国常见也是表现出高频率甲基化的肿瘤之一

p16INK4a p14ARF hMLH1 APC 等基因在胃癌中均

存在一定程度的甲基化[14, 20-25] 因此联合检测MGMT

基因和其他肿瘤相关基因的甲基化状况 可能作为早

期发现胃癌的分子标志物.
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摘要

目的:  归纳总结成人胰母细胞瘤的临床特征 改善治疗效果.

方法: 通过对1例成人胰母细胞瘤并发多发良性肿瘤病例的

诊治过程进行分析并复习国外文献.

结果: 成人胰母细胞瘤好发于中青年 黄疸 腹块及腹痛

常是患者就诊的首发症状 手术及放化疗效果好.

结论: 在临床上应提高对此病的认识 避免因误诊为胰腺

癌而放弃治疗.

冀振华, 白钢, 夏念信, 白宏伟. 成人胰母细胞瘤并多发良性肿瘤1例. 世界华

人消化杂志  2004;12(3):754-755

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/754.asp

1   病例报告

患者 女 46 岁. 因上腹部胀痛不适 偶伴恶心 呕

吐5 a 出现皮肤 巩膜黄染1 mo于2003-03-17入我院.

患者于15岁及38岁时分别因右侧乳腺纤维瘤及右上臂

皮下脂肪瘤(直径 5-7 cm 均为2个)行局部肿瘤切除

术 术后无复发. 查体: 巩膜及皮肤轻度黄染 余未见

异常. 血生化: 血糖7.8 mmol/L TBIL 95 µmol/L DBIL
75.7 µmol/L AKP 679 U/L ALT 199 U/L 谷氨酰
转肽酶855 U/L 乳酸脱氢酶243 U/L. 血清CA-199 42.

99 U/mL CA-125 7.26 U/mL CA-153 11.91 U/mL

AFP小于15 ng/mL CEA 15.06 ng/mL. 胸部CT: 前纵

隔低密度肿物 其中有大块高密度骨化影 符合畸胎瘤

诊断. 腹部B超: 胰腺头部低回声包块 边界欠清 无包

膜 主胰管内径1.0 cm. 胆总管内径最宽1.9 cm (图1). 胰

腺CT: 胰头部可见类圆形软组织密度影 CT值62.0 HU

肿块与胰头分界不清 胰管 肝内外胆管扩张(图 2).

初步诊断: (1)胰头占位性病变: 胰腺癌可能性大 不除

外胰岛细胞瘤等少见胰腺肿瘤可能; (2)前纵隔畸胎瘤. 于

2003-03-31 行剖腹探查术. 术中见胰头部肿物 质

硬 可活动; 腹腔动脉及肠系膜动脉周围见肿大淋巴

结 质软. 行胰十二指肠切除. 术后患者痊愈出院. 病理

报告: 胰腺头部肿瘤大小4.5 cm ×4.5 cm×4 cm 瘤细胞
呈实性巢状生长 其中混有散在内分泌细胞及软骨细

胞 并见扩张的导管. 淋巴结未见肿瘤浸润. 免疫组化:

胰酶(+) AFP(+) CgA(-) Syn(-). 符合胰母细胞瘤

诊断.

图1  腹部B超.

图2  胰腺CT.

2   讨论

胰母细胞瘤在临床上极少见 成人胰母细胞瘤更为罕

见 尚未见有胰母细胞瘤与其他良性肿瘤并发的报道.

本病例并发多部位 多类型 不同时间发生良性肿瘤的

胰母细胞瘤病例提示: 胰母细胞瘤可能为一种基因缺陷

病 患者因为基因的变异或缺陷而造成肿瘤好发. 本例

已进行基因方面的检测 详细内容将另文报道.

        我们报道的患者46岁发病 为国内年龄最大者[1-5]

尽管国外有报道最大年龄为68岁者[6] 但大多数仍为

中青年患者. 性别上无差异. 胰母细胞瘤在临床上诊断较

难 绝大部分病例在术前不能得到明确诊断 常以胰腺

或上腹部占位性病变行剖腹探查术 术后病理才证实

本病 特别是易与胰腺癌相混淆. 相对来说胰母细胞瘤

的治疗效果较胰腺癌明显要好 因此 二者的鉴别诊

断非常重要. 国外报道对1例晚期小儿胰母细胞瘤进行

多次手术结合放化疗取得了良好的效果[7]. 我们报道的
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这例患者虽然肿瘤靠近血管 但也进行了根治性切

除 腹腔内肿大的淋巴结均未见转移 目前情况良

好 无复发转移迹象.

        虽然成人胰母细胞瘤发现时肿瘤较大 但一般都能

切除 如有肝脏局部转移可一并切除 当肝脏有较多转移

灶时单纯手术效果不佳 可考虑行辅助放化疗. 我们认为

在临床上应提高对此病的认识 避免因误诊为胰腺癌而

放弃治疗 积极手术治疗将给患者创造更多生存的机会.
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