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摘要

全世界有乙型肝炎病毒(HBV)感染者3.5亿人. 对于HBV多

年的研究已经积累了丰富的资料 但是 我们对于HBV基

因组特性的认识远远没有穷尽 事实上还有许多方面需要

进行探索. 通过对特定慢性HBV感染者血清中不同的HBV

病毒基因克隆序列的比较提出了HBV准种特点 使我们对

于HBV基因组结构与功能的复杂性有了更为深入的了解.

野生型病毒之间 野生型病毒与突变型病毒之间 突变型

病毒之间的反式调节机制是各种类型的缺陷型HBV存在的

重要条件和机制 也是HBV感染引起肝细胞癌(HCC)的重

要的分子生物学机制.  外周血中存在羧基末端截短的表面抗

原中蛋白(MHBst)的编码基因 使我们对于HBV基因编码

的反式激活蛋白的类型有了新的认识. 通过对克隆的HBV

DNA 全长基因序列的比较 以及与其他地域所流行的

HBV DNA序列之间的比较  发现了新型的开放读码框架

(ORF) 如前-X (pre-X) 蛋白的编码基因和前-前-S(per-

pre-S)蛋白的编码基因. 长距离精确聚合酶链反应(LA-PCR)

技术克隆的HBV DNA全长序列 是我国流行的adr亚型

的HBV DNA全基因序列 代表了真正存在的HBV的基因

全长序列 在HBV基因结构与功能的研究中 以及在抗HBV

治疗疗效应答的研究中具有重要的理论和实际应用价值.

成军, 董菁. 乙型肝炎病毒基因组结构与功能复杂性的新认识. 世界华人消化

杂志  2003;11(8):1073-1080

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1073.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)的感染不仅引起急性和慢性病毒性

肝炎 而且与肝硬化(LC) 肝细胞癌(HCC)的发生发

展有着十分密切的关系 全世界大约有3.5 亿人受到

HBV的感染 尽管乙肝疫苗的免疫预防已经取得了相

当好的成绩 但是现患HBV感染者的治疗仍因为没有

特效药物而步履维艰 在我国绝大多数终末期肝病患

者都是由于感染HBV而引起的[1-10]. 关于HBV DNA基因

组结构与功能的复杂性 近年来取得了一些新的研究

进展 对于HBV DNA 基因组的结构与功能的研究

使人们对于HBV存在状态及其防治任务的艰巨性有了

更深入的了解[11-18].

1   乙型肝炎病毒的准种特点

中国人民解放军第302医院传染病研究所基因治疗研

究中心近年来对于乙型肝炎病毒的准种特点进行了系

统的研究[19-26]. 关于HBV准种特点的深刻认识也是从一

个偶然的机会开始的. 在HBV基因疫苗的研究领域中

国内外的HBV基因疫苗研究 大部分都是研究ayw亚

型的HBsAg编码基因的基因疫苗 这是因为ayw是欧

美国家的流行株 也由于大部分研究都是从含有 ayw

亚型的HBV DNA头尾相连的双基因序列的质粒pCP10

开始构建基因疫苗的表达载体 而我们国家的流行株

是 adr adw 亚型 ayw只是在某些地区流行[27-32]. 因

此 我们在研究乙型肝炎病毒基因疫苗时 一开始就设

想从慢性HBV感染的患者血清中扩增在中国大陆流行

的adr adw亚型的HBsAg的编码基因. 我们在多聚酶链

反应(PCR)扩增和TA克隆过程中 从1例患者的血清

HBV DNA标本中就得到了30个左右的HBsAg的编码

基因克隆. 为了提高工作效率 我们同时对于数个克隆

进行测序研究 结果是各个序列之间具有遗传学上的

高度相关性 但又不完全相同. 于是我们对于更多的克

隆进行序列测定 结果也是如此. 这些基因序列来源于

同一个患者 同属于一个基因型和血清型 但是每个克

隆之间又存在着差别 为了描述这种差别 我们采用了

研究 RNA 病毒基因序列差别的种群概念 即准种

(quasispecies)的概念 来描述HBV DNA存在的状态[33-40].

所谓乙型肝炎病毒的准种就是指由遗传学上高度相

关 个体之间又有微小差别的乙型肝炎病毒组成的种

群 群体的构成处于不断变化之中. 准种的概念强调的

是遗传学特点高度相关又有不同 同时在自身和外界

因素的影响下群体的构成又处于不断变化之中. 从HBsAg

编码基因序列的分析得出准种的概念 我们对于HBV

DNA其他的结构基因区和调节基因区都进行了系统的

分析 得出了一致的结论. 我们对于一个患者的分析结
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果如此 对于更多的患者的HBV基因序列进行系统分

析 都有相同的结论. 因此 准种特点是HBV存在状态

的一个普遍的规律.

       乙型肝炎病毒准种特点的发现实属偶然 准种概

念的内涵也清楚 简单. 但是 关于HBV存在状态的

准种特点认识的意义却非同小可. 将准种的概念引入到

HBV的研究领域中 彻底改变了我们对于HBV存在状

态的看法 可以说是对HBV存在状态认识的一场革命.

首先 引入准种的概念 我们对于HBV DNA 全基因

序列的认识就深入一步. 在美国生物工程信息学中心

(NCBI)建立的核苷酸序列数据库GenBank 中注册的

HBV DNA全基因序列 绝大部分都是应用PCR技术进

行分段扩增 克隆 然后再进行人工拼接 形成了所谓

的HBV DNA全基因序列. 如果从准种特点来说 这些

基因序列根本不代表任何真正存在的病毒的基因序列

完全是一种人为拼接序列 是来源于不同的病毒基因

组基因片段的嵌合体. 因为1例慢性HBV感染者体内的

病毒基因序列千差万别 甚至很难找到2株序列完全相

同的病毒 因此 各个基因片段来源于同一个株病毒的

几率微乎其微 是完全不可能的. 这样人工拼接的HBV

DNA全基因序列代表不了任何真正存在的HBV基因序

列 只代表来源于不同病毒基因序列的嵌合体. 第二

引入准种的概念 我们对于抗HBV疗效考核及其对于

HBV的影响的研究方法就要做出相应的调整. 在进行抗

病毒治疗的临床研究中 我们经常见到研究报道在抗

病毒治疗前后 仅克隆少数甚至是单一的HBV DNA片

段的序列 进行比较发现不同之后就判定抗病毒治疗

对于HBV基因序列的影响 这样的结论是完全靠不住

的. 因为慢性HBV感染者体内的不同的HBV之间序列

本来就是不同的 即使不进行抗病毒治疗 2个时间点

先后取得的HBV基因序列就是不同的 这种差别与抗

病毒治疗的疗效无关. 抗病毒治疗前后对于不同病毒序

列的测定研究 实际上与病情变化前后的研究是类似

的. 同样我们不能根据病情变化前后少数的HBV基因序

列的改变 就妄下结论 认定这样的基因序列不同或变

化就是引起病情变化的病毒基因序列方面的原因. HBV

准种特点的认识 使我们从根本上改变了对于HBV存

在状态的认识 避免了只见树木 不见森林的片面性.

第三 引入准种的概念 使我们对于抗病毒治疗的艰巨

性和复杂性有了一个全新的认识. 因为慢性乙型肝炎患

者血清中的HBV具有多样性 不同的病毒对于不同的

抗病毒药物的敏感性完全不同 这样就不奇怪一种抗

病毒药物治疗的效果极其有限的事实了. 从HBV与人免

疫缺陷病毒-1(HIV-1)的生活周期及致病特点的相似性

来看 一种抗病毒药物实难解决HBV的抗病毒治疗的

问题. 在抗HIV-1治疗过程中形成的鸡尾酒疗法 即目

前广泛应用的高活性抗逆转录病毒疗法(HAART)的一些

理念和做法是颇值得借鉴的. 虽然在抗HBV治疗过程中

陆续有人提出应该采取 联合治疗(combined therapy)

和 序贯治疗(sequential therapy) 的想法 但是目

前由于抗HBV可供选择的有效药物种类十分有限 而

且没有切实的临床疗效的证据 只是停留在理论上

而没有实际可供操作的具体方案. 第四 引入准种的概

念 使我们认为有必要对于目前的检测手段进行审慎

选择和改进. 在特异性检测技术建立之前 在有效的抗

病毒治疗药物的应用之前 在进行有效的免疫预防接

种之前 HBV的存在与传播方式处于相对自由与宽松

的环境 其存在与分布主要由其自身的特点来决定的.

但是 随着特异性检测技术的应用和抗病毒药物的应

用 以及重组疫苗的广泛应用 HBV 的生存和传播

的环境条件已经大大改变 因此 我们今天所面临的

HBV种群 与特异性检测技术和抗病毒治疗技术出现

之前的情况相比较 已经发生了相当大的改变 而且

这种改变还在继续进行下去. 如果我们总是被动等待

可以设想 在将来的某一天 我们的检测手段所覆盖

的病毒种群逐渐萎缩 我们将会面临更多的抗药病毒

株. 那时 我们目前的检测手段的漏检率就会增加

输血不再是安全的. 治疗上我们会面临更为严峻的挑战.

因此 我们必须从现在起 以准种的眼光重新审视

HBV 的存在状态和特点 未雨绸缪 设计新型的检

测方法和治疗药物. 否则 我们将会陷入十分被动的局

面. 这决不是威人耸听. 第五 引入准种的概念 使我

们对于免疫预防的任务艰巨性有了深刻的了解. 将来的

免疫预防的的主要对象不是目前广泛存在的野生型病

毒 而是发生了明显的变异的病毒株 这样根据主要

的流行野生型病毒的设计的疫苗的免疫预防效果就会

显著降低 为了应付将来出现的免疫预防的新局面

必须以准种的观点来看待乙型肝炎免疫预防的课题

才不至于将来有一天措手不及. 从目前免疫预防失败的

儿童血清中检出的HBV基因序列已经发生了显著变异

的事实来看 也非常支持这一观点[41-50].

2   乙型肝炎病毒的反式调节

病毒基因表达的调节与哺乳动物细胞的基因表达的调

节一样 主要是转录水平的调节. 转录水平的调节方式

和机制包括顺式(cis)调节机制和反式(trans)调节机制

HBV基因表达的反式调节机制对于HBV的生活周期

与病毒性肝炎发病机制之间的相互关系有十分密切的

关系[51-57]. 乙型肝炎病毒基因组中具有公认的4段启动子

的序列(SP-I SP-II CP XP) 指导不同的开放读码框

架(ORF)的转录过程 这种调节方式是基因结构内部的

调节 属于顺式调节机制; 乙型肝炎病毒的X蛋白以及

肝细胞中某些转录调节因子与HBV DNA的调节基因序

列相结合 并对于HBV DNA的复制和表达产生的调节

作用 称为反式调节作用[58-63]. 乙型肝炎病毒的反式调

节包括以下几种不同的类型: 第一 HBV基因组编码产

物对于其自身的启动子结构的激活 例如X蛋白对其核

心启动子(CP)的反式激活 可以刺激前-C和前基因组
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启动子的转录表达. 第二 HBV基因组的编码产物对

于异源性基因启动子的反式激活作用 如丙型肝炎病

毒(HCV)的核心蛋白对于HBV表面抗原蛋白的编码基

因启动子-I(SP-I)具有反式调节作用. 第三 HBV基因

组编码的蛋白对于肝细胞基因组中启动子的转录活性

具有反式调节作用 例如HBV羧基末端截短型表面抗

原中蛋白(MHBst)对于肝细胞中的原癌基因 c-myc的启

动子具有反式激活作用. 第四 肝细胞中某些转录因子

蛋白对于HBV基因组中的启动子序列具有反式激活作

用 例如在肝细胞中存在肝细胞核因子 1 (HNF 1

hepatocyte nuclear factor 1) 与HBV基因组中特异性的

启动子序列之间的结合与反式调节作用 决定了HBV

生活周期的嗜肝细胞特性. HNF1只有在肝细胞中表达

这种转录激活因子的存在 对于HBV基因组中的SP-1

SP-II 等启动子的活性具有较强的反式激活作用 决

定HBV只有在肝源性细胞系中才能有效地进行复制和

表达. 第五 由于存在缺失型HBV 能够正常编码反式

激活蛋白的HBV对于基因缺失突变造成反式激活蛋白合

成缺如的HBV缺陷型病毒株的反式调节 是慢性HBV感

染者外周血中可以维持其准种特点的主要原因[64-71].

        HBV DNA基因组编码的病毒蛋白中至少包括2种

不同转录激活因子 如X蛋白和羧基末端截短的表面抗

原中蛋白. X蛋白的反式激活作用 与HBV DNA的有效

复制过程密切相关. HBV基因组编码的MHBst是HBV感

染与HCC发生发展之间密切相关的反式激活因子. 虽然

目前来看这种反式激活蛋白在HBV DNA的复制和表达

的调节中的作用还不清楚 但是在反式激活细胞中的

原癌基因 促进细胞的恶性转化方面具有十分重要的

意义. 这些方面已经积累了大量丰富的研究资料[72-78].

        关于HBV基因准种特点的研究认识到 慢性HBV

感染者体内的病毒具有多种多样的突变形式 包括几

乎所有的突变类型 其中包括终止密码子的提前出现

这样造成了许多HBV蛋白的编码功能受到影响 或者

完全丧失. 如果表面抗原的编码基因出现这样的情况

那么这株病毒就不能很好地编码病毒的表面抗原 仅

靠自身的编码功能 这株病毒是不能生存的. 那么为什

么这样的病毒还会存在下来 原因就是表面抗原没有

发生突变的病毒所表达的表面抗原蛋白 仍然可以以

反式的方式提供表面抗原蛋白给这种发生突变的病毒

供其包装使用. 所以这些发生突变的病毒与野生型的病

毒可以共存. 同样的道理 如果HBV DNA多聚酶区发

生提前终止 这株病毒就不能编码HBV DNA聚合酶

这样的病毒同样自身难以完成其生活周期 需要其他

病毒的反式调节的补充. 病毒发生变异是持续存在的

彼此之间通过反式调节机制 互通有无 相互借助 从

而造成慢性HBV感染者血液中存在大量的缺失突变的

病毒 因此 反式调节机制是野生型病毒的调节的一般

方式 同时也是突变型病毒的存活所依赖的重要机制.

因此 慢性HBV感染者体内的HBV存在状态是多种多

样的 反式调节机制是其重要的原因[79-83].

3   外周血中截短型表面抗原中蛋白的发现

在很早之前就注意到DNA病毒与人类长期共存的过程

中 其遗传物质相互交换 始终而广泛存在. 即使是

逆转录病毒这一类在生活周期中存在前基因组DNA

(pre-genomic DNA)阶段的特殊病毒形式 也存在病毒

基因组DNA与细胞基因组DNA整合的情况. HBV DNA

属于DNA病毒 其复制的生活周期是DNA-RNA-DNA

的复制过程 当然也会存在HBV DNA 与肝细胞基因

组DNA之间的整合. 当然 目前发现在肝细胞之外的

HBV DNA也有与宿主细胞DNA整合的情况. 由于从流

行病学 临床医学资料上来看 HBV DNA 的整合与

肝细胞癌的发生发展又十分密切的关系 所以多年来

一直受到人们的广泛重视[84-97]. 关于HBV DNA与肝细胞

基因组DNA之间的整合及其生物学和医学意义已经有

较多的研究.  目前认为 虽然在染色体上找到一些

HBV DNA整合的位点 但是一般来说 HBV DNA的

整合还是随机的 不是定点整合的方式. HBV DNA整

合破坏了正常染色体的结构 有时会引起异常的染色

体转位 这是造成HCC 发生的重要机制所在. 另外

HBV DNA整合 特别是具有反式功能的病毒蛋白编码

基因的整合在HCC发生发展中具有重要意义. 从目前的

资料来看 HBV DNA中的X基因不仅是经常发生整合

的基因片段 也是最受重视的HBV DNA编码的反式激

活蛋白. 最近几年来 在HCC组织中发现了HBV DNA

表面抗基因的整合 由于整合的基因片段不是全长的

表面抗基因片段 只是包括前-S2 和 S基因的氨基末

端的部分编码基因序列 因此这种整合的病毒基因片

段可以编码一种截短型的表面抗原中蛋白(MHBst). 后来

的研究证实 与X蛋白一样 MHBst具有显著的反式激

活效应. 因此 作为一种反式激活蛋白 MHBst得到了

空前的重视 同时为HBV与HCC发生之间的相关性找

到了另外一条癌变通路[98-105].

        如前文所述 最初的具有反式激活作用的MHBst的

编码基因是从HCC整合在肝细胞基因组DNA中的HBV

DNA片段中发现的 之后所发现的MHBst编码基因也

都是从HCC组织中克隆的 人们深信只有在HCC中才

具备编码反式激活作用的MHBst的编码基因. 但是 董

菁 et al [20]首次报道在慢性HBV感染者外周血中克隆到

MHBst编码基因 并进一步证实这种羧基末端截短的

MHBst具有显著的反式激活作用. 除了应用基因的共转

染技术 证实MHBst表达载体的共转染可以显著反式激

活异源性启动子SV40 早期即刻启动子的转录活性之

外 而且还利用基因芯片技术 抑制性消减杂交技术

(SSH) 异源性启动子指导的报告基因表达载体的共转

染技术等证实从外周血克隆的乙型肝炎病毒MHBst是

具有显著的反式激活作用的. 从SSH的筛选过程中 我

们发现MHBst可以激活原癌基因 c-myc的表达 之后



应用Western blot杂交技术进一步证实了这种对于原癌

基因反式激活和上调的作用 进一步指出 MHBst在

HCC发生中具有十分重要的作用[106-109].

       目前研究表明 MHBst的反式激活效应可能与蛋白

激酶C(PKC)依赖的信号转导途径有关 前-S2区域与

PKC /β结合发生磷酸化反应 触发PKC依赖的c-Raf-
1/MAP2- 激酶信号转导链式反应 结果激活了转录因

子如AP-1 NF-κB AP-2 SRE Sp1和 c-myc c-fos
启动子 参与病毒感染后的炎症反应和肝细胞癌的发

生. MHBst蛋白结构的改变 缺失了位于C-末端的膜

定位信号 使MHBst在未能进入分泌途径而在内质网

(ER)中滞留 其前-S2区指向胞质区与胞质蛋白相互

作用 产生转录激活功能; 而全长的MHBs蛋白的前-

S2 区指向ER 腔 进入高尔基复合体而分泌. 所以说

MHBst的反式激活功能依赖于其N-末端前-S2区的胞

质定位功能. 而缺失突变的范围是决定该截短型分子是

否具有反式激活作用的重要影响因素 MHBst至少完全

缺失蛋白C-末端S区的疏水区 才具有反式激活功

能; S 区的N-末端疏水区 是反式激活所必需的 因

为蛋白与膜的结合是转录激活功能所必需的 这段序

列被称为 反式活性开启区 (trans-activity-on region

TAO). 进一步研究表明 MHBst 的最小反式激活单元定

位于4-53氨基酸残基 MHBst53 是其中最小的转录激

活因子 是一种非膜结合类型的MHBst 就是说 仅

前-S2区(aa 1-55)就足以介导反式效应 说明作为反

式激活剂的MHBst大小范围是很大的.  我们目前正在构

建不同截短范围的表达载体 进一步研究MHBst的反

式激活功能 筛选和克隆其反式激活的靶基因[110,118].

4   乙型肝炎病毒新型开放读码框架的研究

乙型肝炎病毒基因组的紧密结构特点是十分突出的

表现在调节基因与结构基因序列的重叠 不同结构基

因区段之间的重叠. 令人惊奇的是同一段基因序列 可

以同属于不同的功能区段 而又不相互影响 最大效

率地充分利用了3 200 bp的全基因组结构 完成其复

制和表达的严密调节. HBV DNA病毒这一结构特点是十

分突出的. 相互重叠的结构特点 造成的一种局面就是

某一位点或者是某些位点的改变 不仅仅具有单一的

影响 而是影响深远. 传统的观点认为我们对于HBV

DNA的结构特点已经有了深刻的认识 其实我们对于

HBV DNA结构与功能 表达与调控的特点还有许多问

题没有认识清楚. 关于HBV DNA基因序列之中是否还

具有新型的编码基因序列 以及这些新型的编码基因

序列存在的生物学意义 医学意义如何 始终是我们

应该关注的一个重要问题.

         董菁et al [119, 120]应用长距离精确的多聚酶链反应技

术(LA-PCR)从慢性HBV感染者血清中扩增克隆了全长

的HBV DNA 全基因序列 从而建立了中国流行株的

HBV DNA全基因序列. 通过对中国流行株HBV DNA序

列与其他已经克隆的HBV DNA基因序列进行系统的比

较发现 在HBV DNA 基因组序列中可能还存在新型

的编码基因区. 对于前-X(pre-X)基因区和前-前 -S

(pre-pre-S)基因区的断定就是对于HBV DNA结构与功

能的重要的新认识. 通过对不同地域来源的HBV DNA基

因组序列的比较 发现HBV DNA序列中存在的前-X

基因位于X基因的上游 与X基因的框架结构一致

但是X基因具有其自身的起始密码子. 从中鉴定的HBV

前-X基因序列长度为168 nt 编码产物为55 aa 分

子量为6.2 kD 对于其蛋白质一级结构序列进行分析

发现 序列中含有15 个疏水氨基酸残基 24 个极性

氨基酸残基 9 个丝氨酸残基 表明具有潜在的磷酸

化位点. 对于GenBank中收录的HBV基因序列进行分析

比较 发现有18个序列含有前-X序列 同源性在85-

94 %之间. 前 -前-S基因序列长度为135 nt 编码产

物为43 aa 分子量为5.2 kD 对于其蛋白质一级结构

序列进行分析发现 由19 个疏水氨基酸残基 10 个

极性氨基酸残基 5 个强碱性氨基酸残基 3 个丝氨

酸残基. 对于GenBank中收录的HBV基因序列进行分析

比较 发现有 5 个克隆有前- 前 -S 序列 序列的同

源性在66-95 %之间. 这 2个新型开放读码框架的确

定 使我们对于HBV基因组中的编码基因序列有了新

的认识 为进一步研究HBV的生活周期 致病机制

以及新型诊断技术等开辟了新的研究方向.

5   乙型肝炎病毒全基因序列的认识

关于HBV全基因序列的克隆化 早在1979 年就已经

完成. 这在分子生物学技术还不是特别完善的年代显得

多么的难能可贵. 随着1985年聚合酶链反应技术的出现

和不断发展 使得HBV DNA 基因序列的扩增和克隆

化变得十分容易. 而且据此还建立了HBV DNA的定性

和定量的PCR 扩增技术 在慢性HBV 感染患者的病

毒载量测定中发挥着十分重要的作用[121-127]. 与此同时

世界上各个国家对于HBV DNA的全基因序列也进行了

研究 在美国生物信息学中心建立的核苷酸序列数据

库GenBank 中注册的HBV DNA全基因序列已经达到

200条以上. 如前文所述 对于这些HBV DNA全基因

序列克隆的方法学进行推敲 不难发现这些基因序列

存在严重的问题 因为是从1例HBV患者的血清中同

时获得多个HBV DNA片段 相互重叠的基因片段之间

进行拼接 从而完成HBV DNA全基因序列的确定. 如

果从准种的观点来看 慢性HBV感染者体内存在千差

万别的HBV 随机地选择含有HBV DNA片段的克隆

进行测序 尽管重叠部分的序列可能是同源 但是要

保证全部的基因片段都是来源于同一株病毒 从理论

上来讲几乎是不可能的. 换一句话说 在GenBank中注

册的绝大部分的HBV DNA 基因全序列都是从不同的

HBV 病毒株来源的基因序列 实际上是一个嵌合体

并不能代表真正存在的HBV DNA的全基因序列. 符合
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这种基因序列的HBV是根本不存在的. 因此 我们对

于HBV DNA 基因序列的认识 一定要从准种的特点

去认识 才能更加全面和正确[128-134].

        既然HBV慢性感染者体内的HBV DNA基因序列千

差万别 不能应用分段克隆的技术对于HBV DNA 全

基因序列进行分析 那么就必须设计扩增全长的HBV

DNA的PCR技术. 随着具有特殊功能的DNA多聚酶的

发现和应用 使一次扩增HBV DNA 全长的基因组成

为可能. 董菁 et al [119]应用LA-PCR从2例慢性HBV感

染者的血清中获得了5个克隆的全长HBV DNA基因序

列. 5个克隆的全长HBV DNA序列都属于adr亚型 长

度也都是在3 200 bp左右 但是其基因序列却有显著

的差别 即使是来源于同一个患者的HBV DNA 全基

因序列之间也有显著的不同. 不仅仅是个别核苷酸或氨

基酸残基序列的差别 而且还有大段的缺失 插入

终止密码子的提前出现等几乎所有的基因突变形式. 可

以说 在1例慢性HBV感染者血清中很难找到完全一

样的HBV DNA全长基因序列. 即使是HBV基因序列小的

编码基因或调节基因片段序列完全一样的几率都很低

何况长度达到3 200 bp的全长HBV DNA. 慢性HBV感染

者体内的HBV DNA全长基因序列不是一成不变的 而

且是随着HBV DNA的不断复制和机体免疫力的不断变

化 甚至是抗HBV药物的应用 改变了环境对于HBV

生存的压力 HBV DNA基因序列始终处于不断的变化

之中[135-140]. 如果认识到这一点 有很多问题就可以进

行解释了. 例如 关于HBV DNA全长基因序列参考的

问题 在我们看来 目前还没有什么所谓的HBV DNA

参考株 (reference strain) 或者是标准株 (standard strain)

因为HBV DNA 序列的多样性 而且又始终处于不断

的变化之中 实际上这种标准株或称为参考株是不存

在的 认为规定哪一株HBV DNA病毒基因序列作为中

国人群流行的标准株或者参考株都是没有多大意义的.

认识了HBV DNA全长基因序列的存在特点 我们对于

HBV 本身的结构与功能 表达与调控 HBV 感染的

结局与其与抗病毒治疗疗效判定有关的HBV DNA基因

序列的改变 都会有一个全新的认识[141-150].
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摘要

溃疡性结肠炎的诊断和治疗对于临床医生仍然是一个挑战.

诊断方面 因为该病缺乏特异的诊断指标 必须强调排

除性和综合性的原则 要做到这些有时是非常困难的. 治

疗方面 由于该病病因和发病机制目前还不完全清楚 因

此治疗缺乏特异性  对如何减少复发以及提高难治性患者

的疗效仍然是一个难题. 而在我国 没有一个适合我国国

情的规范化治疗方案则是最突出的问题.  本文结合我们自己

的工作  提出了在分型基础上进行个体化规范化治疗的建

议 以期引起对这个问题的重视和探讨 形成具有中国特

色的创新性治疗方案.
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0   引言

溃疡性结肠炎(UC)在欧美等国家相当常见 诊断和治

疗已经非常规范. 但在我国 UC的诊断和治疗对于临

床医生仍然是一个挑战[1-5].

1   诊断

因为缺乏特异的诊断指标 必须强调排除性和综合性

的原则 而要排除所有原因明确的结肠疾病 仅仅是

排除感染性疾病这一类 即使对综合性大医院的消化

病专科医生来说 有时也是非常困难的. 过去认为该病

在我国少见 对其重视不够 尽管我国在1956 年就

有了关于UC的病例报道 但直到1978年才参照国外

标准制定了第一个 特发性溃疡性结肠炎诊断及治疗

标准(草案) 该标准在当时对规范UC的诊断起到了

一定的作用 但对于鉴别诊断的要求欠明确 组织学

改变描述不够具体 1993 年又对该标准作了新的修

订 国内还在1987年和 1992年分别制定了该病的中

医标准和中西医结合标准 这些标准对规范诊断起了

一定的积极作用[3]. 但从国内文献报道的2万多例临床资

料来看 仍有相当一部分未能严格按此标准执行. 当

然 该标准在黏膜活检诊断标准 疗效标准等方面还存

在不足 特别在治疗方面缺少一个规范化建议 使本病

的治疗没有一个共同的尺度. 为此 中华医学会2000年在

成都开会提出了 对炎症性肠病诊断治疗规范的建议  [6]

与1993年标准相比 主要修订内容为: 增加了黏膜病理

学检查缓解期的表现 使病理诊断指标更明确 纠正

了因标准模糊 掌握过宽而致溃疡性结肠炎诊断过松

的现象. 将疗效标准中的 近期治愈 改为 完全缓解

更准确反映该病的病程和实质. 增加了对 治疗建议

部分 有利于规范UC的治疗方案. 希望该建议能得到

认真贯彻执行并能广泛应用 只有这样才既有利于患

者诊治 又有利于学术交流 并且在应用中使标准更加

完善实用 而准确完整的诊断是个体化 规范化治疗的

前提.

2   治疗

由于该病病因和发病机制目前还不完全清楚 因此治

疗缺乏特异性 存在的一些问题包括: 对于复发和维持

缓解的内科治疗; 对少数严重威胁生命的复发性或慢性

无缓解病例的治疗; 外科治疗;  对具有广泛病变且合并

长期并发症, 如结肠癌的治疗等. 在我国 最突出的问

题是没有形成具有中国特色 符合中国国情的规范化

治疗方案. 例如 根据我们的统计[7] 国内单纯采用西

药(氨基水杨酸类或 /和皮质激素)治疗的仅占18.6 %

单纯采用中医治疗的占20.1 % 采用中西医结合治疗

的占59.1 % 手术1.3 % 其他治疗占0.9 %. 也就是

说 我国大部分患者(79.2 %)广泛采用中医或中西医结

合治疗  而且所有文献都报道这些不同的治疗方案可

以提高疗效 减轻氨基水杨酸类药物和皮质类固醇类

药物副作用 但因分型不统一 用方杂乱 资料之间缺

乏可比性 可重复验证性差 加之许多药物药理不清

用药缺乏针对性 导致疗效并无根本改善 也没有哪个

治疗方案是我国提出并得到国际公认. 当然 造成这些

现象的原因是复杂的和多方面的 比如: 由于缺乏该病

的流行病学资料 我们对该病在国内的发病特点和规

律还不完全清楚; 我国的整体科学水平较低 经济还不

够发达 很难开展多中心随机前瞻性对照研究来统一

评价治疗方案 基本上是各单位及个人各自为政; 诊疗
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标准不统一 不严格. 为此 我们根据中国UC 发病

特点 提出在分型基础上 进行个体化规范化治疗的建

议 本期刊发的3篇相关文章 就是希望引起对这个问

题的重视和探讨.

2.1 分型治疗  即根据不同类型的UC采取不同的治疗策

略和方案. (1)初发型: 我国初发型患者高达34.8 %[7] 而

且绝大多数为轻中度患者 病变主要局限在直肠 乙状

结肠 对这些病例 诊断要慎重 要注意随访 治疗上

可采用中药(如鱼腥草 [ 8 ] 锡类散)灌肠 或用西药

(SASP或 5-ASA)栓剂 慎用皮质类固醇类药物 经治

疗达到临床完全缓解后 可停药观察 暂不维持治疗;

(2)慢性反复发作型: 我国UC主要以慢性反复发作型为

主(占52.6 %)[7], 对该型病变则强调维持治疗的重要性, 但

由于患者依从性差 经济条件无法承受 医师对此认识

不足 药物副反应多等多种原因 维持治疗在国内没有

很好落实 特别是长期(>1 a)维持治疗没有引起重视

导致病情反复. 我国溃疡性结肠炎92.7 % 病变在左半结

肠(直肠乙状结肠炎或直肠炎占70.20 % 降结肠炎占

22.50 %) 而且大部分患者(75.5 %)病程<5 a[7] 若能

坚持维持治疗 有望降低复发 只要条件许可 尽

量采用5氨基水杨酸类药物 我们的研究结果显示 与

SASP相比 国产奥沙拉秦钠治疗慢性反复发作型UC具

有疗效高 副反应少 复发低等优点[9]; (3)慢性持续型:

该型虽然只占UC的10.7 % 却是治疗的难点 因为这

些患者要么是氨基水杨酸类药物或皮质类固醇类药物

依赖性 要么是药物抵抗性 前者无法停药 而长期用

药毒副反应多 后者则药物没有明显疗效. 对该型患者

如果伴血小板活化及高凝状态 须进行抗凝治疗而不

要因患者有便血症状应用传统的促凝药物止血[4,5]. 我们

对抗栓灵含片治疗伴有血小板活化的难治性UC进行了

研究[10], 并且根据中国国情 在抗凝治疗的药物选择

剂量应用及给药途径等方面都有所创新[11,12] 但还需

进一步增加治疗病例 完善治疗方案. 对伴有多药抗性

表达的激素抵抗型重度UC则适宜尽早手术. (4)急性暴

发型: 该型虽然比例最少 只占1.9 % 病情却是最危重的.

该型患者 静脉激素治疗列为首选 同时加强营养支持等

综合治疗 若足量激素(如氢化考地松300 mg/d)治疗 7-

10 d 无效 不要再增加激素剂量 在有监测条件的医

院 可采用免疫调节剂环孢素2-4 mg/(kg·d)治疗 也

可及时请外科会诊考虑手术治疗 但目前国内一些外

科同道对重症UC的手术较为保守 只作左半或右半

结肠切除 结果引起复发需再次手术.

2.2 个体化治疗  即强调分级 分期 分段治疗的原

则.  分级指疾病的严重度 分为轻 中 重度 采

用不同药物和不同治疗方法; 分期指疾病的活动期 缓

解期 活动期以控制炎症及缓解症状为主要目标 而缓

解期应继续控制发作  预防复发; 分段治疗指确定病变范

围 以选择不同给药方法. 远段结肠炎可用局部治疗  广

泛性及全结肠炎或有肠外症状者则以系统性治疗为主.

2.3 规范化治疗  即在分型和个体化治疗的基础上 根

据中国人发病特点和规律 制定出相应的治疗方案和

标准. 在目前阶段 根据我国实际 通过个体化治疗

总结经验 发现问题 找出线索 再通过前瞻性研究(采

用病例对照研究 队列研究 随机双盲对照研究 交叉

设计研究等方法)升华至理论 成为标准的规范化诊治

策略 由经验医学上升到循证医学 拿出具有中国特色

的举世公认的UC创新治疗方案 这需要我们加强协

作 开展多中心研究 真正提高我国在消化学学术研

究方面的国际地位[13].
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Abstract
AIM: To clone and analyze complete genome sequence of
hepatitis B virus (HBV) from the serum of Chinese patients
with chronic hepatitis B and establish a reference HBV se-
quence for the study of HBV in China.

METHODS: Long-distant polymerase chain reaction (L-PCR)
technique was used to amplify the complete genome of
HBV from 2 Chinese patients with chronic hepatitis B. After
cloning into the TA vector and sequencing, 5 complete
sequences were compared pairwisely.

RESULTS: The 5 complete HBV DNA sequences for G376-
A6, G376-A7, G683-A1, G683-A2, G683-A3 were composed
of 3 125, 3 215, 3 213, 3 182, 3 215 base pairs (bp) and
deposited into GenBank by the accession numbers of AF384 372,
AF384 371, AF363 963, AF363 962, AF363 961,

respectively. Deletion mutation was observed in the pre-
S1 region of the 2 sequences. G683-A2 genome encodes
a truncated form of surface protein of HBV that could harbor
trans-activation effects. The e/HBcAg coding sequences
were well conserved from different strains of HBV. The
defected HBV strain in polymerase coding region was ob-
served indicating the co-existence of wild and mutated
type of HBV in the serum of the patients with chronic hepatitis
B. The X region was well conserved, but there was a variable
region in the carboxyl termini.

CONCLUSION: Five complete HBV DNA sequences have
been successfully cloned, and could be used as the refer-
ence HBV DNA sequence for the study of HBV in Chinese
patients with chronic hepatitis B.

Cheng J, Dong J, Hong Y, Zhong YW, Liu Y, Wang G, Wang L. Cloning
and sequence analysis of complete genome of hepatitis B virus from
Chinese patients with chronic hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(8):1083-1090

摘要

目的: 从中国慢性乙型肝炎患者的血清中 应用长距

离多聚酶链反应技术(L-PCR)技术扩增 克隆乙型肝

炎病毒(HBV)的全基因组序列 建立中国HBV流行株

的参考标准序列.

方法: 从2例慢性乙型病毒性肝炎患者血清提取DNA

以L-PCR技术对于3 200 bp 的HBV DNA进行扩增

纯化后克隆到TA载体中进行序列分析. 对于HBV DNA

的各个编码基因区进行分析.

结果: 克隆获得的5 个HBV DNA 全基因序列分别为

G376-A6 G376-A7 G683-A1 G683-A2和G683-

A3 全基因序列长度分别为 3 125 3 215 3 213

3 182和 3 215碱基对(bp) 在 GenBank 中的注册号分

别为AF384372 AF384371 AF363963 AF363962

和AF363961. 其中G376-A6 G376-A7来源于同一个

患者 G683-A1 G683-A2 G683-A3来源于另一个

患者. G376-A6 G683-A2两株病毒在前-S1区存在缺

失突变区. 其中G683-A2的羧基末端区存在缺失突变.

来源于不同患者的e/核心抗原蛋白质一级结构序列没

有显著的差别 但来源于同一个患者的HBV基因序列

有着明显的同源性. G376-A6 G683-A2两株病毒存在

多聚酶蛋白区的缺失突变 但不在多聚酶蛋白的活性

结构区 因此考虑这种形式的突变尚不会影响到多聚

酶的活性. G683-A3株病毒的多聚酶在其羧基末端存在

较长的缺失突变区 使其多聚酶区结构被破坏. 5株病
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毒的X蛋白的一级结构序列比较的结果说明其高度保

守. 但是相对来讲 X蛋白的氨基末端更为保守 羧基

末端序列有一定程度的变异.

结论: 克隆了HBV DNA中国株的全基因序列 可以作

为研究中HBV流行株的参考序列.

成军, 董菁, 洪源, 钟彦伟, 刘妍, 王刚, 王琳. 乙型肝炎病毒中国流行株全基因

的克隆与序列分析. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1083-1090

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1083.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)DNA的全基因克隆化早在1979年

就已完成[1]. 此后 随着1985年多聚酶链反应(PCR)技

术的逐步建立和推广 使得从慢性乙型肝炎患者血清

中扩增 克隆HBV DNA的基因片段变得非常方便 并

逐步成为慢性乙型肝炎患者诊断以及抗病毒疗效判定

不可或缺的检测和实验诊断手段[2-4]. 同时 对于HBV

DNA全长基因序列的研究 使在美国国立生物工程信

息学中心(NCBI)建立的核苷酸序列数据库(GenBank)中

注册的HBV DNA全基因序列达到200条以上[5-8]. 这些

数据对于阐明HBV的分子生物学和分子流行病学都产

生了积极的影响. 随着HBV DNA基因扩增技术的不断

进步 获得了大量关于HBV DNA 基因序列片段的信

息. 使得我们认识到乙型肝炎病毒其实是不完全相同

的 因此 根据HBV 表面抗原决定簇的序列和性质

的不同 可以分成不同的血清型(serotype) 根据全基

因序列的分析又可以分成不同的基因型(genotype). 所

以 不同慢性乙型肝炎患者血清中的HBV DNA 基因

序列是不同的 这早已经达成共识[9-12]. 对于同一个慢

性乙型肝炎患者血清中的HBV DNA序列进行分析的结

果却完全出乎意料. 同一个慢性乙型肝炎患者血清中的

HBV DNA序列不仅不完全相同 而且根本上难以找到

序列完全相同的HBV. 因此 对于这些序列进行仔细

比较 发现来源于同一个患者的HBV DNA 序列虽然

不同 但是具有很高的同源性 核苷酸序列的差别不

超过总核苷酸长度的5 % 彼此之间有着显著的遗传

相关性. 因此 可以将这些基因序列显著相关 而稍

有不同的HBV可以看作是一个病毒的种群 这一种群

的个体之间序列差别较小 又相互联系 将这种现象称

为准种(quasispecies)[13-16]. 这种序列不同 有显著相关

的HBV组成的种群 其组成和比例又始终处于不断的

变动状态 其平衡的结果 除了受到HBV复制的本身

的一些因素之外 还要受到HBV感染个体的免疫系统

的状态 抗HBV药物的使用等因素的影响[17-20]. 准种概

念的提出 使我们对于HBV存在的状态的认识有了一

个革命性的变革 从个体的认识上升到对于准群的认

识 从静态的认识上升到了种群的的漂变(shift). 这一认

知水平的提高具有十分重要的意义 使我们认识到

GenBank中收录的大部分HBV DNA基因序列都是分段

克隆的 代表的不是真正存在的HBV DNA的序列 而是

由来源于各种HBV DNA片段的一个嵌合体(chimera) 而真

正这种序列的HBV是不存在的. 我们在研究抗病毒疗效

与病毒基因变异之间的相互关系的研究中 也不能仅仅

从治疗前后单一的或少数几个克隆的序列的分析结果

就判断治疗前后HBV DNA序列的变异 或者与抗病毒疗

效之间的关系. 无论是HBV DNA全基因序列的分析 还

是抗病毒治疗前后HBV DNA序列变化的分析 我们必须

有一个对照的标准序列 或者说是参考序列 为了建立

HBV DNA中国流行株的全基因序列 我们采取长距离

PCR技术从2例慢性乙型肝炎患者的血清中进行了扩增

和克隆 得到5个全基因序列 这些序列对于我们了解

和研究HBV DNA中国流行株具有十分重要的参考意义.

1   材料和方法

1.1 材料  诊断为病毒性肝炎 乙型 慢性患者2例

诊断均符合2000年 病毒性肝炎防治方案  (西安). 临

床检测HBsAg 抗 -HBc HBV DNA 阳性 其他肝

炎病毒标志检测阴性. 采集静脉血 蛋白酶消化 饱和

酚氯仿(1 1)抽提法提取血清中的HBV DNA -20 

保存备用[21-24].

1.2 方法

1.2.1多聚酶链反应(PCR)扩增目的片段  以甘人宝 et al

发表的序列为依据 设计引物序列. 其上游引物为:

5 -GCC ATG CAG TGG AAT TCC ACA AC -3 (上游

引物5 -端位于前S2的第一个鸟嘌呤上游3 nt处) 下

游引物为: 5 -TCT CCA TGT TCG GTG CAG GGT CC -3

目的片段长度约3 200 bp. PCR参数如下: 94 预变性1 min

94 变性 30 s 68 退火 30 s 72 延长 30 s 共

35个循环 72 再延长10 min[25-28].

1.2.2 克隆目的片段  将 PCR产物在10.0 g/L琼脂糖凝

胶中电泳 切取目的片段 玻璃奶法(博大公司)回收

PCR产物 与Promega公司所产生pGEM Teasy载体连

接过夜. 将连接好的重组质粒转入细菌JM109 筛选阳

性菌落 提质粒PCR(循环参数同前) 酶切鉴定[29-36].

1.2.3 DNA测序  根据 PCR电泳结果 每例患者选择

2 3 个扩增产物克隆株测序 由北京赛百盛公司完

成. 测序结果存入美国生物信息学中心的核苷酸序列数

据库GenBank中[37,38].

2   结果

2.1 乙型肝炎病毒全基因序列  我们在本项研究中 从

2例慢性乙型肝炎病毒感染者体内一共获得5株HBV

DNA全基因组 基因序列均在GenBank中注册. 5个克

隆的名称 GenBank 注册号 以及全基因组的核苷酸

序列长度见表1. 虽然各个病毒株全基因序列有一些差

别 但总长度在3 200 bp左右. G376-A6 G376-A7病毒

来源于同一个患者 G683-A1 G683-A2 G683-A3来

源于同一个患者.
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表1  5个乙型肝炎病毒全基因克隆的序列

克隆 GenBank注册号 大小(bp)

G376-A6 AF384372 3 125

G376-A7 AF384371 3 215

G683-A3 AF363963 3 213

G683-A2 AF363962 3 182

G683-A1 AF363961 3 215

2.2 乙型肝炎病毒表面抗原蛋白质一级结构序列比较  5

株HBV DNA编码的表面抗原的蛋白质一级结构序列见

图1. 这些序列包括表面抗原的前-S1 前 -S2和 S区.

G376-A6 G376-A7 G683-A3 G683-A2 G683-A1

5 种HBV基因所编码的表面抗原蛋白分别为370 aa

402 aa 402 aa 219 aa 402 aa. 从图1的序列中可以

看出 G376-A6 G683-A2两株病毒在前-S1区存在缺

失突变区. 5株病毒前-S2区序列相当保守 仅见到前-

S2区 55个氨基酸残基的第16位上的氨基酸残基有变

化 来源于G683患者的G683-A3和G683-A1克隆为

K 而不是R. 5种HBV基因序列 其中G683-A2的羧

基末端区存在缺失突变 根据HBV表面抗原的缺失突

变与其反式激活结构的特点[39,40] 可以判定G683-A2

基因编码的缺失羧基末端168 个氨基酸残基的截短型

(truncated)表面抗原蛋白具有反式激活(trans activation)

功能. 来源于同一个患者的HBV基因序列有着明显的

同源性.

G376-A6 MGGWSSKPRQGMGTNLSVPNPLG------------------------

G376-A7 MGGWSSKPRQGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWD

G683-A3 MGGWSSKPRQGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWD

G683-A2 M-----------GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWD

G683-A1 MGGWSSKPRQGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWD

G376-A6 -----------NQVGAGAFGPGFTPPHGGLLGWSPQAQGILTTV

G376-A7 FNPNKDHWPEANQVGAGAFGPGFTPPHGGLLGWSPQAQGILTTV

G683-A3 FNPNKDHWPEAHQVGAGAFGPGFTPPHGGLLGWSPQAQGILTTV

G683-A2 FNPNKDH-----QVGAGAFGPGFTPPHGGLLGWNPQAQGILTTV

G683-A1 FNPNKDHWPEAHQVGAGAFGPGFTPPHGGLLGWSPQAQGILTTV

G376-A6   PAAPPPASTNRQSGRQPTPISPPLRDSHPQAMQWNSTTFHQALL

G376-A7 PAAPPPASTNRQSGRQPTPISPPLRDSHPQAMQWNSTTFHQALL

G683-A3 PVAPPPASTNRQSGRQPTPISPPLRDSHPQAMQWNSTTFHQALL

G683-A2 PVAPPPASTNRQSGRQPTPISPPLRDSHPQAMQWNSTTFHQALI

G683-A1 PVAPPPASTNRQSGRQPTPISPPLRDSHPQAMQWNSTTFHQALL

G376-A6    DPRVRGLYFPAGGSSSGTVNPVPTTASPISSIFSRTGDPAPNME

G376-A7 DPRVRGLYFPAGGSSSGTVNPVPTTASPISSIFSRTGDPAPNME

G683-A3 DPKVRGLYFPAGGSSSGTVNPVPTTASPISSIFSRTGDPAPNME

G683-A2 DPRVRGLYFPAGGSSSGTVNPVPTTASPISSIFSRTGDPAPNME

G683-A1 DPKVRGLYFPAGGSSSGTVNPVPTTASPISSIFSRTGDPAPNME

G376-A6   NTTSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGAP

G376-A7  NTTSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGAP

G683-A3 NTTSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGAP

G683-A2 NTTSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGAP

G683-A1  NTTSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGAP

G376-A6 TCPGQNSQSPTSNHSPTSCPPICPGYRWMCLRRFIIFLFILLLC

G376-A7 TCPGQNSQSPTSNHSPTSCPPICPGYRWMCLRRFIIFLFILLLC

G683-A3  TCPGQNSQSPTSNHSPTSCPPICPGYRWMCLRRFIIFLFILLLC

G683-A2  TCPGQNSQSPTSNH

G683-A1 TCPGQNSQSPTSNHSPTSCPPICPGYRWMCLRRFIIFLFILLLC

G376-A6 LIFLLVLLDYQGMLPVCPLLPGTSTTTTTTGPCKTCTIPAQGTS

G376-A7 LIFLLVLLDYQGMLPVCPLLPGTSTTTT--GPCKTCTIPAQGTS

G683-A3  LIFLLVLLDYQGMLPVCPLLPGTSTTST--GPCKTCTIPAQGTS

G683-A2

G683-A1  LIFLLVLLDYQGMLPVCPLLPGTSTTST--GPCKTCTIPAQGTS

G376-A6 MFPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFARFLWEWASVRFSWLSLL

G376-A7 MFPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWAFARFLWEWASVRFSWLSLL

G683-A3 MFPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWASARFLWELASVRFSWLSLL

G683-A2

G683-A1    MFPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSSWASARFLWELASVRFSWLSLL

G376-A6    VPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYNILSPFLPLLPIFF

G376-A7 VPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYNILSPFLPLSPIFF

G683-A3 VPFVQWFVGLSPLFGFQLYG

G683-A2

G683-A1 VPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYNILSPFLPLLPIFF

G376-A6 CLWVYI

G376-A7 CLWVYI

G683-A3

G683-A2

G683-A1   CLWVYI

图1  5株病毒编码的表面抗原蛋白质一级结构序列比较.

2.3 乙型肝炎病毒e/核心抗原蛋白质一级结构序列比较

来源于不同患者的e/ 核心抗原蛋白质一级结构序列没

有显著的差别 但来源于同一个患者的HBV基因序列

有着明显的同源性. G376-A6 G376-A7在前-C区A83

位点发生替换突变 导致HBeAg无法表达.

G376-A6 -----------------------------MDIDPYKEFGASVEL

G376-A7 -----------------------------MDIDPYKEFGASVEL

G683-A3 MQLFHLCLIISCSCPTVQASKLCLGWLWGMDIDPYKEFGASVEL

G683-A2 MQLFHLCLIISCSCPTVQASKLCLGWLWGMDIDPYKEFGASVEL

G683-A1 MQLFHLCLIISCSCPTVQASKLCLGWLWGMDIDPYKEFGASVEL

G376-A6 LSFLPSDFFPSVRDLLDTASALYREALESPEHCSPHHTALRQAI

G376-A7 LSFLPSDFFPSVRDLLDTASALYREALESPEHCSPHHTALRQAI

G683-A3 LSFLPSDFFPSIRDLLDTASALYREALESPEHCSPHHTALRQAV

G683-A2    LSFLPSDFFPSVRDLLDTASALYREALESPEHCSPHHTALRQAI

G683-A1 LSFLPSDFFPSIRDLLDTASALYREALESPEHCSPHHTALRQAI



G376-A6    LCWVELMNLATWVGSNLEDPASRELVVSYVNVNMGLKIRQLLWF

G376-A7    LCWVELMNLATWVGSNLEDPASRELVVSYVNVNMGLKIRQLLWF

G683-A3 LCWGELMNLATWVGSNLEDPASRELVVSYVNVNMGLKIRQLLWF

G683-A2 LCWVELMNLATWVGSNLEDPASRELVVSYVNVNMGLKIRQLLWF

G683-A1 LCWGELMNLATWVGSNLEDPASRELVVSYVNVNMGLKIRQLLWF

G376-A6  HISCLTFGRETVLEYLVSFGVWIRTPPAYRPQNAPILSTLPETT

G376-A7 HISCLTFGRETVLEYLVSFGVWIRTPPAYRPQNAPILSTLPETT

G683-A3 HISCLTFGRETVLEYLVSFGVWIRTPPAYRPPNAPILSTLPETT

G683-A2 HISCLTFGRETVLEYLVSFGVWIRTAPAYRPQNAPILSTLPETT

G683-A1 HISCLTFGRETVLEYLVSFGVWIRTPPAYRPPYAPILSTLPETT

G376-A6 VVRRRCRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRESQC

G376-A7 VVRRRCRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRESQC

G683-A3 VVRRRGRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRES

G683-A2 VVRRRCRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRES

G683-A1 VVRRRGRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRESQC

图2  5株病毒编码的e/ 核心抗原蛋白质一级结构序列比较.

2.4 乙型肝炎病毒多聚酶蛋白序列比较  5株HBV的多

聚酶蛋白质一级结构序列具有很高的同源性. G376-

A6 G683-A2 2株病毒存在缺失突变 但不在多聚酶

蛋白的活性结构区 因此考虑这种形式的突变尚不会

影响到多聚酶的活性. G683-A3株病毒的多聚酶在其羧

基末端存在较长的缺失突变区 使其多聚酶区结构被

破坏 这株病毒的多聚酶基因编码产物不具备多聚酶

的活性. 这样的病毒之所以能够存在 其自身不能编码

有效的多聚酶蛋白 尚需要其他病毒株编码的完整的

多聚酶的反式辅助. 这是HBV多种突变体共存 野生

型HBV以反式方式提供缺陷型HBV所需要的条件 辅

助缺失突变HBV存在的重要机制 也是HBV存在异

质性(heterogeneity)的重要的分子生物学基础[41-44].

G376-A6    MPLSYQHFRKLLLLDDDAGPLEEELPRLADEGLNRRVAEDLNLG

G376-A7 MPLSYQHFRKLLLLDDDAGPLEEELPRLADEGLNRRVAEDLNLG

G683-A3 MPLSYQHFRKLLLLDDEAGPLEEELPRLADEGLNRRVAEDLNLG

G683-A2 MPLSYQHFRKLLLLDDDAGPLEEELPRLADEGLNRRVAEDLNLG

G683-A1 MPLSYQHFRKLLLLDDEAGPLEEELPRLADEGLNRRVAEDLNLG

G376-A6 NLNVSIPWTHKVGNFTGLYSSTVPVFNPEWQTPSFPHIHLQEDI

G376-A7 NLNVSIPWTHKVGNFTGLYSSTVPVFNPEWQTPSFPHIHLQEDI

G683-A3    NLNVSIPWTHKVGNFTGLYSSTVPVFNPEWQTPSFPHIHLQEDI

G683-A2 NLNVSIPWTHKVGNFTGLYSSTVPVFNPEWQTPSFPHIHLQEDI

G683-A1 NLNVSIPWTHKVGNFTGLYSSTVPVFNPEWQTPSFPHIHLQEDI

G376-A6   INRCQQYVGPLTVNEKRRLKLIMPARFYPNITKYLPLDKGIKPY

G376-A7 INRCQQYVGPLTVNERRRLKLIMPARFYPNITKYLPLDKGIKPY

G683-A3 INRCQQYVGPLTVNEKRRLKLIMPARFYPNLTKYLPLDKGIKPY

G683-A2 INRCQQYMGPLTVNEKRRLKLIMPARFYPNLTKYLPLDKGIKPY

G683-A1 INRCQQYVGPLTVNEKRRLKLIMPARFYPNLTKYLPSDKGIKPY

G376-A6    YPEHAVNHYFQTRHYLHTLWKAGILYKRETTRSASFCGSPYSWE

G376-A7 YPEHAVNHYFQTRHYLHTLWKAGILYKRETTRSASFCGSPYSWE

G683-A3 YPEHAVNHYFKTRHYLHTLWKAGILYKRETTRSASFCGSPYSWE

G683-A2 YPEHAVNHYFKTRHYLHTLWKAGILYKRETTRSASFCGSPYSWE

G683-A1 YPEHAVNHYFKTRHYLHTLWKAGILYKRETTRSASFCGSPYSWE

G376-A6 QELQHGRLVFQTSTRHGDKSFCSQSSG-----------------

G376-A7 QELQHGRLVFQTSTRHGDKSFCSQSSGILSRSPVGPCVRSQLKQ

G683-A3 QELQHGRLVFQTSTRHGDKSFGSQSSGILSRSPVGPCVRSQLKQ

G683-A2 QELQ------QTSTRHGDESFCSQSSGILSRSPVGPCVRSQLKQ

G683-A1 QELQHGRLVFQTSTRHGDKSFGSQSSGILSRSPVGPCVRSQLKQ

G376-A6    ---------------KSGRSGSIRARVHPTTRRSFGVEPSGSGH

G376-A7 SRLGLQPQQGSLARGKSGRSGSIRARVHPTTRRSFGVEPSGSGH

G683-A3 SSGTSSC

G683-A2 SRLGLQPQQGS-----SGRSGSIRARVHPTTRRSFGVEPSGSGH

G683-A1 SRLGLQPQQGSLARGTSGRSGSIRARVHPTTRRSFGVEPSGSGH

G376-A6   IDNGASSTSSCLHQSAVRKTAYSHLSTSKRQSSSGHAVELHHIP

G376-A7 IDNGASSTSSCLHQSAVRKTAYSHLSTSKRQSSSGHAVELHHIP

G683-A3

G683-A2 IDNSA------LHQSAVRKTAYSHLSTSERQSSSGHAVELHNIP

G683-A1 IDNSASGTSSCLHQSAVRKTAYSHLSTSKRQSSSGHAVELHNIP

G376-A6    PSSARPQSEGPILSCWWLQFRNSKPCSDYCLTHIVNLLEDWGPC

G376-A7 PSSARPQSEGPILSCWWLQFRNSKPCSDYCLTHIVNLLEDWGPC

G683-A3

G683-A2 PSSDRPQSEGPILSCWWLQFRNSKPCSDYCLSHIVNLLEDWGPC

G683-A1 PSSARPQSEGPILSCWWLQFRNSKPCSDYCLSHIVNLLEDWGPC

G376-A6    TEHGEHNIRIPRTPARVTGGVFLVDKNPHNTTESRLVVDFSQFS

G376-A7 TEHGEHNIRIPRTPARVTGGVFLVDKNPHNTTESRLVVDFSQFS

G683-A3

G683-A2 TEHGEHNIRIPRTPARVTGGVFLVDKNPHNTTESRLVVDFSQFS

G683-A1 TEHGEHNIRIPRTPARVTGGVFLVDKNPHNTTESRLVVDFSQFS

G376-A6 RGSTHVSWPKFAVPNLQSLTNLLSSNLSWLSLDVSAAFYHIPLH

G376-A7 RGSTHVSWPKFAVPNLQSLTNLLSSNLSWLSLDVSAAFYHIPLH

G683-A3

G683-A2 RGSTHVSWPKFAVPNLQSLTNLLSSNLTWLSLDVSAAFYHIPLH

G683-A1 RGSTHVSWPKFAVPNLQSLTNLLSSNLSWLSLDVSAAFYHIPLH

G376-A6   PAAMPHLLVGSSGLPRYVARLSSTSRNINYNYNHGTMQDLHDSC

G376-A7 PAAMPHLLVGSSGLPRYVARLSSTSRNINYN--HGTMQDLHDSC

G683-A3

G683-A2 PAAMPHLLVGSSGLPRYVARLSSTSRNINYQ--HGTMQDLHDSC

G683-A1 PAAMPHLLVGSSGLPRYVARLSSTSRNINYQ--HGTMQDLHDSC

G376-A6   SRNLYVSLLLLYKTFGRKLHLYSHPIILGFRKIPMGVGLSPFLL

G376-A7 SRNLYVSLLLLYKTFGRKLHLYSHPIILGFRKIPMGVGLSPFLL

G683-A3

G683-A2   SRNLYVSLLLLYKTFGRKLHLYSHPIISGFRKIPMGVGLSPFLL

G683-A1 SRNLYVSLLLLYKTFGRKLHLYSHPIILGFRKIPMGVGLSPFLL
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G376-A6    AQFTSAICSVVRRAFPHCLAFSYMDDVVLGAKSVQHLESLFTSI

G376-A7 AQFTSAICSVVRRAFPHCLAFSYMDDVVLGAKSVQHLESLFTSI

G683-A3

G683-A2 AQFTSAICSVVRRAFPHCLAFSYMDDVVLGAKSVQHLESLFTSI

G683-A1 AQFTSAICSVVRRAFPHCLAFSYMDDVVLGAKSVQHLESLFTSI

G376-A6 TNFLLSLGIHLNPNKTKRWGYSLNFMGYVIGSWGTLPQDHIVLK

G376-A7 TNFLLSLGIHLNPNKTKRWGYSLNFMGYVIGSWGTLPQDHIVLK

G683-A3

G683-A2 TNFLLSLGIHLNPNKTKRWGYSLNFMGYVIGSWGTLPQEHIVQK

G683-A1 TNFLLSLGIHLNPNKTKRWGYSLNFMGYVIGSWGTLPQEHIVLK

G376-A6 IKQCFRKLPVNRPIDWKVCQRIVGLLGFAAPFTQCGYPALMPLY

G376-A7 IKQCFRKLPVNRPIDWKVCQRIVGLLGFAAPFTQCGYPALMPLY

G683-A3

G683-A2 HKQCFRKLPVNRPIDWKVCQRIVGLLGFAAPFTQCGYPALMPLY

G683-A1 IKQCFRKLPVNRPIDWKVCQRIVGLLGFAAPFTQCGYPALMPLY

G376-A6  ACIQSKQAFTFSPTYKAFLCKQYLNLYPVARQRSGVCQVFADAT

G376-A7 ACIQSKQAFTFSPTYKAFLCKQYLNLYPVARQRSGVCQVFADAT

G683-A3

G683-A2 ACIQSKQAFTFSPTYKAFLCKQYLNLYPVARQRSGLCQVFADAT

G683-A1 ACIQSKQAFTFSPTYKAFLCKQYLNLYPVARQRSGLCQVFADAT

G376-A6 PTGWGLAIGHRRMRGTFVAPLPIHTAELLAACFARSRSGAKLIG

G376-A7 PTGWGLAIGHRRMRGTFVAPLPIHTAELLAACFARSRSGAKLIG

G683-A3

G683-A2 PTGWGLAIGHRRLRGTFVAPLPIHTAELLAACFARSRSGAKLIG

G683-A1 PTGWGLAIGHRRLRGTFVAPLPIHTAELLAACFARSRSGAKLIG

G376-A6 TDNSVVLSRKYTSFPWLLGCAANWILRGTSFVYVPSALNPADDP

G376-A7 TDNSVVLSRKYTSFPWLLGCAANWILRGTSFVYVPSALNPADDP

G683-A3

G683-A2 TDNSVVLSRKYTSFPWLLGCAANWILRGTSFVYVPSALNPADDP

G683-A1 TDNSVVLSRKYTSFPWLLGCAANWILRGTSFVYVPSALNPADDP

G376-A6 SRGRLGLYRPLLLLPFRPTTGRTSLYAVSPSVPSHLPARVHFAS

G376-A7 SRGRLGLYRPLLLLPFRPTTGRTSLYAVSPSVPSHLPARVHFAS

G683-A3

G683-A2 SRGRLGLYRPLLRLPFRPTAGRTSLYAVSPSVPSHLPVRVHFAS

G683-A1 SRGRLGLYRPLLRLPFRPTTGRTSLYAVSPSVPSHLPVRVHFAS

G376-A6 PLHVAWRPP

G376-A7 PLHVAWRPP

G683-A3

G683-A2 PLHVAWRPP

G683-A1 PLHVAWRPP

图3  5株病毒编码的多聚酶蛋白质一级结构序列比较.

2.5 乙型肝炎病毒X蛋白一级结构序列比较  一般认为

HBV X蛋白的序列是比较保守的 从我们的5株病毒

的X蛋白的一级结构序列比较的结果来看的确如此. 但

是 相对来讲 X 蛋白的氨基末端更为保守 羧基

末端序列有一定程度的变异. 这种变异形式包括多种类

型 如插入突变 缺失突变 点突变等[45-48]. G683-

A3株病毒的多聚酶区在羧基末端的第32个密码子位点

发生突变 导致羧基末端的延长 与野生型的X蛋白

序列相比较 多了24个氨基酸残基 成为最长的HBV

X蛋白. 其余都是点突变. 来源于同一个患者的HBV基

因序列有着明显的同源性.

G376-A6    MAARVCCQLDPARDVLCLRPVGAESRRRPVSGPFGTLPSPSSSA

G376-A7 MAARVCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPVSGPFGTLPSPSSSA

G683-A3 MAARVCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPVSGPFGTLPSPSSSA

G683-A2 MAARVCCQLDPARDVLCLRPFGAESRGRPVSGPFGTLPSPSSSA

G683-A1 MAARVCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPVSGPFGTLPSPSSSA

G376-A6 VPADHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHQV

G376-A7 VPADHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHQV

G683-A3 VPADHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHQV

G683-A2 VPADRGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHQV

G683-A1 VPADHGAHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHQV

G376-A6 LPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCLFKDWEELGGEIRLKVF

G376-A7 LPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCLFKDWEELGEEIRLKVF

G683-A3 LPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCLFKDWEELGEETRLMIF

G683-A2 LPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCLFKDWEELGEETRLMIF

G683-A1 LPKVLHKRTLGLSAMSTTDLEAYFKDCLFKDWEELGEETRLMIF

G376-A6 VLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

G376-A7 VLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

G683-A3 VLGGCRHKLVCSPAHATFSPLPNHLMFMSYCSSLQAVPWVALGHGH

G683-A2 VLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

G683-A1 VLGGCRHKLVCSPAPCNFFTSA

图4  5株病毒编码的X抗原蛋白质一级结构序列比较.

3   讨论

准种概念是于1978年在研究RNA噬菌体时提出的 其

概念是物种的基因组DNA或RNA的碱基序列在统计学

上高度一致 但个体之间又存有差异的一组群体. 其产

生的原理是由于RNA多聚酶或逆转录酶不具有3 -5

外切酶活性 校对功能缺如 从而产生一群存在不同

位点点变异的基因组DNA或RNA. 在宿主免疫压力的作

用下 或在药物的干预下 准种群经过筛检 遗留

下优势种群耐受宿主内环境 并继续变异. 1993 年有

学者分别独立的提出HBV存有准种的假说 这是因为

虽然HBV为DNA病毒 但其生活史中必须经过逆转

录阶段 HBV P 区编码的多聚酶具有逆转录酶功能

而无 3 - 5 外切酶校对活性 经宿主免疫筛检

并去除致死性突变 遗留的准种群长期在体内存活并
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持续变异以适应宿主状况 从而导致感染的慢性化. 近

年来有少数研究证实了该学说[49-52]. 本项研究中 我们

克隆了5 株HBV的全基因序列 均属于adr 血清型

序列同源性分析结果也进一步证实了准种特点的存在.

        在我们的另一项研究中发现HBV X区的25个替换突

变表现为散在分布 但相对集中于核苷酸序列的35-

145 nt (8/25)和 315-415 nt (10/25)两个区域 因此导致

氨基酸序列的35-36 aa和 127-133 aa两区域发生多个

点突变[53-58]. X区的缺失突变是相当常见的现象 我们

发现15个克隆中有5例(33.3 %)发生缺失突变 其集

中于核苷酸序列的369-404 nt 区 导致123位氨基酸

之后的X蛋白羧基端发生缺失 甚至提前终止. 既往的

研究表明X蛋白具有3个高度保守区 分别处于1-20

58-84和 98-140位氨基酸 其反式激活作用可能与这

3个区有关; X蛋白的二级结构含有4个 螺旋 /卷曲

4个 β片层 有一亮氨酸锌指结构(98-135位氨基酸残
基) 该结构是X蛋白反式激活作用的基础结构. 人为

的X蛋白缺失实验研究结果提示羧基端的移框突变或

替换突变 可导致反式激活作用消失 尤其以 132-

145 位氨基酸区重要 但也有认为大的缺失突变不影

响反式激活作用的报道. 我们的研究发现在5个缺失突

变的克隆株的突变均影响了X 蛋白羧基端的完整性

破坏了亮氨酸锌指结构 均发生在X蛋白基本结构区

之内. 上述替换突变和缺失突变可能影响X蛋白的反式

激活功能. 关于突变对反式激活作用的影响的研究正在

进行中[59-64].

       早在1990年前后 有学者提出缺陷型HBV概念

他们观察到在慢性HBV感染者体内存在有功能编码域

发生变异 导致HBV结构或非结构蛋白失去其功能

从而影响HBV的感染能力和复制能力. 我们的初步研究

中也观察到P区因突变而使得编码氨基酸序列被提前

终止 形成缺陷型HBV.

       乙型肝炎病毒基因组编码的蛋白作为反式激活因

子 对肝细胞某些基因表达调控的影响 可能是HBV

致癌的主要因素. 早期研究多集中在整合的病毒DNA编

码的HBxAg 蛋白的功能上 证实HBxAg 蛋白是一种

具有广泛活性的反式激活因子 对乙型肝炎的慢性化

和促进肝细胞的恶性转化有密切关系; 近年研究发现

从肝癌细胞系或肝癌组织中亚克隆出的截短型前-S2/S

基因表达产物羧基末端的截短型分子MHBst也具有反

式激活功能. 人们笃信只有整合在肝细胞基因组中的

HBV才编码截短型的MHBst 在HBV相关性的HCC

中具有重要作用. 我们第一次在外周血循环中检测到了

MHBst的存在 对于研究和了解MHBst在HCC形成过

重的作用具有重要的意义. 我们构建了一种含有约500

bp MHBst167基因的真核表达载体pcDNA3.1(-)-Mt 该

基因编码的MHBs 167位氨基酸残基以后的羧基末端截

短. pcDNA3.1(-)-Mt 瞬时转染COS-7细胞 用前-S2

单克隆抗体检测到截短型蛋白MHBst167的表达 并且

1 32倍稀释还可检测到MHBst167蛋白阳性. 与报告质粒

pSV-lacZ共转染COS-7细胞 明显促进 β-gal的表达
证明pcDNA3.1(-)-Mt能增强pSV-lacZ的SV40启动子的

功能 编码的MHBst167是一种反式激活因子 而全长

的MHBs无此功能[65-72].

       目前研究表明 MHBst的反式激活效应可能与蛋白

激酶C(PKC)依赖的信号转导途径有关 前-S2区域与

PKC /β结合发生磷酸化反应 触发PKC依赖的c-
Raf-1/MAP2-激酶信号转导链式反应 结果激活了转

录因子如AP-1 NF-κB AP-2 SRE Sp1和 c-myc
c-fos启动子 参与病毒感染后的炎症反应和肝细胞癌

的发生. MHBst蛋白结构的改变 缺失了位于C-末端

的膜定位信号 使MHBst未能进入分泌途径而在内质

网(ER)中滞留 其前-S2区指向胞质区与胞质蛋白相

互作用 产生转录激活功能 而全长的MHBs蛋白的

前-S2区指向ER腔 进入高尔基复合体而分泌. 所以

说MHBst的反式激活功能依赖于其N-末端前-S2区的

胞质定位功能. 而缺失突变的范围是决定该截短型分子

是否具有反式激活作用的重要影响因素 MHBst至少

完全缺失蛋白C-末端S区的疏水区 才具有反式激

活功能 S 区的 N- 末端疏水区 是反式激活所必需

的 因为蛋白与膜的结合是转录激活功能所必需的

这段序列被称为 反式活性开启区 (trans-activity-on

region TAO)[73-78]. 进一步研究表明 MHBst 的最小反

式激活单元定位于4-53氨基酸残基 MHBst53 是其中最

小的转录激活因子 是一种非膜结合类型的MHBst 就

是说 仅前-S2区(aa 1-55)就足以介导反式效应 说

明作为反式激活剂的MHBst大小范围是很大的. 我们目

前正在构建不同截短范围的表达载体 进一步研究

MHBst的反式激活功能 筛选和克隆其反式激活的靶

基因[79-85].
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Abstract
AIM: To investigate the new open reading frame (ORF) in
hepatitis B virus (HBV) genome.

METHODS: The whole HBV genome was amplified by long-
distance and accurate polymerase chain reaction (LA-PCR)
method from the serum of 2 patients with chronic HBV
infection, and then the PCR products were ligased into pGEM
Teasy vectors. Five clones of HBV genome were sequenced.
Sequences of our finding were compared with other HBV
genome sequence deposited in GenBank.

RESULTS: A new ORF was found in HBV genome, just before
Pre-S1 region. It was defined as pre-pre-S region. The
pre-pre-S ORF was deduced to be translated with Pre-S1,
Pre-S2 and S gene in frame. Its amino acids sequence
was as the following: MQLIITSKLGIIYILCGRLVFYIREKLHAV
PHFVGHHILGNKSYS. There was a TA-rich region before
the ATG of pre-pre-S ORF, indicating a possible promoter
for its transcription.

CONCLUSION: There is a new ORF pre-pre-S located up-
stream to pre-S1 region.

Dong J, Cheng J. Study on definition of pre-pre-S region in hepatitis B
virus genome. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1091-1096

摘要

目的: 乙型肝炎病毒(HBV)基因组内部结构基因与编码基因

之间相互重叠 是基因组序列高度集中利用的一个典型. 早

期研究中确定了编码病毒蛋白的4个开放读码框架(ORF)

本研究通过对于中国HBV感染者的流行病毒株的基因序列

进行分析比较 阐明基因组结构的特点 并探索是否存在

新型ORF的可能性.

方法: 考虑到HBV基因组序列的准种特点以及多聚酶链反

应(PCR)技术的精确度 我们采用的技术是长距离且精确

PCR(LA-PCR)技术 根据中国HBV患者的病毒基因序列

设计PCR扩增用引物 自慢性HBV感染患者外周血血清

中扩增HBV基因组序列 克隆入pGEM Teasy质粒 挑选

克隆进行全基因组DNA测序 与其他HBV基因组序列进

行比较.

结果: 测序结果5株HBV全基因组核苷酸序列存在一新的

ORF 定义为前-前-S区 并发现该区之前存在一TA富

集区 提示存在新型启动子的可能性.新界定的前-前-S区

ORF编码氨基酸序列为MQLIITSKLGIIYILCGRLVFY

IREKLHAVPHFVGHHILGNKSYS 与前-S1 前-S2和表

面抗原主蛋白编码基因框架一致表达.

结论: 在HBV基因组中存在有一新的ORF 命名为前-前-

S区.

董菁, 成军. 乙型肝炎病毒基因组中前-前-S区编码基因的界定. 世界华人

消化杂志  2003;11(8):1091-1096

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1091.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)基因组全长3 200个核苷酸(nt)左右

为部分双链DNA病毒. 1979年Gelibert et al 发表了HBV基

因组的第一个全长核苷酸序列[1, 2] 长度为3 182 nt 血

清型为ayw亚型 并在HBV基因组中界定了4个开放

读码框架(ORF) 分别命名为S C P X区. 之后各种

血清型的HBV 基因组均被测序成功 [ 3-6 ] 并储存于

GenBank中 我国学者[7,8]在1984年将中国大陆流行的

adr亚型克隆测序成功. 4个ORF中表达的氨基酸长度不

同 其生物学功能也不相同[9] 其中全S区又因不同的

起始密码子(ATG)而又人为的分为前-S1 前 -S2 和 S

三个区 前-S1 前 -S2 和表面抗原主蛋白是按照同
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一开放读码顺序(in frame)进行翻译的. 我们应用长距离

并且精确PCR技术(long and accurate PCR LA-PCR)

研究了乙型肝炎患者血清中存在的HBV 病毒子基因

组 寻找新的ORF 存在的证据 并在既往已克隆的

HBV基因组中得到了证实.

1   材料和方法

1.1 材料  应用的LA-PCR 试剂成套试剂均购自日本

Takara 公司 pGEM Teasy 载体 玻璃奶试剂 和琼

脂糖凝胶为Promega 公司产品 细菌 JM109 为本室保

存 蛋白酶K 为Merck 公司产品 酚 氯仿 氨苄

青霉素 X-gal 等均为国产试剂.

1.2 方法

1.2.1 血清来源和DNA分离  血清来源: 临床诊断为病

毒性肝炎 乙型患者慢性 2 例 男女各 1 例 编码

号分别为G683和G376 诊断均符合2000年西安会议

病毒性肝炎防治方案  (试行)标准[10]. 临床检测表面抗

原(HBsAg) e 抗原(HBeAg) 核心蛋白抗体(抗 -HBc)

阳性. 采集静脉血 蛋白酶K消化-饱和酚: 氯仿(1 1)

抽提法提取200 µL血清中的HBV DNA -20 保存
备用.

1.2.2 多聚酶链反应(PCR)扩增目的片段  参考文献[11 12]

中改进的全长HBV基因组扩增方法 设计引物为P1:

5 - CCG GAA AGC TTG AGC TCT TCT TTT TCA CCT

CTG CCT AAT CA-3 P2: 5 - CCG GAA AGC TTG AGC

TCT TCA AAA AGT TGC ATG GTG CTG G-3 .LA-PCR

参数如下: 94 预变性1 min 94 变性 60 s 55 

退火60 s 72 延长5 min 共35个循环 72 再延

长10 min.

1.2.3 克隆目的片段  将 PCR产物在10 g/L琼脂糖凝胶

中电泳 切取长度为3.2 kb 目的片段 玻璃奶法回收

PCR产物 与pGEM Teasy载体连接. 将重组质粒转入细

菌JM109 氨苄青霉素和X-gal蓝白斑法筛选阳性菌落

提取质粒进行限制性内切酶酶切分析鉴定.

1.2.4 DNA测序  选择经鉴定pGEM Teasy内插入3.2 kb

产物的菌落送检测序 由上海博亚公司完成. 测序引物

为pGEM Teasy载体自有的T7 SP6测序引物 同时根

据测序结果设计测序引物进行序列测定 测序引物包

括: P1: 5 -AGA TAG GGG CAT TTT GTG GT-3 ; P2: 5 -

ACG GGA CGT AGA CAA AGG AC-3 ; P3: 5 -GGT TTC

ACA TTT CCT GTC TT-3 ; P4: 5 -CAT ATC CCA TGA

AGT TAA GG-3 ; P5: 5 -AAC TAC ACG CAG TGC CTC

AT-3 . 测序结果存入美国国立卫生院GenBank中.

1.2.5 序列分析  应用DNA SIS对获得的5个克隆进行了

ORF判读 并将推断的ORF翻译为氨基酸序列 应用

Vector 6.0版软件对推定的ORF核苷酸序列与氨基酸序

列与已经存储在GenBank中不同血清型的HBV核苷酸

与氨基酸序列进行比较 血清型包括: adr [5,8] ayr [4]

adw2[3] adw4和 ayw[1].

2   结果

2.1 HBV基因组核苷酸序列的测定  以 2例乙型肝炎患

者血清中抽提的HBV基因组为模板 应用TA克隆方

法 将患者体内存在的HBV基因组克隆到测序载体中.

经验证后 选择5个克隆测序 分别命名为G683-A1

G683-A2 G683-A3 G376-A6和G376-A7 获得的HBV

基因组核苷酸长度分别为3 215 3 182 3 213 3 215

和 3 125 nt. 测序结果存入美国国立卫生院的GenBank

中 序列号为AF363961 AF363962 AF363963

AF384371和AF384372.G683的 3株克隆之间的同源性

为97.5 % G376的2株克隆之间的同源性为96.6 % 5

株之间的同源性为93.6 %.

2.2 核苷酸序列的比较  通过序列分析 界定了4个主

要ORF的长度 其中按照Gelibert最初定义的S区分析

5株克隆的全S区ORF 包括前-S1 前 -S2 和主蛋

白序列. 之后应用DNA SIS软件对上述5个克隆的ORF

再分析过程中 发现在前-S1区的上游有一未定义的

ORF 该区长135 bp 与前 -S1 前 -S2 和 S基因按

照同一开放读码顺序(in frame)进行翻译 我们命名为

前-前-S区. 为了排除选择样本的误差 在GenBank中

选择不同血清型的全基因序列进行比较.选择的GenBank

序列号为: D12980 (adr [5] ): 3 215 bp; G329616 (adr [8]): 3 221 bp;

X04615 (ayr[4]): 3 215 bp; X02763 (adw2[3] ): 3 221 bp; Z35717

(adw4): 3 221 bp和G329640 (ayw[1] ): 3 182 bp. 结果发现

克隆株G329616 D12980 X04615存在前-前-S区

ORF. 前 - 前 -S 基因的起始密码子为ATG 而克隆

G329640为ATC 克隆X02763 Z35717为AGG 由

于点替换突变导致表达终止.

        对前-前-S区上游核苷酸序列分析 发现存在一

段TA富集区(TA-rich region) 在前-前-S区起始密

码子ATG上游有3段TA富基序列 无TATA-box结构

为TATA样盒(TATA-like box) 分别为: ATG上游-8 -13:

TATTAT; -17 -22: ATTAAA; -39 -46: AAATATTT.

2.3 氨基酸序列的比较  新的ORF长度为 135 bp 编

码 45个氨基酸残基(aa) 氨基酸残基序列为: MQLIIT

SKLGIIYILCGRLV(A)FYIREKLHAVPHFV(A)GHHILGN

KSYS G683的3个克隆在第20和第30位均编码缬氨酸

(V) 而G376的2株克隆编码为丙氨酸(A).甘人宝 et al [8]

Mukaide et al [5] Okamoto et al [4]发表的克隆株的前-

前-S区第20和第30位均编码A. 以G683的 3个克隆

编码的前-前-S多肽分析 该多肽Mr 5200左右 有

19个疏水aa 10个极性aa 5个强碱性aa 1个半胱氨

酸(C); 而G376的2个克隆编码的前-前-S多肽有21个

疏水氨基酸残基.本研究5个克隆的前-前-S-大蛋白

与其他克隆的比较见图1.
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        在美国国立卫生院(NIH)的门户网站 应用BLAST

软件 以G683-A1前-前-S区编码的推断氨基酸序列

MQLIITSKLGIIYILCGRLVFYIREKLHAVPHFVGHHILGNKSYS

进行搜索 发现存储的5个克隆有前-前-S区多肽序列

分别为BAA32849 S43492 CAA25747 BAA89327和

CAB38230 氨基酸序列同源性分别为95 % (43/45) 93 %

(42/45) 93 % (42/45) 77 % (35/45)和 66 % (30/45).克隆

BAA89327来自大猩猩[13].

3   讨论

1979年 Gelibert et al [1,2]首次报告了HBV基因组的全

序列 并定位了4个ORF. 早期的研究学者大多采用将

HBV 基因组限制性内切酶消化后克隆入载体质粒中

之后进行测序的方法获得的全序列. 我国学者[7,8]于1984

年报道了大陆HBV株(adr)的序列. 而后的学者多利用重

叠引物PCR法扩增HBV基因 之后对PCR引物直接

进行测序以揭示不同基因型 血清型之间的区别.目前

在美国国立卫生院的GenBank中 存储了200多HBV

全基因组序列 但之后的学者对4个ORF分区的界定

并无异议.

        1995 年 在分子生物学发展的基础上 Gunther

et al [11,12]利用LA-PCR技术 之后以TA克隆法将患者

体内的HBV基因组克隆到质粒载体中 该技术核心是

应用DNA多聚酶具有3 -5 外切酶功能. 该方案保

证了扩增片段与原模板之间的高度一致性 又展示了

模板多样性 比Gelibert et al的研究方法简便 易于

操作.本研究展示了同一患者来源的HBV基因组不同克

隆之间的变异程度 G683的 3株克隆之间的同源性为

图1  前-前-S基因编码多肽序列比较结果.
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97.5 % G376的2株克隆之间的同源性为96.6 % 5株

之间的同源性为93.6 % 各个克隆之间均存有一定差

异 证明患者血清内的序列是不完全相同的 符合准种表

现. 本研究其他报道[13-22]以及其他学者近期的研究结果[23-26]

证实了1990年代初病毒学家[27,28]提出的HBV准种假说.

        本研究在分析所获得的5个克隆的过程中 在前-

S1 区之前发现还存在一个ORF 长度 135 bp 编码

45 aa 命名为前-前-S区. 选择的GenBank中 6个其

他克隆株进行比较 其中 3 个克隆具有前- 前 -S 区

ORF 另3个克隆由于在前-前-S起始密码子的部位

发生点替换突变而导致表达不能.应用DNA SIS软件的

蛋白质分析功能分析了前-前-S 前 -S1 前 -S2和

S基因的完全表达产物 前-前-S区较以往认为的大

蛋白多出一个小的疏水区. 如果前-前-S区被证明是真

实存在的 那么全S蛋白(含前-前-S区)与大蛋白有不

小的差异. 其中的19(21)个疏水氨基酸在前-前-S区形

成了一个小的疏水功能域 可能与蛋白的空间折叠或

表面蛋白合成后分泌有关.前-前-S多肽推断氨基酸序

列中含有6个亮氨酸(L) 分别位于第3 9 15 19

27 39 位 前 3 个 L 是否可形成亮氨酸拉链结构

尚需要进一步证实.

        我们应用了2种方法来证实前-前-S区的真实存

在. 方法一是在GenBank中选择不同血清型的HBV基因

组全序列 应用DNA SIS软件重新确定其ORF 结果

发现甘人宝 et al [8] Mukaide et al [5] Okamoto et al [4]克

隆的HBV基因组序列中均存在前-前-S区ORF. 方法

二是利用NIH网站的BLAST软件 将前-前-S区编

码氨基酸序列输入后进行同源性搜索 结果发现已经

存入GenBank中的序列中 有5个克隆中含有的氨基

酸序列与本研究获得的序列有较高的同源性 分别为:

BAA32849[29] (1998年) S43492[30] (1990年) CAA25747[31]

(1983年) BAA89327[13] (2000年)和CAB38230 (资料未

发表 1998年) 氨基酸序列同源性分别为95 % 93 %

93 % 77 %和 66 %. 综合上述2种方法证实的结果以

及我们的资料 可以肯定前-前-S区是实际存在的

来源于不同的地域的HBV克隆株均有前-前-S区的明

确编码. 前-前-S区ORF最早在1983年Fujiyama et al [31]

克隆的adr 亚型的 S 基因产物中被提及 作者认为存

在一身份不明的ORF(unidentified reading frame (s gene));

而Mimms et al [32]将克隆S43492 进行再分析后 认为

该段多肽是前-S1多肽内部 他们认为的前-S1长度

为164 aa 而不是通常认为的119 aa 或 108 aa.我们认

为多种资料的研究结果证明前-前-S区的存在 以往

的研究认为该区的编码并不是一种普遍现象 因而未加

以重视. Bruss et al [33,34]界定了HBV表面抗原大蛋白的基因

结构之后 其他学者多认同这一观点 Gerlich et al [35]或

其他教科书均未提及前-前-S区的存在.我们分析的结

果提示具有前-前-S区的HBV克隆株多来自日本和中

国 欧美学者在最初的研究中获得的样本存在一定的

偏差 这可能是忽视该区域的原因之一. 另外 由于

目前仍缺乏对HBV的大规模分子流行病学资料 因而

早期发现前-前-S区的学者可能认为一些位点发生变

异 而不认为这是一种主流现象 但我们自抽取其他

学者获得的克隆中发现前-前-S区 应当认为前-前-

S 区的存在不是一种个别现象 至少在中国和日本是

非常常见的. 由于HBV表面抗原不仅是病毒遗传结构的

包装蛋白 而且截短型表面抗原中蛋白[36,37]和大蛋白[38]

具有反式激活作用 这种功能与是表面抗原的多种形

式激活癌基因有关 [ 39 ] 我们的早期研究已经证明了

HBV截短型表面抗原中蛋白和X蛋白[40-42]具有强大的

反式激活作用 进一步将研究前-前-S- 大蛋白完全

表达产物是否具有反式激活作用.

        来源于G683的三个克隆在前-前-S多肽的第20和

第30位均编码V 而G376的2株克隆和甘人宝 et al [8]

Mukaide et al [5] Okamoto et al [4]发表的克隆株在这2个

位点编码为疏水氨基酸A 这印证了我们[43-45]以前的

关于HBV在不同患者体内存在个体化变异的报告.

        作为完整的基因 ORF之前应当存在启动子区域

经过比较发现在前-前-S区上游存在一段TA富集区.

在前-前-S区起始密码子ATG上游有3段TA富集序

列 无真核基因所特有的TATA-box结构 仅有TATA

样盒 分别位于: TA1: TATTAT ATG上游-8 -13 bp;

TA2: ATTAAA 上游-17 -22 bp; TA3: AAATATTT

上游-39 -46 bp.如继续上溯 在距前-前-S区ATG上

游-79 -90 bp处有一长的TA区 为ATTAAAATTAATT

AT. 这段上游序列中是否具有启动子功能 尚需要验证.

在前-前-S区内 存在前-S区启动子1(SP I)[46] 具有

典型的TATA结构; 在前-S1区内 存在SP II[47]. SP I和

SP II分别调控既往定义的大蛋白和中/主蛋白的表达[48-50].

我们的初步分析认为前-前-S区之前可能存在一启动子

区 如经实验证实其启动子作用 其功能为调控前-前-

S区与大蛋白的融合表达. 我们已确立了检测启动子活性

的方法[51,52] 进一步的工作将验证SP III的存在.

        总之 在HBV前-S1 ORF之前存在有一融合编码

的ORF 我们将其命名为前-前-S区. 前 -前-S区之

前可能有一新的启动子区域(SP III).如前-前-S多肽的

表达得到进一步证实 将对HBV感染的检测 疫苗设

计 HBV进入肝细胞机制(受体学说) 表面抗原的表

达过程及功能 宿主抗感染机制 HCC产生机制研究

均产生重大影响.
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Abstract
AIM: To identify the pre-X gene in HBV strains of Chinese
patients.

METHODS: The whole HBV genome was amplified by long-
distance and accurate polymerase chain reaction (LA-PCR)
method from the serum of 2 patients with chronic HBV
infection, and then the PCR products were cloned into pGEM
Teasy vectors. Five clones of HBV genome were sequenced.
Sequences of our finding were compared with other HBV
genome sequence deposited in GenBank.

RESULTS: Pre-X region was found in the HBV genome of
these 5 clones, just upstream to the X gene. The pre-X
gene is 168 bp long, and can be translated with X gene in
frame. The amino acids sequence of pre-X gene was as
the following: MGLGYWPSPPAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCS
QPVWSETYRNRQLCCPLSQIHLLS.

CONCLUSION: Pre-X region may be a serotype-specific
coding gene.

Dong J, Cheng J. Study on definition of pre-X region in hepatitis B virus
genome.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1097-1101

摘要

目的: 探讨乙型肝炎病毒(HBV)基因组存在前-X基因. 乙型

肝炎病毒(HBV)基因组内部结构基因与编码基因之间相互重

叠 是基因组序列高度集中利用的一个典型. 早期研究中确

定了编码病毒蛋白的4个开放读码框架(ORF) 本研究通

过对于中国HBV感染者的流行病毒株的基因序列进行分析

比较 阐明基因组结构的特点 并探索是否存在新型ORF

的可能性.

方法: 考虑到HBV基因组序列的准种特点以及多聚酶链反

应(PCR)技术的精确度 我们采用的技术是长距离且精确

PCR(LA-PCR)技术 根据中国HBV患者的病毒基因序列

设计PCR扩增用引物 自慢性HBV感染患者外周血血清

中扩增HBV基因组序列 克隆入pGEM Teasy 质粒 挑

选克隆进行全基因组DNA测序 与其他HBV基因组序列

进行比较.

结果: 测序结果提示来源于2个患者的5株HBV全基因组

核苷酸序列在X基因之前存在一ORF 我们命名其为前-

X(pre-X)区. 前-X区编码氨基酸与X蛋白融合表达 序列

为MGLGYWPSPPAWNLCGSSADPYCGTPSSLFCSQPVWS

ETYRNRQLCCPLSQIHLLS. 该编码序列仅在adr血清型中

有编码表现.

结论: 在HBV基因组中存在有一新的ORF 命名为前-X

区 该区可能是一种HBV血清型特异性编码区.

董菁, 成军. 乙型肝炎病毒基因组中前-X编码基因的界定. 世界华人消化杂

志  2003;11(8):1097-1101

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1097.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)基因组全长3 200 个核苷酸(nt)左

右 为部分双链DNA病毒. Galibert et al [1,2]于1979年

发表了HBV基因组的第一个全长核苷酸序列 长度为

3 182 nt 血清型为ayw亚型 我国学者[3-5]于1984年

报道了中国大陆流行的adr亚型全序列. Galibert et al [1]

最初的研究将HBV 基因组划分出 4 个开放读码框架

(ORF) 分别命名为S C P X区. 1990年Loncarevic et al [6]

克隆了一株adr 血清型的HBV 基因组 发现了前-X

基因 并初步认为是 adr 血清型特异性的一段序列.

Takahashi et al [7]于1995年的初步研究认为前-X区变异

与肝细胞癌(HCC)的形成有关 之后在1998 年发表[8]

的研究报告中发现来源于HCC患者的40个全HBV基
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因序列中 有18株具有前-X基因 且均为 adr 血清

型.我们应用长距离并且精确PCR技术(long and accurate

PCR LA-PCR)研究了乙型肝炎患者血清中存在的

HBV病毒子基因组 证实前-X基因存在于中国大陆

流行HBV株中.

1   材料和方法

1.1 材料  应用的LA-PCR 试剂成套试剂均购自日本

Takara 公司 pGEM Teasy 载体 玻璃奶试剂 和琼

脂糖凝胶为Promega 公司产品 细菌 JM109 为本室保

存 蛋白酶K 为Merck 公司产品 酚 氯仿 氨苄

青霉素 X-gal 等均为国产试剂.

1.2 方法

1.2.1 HBV全基因组的克隆与测序  见文献[9 10]. 简

言之 自诊断为病毒性肝炎 乙型 慢性[11]的2例患者

采集静脉血 蛋白酶K消化-饱和酚: 氯仿(1 1)抽提

法提取200 µL血清中的HBV DNA. 参考文献[12,13]中
改进的全长HBV 基因组扩增方法 设计引物为 P1:

5 - CCG GAA AGC TTG AGC TCT TCT TTT TCA CCT

CTG CCT AAT CA-3 P2: 5 - CCG GAA AGC TTG

AGC TCT TCA AAA AGT TGC ATG GTG CTG G-3 . PCR

法扩增目的片段. 玻璃奶法回收PCR 产物 与pGEM

Teasy载体连接.将重组质粒转入细菌JM109. 选择经鉴定

pGEM Teasy内插入3.2 kb产物的菌落送检测序 由上海

博亚公司完成.测序结果存入美国国立卫生院GenBank中.

1.2.2 核苷酸序列分析  应用DNA SIS对获得的5个克隆

进行了ORF判读 并将推断的ORF 翻译为氨基酸序

列 应用Vector 6.0版软件对推定的ORF核苷酸序列与

氨基酸序列与已经存储在GenBank中不同血清型的HBV

核苷酸与氨基酸序列进行比较 血清型包括: adr[4,14]

ayr[15] adw2[6] adw4 和 ayw[1].

1.2.3 前-X区氨基酸序列比较  在美国国立卫生院(NIH)

生物工程信息中心建立的门户网站 应用BLAST 软

件 以本研究证实的G683-A2 编码的前-X区氨基酸

序列进行搜索 以寻找存储于GenBank中的表达前-

X区基因的克隆.另将该段氨基酸序列在Vector 6.0版软

件进行疏水性分析.

2   结果

2.1 HBV基因组核苷酸序列的测定  以 2例乙型肝炎患

者血清中抽提的HBV基因组为模板 应用LA-PCR-TA

克隆方法 将实际存在的HBV基因组克隆到测序载体

中. 经验证后 选择5个克隆测序 分别命名为G683-

A1 G683-A2 G683-A3 G376-A6 和 G376-A7

获得的HBV基因组核苷酸长度分别为3 215 3 182

3 213 3 215和 3 125 nt. 测序结果存入美国国立卫生

院的GenBank 中 序列号为AF363961 AF363962

AF363963 AF384371和AF384372.
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2.2 核苷酸序列的分析  5株克隆之间的比较提示: G683

的 3株克隆之间的同源性为97.5 % G376的 2株克隆

之间的同源性为96.6 %. 按照Galibert et al [1]最初定义的

X区分析5株克隆的X区ORF 4株克隆编码155 aa

一株由于发生终止密码子的替换突变 导致编码长度

延长至179 aa. 应用DNA SIS软件对上述5个克隆的ORF

再分析过程中 发现在5株克隆的X区的上游均有一

ORF 该区长 168 bp 与 X基因融合表达. 我们为了

排除选择样本的误差 在GenBank中选择不同血清型

的全基因序列进行比较 选择的GenBank 序列号为:

D12980 (adr[11]): 3 215 bp; G329616 (adr[4]): 3 221 bp; X04615

(ayr[12]): 3 215 bp; X02763 (adw2[13]): 3 221 bp; Z35717 (adw4):

3 221 bp和G329640 (ayw[1]): 3 182 bp. 结果发现克隆株

G329616存在前-X区ORF. X04615在前-X区第一起始

密码子ATG处由于核苷酸的替换突变而成为TTG 克

隆X02763 Z35717和G329640在前-X区第一起始密

码子ATG均编码CTG 因此不表达前-X多肽. 另一adr

亚型克隆D12980在第一起始密码子ATG无替换突变

但在第二起始密码子ATG之前出现替换突变 而终止

了前-X多肽的表达.

2.3 氨基酸序列的比较  前 -X多肽氨基酸残基(aa)序列

比较结果见图1. 新的ORF长度为168 bp 编码 56个

aa 克隆G683-A2编码的前-X基因推断的氨基酸残

基序列为: MGLGYWPSPPAWNLCGSSADPYCGTPSSLFC

SQPVWSETYRNRQLCCPLSEIHLLS. G 683的 3个克隆

在第 10 位编码脯氨酸(P) G376 的 2 个克隆与克隆

G329616编码组氨酸(H); G683的3个克隆在第38位均编

码谷氨酸(E) 而G376的2株克隆与克隆G329616编码

为赖氨酸(K). 以G683-A2编码的前-X多肽分析 该多

肽Mr 6 200 有 15个疏水氨基酸残基 24个极性氨基

酸残基 5个半胱氨酸(C). 此外 该多肽还包含 7 个

亮氨酸(L) 分别位于第 3 14 29 45 49 54

55 位 以及 9个丝氨酸(S)[16].

        在美国国立卫生院(NIH)的门户网站 应用BLAST

软件 以G683-A2前 -X区编码的推断氨基酸序列进

行搜索 发现存储的19 (18)个克隆有前-X区多肽序

列 氨基酸序列同源性为85-94 %.

3   讨论

1979年Galibert et al [1]首次将HBV基因组全序列测序并

发表出来 当时即定位了 4 个 ORF 分别为 C P

S X区.之后我国学者[3,4]于1980年代解读了大陆HBV

流行株(adr)的全基因序列. 目前在美国国立卫生院的

GenBank 中 存储了200 多 HBV 全基因组序列 但

图1  前 -X基因编码多肽序列比较结果.



多数学者对4个ORF分区的界定并无异议.

        本研究利用LA-PCR-以TA克隆-测序技术展示了

同一患者来源的HBV 基因组不同克隆之间的变异程

度 G683 的 3株克隆之间的同源性为97.5 % G376

的 2株克隆之间的同源性为96.6 % 证明患者血清内

的序列是不完全相同的 符合准种表现.本研究其他报

道[17-25]证实了近年其他学者[26-31]提出的HBV准种假说.

        本研究在分析所获得的5个克隆的过程中 在X区

之前发现还存在一个ORF 长度168 bp 编码56 aa. 以

G683-A2编码的前-X多肽分析 该多肽Mr 6 200 有

15个疏水氨基酸 24个极性氨基酸.应用DNA SIS 软

件的蛋白质分析功能分析了前-X和X基因的完全表达

产物 前-X区较以往认为的X蛋白多出一个小的亲水

区. 前 -X区编码多肽含有5个C 可能形成多个二硫

键 易于产生新的二级结构. 如果该区被证明是真实存

在的 那么前-X和X蛋白(我们初步命名其为全X蛋白)

与X蛋白有不小的差异. 前-X多肽含有24个极性氨基

酸 形成一个亲水功能域 可能影响到整个蛋白的空间

构象. 在对我们获得的5个克隆与甘人宝 et al [4]报告的

前-X多肽进行比较时发现 G683的 3个克隆在第10

位编码P G376的 2个克隆与克隆G329616[4]编码H;

G683的 3个克隆在第38位均编码E 而G376的另 3

个克隆编码K.这印证了我们[32,33]以前的关于HBV在不

同患者体内存在个体化变异的报告.

        我们应用了2种方法来证实前-X区的真实存在. 方

法一是在GenBank中选择不同血清型的HBV基因组全

序列 应用DNA SIS软件重新确定其ORF 结果发现

甘人宝 et al [4] (1984年)揭示的HBV基因组序列中存在

前-X区ORF. 其他亚型不表达前-X区多是由于前-X

区起始密码子ATG发生替换突变所致 其他亚型的克隆

表现为TTG (X04615) 或CTG (克隆X02763 Z35717和

G329640). 另一adr亚型克隆D12980保留了第一起始密

码子ATG 但在两个起始密码子之间由于发生替换突

变 而终止了前-X多肽的表达.初步推定前-X区起始

密码子处发生的替换突变可能是血清型特异性的. 方法

二是利用NIH网站的BLAST软件 将前-X区编码氨

基酸序列输入后进行同源性搜索 结果发现已经存入

GenBank中的序列中 有19个克隆中含有的氨基酸序

列与本研究获得的序列有较高的同源性 分别为来自

2组报道 其中2个克隆是来自同一序列的不同解释

另17个克隆均来自日本学者[8]对肝细胞癌(HCC)患者体

内存在的HBV基因组分析所获得. 我们克隆的氨基酸序

列与18例相关克隆的比较 发现同源性为85-94 %. 这

些克隆的共性为: 一均为adr 亚型; 二均克隆自HCC患

者.综合上述2种方法证实的结果以及我们的资料 可

以肯定前-X区是实际存在的.

        我们认为多种资料的研究结果证明前-X区是事实

存在的 以往的研究认为该区的编码并不是一种普遍

现象 因而未加以重视. Zuckrman et al  或其他教科书

均未提及前-X区的存在 仍沿用Gelibert et al建立的

ORF 划分方法.我们分析的结果提示具有前 -X 区的

HBV 克隆株多来自日本和中国 且均来自adr 亚型

而欧美学者由于选择的样本误差可能是忽视了该区域

的主要原因. 另外 由于目前仍缺乏对HBV的大规模

分子流行病学资料 因此早期发现前-X区的学者[6]可

能认为一些位点发生变异 而不认为这是一种主流现

象 因而未得到重视[34].

        早在1990年Loncarevic et al [6]自HCC患者血液中克

隆的adr 亚型的HBV基因组中提及了前-X区 作者

简单介绍了前-X区的存在; Takahashi et al [7]于1995年

的研究结果认为前-X区与HCC有密切关系. 1998年

Takahashi et al [8]自HCC患者体内克隆了40株HBV全

序列 其中38株为 adr亚型 其中18株含有前-X基

因 作者综合以往的资料 认为前-X基因与HCC有

密切的关系. 但上述资料分析的患者病例数较少 结论

需要进一步推敲.我们选择的患者为慢性乙型肝炎患

者 并不是HCC患者.我们搜集的24株编码前-X基因

的克隆均为adr亚型 提示前-X区的存在可能是一种

亚型特异性现象. 与HBV表面抗原大蛋白[35-37]一样 X

蛋白是一个强的反式激活因子[38] 该蛋白反式激活作

用不仅作用于病毒蛋白启动子 更可以通过与癌基因的

相互作用而调控细胞的分化[39-41] . 根据Takahashi et al [7,8]

的观察 该区与HCC 密切相关 是否提示全X 蛋白

较X蛋白有更强的反式激活作用 还有待于进一步确

定.根据针对前-X多肽的氨基酸组成分析 发现该区

域含有多个S 可能是磷酸化的重要区域 与细胞内

信号转导有关.

        作为完整的基因 以前确定的4个ORF有4个启

动子 分别为S启动子 I II(SP I 和 SP II) X 启动子

(XP)和C启动子(CP)[42-45] 前-X区位于既往定义的XP

区. 启动子区定义的方法目前仍沿用报告基因表达调控

法[46,47]所确定 刘妍 et al [48]以往的研究解释了不同准种

克隆对CP 的影响 我们将应用这种方法进一步确定

前-X之前是否存在有新的启动子区(XP II ) 并研究

HBV异质性[49]对启动子区功能的影响.

     总之 在HBV X 基因之前存在有一融合编码的

ORF 为前-X区; 如前-X多肽的表达得到进一步证

实 将对HBV 感染的检测 全X蛋白的功能 HBV

的致癌机制的研究均会产生重大影响.我们早先的研究

探讨了X蛋白[50]不同变异株的反式激活作用的强弱

下一步将探讨全X蛋白的反式激活作用.
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Abstract
AIM: To investigate the transactivation effects of C-termi-
nally truncated middle surface protein (MHBst) of hepatitis
B virus (HBV) by differential display method. To clone new
gene with unknown function that could be transactivated
by MHBst with suppression subtractive hybridization (SSH),
and pave the way for the study and better understanding
of the transactivation effects of MHBst.

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR)technique was
employed to amplify the coding sequence of MHBst, and
the expressive vector pcDNA3.1-MHBst was constructed
by routine molecular biological method. The differentially
expressed genes were screened and identified by SSH
method between the HepG2 cells transfected with pcDNA3.1-
MHBst and the vector pcDNA3.1, respectively. Bioinformatics
techniques were used to search homologously expressed
sequence tag (EST) and full-length coding sequence
transactivated by MHBst. The mRNA was purified from
HepG2 cells and the DNA fragment was amplified by reverse
transcription PCR (RT-PCR) technique. The coding se-

quence was analyzed by bioinformatics. The new gene
transactivated by MHBst was designated as target gene 1
transactivated by truncated middle surface protein of HBV
(TTP1).

RESULTS: The expressive vector pcDNA3.1-MHBst was con-
structed and confirmed by restriction enzyme digestion
and sequencing. SSH method was employed for the screening
and identification of the differentially expressed genes from
the HepG2 cells transfected with pcDNA3.1-MHBst and
pcDNA3.1, respectively. Among the target genes, we iden-
tified a new gene with unknown function and deposited its
sequence into GenBank. From the homology search, we
evaluated this gene as a new gene with unknown function.

CONCLUSION: The gene 1 transactivated by C-terminally
truncated middle surface protein of hepatitis B virus was
identified.

Liu Y, Cheng J, Wang L, Wang JJ, Lu YY, Li K. Cloning of gene 1
transactivated by C-terminally truncated middle surface protein of hepatitis
B virus. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1102-1106

摘要

目的: 研究乙型肝炎病毒(HBV)羧基末端截短型表面抗原中

蛋白(MHBst)的反式激活作用 利用差异显示技术 筛选

克隆MHBst 蛋白的反式激活作用的靶基因 发现新型基

因 为阐明MHBst 对于肝细胞表达基因谱的影响 探索

新的研究方向.

方法: 利用多聚酶链反应技术(PCR)扩增MHBst的编码基因

片段 构建真核表达载体pcDNA3.1-MHBst 转染肝母

细胞瘤细胞系HepG2 与仅转染空白载体pcDNA3.1 的

HepG2 细胞进行差异显示 利用抑制性消减杂交技术

(SSH)克隆鉴定MHBst的反式激活作用的靶基因 通过生

物信息学技术 确定新基因的序列 设计序列特异性引物

利用HepG2细胞来源的mRNA进行逆转录PCR (RT-PCR)

扩增 克隆新基因 并对于新基因的序列以及编码基因

产物序列进行分析. 利用生物信息学技术确定TTP1基因是

新基因.

结果: 构建表达载体pcDNA3.1-MHBst 经过序列分析和

酶切鉴定正确. 转染HepG2细胞系 利用SSH技术获得差

异表达的基因片段. 经对于美国生物工程信息学中心(NCBI)

建立的核苷酸序列的数据库(GenBank)检索 证实这是一

个新型基因片段. 通过对于同源基因序列的比对 根据

Kozak规则和终止密码子下游的多聚腺苷酸信号序列  确



定新基因的序列 将这种MHBst 反式激活的新基因命名

为TTP1 并在GenBank 中注册登录.

结论: 克隆并鉴定了乙型肝炎病毒羧基末端截短型表面抗原

中蛋白反式激活作用的新型靶基因TTP1 为今后研究

MHBst 的反式激活作用 开辟了新的研究方向和可能.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)与肝细胞之间的相互关系非常复杂.

HBV既需要肝细胞中的蛋白质成分的结合与调控 决

定其嗜肝细胞的特性 同时HBV基因组表达的蛋白对

于肝细胞的基因表达谱产生影响 参与HBV的致病过

程[1-12]. HBV编码蛋白由于其细胞内分布和功能的特点

某些结构形式的病毒蛋白对于肝细胞的基因表达谱具有

显著影响. 羧基末端截短型的表面抗原中蛋白(MHBst)就

是其中的典型代表. 具有反式激活作用的MHBst是从肝

癌细胞中整合的HBV DNA 序列中鉴定的 对于其反

式激活作用进行了广泛的研究 认为MHBst是HBV感

染引发肝细胞癌(HCC)的重要机制[13-28]. 但是 最近我

们从慢性乙型病毒性肝炎患者外周血中也克隆到了

MHBst的编码基因 说明MHBst编码基因除了与肝细

胞基因组整合的存在方式之外 在外周血中也是存在

的. 关于外周血中MHBst 编码基因的发现 拓展了

MHBst存在的意义和研究范围[29-34].

        关于MHBst的反式激活作用 首先在体外实验中

以异源性启动子指导的报告基因的表达得到了证实. 构

建了MHBst 的表达载体 与SV40 早期启动子指导的

氯霉素乙酰化转移酶(CAT)的表达载体进行共转染试

验 发现MHBst的表达对于SV40的启动子活性具有显

著的激活作用 通过抑制性消减杂交(suppression sub-

tractive hybridization SSH)技术的筛选 我们也筛选

到MHBst 的反式激活作用的靶基因 而且我们应用

Western blot 杂交技术证实MHBst对于肝细胞中的原癌

基因 c-myc的表达上调作用. 同时 我们还克隆 鉴

定了一种未知功能的新基因 命名为羧基末端截短型

乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白反式激活基因1(TTP1)

提示MHBst 反式激活作用具有新的靶位.

1   材料和方法

1.1 材料  肝母细胞瘤细胞系HepG2 细胞及大肠杆菌

JM109(本室保存) pcDNA3.1(-)真核表达载体(Invitrogen)

Lipofectamine PLUS 转染试剂(Gibco) mRNA Purification

试剂盒(amersham pharmacia biotech) PCR-Select cDNA

Subtraction 试剂盒(Clontech) 50 PCR Enzyme Mix

Advantage PCR Cloning 试剂盒(Clontech) High Pure

PCR Product Purification试剂盒(Boehringer Mannheim)

T7 SP6通用引物及pGEM-Teasy载体(Promega)[35].

1.2 方法

1.2.1 真核表达载体的构建及细胞转染  MHBst真核表达

质粒pcDNA3.1(-)-Mt167由本室构建[36]. 用Lipofectamine

PLUS 转染试剂将2 µg pcDNA3.1(-)-Mt167及pcDNA3.1
(-)空载体分别转染35 mm平皿HepG2细胞 48 h后收

获细胞.

1.2.2 细胞mRNA提取  使用mRNA Purification试剂盒

直接提取转染了重组表达质粒及空载体的HepG2细胞

mRNA 经琼脂糖凝胶电泳及分光光度计进行定性

定量分析.

1.2.3 双链 cDNA(dscDNA)合成  使用PCR-Select cDNA

Subtraction Kit中的试剂 以获得的mRNA为模板逆转

录合成cDNA.

1.2.4 消减杂交文库的建立  采用PCR-Select cDNA Sub-

traction Kit 常规SSH方法按说明书进行: 转染了重组

表达质粒及空载体的HepG2 细胞 cDNA 分别标记为

Tester和Driver 经Rsa (一种识别4碱基序列的内切

酶)消化 产生相对较短的平端片段 纯化酶切产物.

将 Tester 的 cDNA分为两份 分别连接试剂盒提供的

特殊设计的寡核苷酸接头Adapter 1和Adapter 2 然后

与过量的Driver cDNA进行杂交; 合并两种杂交产物后再

与Driver cDNA作第2次杂交; 然后将杂交产物做选择性

PCR扩增 使Tester cDNA中特异性表达或高表达的片

段得到特异性扩增.

1.2.5 克隆鉴定分析  扩增产物与pGEM-Teasy 载体连

接 转化JM109感受态细菌 在含氨苄青霉素的LB/X-

gal/IPTG培养板上 37 培养18 h. 挑取白色菌落 增

菌 以pGEM-Teasy载体多克隆位点两端T7/SP6引物进

行菌落PCR扩增 证明含有插入片段后(200-800 bp) 测

序(上海博亚公司) .  应用生物信息学将测得序列与

GenBank数据库进行同源性分析.

1.2.6 多聚酶链反应扩增  设计引物5 -ATG GAC CTT

CAG GCC GCC GGG GCC CAG GCG-3 和 5 -TCA

ATC TTC AGC ATC GTC AAA CTG TCC TGT-3 从

HepG2细胞提取mRNA 逆转录后进行PCR扩增 进

行Teasy 载体的克隆化 测序.

2   结果

2.1 mRNA的定性 定量分析  使用高质量的mRNA是

保证cDNA高产量的前提. 紫外分光检测显示 转染了

真核表达质粒及空载体的HepG2 细胞mRNA分别为

5.64 µg和 5.20 µg A260/A280=1.95. 10 g/L琼脂糖凝
胶电泳见mRNA为大于0.5 kb清晰慧尾片状条带 证

实mRNA质优量足.

2.2 dscDNA两端连接效率检测  dscDNA与接头连接效

率的高低是决定抑制性消减杂交成败的最关键步骤. 将

连接有adaptor l和adaptor 2的两组dscDNA分别用不同
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的特异性引物(看家基因甘油三磷酸脱氢酶G3PDH引

物)进行 28 个循环扩增 产物用20 g/L 琼脂糖凝胶电

泳鉴定. 结果显示两组dscDNA扩增产物浓度相当 说

明dscDNA已与接头高效率连接(图 1).

M: DNA Marker; 1: dscDNA与adaptor 1连接, 上游引物为接头部序
列, 下游引物为G3PDH 3 ;  2: dscDNA与adaptor 1连接, 上游引物
为G3PDH 5 , 下游引物为G3PDH 3 ; 3: dscDNA 与 adaptor 2 连
接, 上游引物为接头部序列, 下游引物为G3PDH 3 ; 4: dscDNA与
adaptor 2 连接 上游引物为G3PDH 5 , 下游引物为G3PDH 3
图 1  接头连接效率分析结果.

2.3 cDNA消减文库消减效率的鉴定  分别以消减及未

消减PCR产物为模板 用G3PDH引物进行PCR扩增

分别在18 23 28 33 次循环结束时从体系中吸取

5 µL进行电泳鉴定. 结果显示: 与未消减组PCR产物相
比 消减组PCR产物中G3PDH基因产物大大减少 说

明所构建的消减文库具有很高的消减效率(图2).

M: DNA Marker; 1-4: 未消减组, 引物为G3PDH3 5 , PCR循环
次数分别为18 23 28 33;  5-8: 消减组, 引物为G3PDH3 5 , PCR
循环次数分别为 18 2 3 2 8 3 3
图 2  消减效率分析结果.

2.4 差异表达cDNA片段的扩增  杂交产物经两轮PCR

扩增后 凝胶电泳显示部分差异表达的 cDNA 条带

这些条带可能代表差异表达的基因片段(图3).

图 3  消减杂交PCR产物电泳图.

        差异表达基因片段的克隆  菌落PCR扩增结果显示

为200-800 bp大小不等的插入片段(图4) 所获得的94

个克隆中均含有插入片段.

图 4  部分克隆(9-24)菌落PCR鉴定电泳图.

2.5 cDNA测序与同源性分析初步结果  挑选50个克隆

测序 与GenBank数据库进行初步比较. 其中4个克隆

未检索到任何对应的相似序列 可能代表了某些新基

因 进一步的分析鉴定出一个未知功能的新基因 即

TTP1.

2.6 新基因序列  TTP1新基因长度为555 nt 四种核苷

酸组成分别为A135 C 147 G 170 T 103 GC 比

率占 57 % 编码的蛋白由 184 aa 组成 序列如图 5

所示. TTP1基因序列已经在GenBank中注册 注册号

为AF407672.

ATG GAC CTT CAG GCC GCC GGG GCC CAG GCG
M    D    L    Q    A    A    G    A    Q    A
CAG GGG GCC GCG GAG CCG TCT CGG GGC CCG
Q    G    A    A    E    P    S    R    G    P
CCG CTG CCT AGC GCG CGG GGG GCG CCC CCC
P    L    P    S    A    R    G    A    P    P
AGC CCG GAG GCT GGC TTT GCT ACA GCT GAC
S    P    E    A    G    F    A    T    A    D
CAC TCC AGT CAG GAG AGA GAG ACT GAG AAG
H    S    S    Q    E    R    E    T    E    K
GCT ATG GAT CGA CTA GCC CGT GGA ACA CAG
A    M    D    R    L    A    R    G    T    Q
AGC ATT CCT AAT GAC AGT CCT GCC CGG GGT
S    I    P    N    D    S    P    A    R    G
GAG GGC ACC CAT TCT GAA GAG GAA GGC TTT
E    G    T    H    S    E    E    E    G    F
GCC ATG GAT GAG GAG GAC TCT GAT GGA GAA
A    M    D    E    E    D    S    D    G    E
CTG AAT ACC TGG GAG CTG TCA GAA GGG ACA
L    N    T    W    E    L    S    E    G    T
AAC TGT CCA CCC AAG GAA CAG CCT GGC GAT
N    C    P    P    K    E    Q    P    G    D
CTT TTT AAT GAG GAC TGG GAC TCG GAG TTG
L    F    N    E    D    W    D    S    E    L
AAA GCA GAT CAA GGG AAT CCA TAT GAT GCT
K    A    D    Q    G    N    P    Y    D    A
GAC GAC ATC CAG GAG AGC ATT TCT CAA GAG
D    D    I    Q    E    S    I    S    Q    E
CTT AAA CCT TGG GTG TGC TGT GCC CCA CAA
L    K    P    W    V    C    C    A    P    Q
GGA GAC ATG ATC TAT GAC CCC AGC TGG CAC
G    D    M    I    Y    D    P    S    W    H
CAT CCG CCT CCA CTG ATA CCC TAT TAT TCC
H    P    P    P    L    I    P    Y    Y    S
AAG ATG GTC TTT GAA ACA GGA CAG TTT GAC
K    M    V    F    E    T    G    Q    F    D
GAT   GCT   GAA   GAT  TGA
  D       A        E       D      *

图5  TTP1基因核苷酸序列及编码产物序列.
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3   讨论

乙型肝炎病毒MHBst具有复杂的分子生物学调节功能.

Caselmann et al [23]构建了羧基末端缺失167 aa的表面抗

原中蛋白的表达载体MHBst167 首先验证了对于

HBV本身调节元件的作用. 在以CAT作为报告基因的

细胞共转染实验研究中 发现MHBst167 对于HBV的

增强子I的活性具有促进作用 但是对于HBV的其他

调节元件如X 启动子 S1 和 S2 启动子 增强子 II

核心启动子等没有反式激活作用目前还没有证据表明

MHBst167与DNA之间具有直接的结合作用 因此认

为MHBst167主要是通过与细胞和内转录因子蛋白的相

互作用 间接产生转录调节作用. 因此 MHBst167在

细胞内的蛋白-蛋白相互作用的研究也十分重要. 在体

外的DNA-蛋白结合的电泳泳动度迁移率试验(EMSA)

中 发现转录因子蛋白 Sp1 AP1 NF-κB 等都是
MHBst167反式激活作用的介导因子. 但是CREB NF1

或肝特异性因子C/EBP 与此无关. 这些研究结果表明

MHBst167是具有多种调节作用的蛋白. 其作用没有显著

的肝细胞特异性 但影响的基因类型在肝细胞的增生

和炎症中具有十分重要的作用.

         Lauer et al [27]从肝癌组织中克隆了羧基末端截短型

的前-S2/St 既往的研究证实前-S2/St 具有激活原癌

基因 c-myc c-fos的功能 因此对于AP1转录因子

的作用进行了研究. 如果在 c-myc 基因启动子的序列

中 缺失掉AP1 (Jun-Fos)转录因子蛋白的结合序列

前-S2/St激活 c-myc启动子的活性就消失. 如果在基因

的启动子区插入多个AP-1 的结合序列 就可以具备

前-S2/St 诱导的功能. 抑制AP-1的激活 就可以抑制

前-S2/St 的反式激活作用. 除了AP-1之外 前-S2/St

还可以激活另外一个与之无关的转录因子NF-κB 和
AP-2 的功能 表明前-S2/St可以通过几种不同的机制

间接影响细胞基因的转录功能. 因为转录因子AP-1的

调节涉及到一系列的与肿瘤有关的基因的表达 因此

前-S2/St的反式激活作用在HBV感染相关的HCC的发

生发展中具有十分重要的作用.

        MHBst的反式激活作用可能与其在细胞内的亚细胞

定位有关. Hildt et al [37]在昆虫细胞Sf9中表达了羧基末

端缺失76 aa的表面抗原中蛋白MHBst76 在蛋白水平

上研究了MHBst76的生物学功能. 研究发现MHBst76在

细胞内与内质网( E R ) 有关 在高尔基体中停留.

MHBst76 蛋白是否经过糖基化修饰对于其反式激活功

能没有显著影响. 以大肠杆菌表达的 MHBst76也同样具

有反式激活作用.

        Natoli et al [38,39]为了研究MHBst的结构与反式激活

功能相互之间的关系 进行了一系列的缺失突变分析.

构建一系列的MHBst基因 在腺病毒主要晚期启动子

的指导下表达 利用 c-myc和 c-fos的调节序列作为反

式激活作用的靶基因进行研究. S基因的缺失突变研究

证实 疏水区的缺失突变的范围超过第一个内质网插

入信号(ER signal I)时反式激活作用就消失 说明这一

结构对于其反式激活作用非常重要.  发现转录因子

TRE SRE NF-κB等在MHBst 的反式激活作用都有
重要的地位和作用.

        对于HBV基因组编码的MHBst反式激活作用目前

有了公认的认识 但是其作用的机制研究还处于初步

阶段[40-44]. 虽然已经积累了一些资料 但是关于MHBst

的反式激活作用的具体的分子生物学机制目前还有许

多环节没有阐明 研究MHBst反式激活作用及其靶基

因的方法有多种 其中之一就是基因表达谱的差异分

析技术. 近几年来根据差异表达的原理建立的技术包括

差异杂交技术 任意引物差异显示逆转录多聚酶链反

应(AP-DD-RT-PCR) 抑制性消减杂交技术 基因芯

片(DNA chip)技术等. 相比较而言 基因芯片的高通量

筛选更有吸引力 但目前商业途径服务的基因芯片的

容量一般较小 只是基因组表达基因类型的一小部

分 而且大部分都是已知功能的基因 对于以发现新

基因为主要目的的研究不合适. 经过进一步的改进 抑

制性消减杂交技术也具有其独特优点. 因为这一技术对

于要研究的对象不进行特别的要求 因此更加适合新

基因的克隆化研究. 我们构建了MHBst的表达载体 转

染以后在HepG2细胞中得到了MHBst的表达 通过与

仅转染空白载体的HepG2细胞的比较 发现一个基因

片段与目前GenBank中收录的已知功能的基因没有同

源性 通过对于GenBank中收录的表达序列标签(EST)

的比较 克隆了MHBst 蛋白反式激活的新基因TTP1.

关于新基因TTP1 的结构与功能 表达与调控 以及

其生物学和临床医学意义 正在研究之中.

4     参考文献
1 成军, 李莉. 清除乙型肝炎病毒的非细胞裂解机制. 世界华人消
化杂志  2002;10:73-76

2 皇甫竟坤, 董菁, 邓红, 成军, 施双双, 洪源, 任喜民, 李莉. 乙型肝
炎病毒核心基因启动子序列突变及准种.  世界华人消化杂志
2001;9:1323-1325

3 陆荫英, 李克, 成军, 王琳, 刘妍, 段惠娟, 张玲霞. 乙型肝炎病毒X基
因酵母表达载体的构建与表达. 世界华人消化杂志  2002;10:15-18

4 洪源, 成军. 肝炎病毒DNA疫苗的研究. 世界华人消化杂志  2002;
10:221-223

5 李克, 王琳, 成军, 陆荫英, 洪源, 刘妍, 张玲霞. 乙型肝炎病毒蛋
白结合蛋白研究. 世界华人消化杂志  2002;10:213-215

6 陆荫英, 李克, 刘妍, 王琳, 成军, 张玲霞. 乙型及丙型肝炎病毒受
体的研究. 世界华人消化杂志  2002;10:211-213

7 成军, 董菁, 刘妍, 李莉, 斯崇文, 王勤环, 张玲霞, 陈菊梅. 乙型肝炎
病毒准种研究的临床意义. 世界华人消化杂志  2002;10:209-211

8 成军. 慢性病毒性肝炎发病机制的分子生物学研究. 世界华人消
化杂志  2002;10:125-128

9 洪源, 成军, 董菁, 李克, 王琳, 王刚, 刘 妍. 乙型肝炎病毒HBsAg
重组疫苗与表面抗原DNA疫苗诱导H-2b小鼠免疫应答的实验
研究. 世界华人消化杂志  2002;10:137-140

10 皇甫竞坤, 董菁, 邓红, 成军, 施双双, 洪源, 任喜民, 李莉. 乙型肝炎
病毒前S2基因序列异质性的研究. 中华内科杂志  2002;41:1-4

11 陆荫英, 王琳, 刘妍, 于敏, 李克, 王业东, 张玲霞, 成军. 乙肝病毒
核心抗原单链抗体细胞内免疫抗乙肝病毒基因治疗研究. 世界华
人消化杂志  2002;10:765-769

12 Tu H, Bonura C, Giannini C, Mouly H, Soussan P, Kew M,
Paterlini-Brechot P, Brechot C, Kremsdorf D. Biological im-
pact of natural COOH-terminal deletions of hepatitis B virus

刘妍, 等.羧基末端截短型乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白反式激活基因1的克隆化研究                                                          1105



X protein in hepatocellular carcinoma tissues. Cancer Res  2001;
61:7803-7810

13 韩萍, 刘妍, 成军, 王刚, 陆荫英, 李克, 李莉. 截短型乙型肝炎病
毒表面抗原中蛋白上调 c-myc基因表达的研究. 世界华人消化杂
志 2002;10:141-144

14 Huo TI, Wang XW, Forgues M, Wu CG, Spillare EA, Giannini
C, Brechot C, Harris CC. Hepatitis B virus X mutants derived
from human hepatocellular carcinoma retain the ability to ab-
rogate p53-induced apoptosis. Oncogene  2001;20:3620-3628

15 Gilbert S, Galarneau L, Lamontagne A, Roy S, Belanger L. The
hepatitis B virus core promoter is strongly activated by the liver
nuclear receptor fetoprotein transcription factor or by ectopically
expressed steroidogenic factor 1. J Virol  2000;74:5032-5039

16 Gottlob K, Pagano S, Levrero M, Graessmann A. Hepatitis B
virus X protein transcription activation domains are neither
required nor sufficient for cell transformation. Cancer Res 1998;
58:3566-3570

17 Su TS, Hwang WL, Yauk YK. Characterization of hepatitis B
virus integrant that results in chromosomal rearrangement.
DNA Cell Biol  1998;17:415-425

18 Caselmann WH, Renner M, Schluter V, Hofschneider PH, Koshy
R, Meyer M. The hepatitis B virus MHBst167 protein is a pleio-
tropic transactivator mediating its effect via ubiquitous cellu-
lar transcription factors. J Gen Virol  1997;78:1487-1495

19 Kumar V, Jayasuryan N, Kumar R. A truncated mutant (residues
58-140) of the hepatitis B virus X protein retains transactivation
function. Proc Natl Acad Sci USA  1996;93:5647-5652

20 Henkler FF, Koshy R. Hepatitis B virus transcriptional
activators: mechanisms and possible role in oncogenesis. J
Viral Hepat 1996;3:109-121

21 Mita E, Hayashi N, Kamada T. Transactivation function of X
gene-cellular gene fusion product or 3' truncated pre S2/S
gene cellular gene fusion product from integrated hepatitis B
virus DNA. Nippon Rinsho  1995;53(Suppl):89-93

22 Wei Y, Etiemble J, Fourel G, Vitvitski-Trepo L, Buendia MA.
Hepadna virus integration generates virus-cell cotranscripts
carrying 3’ truncated X genes in human and woodchuck liver
tumors. J Med Virol  1995;45:82-90

23 Caselmann WH. Transactivation of cellular gene expression
by hepatitis B viral proteins: a possible molecular mechanism
of hepatocarcinogenesis. J Hepatol 1995;22(Suppl 1 ):34-37

24 Natoli G, Avantaggiati ML, Chirillo P, De Marzio E, Collepardo
D, Falco M, Balsano C, Levrero M. Modulation of intracellular
signal transduction pathways by the hepatitis B virus
transactivator pX. J Hepatol  1995;22(Suppl 1 ):14-20

25 Murakami S, Cheong JH, Kaneko S. Human hepatitis virus X
gene encodes a regulatory domain that represses transactivation
of X protein. J Biol Chem  1994;269:15118-15123

26 Tsuei DJ, Hsu TY, Chen JY, Chang MH, Hsu HC, Yang CS.
Analysis of integrated hepatitis B virus DNA and flanking
cellular sequences in a childhood hepatocellular carcinoma. J
Med Virol  1994;42:287-293

27 Lauer U, Weiss L, Lipp M, Hofschneider PH, Kekule AS. The
hepatitis B virus preS2/St transactivator utilizes AP-1 and
other transcription factors for transactivation. Hepatology

1994;19:23-31
28 刘妍, 成军. HBV截短的表面抗原蛋白MHBst的反式激活作用.
国外医学病毒学分册  2000;7:190-193

29 董菁, 成军, 王勤环, 王刚, 施双双, 夏小兵, 斯崇文. 外周血中乙
型肝炎病毒截短型囊膜中蛋白基因的克隆化与分析. 中华肝脏病
杂志  2001;9:163-165

30 刘妍, 董菁, 成军, 夏小兵, 李克, 王琳, 施双双, 段惠娟, 杨继珍.
乙肝病毒X基因在真核细胞中的表达及反式激活SV40病毒早期
启动子的研究. 解放军医学杂志  2001;26:404-406

31 刘妍, 董菁, 皇甫竞坤, 成军, 王刚, 王琳, 李莉. 乙型肝炎病毒X
基因异质性及对其反式激活功能的影响. 解放军医学杂志  2002;
27:125-127

32 刘妍, 董菁, 皇甫竞坤, 成军, 韩萍, 牟劲松, 李克, 钟彦伟. 乙型肝
炎病毒核心启动子区基因异质性及对其转录活性的影响. 解放军
医学杂志  2002;27:128-130

33 刘妍, 成军, 陆荫英, 李克. 乙型肝炎病毒蛋白反式激活基因的研
究. 世界华人消化杂志  2002;10:217-219

34 刘妍, 成军, 王刚, 李克, 段惠娟, 王琳, 李莉, 张玲霞, 陈菊梅.
HCV 核心蛋白与截短型HBV表面抗原中蛋白协同反式激活功
能的研究. 中华肝脏病杂志  2002;10:354-357

35 刘妍, 成军, 张跃新, 段惠娟, 牟劲松, 韩萍, 李莉, 张玲霞, 陈菊梅.
截短型HBsAg 中蛋白反式激活基因的克隆. 中华传染病杂志
2002;20:218-221

36 刘妍, 成军, 董菁, 夏小兵, 李克, 杨继珍. 截短型乙肝病毒表面抗
原中蛋白反式激活作用的初步研究. 肝脏  2001;6:8-10

37 Hildt E, Urban S, Lauer U, Hofschneider PH, Kekule AS. ER-
localizat ion and functional expression of the HBV
transactivator MHBst. Oncogene  1993;8:3359-3367

38 Natoli G, Avantaggiati ML, Balsano C, De Marzio E,
Collepardo D, Elfassi E, Levrero M. Characterization of the
hepatitis B virus preS/S region encoded transcriptional
transactivator. Virology  1992;187:663-670

39 Natoli G, Balsano C, Avantaggiati ML, De Marzio E, Artini
M, Collepardo D, Elfassi E, Levrero M. Truncated pre-S/S
proteins transactivate multiple target sequences. Arch Virol
Suppl 1992;4:65-69

40 Yamamoto S, Nakatake H, Kawamoto S, Takimoto M, Koshy
R, Matsubara K. Transactivation of cellular promoters by an
integrated hepatitis B virus DNA. Biochem Biophys Res Commun
1993;192:111-118

41 Nakatake H, Yamamoto S, Matsubara K. Trans-activating
function of integrated hepatitis B virus. Nippon Rinsho  1993;
51:357-363

42 Kwee L, Lucito R, Aufiero B, Schneider RJ. Alternate transla-
tion initiation on hepatitis B virus X mRNA produces mul-
tiple polypeptides that differentially transactivate class II and
III promoters. J Virol  1992;66:4382-4389

43 Takada S, Koike K. Trans-activation function of a 3’ trun-
cated X gene-cell fusion product from integrated hepatitis B
virus DNA in chronic hepatitis tissues. Proc Natl Acad Sci USA
1990;87:5628-5632

44 Kekule AS, Lauer U, Meyer M, Caselmann WH, Hofschneider
PH, Koshy R. The preS2/S region of integrated hepatitis B
virus DNA encodes a transcriptional transactivator. Nature
1990;343:457-461

1106                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 8月 15日  第 11卷  第 8期



World Chin J Digestol  2003 August;11(8):1107-1113
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

• 病毒性肝炎 VIRAL HEPATITIS •

乙型肝炎病毒X蛋白激活基因1的克隆化与序列分析

刘   妍, 成   军, 王   琳, 王建军, 陆荫英, 李   克

刘妍, 成军, 王琳, 王建军, 陆荫英, 李克, 中国人民解放军第302医院传
染病研究所基因治疗研究中心 全军病毒性肝炎防治研究重点实验室
北京市  100039
刘妍, 女, 1973-01-15生, 辽宁省海城市人, 满族, 1995年北京医科大学毕
业, 军事医学科学院免疫学专业2002级硕士学位研究生, 助理研究员. 主要
从事肝炎病毒的分子生物学与病毒性肝炎的发病机制的研究.
国家自然科学基金攻关项目, No.C03011402, No. C30070689, 军队
九 五 科技攻关项目, No. 98D063 军队回国留学人员启动基金项
目, No.98H038 军队 十 五 科技攻关青年基金项目, No. 01Q138,
军队 十 五 科技攻关面上项目, No. 01MB135
项目负责人:成军, 100039, 北京市西四环中路100号, 中国人民解放军第
302医院传染病研究所基因治疗研究中心 全军病毒性肝炎防治研究重点实
验室. cj@genetherapy.com.cn
电话: 010-66933391    传真: 010-63801283
收稿日期: 2003-03-08    接受日期: 2003-04-16

Cloning and identification of human
gene 1 transactivated by hepatitis B
virus X antigen

Yan Liu, Jun Cheng, Lin Wang, Jian-Jun Wang, Yin-Ying Lu,

Ke Li

Yan Liu, Jun Cheng, Lin Wang, Jian-Jun Wang, Yin-Ying Lu, Ke Li,
Gene Therapy Research Center, Institute of Infectious Diseases, The
302 Hospital of PLA, Beijing 100039, China
Supported by Grants from National Natural Science Foundation No.
C03011402, No.C30070689, and Returned Scholarship of General Lo-
gistics Department of PLA.
Correspondence to: Dr. Jun Cheng, Gene Therapy Research Center,
Institute of Infectious Diseases, 302 Hospital of PLA, 100 Xisihuanzhong
Road, Beijing 100039, China.  cj@genetherapy.com.cn
Received: 2003-03-08    Accepted: 2003-04-16

Abstract
AIM: To study the transactivation effects of HBxAg, and
clone the target genes of HBxAg transactivating effects, in
order to help understand the mechanism of pathogenesis
of HBxAg.

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR) was employed
to amplify the coding sequence of HBxAg. The hepatoblastoma
cell HepG2 was transfected by pcDNA3.1(-) and pcDNA3.1
(-)-X, respectively. Total mRNA was purified from the HepG2
cells transfected and suppression subtractive hybridization
(SSH) method was used to analyze the differentially expressed
DNA sequence between the two groups. The sequences
were searched for homologous DNA sequence from GenBank.
The new DNA sequence was confirmed and the full-length
coding sequence was identified according to the Kozak rule
and the existence of polyadenyl signal sequences. Reverse
transcription PCR (RT-PCR)was used to amplify the new
gene by using mRNA from HepG2 cell as the template. The
coding sequence for the new gene was deduced according
to the nucleotide sequence.

RESULTS: PCR technique was employed to amplify the coding
sequence for HBxAg by using pCP10 plasmid containing

whole HBV genome as the template. The recombinant plasmid
expressing HBxAg was confirmed by restriction enzyme
digestion and sequencing. HepG2 cells were transfected
with pcDNA3.1(-) and pcDNA3.1(-)-X by lipofectamine,
respectively. Total mRNA was purified from transfected
HepG2 cell, and suppression subtractive hybridization
method was used for the screening and identification of
differentially expressed genes by these two cell groups.
After sequencing, each DNA sequence was compared with
the genes deposited in the GenBank and the new gene
with no homology with known genes in this database was
identified. Electric polymerase chain reaction was conducted
for the cloning of the full-length DNA of the new gene and
in conjunction with Kozak rule and the existence of
polyadenyl signal sequence. RT-PCR technique was used
to amplify the new gene, named as XTP1, from the mRNA of
HepG2 cells. The sequence for the XTP1 gene was deposited
into GenBank, and the accession number is AF488828.

CONCLUSION: A new gene named XTP1 which is transac-
tivated by hepatitis B virus X protein has been successfully
cloned by molecular biological methods. These results pave
the way for the study of the molecular mechanism of HBxAg
transactivating effects and the development of new therapy
for chronic hepatitis B.

Liu Y, Cheng J, Wang L, Wang JJ, Lu YY, Li K. Cloning and identification
of human gene 1 transactivated by hepatitis B virus X antigen.Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1107-1113

摘要

目的: 利用分子生物学技术 研究乙型肝炎病毒(HBV)X蛋

白(HBxAg)的反式激活作用 克隆HBxAg反式激活作用

的靶基因 为进一步探索HBxAg的反式激活作用 以及

反式激活作用的靶基因 阐明HBV感染引起慢性肝炎 肝

细胞癌(HCC)发生发展的分子生物学机制 为探索新型预

防和治疗技术 寻求新型途径奠定理论基础.

方法: 利用聚合酶链反应(PCR)技术 扩增HBxAg的编码

基因 构建表达载体pcDNA3.1(-)-X 转染肝母细胞瘤

细胞系HepG2 与转染空白载体的HepG2细胞对照组分

别提取总mRNA 并进行抑制性消减杂交(SSH)分析. 对于

获得的差异表达基因片段序列的同源性基因进行搜索 确

认为与已知的功能基因无同源性之后 利用表达序列标签

(EST)序列的搜索和比对 进行电子拼接 完成新基因序

列的确定. 然后自HepG2细胞提取总mRNA 应用生物

信息学技术确定的新基因的序列设计特异性引物 进行逆

转录多聚酶链反应(RT-PCR)技术的扩增 获得阳性克隆

之后 进行鉴定并对克隆的基因及其编码产物的序列进行

分析.
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结果: PCR技术扩增获得的HBxAg基因序列 经过限制性

酶切鉴定和序列测定证实无误.  转染HepG2细胞并提取足

量的mRNA 利用SSH技术进行分析 获得的基因片段

序列分析结果表明 其中之一为新型基因片段序列 与

GenBank中注册的已知功能基因序列没有同源性. 通过对

EST数据库中注册的基因片段序列同源性的搜索和比对

电子拼接成功 根据基因起始密码子的Kozak规则和终止

密码子下游保守的多聚腺苷酸信号序列 确定新型基因序

列. 从HepG2 细胞提取总mRNA 以RT-PCR技术 扩

增获得该新基因的全基因序列 并测序证实 命名为

XTP1 在GenBank 中注册 注册号为AF488828.

结论: 利用分子生物学技术与生物信息学技术相结合 发

现并鉴定 克隆了HBxAg的反式激活作用的新基因XTP1

并为进一步研究HBxAg的反式激活作用的分子生物学机制

和探索新型治疗技术奠定了基础.

刘妍, 成军, 王琳, 王建军, 陆荫英, 李克. 乙型肝炎病毒X蛋白激活基因1的
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)的X基因编码产物(HBxAg)是一种

具有反式激活作用的病毒蛋白. 各种血清型和基因型的

HBV编码的HBxAg大小不等 但一般由145-154个氨

基酸残基(aa)组成 HBxAg 蛋白的氨基末端相对保

守 但羧基末端相对高变[1-15].  近年来研究的资料表

明 HBV X基因可以发生插入 缺失 碱基颠换 终

止密码子的提前出现以及准种(quasispecies)等特点

在发现HBxAg 的初期阶段 并不清楚其生物学功能.

目前认为其主要的生物学功能就是作为HBV基因组表

达的反式调节蛋白 在HBV基因组的复制和表达过程

中具有十分重要的作用[16-20]. HBxAg的反式激活功能不

仅仅限于HBV基因组中不同的调节基因序列 而且对

于其他一系列不同病毒的基因启动子的活性 肝细胞

等宿主细胞某些重要基因的表达调节也产生影响.

HBxAg对于肝细胞等的基因表达谱的影响在HBV感染

的致病机制过程中具有十分重要的地位和作用. 这一作

用机制是HBV感染相关性肝细胞癌(HCC)发生发展的

重要分子生物学机制. 近年来在细胞凋亡(apoptosis)和细

胞周期的分子生物学调控方面的研究进展积累了丰富

的资料[21-24]. 相信HBxAg对于HBV感染肝细胞的细胞凋

亡和细胞周期的调控是HBV感染引起HCC的重要的分

子生物学基础.

        关于HBxAg反式激活的靶基因的研究已经积累了

丰富的资料 使我们对于HBxAg的反式激活作用及其

部分机制有了清楚的了解[25-27]. 但是 关于HBxAg的反

式激活作用的分子生物学机制研究仍然有许多方面知

之甚少 需要利用现代的分子生物学技术进行新的开

拓. 我们利用抑制性消减杂交技术(suppression subtractive

hybridization SSH) 对于表达HBxAg载体转染的HepG2

细胞进行研究 阐明了部分HBxAg的反式激活作用的靶

基因 同时我们结合生物信息学技术(bioinformatics)克隆

了HBxAg蛋白反式激活作用的新的靶基因 即乙型肝

炎病毒X蛋白激活基因1(XTP1) 从而为HBxAg反式

激活作用的研究提供能了新的研究方向.

1   材料和方法

1.1 材料  DNA回收纯化试剂购于Bio 101 公司 克隆

载体pCR2.1及细胞转染试剂lipofectamine购于Invitrogen

公司 T4 DNA连接酶 限制性内切酶购自Takara 公

司 质粒提取试剂及β-gal检测试剂购自Promega公司.
抑制性消减杂交试剂盒及相关试剂购自Clontech公司.

1.2 方法

1.2.1 目的基因的扩增与纯化  以质粒pCP10中所含的HBV

ayw亚型的DNA序列为模板 用PCR方法扩增HBxAg

基因片段. 采用冷启动方式进行PCR 参数为94 预

变性1 min 94  50 s 55  50 s 72  40 s 共

30个循环; 72 延伸10 min. PCR产物经10 g/L琼脂糖

凝胶电泳 切胶 回收纯化500 bp DNA条带.

1.2.2 真核表达载体的构建 纯化和DNA测序  以 T-A

克隆法 将目的基因片段插入载体pCR2.1  XhoI单酶

切 电泳鉴定插入基因片段的方向性. 将获得的质粒

pCR2.1-X和真核表达载体pcDNA3.1(-)分别用Hind

和 Apa 双酶切 用T4 DNA 连接酶进行定向连接

产物转化DH5 细菌 筛选抗氨苄青霉素阳性菌落; 提

取质粒 酶切及PCR鉴定含有HBxAg基因的阳性克隆

命名为pcDNA3.1(-)-X. DNA测序由Takara公司完成.

1.2.3 HBxAg蛋白在COS-7细胞中的瞬时表达  试剂盒

方法提取质粒以备转染 以标准方案培养COS-7细胞.

具体转染方法参照说明书进行. 转染48 h后 收集细胞

以ELISA方法检测细胞中HBxAg蛋白的瞬时表达.

1.2.4 pcDNA3.1(-)-X与pSV-lacZ共转染COS-7细胞

用0.1-1.2  µg不同梯度pSV-lacZ质粒转染COS-7 检
测 β-gal 的表达 选择合适的报告质粒用量. 再用一定
量的pSV-lacZ 和 pcDNA3.1(-)-X 不同比例的脂质体

共转染COS-7 检测 β-gal 的表达 选择最佳脂质体
用量. β-gal 的检测采用Promega试剂盒方法. 以选择的
最佳量脂质体 报告质粒pSV-lac Z 和 pcDNA3.1(-)

pcDNA3.1(-)-X(本室构建) pcDNA3.1(-)-X 共转染

COS-7 检测 β-gal 的表达 观察不同质粒对pSV-lacZ
SV40启动子功能的影响[28,29].

1.2.5 抑制性消减杂交筛选流程  见文献[30]. 简言之

以空白载体pcDNA3.1(-)和表达HBxAg的pcDNA3.1(-)-X

分别转染HepG2细胞 提取mRNA 进行逆转录 经

过SSH的2轮杂交和2轮扩增 获得差异表达的基因片

段. 对于PCR扩增的差异表达基因片段进行TA克隆化

对于阳性集落进行序列分析 对于每一条基因片段的

序列提交GenBank进行同源基因序列的搜索 确认所
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得基因片段的独特性 然后依据表达序列标签(EST)数

据库中的同源基因片段进行电子拼接 根据Kozak 规

则和终止密码子下游的多聚腺苷酸信号序列 确定完

整的编码基因序列.

1.2.6 新基因的PCR扩增与序列分析  根据电子拼接序

列的新基因序列 设计新基因的序列特异性的引物 利

用从HepG2细胞来源的mRNA 经过RT-PCR技术的

扩增与克隆技术 获得阳性克隆并进行序列分析.

2   结果

2.1重组质粒的酶切鉴定  的HBxAg基因约500 bp. 构建

的中间载体pCR2.1-X 用EcoRI 单酶切 电泳图谱为

两条带: 500 bp(HBxAg基因片段) 3 900 bp (pCR2.1空

载体) 而以Hind 和Apa 双酶切所得基因片段定向

插入pcDNA3.1(-)载体后 酶切和DNA测序证实读码框

架正确 保证了其表达产物的正确性.

2.2 HBxAg蛋白在COS-7的瞬时表达  ELISA方法检测

转染pcDNA3.1(-)-X的COS-7细胞裂解液的HBxAg蛋

白 结果为阳性.

2.3 pcDNA3.1(-)-X编码的HBxAg反式激活作用  以

1.2 µg 3种质粒与0.3 µg报告质粒pSV-lac Z共转染COS-7
细胞(2者以4 1的比例效果最佳) 脂质体用量6  µL.
pcDNA3.1(-)-X实验组酶的表达是空质粒的4.5倍 可

见pcDNA3.1(-)-X明显促进 β-gal的表达 而pcDNA3.1
(-)则无作用 说明HBxAg对 SV40启动子有反式激活

作用 增强pSV-lac Z 基因的 β-gal 的表达.
2.4 抑制性消减杂交技术筛选  经过对于转染细胞的差

异表达基因序列的比较分析 发现一段基因序列与

GenBank中注册的已知功能基因序列没有同源.

2.5 新基因序列的部分特点  新基因序列命名为XTP1

在GenBank中的注册号AF488828 基因序列的长度为

1 143 bp 其中A为343 C为223 G为252 T为325

GC含量为42 %. XTP1基因序列及其编码产物如图1所示.

ATG AAT TCT GAG ATG TGG TAC AAG CGT CAC

M    N    S    E    M    W    Y    K    R    H

AGT ATT GCA ATT GGA GAG GTG CCA GCT TGC

S     I    A    I    G     E    V    P    A    C

CGT CTT GTC CAC CGC AGA CAG CTG ACA GAG

R    L    V    H    R    R    Q    L    T    E

GCC AAT GTA GAA GAG ATA TGG AAG TCT ATG

A    N    V    E    E    I    W    K    S    M

ACA TTA TCA TAC TTA CAG AAA ATT CTT GGC

T    L    S    Y    L    Q    K    I    L    G

CTG GAT TCC TTA GAA GAA GTT TTA GAC GTC

L    D    S    L    E    E    V    L    D    V

AAA CTT GTC AAT TCG AAG TTC ATC ATC CAT

K    L    V    N    S    K    F    I    I    H

AAT GTA TAT AGT GTT AGC AAG CAG GGA GTT

N    V    Y    S    V    S    K    Q    G    V

GTT ATT CTT GAT GAC AAG TCA AAA GAA CTT

V    I    L    D    D    K    S    K    E    L

CCT CAT TGG GTG CTG TCA GCT ATG AAG TGT

P    H    W    V    L    S    A    M    K    C

TTG GCA AAT TGG CCC AAC TGT TCT GAT TTG

L    A    N    W    P    N    C    S    D    L

AAG CAG CCT ATG TAC TTG GGA TTT GAA AAA

K    Q    P    M    Y    L    G    F    E    K

GAT GTC TTT AAA ACC ATA GCT GAT TAC TAT

D    V    F    K    T    I    A    D    Y    Y

GGT CAC TTG AAA GAG CCT CTA CTT ACA TTT

G    H    L    K    E    P    L    L    T    F

CAT CTT TTT GAT GCT TTT GTC AGT GTA CTG

H    L    F    D    A    F    V    S    V    L

GGT TTG TTA CAG AAG GAG AAA GTG GCA GTT

G    L    L    Q    K    E    K    V    A    V

GAA GCA TTT CAG ATT TGC TGC CTT CTC CTA

E    A    F    Q    I    C    C    L    L    L

CCT CCT GAA AAT AGG AGA AAG TTA CAG CTA

P    P    E    N    R    R    K    L    Q    L

TTG ATG AGG ATG ATG GCA AGG ATT TGC TTA

L    M    R    M    M    A    R    I    C    L

AAC AAA GAG ATG CCA CCC CTG TGT GAT GGC

N    K    E    M    P    P    L    C    D    G

TTT GGT ACC CGA ACA CTG ATG GTT CAG ACA

F    G    T    R    T    L    M    V    Q    T

TTT TCC CGT TGC ATC TTG TGT TCC AAG GAT

F    S    R    C    I    L    C    S    K    D

GAA GTG GAC TTG GAT GAG TTA TTA GCT GCT

E    V    D    L    D    E    L    L    A    A

AGA TTG GTA ACG TTT CTG ATG GAC AAT TAC

R    L    V    T    F    L    M    D    N    Y

CAG GAA ATT CTG AAA GTC CCT TTG GCC TTG

Q    E    I    L    K    V    P    L    A    L

CAG ACC TCT ATA GAG GAG CGT GTG GCT CAT

Q    T    S    I    E    E    R    V    A    H

CTA CGA AGA GTC CAG ATA AAA TAC CCA GGA

L    R    R    V    Q    I    K    Y    P    G

GCT GAT ATG GAT ATC ACT TTA TCT GCT CCA

A    D    M    D    I    T    L    S    A    P

TCA TTT TGC CGT CAA ATT AGT CCA GAG GAA

S    F    C    R    Q    I    S    P    E    E

TTT GAA TAT CAA AGA TCA TAT GGC TCT CAG

F    E    Y    Q    R    S    Y    G    S    Q

GAA CCT CTG GCA GCC TTG TTG GAG GAA GTC

E    P    L    A    A    L    L    E    E    V

ATA ACA GAT GCC AAA CTC TCC AAC AAA GAG

I    T    D    A    K    L    S    N    K    E

AAA AAG AAG AAA CTG AAG CAG TTT CAG AAA

K    K    K    K    L    K    Q    F    Q    K

TCC TAT CCT GAA GTC TAT CAA GAA CGA TTT

S    Y    P    E    V    Y    Q    E    R    F

CCT ACA CCA GAA AGT GCA GCA CTT CTG TTT

P    T    P    E    S    A    A    L    L    F

CCT GAA AAA CCC AAA CCG AAA CCA CAG CTG

P    E    K    P    K    P    K    P    Q    L

CTA ATG TGG GCA CTA AAG AAG CCT TTC CAA

L    M    W    A    L    K    K    P    F    Q

CCA TTT CAA AGA ACT AGA AGT TTT CGA ATG

P    F    Q    R    T    R    S    F    R    M

TAA

   *

图1  XTP1基因序列及其编码产物序列.



3   讨论

关于反式激活作用蛋白的靶基因及其作用的分子生物

学机制研究 近年来建立了一系列的技术和方法 例如

反式激活蛋白表达载体的构建 细胞转染技术 结合基

因表达谱的比较分析技术 如消减杂交技术(subtractive

hybridization) 任意引物差异显示逆转录多聚酶链反应

(AP-DD-RT-PCR arbitrary primer differential display

reverse transcription polymerase chain reaction) DNA

芯片(DNA chip) 代表性差异显示分析技术(RDA

representative differential assay)以及抑制性消减杂交技

术(SSH)等. 这些技术各有优缺点. 基因芯片技术的发展

使高通量筛选的效率显著提高 但是目前由于技术方

面的原因 选择的目的基因类型还只是人类基因组中

所表达的基因的一小部分 而且大部分基因只是功能

已知的基因 因此尽管基因芯片技术的应用具有广泛

的发展前景 但目前至少是选择的目的基因片段偏少

不利于克隆未知功能基因的研究. 经过多次改进的SSH

技术也具有其他技术所不能比拟的优势 经过2次均等

化和2次杂交的SSH技术 假阳性率得到了显著抑制

并适合丰度较低基因的克隆化 由于对于研究对象没

有先决条件 因此可能会筛选得到未知功能的新基因.

这是SSH技术的突出的优点所在[31-39]. 我们应用SSH技

术对于反式激活作用蛋白的激活的靶基因进行克隆研

究 获得了成功. 不仅筛选到HBxAg反式激活作用的已

知功能的基因 同时还筛选到了HBxAg蛋白反式激活

作用的新型靶基因XTP1 从而为HBxAg的反式激活作

用的分子生物学机制研究开辟了新的道路.

         近年来肝炎病毒编码产物的反式激活作用得到了空

前的重视. HBV基因组编码的X蛋白和羧基末端截短的

表面抗原中蛋白(MHBst) 以及丙型肝炎病毒(HCV)基因

编码的核心蛋白 非结构蛋白3(NS3) 非结构蛋白5A

(NS5A)等都已经得到证实具有反式激活作用. 但是这些

蛋白的反式激活作用的特点和机制有所差别. Tu et al [40]

首次发现X蛋白的反式激活功能 由Vero细胞表达的

X蛋白能够增强人干扰素β(IFN β)调控序列控制下的氯
霉素乙酰转移酶(CAT)表达. 后来的研究发现X蛋白主要

作用于多种基因的增强子和启动子元件 包括HBV的

增强子和C基因的启动子 SV40早期增强子/启动子

多种病毒的长末端重复序列(LTR) 人 IFN β基因调控
序列 对 c-myc 人白细胞抗原(HLA)-DR 主要组

织相容性复合体(MHC)-I 及白介素8(IL-8)等都有反式

激活作用.

       对于乙型肝炎病毒的X蛋白功能域的分析阐明了

HBxAg结构与功能之间的关系. 研究认为至少有一个位

于103-117 aa的功能域对其作用非常重要. N末端和C

末端对其反式激活都不重要 认为转录活性区位于32-

148 aa内 105-148 aa区富含负电荷 是其他反式激

活因子的典型激活功能域所具有的特征; 32-66 aa区可

能为结合功能域. Takada et al认为C末端134-139 aa

(LGGCRHK)较保守 缺失后X的反式转录活性几乎完

全丧失. 成军 et al [26]认为有3个关键功能域: 第46-52 aa

(尤其是Pro-46 His-49 His-52) 第61-69 aa(尤其是

Cys-61 Gly-67 Pro-68 Cys-69) 第 132-139 aa

(尤其是Phe-132 Cys-137 His-139) 这 3段序列在

不同的嗜肝病毒中高度保守 第1段序列形成组氨酸/天

冬氨酸功能样特征 第2与第3段序列与Kunitz样丝氨酸

蛋白酶抑制剂的Kunitz功能区高度同源. N末端的5-27 aa

或C末端143-154 aa缺失 对X蛋白活性没有影响. 但

也有相互矛盾的结果 可能是X蛋白在不同细胞通过不

同因子或途径起作用而导致所需的功能域不同所致[41-44].

        X基因编码蛋白反式激活作用的特点: (1)X蛋白是非

特异性的反式激活因子 其作用具有广谱性. 来源于许

多细胞的X蛋白都具有反式激活作用 如人正常细胞

或癌细胞 肝源性或非肝源性细胞 以及其他哺乳动物

细胞 甚至昆虫或大肠杆菌等. 其激活的靶基因也有多

种. (2)X蛋白是对自己或异源基因的增强子或启动子作

用 促进转录起始作用. (3)在同一细胞X蛋白对顺式元

件似乎有相当的特异性 当顺式元件不同时 其反式激

活作用相差悬殊. 而且X蛋白的作用具有时间依赖性. (4)

X蛋白的作用显示出细胞依赖性 仅有很少启动子在任

何     细胞中都能被反式激活[45-47].

        乙型肝炎病毒对于肝细胞的作用机制包括对于Ras-

Raf-MAPK信号转导途径的影响. Ras是目前所知最保守

的一族膜相关的G结合类癌基因 对细胞生长 增生

发育 分化及癌细胞产生起重要作用. 编码产物Ras是一

大族小的单聚体GTP/GDP结合蛋白 因为Mr 21 000 Da

因而也称之为p21. 结合GTP为活性状态 结合GDP为

非活性状态.研究表明[48-50] 培养细胞中HBxAg的表达

可刺激Ras-GTP复合物的形成 提示HBxAg与Ras信

号途径存在一定的关系. 现在普遍认为 HBxAg反式激

活通过2种模式起作用 第1种模式 认为HBxAg通

过与DNA结合蛋白的结合激活大量转录因子和(或)激活

转录的基本元件. 随着对HBxAg研究的深入 另1种模

式被越来越多的学者重视 即认为HBxAg的反式激活

是通过刺激细胞内信号转导途径而起作用. 在此模式里

HBxAg可以激活大量的转录元件 包括AP-1(activitor

protein 1, c-Jun/c-Fos) AP-2 AP-3 CRE(cyclic adenosine

monophosphate response element) SRE(serum response

element) NF-κB(nuclear factor κB) Oct-1 等. 其中
研究比较多的是HBxAg对AP-1和NF-κB的激活[51,52].
        研究发现 在转染细胞中HBxAg表达可以诱导Ras-

GTP复合物的形成以及有丝分裂原蛋白激酶(MAPK)的

活化 从而通过Ras-MAPK 途径激活转录因子. 这一激

活可因转染细胞Ras和Raf的显性负突变(dominant nega-

tive mutant)而阻断 而与蛋白激酶C(PKC)抑制剂的存在

无关. 进一步研究发现 由HBxAg刺激合成的Ras-GTP

复合物可通过激活Raf 转换其上游活化信号 促使其

下游元件发生磷酸化. Raf一旦被活化 就作为MAPKKK
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(MEKK)将MAPKK(MEK)磷酸化而激活 MEK活化后

进而使MAPK磷酸化而活化 活化的MAPK可以使包

括AP-1 AP-2和NF-κB在内的多种转录因子活化
促进转录的发生. 通过HBxAg刺激Ras活化机制的研究

发现HBxAg激活Ras途径是通过HBxAg作为Src家族

的酪氨酸激酶的胞质内激活剂 而诱导Ras上游的激活

蛋白Shc Grb2 SOS的联系 同时在不改变Ras特殊

的GTP酶激活蛋白活性的情况下 使GTP和Ras结合

但HBxAg本身并不参与复合物的形成. 例如v-Src介导

强烈的Shc酪氨酸磷酸化 引起与Grb2的联系及Ras信

号途径的激活. 同样的c-Src可诱导Shc酪氨酸磷酸化

进而导致Shc与Grb2结合 最终激活Ras. HBxAg在不

含血清的NIH 3T3细胞能强烈刺激Src家族激酶 从而

激活整个Ras途径. 最近的研究表明 HBxAg还可直接

通过激活Src酪氨酸激酶启动一个高水平的病毒复制

其机制是HBxAg在细胞中通过Src介导的途径刺激病毒

前基因组mRNA逆转录为cDNA所致[53].

        研究报道HBxAg能促进NF-κB依赖的转录活性
NF-κB为 P50/P65 或 P52/P65 组成的二聚体 在生理
条件下 胞质中存在许多NF-κB 抑制因子 包括 Iκ
B IκBβ BCL-3  NF-κB1 蛋白前体(P105)等.
HBxAg可促进IκB降解以及RelA从NF-κB 1蛋白前体
中释放出来 从而使NF-κB的活性得以发挥. 并且抑
制Ras活性可阻止对NF-κB 激活. 同时发现HBx并不与
NF-κB直接发生作用 说明HBx 对 NF-κB 的激活可
能是通过Ras 途径完成的. 但也有与此相矛盾的报道

认为HBxAg 与其他 NF- B 诱导剂肿瘤坏死因子

(TNF) 白介素-1(IL-1)等作用机制不同 其刺激NF-κB
抑制剂 IκB 降解并不依赖Ras Raf-1 PKC 的活化
推测可能与其他机制有关[54-56].

         HBxAg可通过活化MAPK方式诱导AP-1 控制AP-1

活化的MAPK方式有两种 一种是细胞外信号调节激酶

(ERKs) 为依赖Ras的一种c-Fos的重要激活剂. 另一种

MAPK是 c-Jun N末端蛋白激酶(JNKs) 功能是使c-Jun

N末端磷酸化. 较早的资料表明 Ras激活ERKs是通过

Raf途径完成的 而JNKs的活化是由MEKK-1控制的

由Ras -MEKK-1途径可介导中等水平的 JNKs 活化

JNKs活化以及c-Jun N末端磷酸化被认为在c-Jun合成

过程形成一个正性自动调控圈. 因此认为HBx诱导AP-1

可能通过两个途径完成 一是通过依赖Ras的ERKs刺

激 c-Fos的合成 另一条途径是活化JNKs使 c-Jun N

末端磷酸化进而诱导 c-Jun的大量合成. c-Fos和 c-Jun

是构成AP-1的两个亚单位 他们的大量合成是AP-1

活化的基础. AP-1直接结合特异序列的AP-1启动子上

游反应元件 使转录水平上调 完成信号转导[56-58].

         HBxAg激活Ras信号转导途径还被认为与HBxAg激

活RNA聚合酶 转录tRNA有关.研究发现HBxAg可刺

激细胞内TATA 结合蛋白(TBP)增高[59]. 另外 相关的

研究资料也提出 表达HBxAg基因的细胞TBP mRNA

的水平可稳定增高 该研究还证明 HBxAg通过Ras/

Raf-1信号途径的激活可刺激TBP启动子的转录. TBP

是转录因子IIIB(TFIIIB)复合物的亚单位 为细胞基因

转录所需的转录因子 可控制RNA聚合酶 III 的转录

即TBP增高可使RNA聚合酶 III活性增强. 通过分析依

赖RNA聚合酶基因启动子和Copia启动子的表达以及

TBP水平的检测 表明HBxAg介导依赖RNA聚合酶III

的反式激活及其增加细胞内TBP水平的能力有赖于Ras

的活化. 进一步研究表明 通过HBxAg介导的Ras刺激

依赖RNA聚合酶III的基因可发生于各类细胞而不受细

胞类型的限制. RNA聚合酶III主要负责tRNA 和5S RNA

的转录 被认为是维持细胞旺盛生长的必需因子 例如

猴病毒促进细胞转化的基本特征之一是tRNA的合成显

著上升 因此认为 HBxAg促进RNA聚合酶III转录活

性可能与其致癌有一定关系. HBxAg也可反式激活依赖

RNA聚合酶I的启动子 该启动子负责28 S 18 S 5.8

S rRNA的转录合成 而HBxAg诱导RNA聚合酶I基因

的活性也是由Ras的激活所介导[60-63].

        HBxAg可通过Ras途径刺激细胞周期的进程 使细

胞从G0期进入S期至少缩短12 h. 增强细胞通过G0/G 1

和G 2/ M检查点(checkpoint)控制 从而促进细胞的增

生[64].

       此外 HBxAg蛋白具有的另外的一些特性也许有

助于人们对其作用机制的进一步了解. HBxAg蛋白能进

入细胞转录因子CREB和ATF-2的蛋白-蛋白复合物

中 扩展这些调节蛋白的DNA结合特异性 这也可能

是HBxAg蛋白参与转录调节的一种机制.在大肠杆菌中

表达的HBxAg蛋白对人免疫缺陷病毒-1(HIV-1)的LTR

所引导的转录有反式激活作用 并发现此蛋白具有内

源性丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶的活性.研究发现HBxAg

蛋白与V-abl及小鼠c-abl基因座编码的p18蛋白同源

而此蛋白具有酪氨酸激酶活性 从而提出了HBxAg蛋

白通过共价修饰细胞因子或酶而引起激活的机制. 对

HBxAg蛋白的分析还发现他具有Kunitz 型的丝氨酸蛋

白酶抑制子的Kunitz功能域顺序. 此顺序的突变导致反

式激活作用的完全丧失 因此HBxAg蛋白与这种抑制

物或其同类物相似 可与丝氨酸蛋白酶自然的抑制子

竞争 结合肝细胞来源的特异的丝氨酸蛋白酶 从而

扰乱细胞内转录因子的蛋白水解途径 而执行其反式

激活作用. 由此可见HBxAg蛋白激活途径的多样性[65-70].

        需要强调的是 目前对HBxAg反式激活的研究结

果也存在不一致性 甚至有矛盾的结果. 因为研究大多

数采用瞬时表达系统 将含有X基因的表达载体与报告

基因载体用共转染实验. 分析其原因可能包括: (1)体外细

胞培养研究单个病毒蛋白的孤立的效应可能与体内整

体细胞蛋白的效应不同 因为体内多种病毒蛋白可能

具有协同或拮抗作用; (2)转染细胞中蛋白表达水平也会

影响观察到的效应 体外试验中目的蛋白都是过表

达 而病毒蛋白 尤其是HBxAg 蛋白在患者体内水
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平通常很低; (3)不同的细胞类型将有不同的应答; (4)细

胞培养环境不可能完全真实地反映活体内环境; (5)应用

报告基因瞬时转染观察的效应不可能完全模拟病毒蛋

白对内源性细胞基因的作用[71-75].
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Abstract
AIM: The Pre-S2 region of hepatitis B virus (HBV) has
been reported to have complex biological functions. It has
human polymerized albumin receptor (PAR) activity, which
correlates with viral replication, and it can induce neutral-
ization antibody. As an important part of truncated middle
surface proteins (MHBs), the Pre-S2 domain binds PKC
alpha/beta and triggers a PKC-dependent activation of the
c-Raf-1/MAP2-kinase signal transduction cascade, resulting
in activation of transcription factors such as AP-1 and NF-kB.
To investigate the biological function of hepatitis B virus
(HBV) Pre-S2 protein, we used yeast two-hybrid technique
to screen proteins interacting with HBV Pre-S2 antigen in
hepatocytes.

METHODS: The HBV Pre-S2 gene was amplified by polymerase
chain reaction (PCR) and cloned into yeast expression vector
Pgbkt7 to construct HBV Pre-S2 bait plasmid. The bait plasmid
was transformed into yeast AH109 and mated with yeast
Y187 containing liver cDNA library plasmid in 2×YPDA
medium. Diploid yeast was plated on synthetic dropout
nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade) and synthetic dropout

nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade) containing X-α-
gal for selection and screening. After being extracted and
sequenced, genes were analyzed by bioinformatics. The
complete sequence of new gene S2-29 was amplified from
the mRNA of HepG2 cell by reverse transcription poly-
merase chain reaction (RT-PCR) and cloned into pGADT7,
then translated by using reticulocyte lysate and analysed
by immunoprecipitation technique in vitro.

RESULTS: Twenty-six colonies were obtained, among them
two colonies were new genes with unknown function and
no homeobox genes were found in Genbank by blast. The
complete sequence of new gene S2-29 could be amplified
from the mRNA of HepG2 cell and the interaction between
HBV Pre-S2 antigen and S2-29 was further confirmed by
coimmunoprecipitation technique.

CONCLUSION: Genes of HBV Pre-S2 interacting proteins
were successfully screened. A novel gene S2-29 was
cloned and could express in HepG2 cell. The HBV Pre-S2
antigen could interact with S2-29, which brings new clues
for studying the biological functions of HBV Pre-S2 and the
pathogenesis of HBV infection.

Lu YY, Cheng TY, Cheng J, Liang YD, Wang L, Liu Y, Li K, Zhang J,
Shao Q, Zhang LX. Screening and identification of a novel gene
coding for hepatitis B virus pre-S2 antigen interacting protein S2-29.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1114-1117

摘要

目的: 筛选人肝细胞中与乙型肝炎病毒 (HBV)前-S2蛋白

(Pre-S2)相互作用的蛋白 探寻HBV致病机制.

方法: 用多聚酶链反应 (PCR)技术扩增HBV前-S2基因

连接入酵母表达载体pGBKT7中构建诱饵质粒 转化酵母

细胞AH109并在其内表达 然后与转化了人肝cDNA文

库质粒的酵母细胞Y187进行配合 用营养缺陷型培养基

及蓝白斑双重筛选阳性菌落 提取酵母质粒转化大肠杆菌

并测序 进行生物信息学分析. 逆转录多聚酶链反应(RT-

PCR)方法从HepG2细胞的mRNA中扩增出完整的新基因

S2-29 连入另一酵母表达载体pGADT7 并用免疫共沉

淀方法再次证实二者间的相互作用.

结果: 成功克隆出HBV 前-S2基因并在酵母细胞中表达

配合后筛选出既能在四缺( SD/-Trp-Leu-His-Ade)培养基又

能在铺有X- -半乳糖(X- -gal)的四缺培养基上生长

并变成蓝色的真阳性菌落26个 其中有1个未知基因S2-

29 该基因能在HepG2细胞中表达 免疫共沉淀方法证

实二者在体外也有结合作用.



结论: 成功克隆出与乙型肝炎病毒前-S2蛋白相结合的新基

因 为进一步研究HBV 前 -S2的作用提供了新线索.

陆荫英, 陈天艳, 成军, 梁耀东, 王琳, 刘妍, 李克, 张健, 邵清, 张玲霞. 乙型肝

炎病毒前-S2蛋白结合蛋白基因S2-29的克隆化研究. 世界华人消化杂志

2003;11(8):1114-1117

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1114.asp

0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)的前-S2(Pre-S2)蛋白是HBV外膜

蛋白的组成部分之一 因有多聚人血清白蛋白(PHSA)结

合位点而与HBV的嗜肝性及入侵肝细胞有关[1-3] ; 前-S2

蛋白上存在 B 淋巴细胞识别位点 有较强的免疫原

性 可诱导中和抗体的产生 在HBV疫苗的研究和应

用方面深受重视[4-10] ; 近年来还发现HBV前-S2区域是

HBV截短型中蛋白的反式激活功能的重要功能域 与

肝脏肿瘤发生密切相关[11,12] 使前-S2 蛋白的功能变

得更加复杂 明确其具体的作用机制并进行相应的阻

断对于HBV感染的防治有着重要的意义 我们用酵母双

杂交技术筛选其结合蛋白基因 找到肝细胞能与前-S2

蛋白结合的新基因S2-29 为研究前-S2 蛋白的生物

学功提供新的线索.

1   材料和方法

1.1 材料及主要试剂  AH109酵母菌株(MA Ta trp1-901

leu2-3 112  ura3-52 his3-200 gal4 gal80

LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA- HIS3 GAL2UAS-GAL2TATA-

ADE2URA3::MEL1TATA-lac Z MEL1) 预转化的cDNA肝

文库(Y187) pGBKT7-BD克隆载体及酵母YPD培养

基 SD/-Trp SD/-Leu  SD/-Trp-Leu-His  SD/-Trp-

Leu-His-Ade等培养基 X- -gal购于Clontech公司.

大肠杆菌DH5 及HBV ayw亚型基因全序列质粒载体

pCP10 为本室保存 c-myc单克隆抗体本室自制 由

购自ATCC的1-9E10.2杂交瘤产生. 辣根过氧化物酶标

记羊抗鼠IgG购于北京中山生物公司. Taq DNA 聚合酶

T4 DNA连接酶 BamHI和 PstI购于Takara生物公司.丙

烯酰胺 N N -亚甲双丙烯酰胺 IPTG及X-β-Gal
及pGEM-T载体购于Promega公司. TEMED购于宝林曼

公司. 醋酸锂 半硫酸腺苷购于Sigma公司. HBV 多聚

酶(PCR)链技术扩增Pre-S2基因片段所用引物(P1 5 -

GGATCCATGCAGTGGAATTCCACAACCTTCC-3  P2

5 -CTGCAGGTTCAGCGC AGGGTCCCCAATCCTC-3 )

根据表达载体外源基因插入位点设计肝cDNA文库插入

序列扩增引物(P3 5 -CTATTC GATGATGAAGATACC

CCACCAAACCC-3 P4 5 -GTGAACTTGCGGGG

TTTT TCAGTATCTACG A-3 ) 未知基因S2-29扩增

引物(p5 5 -GAATTCATGGGGGCCACTGAGGTTGGGG

ATG-3 p6 5 -GGATCCTCACCCCCCTCTTCTTC

TGATGTGG -3 )合成及DNA测序在上海博亚公司进

行.

1.2 方法

1.2.1 诱饵质粒的构建及表达  PCR从HBV ayw亚型基

因全序列质粒载体pCP10中扩增HBV 前-S2基因 与

pGBK-T7 载体连接 酶切鉴定后转化入酵母菌株

AH109 提取酵母蛋白质 用十二烷基磺酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)和Western 免疫印迹法验

证HBV 前 -S2基因在酵母中的表达.

1.2.2 诱饵与肝文库的酵母配合  pGBKT7载体中有色氨

酸(Trp)基因 转化成功的酵母菌株能在缺乏Trp的SD平

板上生长 挑取在SD/-Trp培养基上生长的pGBKT7-HBV

前-S2质粒的酵母AH109菌落一到数个接种于SD/-Trp培

养基中 30  250 r·min-1振摇过夜 次日离心后用

2 YPDA培养液5 mL重悬细胞 计数细胞数大于1

1012·L-1时与1 mL的肝文库酵母细胞(含有亮氨酸Leu 基

因)在50Ml 2 YPDA中30  30-50r·min-1配合18-24 h

离心 用1 YPDA 10 mL重悬细胞 分别取250 µl
铺于15 cm的 SD/-Trp-Leu-His(3缺)  SD/-Trp-Leu-

His-Ade (4 缺)培养基各25块上 同时将配合产物按

1 10 1 100 1 1 000 铺于 SD/-Trp-Leu 培养

基上检验配合效率. 生长6-18 d后挑取大于直径3 mm

的菌落再次画线于铺有X- -gal的4缺培养基上检查

X- -gal 酶活性 在此培养基上能生长且变成蓝色

的为真阳性菌落. PCR扩增出目的片段后测序并进行生

物信息学分析.

1.2.3 未知基因完整序列的克隆及测序  根据Genbank的

序列信息设计引物p5 p6 以HepG2 细胞的 mRNA

为模板 逆转录RT-PCR 扩增 S2-29 基因的全序列

EcoRI BamH I双酶切克隆入酵母表达载体pGADT7

鉴定后送DNA测序.

1.2.4 体外免疫共沉淀再次证实结合作用  TNT网织红

细胞裂解物体外翻译HBV Pre-S2 Ag和 S2-29蛋白(在

此过程中掺入 35S) 二者各取5 µL在 1.5 mL的微离心
管中冰上混合 30 孵育1 h 加入 470 µL免疫共沉
淀缓冲液 10 µL蛋白-G琼脂糖珠 10 µL c-myc单
克隆抗体 4 孵育2 h. 14 000 r·min-1离心1-2 min

弃上清. 加入TBST 0.5 mL洗3次 加15 µL SDS上样缓
冲液 80 加热变性5 min 瞬时离心后将上清10 µL
上样到 SDS-PAGE 胶上电泳 清洗固定凝胶后 恒

定60 真空干燥40 min -20 条件下放射自显影.

2   结果

2.1 pGBKT7-HBV Pre-S2重组诱饵质粒的构建及表达

利用自行设计的引物P1 P2成功扩增出HBV 前 -S2

蛋白基因片段 PCR产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳分

析显示扩增片段约165 bp 与预期片段符合 且无非

特异扩增现象 测序结果显示完全符合报告序列. 用

BamH I及 Pst I双酶切所得片段 连接到用相同酶所

切的pGBKT7载体中 经酶切鉴定结果正确. 用醋酸锂

法将诱饵质粒转化入酵母AH109株后在SD/-Trp 培养
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基上筛选生长6-8 d 挑取阳性菌落培养并提酵母蛋

白质 进行SDS-PAGE和Western免疫印迹分析. 结果

显示转化了pGBKT7- HBV前 -S2的酵母蛋白提取物

Western印迹分析可见明显目的条带(约24 Kd  其中c-myc

1.3 kd DNA结合域17 kD  Pre-S2蛋白约6 kD) 且

无杂带 说明HBV 前 -S2蛋白基因已成功地在酵母中

表达(图1).

1: (pGBKT7-HBV PreS2)酵母蛋白提取物; 2: 蛋白Marker
图 1  Western免疫印迹图.

2.2 诱饵与肝文库酵母菌株配合结果  配合后筛选出既

能在四缺( SD/-Trp-Leu-His-Ade)培养基生长又能分解

X- -gal 变成蓝色的真阳性菌落26个  PCR扩增出

目的片段后 测序结果在GenBank中进行分析 发现

其中有未知基因2个.

2.3 未知基因完整序列的克隆及测序  RT-PCR方法成

功克隆出S2-29#新基因的完整序列(图2) 大小为342 bp

Genebank 注册号AF 497566 并连接入pGADT7载体中.

M   G   A   T    E   V   G   D   E    N   A   G   T   V   S

   1 ATG GGG GCC ACT GAG GTT GGG GAT GAA AAT GCC GGT ACC GTC AGT

A   Q   P    C    S   R   Q   C   C   L   E   D   F   W   A

   46 GCA CAG CCC TGT TCC AGA CAG TGC TGC CTG GAA GAT TTC TGG GCT

L   L   R   R    H   P   A   P   E    P    P   P   W   T   P

   91 CTC CTG AGG CGC CAC CCC GCA CCT GAG CCA CCT CCT TGG ACT CCT

V   L   Y   P   L   R   T    S   L   P   S    T   L   A   V

  136 GTC CTC TAC CCC TTG AGG ACC TCC CTC CCT TCT ACC CTA GCT GTC

F   L   N   L   G   L    S   F   P   K   A    S   I    T   S

  181 TTC TTG AAC TTG GGA CTC TCC TTT CCC AAG GCT TCC ATC ACT AGC

S   W   R   D   W   T   L   H   L   P    F   A   W   S   L

  226 TCC TGG AGG GAC TGG ACT TTG CAT CTT CCC TTC GCG TGG AGC CTC

S   V   R   G    P    S   Q   C   V   H   V   R    G   G   G

  271 AGT GTG AGA GGC CCT AGC CAA TGC GTG CAT GTC AGA GGT GGT GGG

D   H   I    R   R    R   G   G   *

  316  GAC CAC ATC AGA AGA AGA GGG GGG TGA

图2  Pre-S2-29新基因序列(GenBank号: AF 497566).

2.4 体外免疫共沉淀再次证实结合作用  HBV Pre-S2蛋白

(Mr 6 000) 新基因编码蛋白的相对分子质量为(Mr 12 500)

经体外翻译相互作用SDS电泳后 放射自显影图上可

看出(图 3) 1 泳道两条带的大小正确 对照2泳道仅

有HBV Pre-S2 蛋白的一条带 进一步证实二者在体

外也能相互结合.

1: HBV PreS2+S2-29; 2: HBV PreS2
图3  免疫共沉淀图.

3   讨论

HBV 前 -S2 蛋白作为HBV包膜蛋白的组成之一 功

能复杂 不仅能与PHSA结合介导肝细胞的黏附及入

侵 在其肽段内还包含有 I II 类MHC限制性和T细

胞受体(TCR)的不同功能位点和特异性T B淋巴细胞

结合位点 能引起中和抗体和保护性免疫的发生  可用

于构建新型的乙型肝炎疫苗[13-18]. 近年来还有报道前-S2

蛋白N末端 I区的存在对于截短型中蛋白(MHBst)的反

式激活作用是必不可少的 MHBst通过启动不同的细胞

内信号系统分别来激活转录因子Ap-2  NFκB  血清
应答元件(SRE)以及转录因子Sp1 从而完成其反式激

活功能 提示前-S2蛋白可能参与HBV慢性化及HCC

的发生过程.弄清HBV 前-S2蛋白在肝细胞中到底与那

些蛋白质因子相互作用 如何作用 对于研究HBV

在自然感染中的具体过程和机制是非常关键的.

         酵母双杂交系统是近年来新发展起来的一种分析真

核细胞中蛋白-蛋白 蛋白-DNA 蛋白-RNA相互

作用的一种有效的基因分析方法 他通过将两个推定

有相互作用的蛋白X和Y分别融合到一酵母转录激活

因子的DNA结合域(BD)和转录激活域(AD)上 X与Y的

相互作用使BD和AD重新结合在一起 重构了激活因子

的完整结构功能 导致下游报告基因的转录 表达[19-23].

基于该原理 我们在真核表达载体 pGBKT7 中构建

pGBKT7-HBV 前-S2诱饵质粒并在酵母菌株AH109中

表达了HBV 前 -S2 基因 与人肝cDNA文库的酵母菌

株Y187进行配合 寻找与前-S2蛋白相互作用的蛋白

经过营养缺陷和蓝白斑双重选择[24-30] 筛选出与HBV

Pre-S2 蛋白有相互作用的未知功能的新基因S2-29#

将其在Genebank中进行比较未找到与之同源的基因序

列 用自行设计的引物能从肝癌细胞系HepG2细胞的

mRNA中逆转录出该基因的完整序列 说明该基因在之

前从未被报道过 是一个全新的基因序列 并能在肝癌

细胞系HepG2中表达. 为进一步确证 我们又用体外免疫

共沉淀的方法再次证实二者在体外也有相互作用[31,32]

由此得出结论HBV 前 -S2蛋白能与肝细胞中的未知基

因S2-29表达产物结合 并可能在HBV感染肝细胞的

过程中起着一定作用.

        以上结果为前-S2蛋白的功能研究提供了新的有价

值的线索 对HBV致病机制的探讨也提出了全新的主
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题 但我们还需要进一步探明其间相互作用的具体机

制 作用结果及其对HBV 前 -S2蛋白生物学功能的影

响 为寻找阻断HBV感染及原发性肝癌(HCC)发生的有

效方法开辟新道路.
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Abstract
AIM: The hepatitis B precore Ag (HBeAg) is a secreted
nonparticulate version of the viral nucleocapsid hepatitis B
core Ag (HBcAg), and its function is unknown. Some researchers
have proposed that the HBeAg may have an immunoregulatory
function in promoting viral persistence and is associated
with immunologic tolerance. To investigate biological functions
of hepatitis B virus e protein(HBeAg), yeast two-hybrid technique
was employed to seek proteins in hepatocytes interacting
with HBeAg.

METHODS: HBeAg bait plasmid was constructed by ligating
HBeAg gene with yeast expression vector pGBKT7, then
transformed into yeast AH109 (a type). The transformed
yeast cells were amplified and mated with yeast cells Y187
(α type) containing liver cDNA library plasmid pCAT2 in
2×YPDA medium. Diploid yeast cells were plated on synthetic
dropout nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade) and synthetic
dropout nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade) containing
x-α-gal for selection twice. Plasmid of true positive blue

colonies were extracted and analysed by DNA sequencing
and blast in Genbank. After the complete sequence of new
gene E-19 was amplified from the mRNA of HepG2 cell by
RT-PCR and cloned into pGADT7 vector, the recombined
plasmid was translated by using reticulocyte lysate and
analysed by immunoprecipitation technique in vitro together
with HBeAg.

RESULTS: Twenty genes in thirty nine positive colonies were
obtained, there were five new genes.The complete sequence
of new gene E-19 was successfully amplified from the
mRNA of HepG2 cell by RT-PCR. The interaction between
HBeAg and expression products of new gene E-19 was
further confirmed by immunoprecipitation technique.

CONCLUSION: Genes of HBeAg interacting proteins in
hepatocytes were successfully cloned and HBeAg could
bind with the protein expressed by new gene E-19.

Lu YY, Shao Q, Cheng J, Cheng TY, Wang L, Liang YD, Liu Y, Zhang J,
Li K, Zhang LX. Screening and identification of a novel hepatitis B
virus e antigen binding protein E-19 in hepatocytes by yeast two-hybrid
technique. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1118-1121

摘要

目的: 乙型肝炎病毒e抗原(HBeAg)对HBV的感染和复

制都不是必须的 普遍认为其与HBV 引起免疫耐受

免疫系统功能障碍有关. 筛选并克隆人肝细胞cDNA文库

中与HBeAg相互作用蛋白的基因 明确其具体作用机制.

方法: 应用酵母双杂交系统3 将多聚酶链反应(PCR)

法扩增的HBeAg基因连接入酵母表达载体p GBKT7中

构建诱饵质粒 转化酵母细胞AH109 并在其内表达

然后与转化了人肝cDNA文库质粒pACT2的酵母细胞

Y187进行配合 在营养缺陷型培养基和X- -半乳

糖(X- -gal)上进行双重筛选阳性菌落 提取阳性酵

母菌落的质粒转化大肠杆菌氨苄青霉素-LB平板上选

择并测序 结果在GenBank中进行生物信息学分析. 并

根据GenBank中的序列信息设计引物从并克隆到另一

酵母表达载体pGADT7中 体外免疫共沉淀方法再次

验证二者之间的结合作用.

结果: 成功克隆出HBeAg 基因并在酵母细胞中表达

与肝文库配合后选出既能在四缺(SD/-Trp-Leu-His-Ade)

培养基又能使X- -gal变成蓝色的真阳性菌落39个

其中有5个未知基因 在genbank中未找到同源序列

在HepG2细胞的mRNA中成功扩增出该基因的全序



体外免疫共沉淀方法证明HBeAg与新基因E-19表达的

蛋白质在体外也有结合作用.

结论: 成功克隆出HBeAg的肝细胞结合蛋白 发现与

HBeAg有相互作用的未知蛋白新基因 为HBeAg的功

能研究提出新线索.
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0   引言

乙型肝炎病毒e抗原(HBeAg)是核壳蛋白的分泌型 研

究发现HBeAg对乙型肝炎病毒(HBV)的感染和复制无重

要作用 有学者提出他可能具有免疫调节的作用而导

致HBV感染的持续[1-3]. HBeAg可阻断细胞毒性T淋巴

细胞优先清除对HBcAg特异的Th1细胞及Th1细胞介导

的抗-HBc抗体反应 使免疫应答转换为Th2细胞亚型

使HBV逃避免疫清除 感染慢性化[4-7]. 但HBeAg与肝

细胞之间的相互作用的机制尚不清楚 此方面的研究

较少 从寻找HBeAg 与肝细胞间的相互作用蛋白入

手 可望在研究HBeAg的确切生物学功能方面有所发

现 [8-10].

1   材料和方法

1.1 材料  AH109酵母菌株(MA Ta  trp1-901 leu2-3

112 ura3-52 his3-200 gal4 gal80 LYS2::

GAL1 UAS-GAL1 TATA-HIS3 GAL2UAS-GAL2 TATA-

ADE2URA3::MEL1TATA-lac Z MEL1) 预转化的cDNA肝

文库(Y187) pGBKT7-BD pGADT7-AD克隆载体及

酵母YPD培养基 SD/-Trp SD/-Leu  SD/-Trp-Leu-His

SD/-Trp-Leu-His-Ade 等培养基 X- -gal 购于

Clontech公司. 大肠杆菌DH5 及HBV ayw亚型基因全

序列质粒载体pCP10为本室保存 c-myc单克隆抗体本

室自制 辣根过氧化物酶标记羊抗鼠IgG购于北京中山

生物公司. Taq DNA 聚合酶 T4 DNA连接酶 EcoR I

和 Pst I购于Takara 生物公司. 丙烯酰胺 N N -亚

甲双丙烯酰胺 IPTG 及X-β-Gal 及 pGEM-T 载体
RT-PCR试剂盒购于Promega公司. TEMED购于宝林曼

公司.醋酸锂 半硫酸腺苷购于Sigma公司. HepG2细胞

购于中科院上海细胞生物研究所. HBeAg扩增引物(P1

5 - GAATTCATGCAACTTTTTCACCTCTG -3 p2

5 - CTGCAGGCCCCAAAGCCACCCAAGGC-3 新

基因E-19扩增引物(P3 5 -  GAATTCATGTCATGGA

CACCCACCTC -3 P4 5 - GGATCCAGAAAGAAA

CA GGG TGAGGG -3 的合成及DNA测序由上海博亚

公司承担.

1.2 方法

1.2.1 诱饵质粒的构建及表达  PCR扩增HBeAg基因与

pGBKT7 载体连接 酶切鉴定后醋酸锂法转化入酵母

菌株AH109 提取酵母蛋白质用十二烷基磺酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)和Western 免疫印迹法

验证HBeAg在酵母中的表达.

1.2.2 诱饵与肝文库的酵母配合  挑取在SD/-Trp培养基

上生长的pGBKT7-HBeAg质粒的酵母AH109菌落一到

数个接种于SD/-Trp培养基中 30  250 r·min-1振摇

过夜 次日离心后用2 YPDA培养液5 mL重悬细胞

计数细胞数大于1 1012·L-1时与1 mL的肝文库酵母细

胞在50 mL 2 YPDA中30  30-50 r·min-1配合18-24 h

离心用1 YPDA 10 mL重悬细胞 分别取250 µL铺
于15 cm的SD/-Trp-Leu-His (3缺)  SD/-Trp-Leu-His-

Ade (4缺)培养基各25块上 同时将配合产物按1 10

1 100 1 1 000 铺于 SD/-Trp-Leu 培养基上检验

配合效率. 生长6-18 d后挑取大于直径3 mm的菌落再

次画线于铺有X- -gal的4缺培养基上检查X- -gal

酶活性 在此培养基上能生长且变成蓝色的为真阳性

菌落.提取阳性酵母细胞中的质粒 电穿孔法转化大肠

杆菌 氨苄青霉素平板筛选阳性克隆并测序.

1.2.3 新基因全序及表达载体的克隆及重组  根据Genbank

的序列信息设计引物p3 p4 以HepG2细胞的 mRNA

为模板 逆转录RT-PCR 扩增 E-19 基因的全序列

送DNA测序鉴定后 EcoR I BamH I双酶切克隆入酵

母表达载体pGADT7.

1.2.4 体外免疫共沉淀  TNT网织红细胞裂解物体外翻译

HBeAg和E-19蛋白(在此过程中掺入35S) 二者各取5 µL
在 1.5 mL的微离心管中冰上混合 30 孵育 1 h 加

入 470 µL免疫共沉淀缓冲液 10 µL G蛋白-琼脂糖
珠 10 µL c-myc单克隆抗体 4 孵育2 h.14000 r·min-1

离心1-2 min 弃上清. 加入TBST 0.5 mL洗 3次 加

15 µL SDS 上样缓冲液 80 加热变性5 min 瞬时
离心后将上清10 µL上样到SDS-PAGE胶上电泳 清
洗固定凝胶后 恒定60 真空干燥40 min -20 条

件下放射自显影.

2   结果

2.1 pGBKT7-HBeAg重组诱饵质粒的构建及表达  成功

扩增出HBeAg基因片段 连接到pGBKT7载体中酶切

鉴定结果正确. 诱饵质粒转化酵母AH109 株 提酵母

蛋白质进行SDS-PAGE和Western免疫印迹分析结果显

示 对照无表达 而转化了pGBKT7-HBeAg的酵母蛋

白提取物Western印迹分析可见明显目的条带(图1).

图1  pGBKT7-HBeAg酵母表达Western免疫印迹分析.
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2.2 诱饵与肝文库酵母菌株配合结果  配合后筛选出既

能在在四缺(SD/-Trp-Leu-Ade-His)培养基又能在铺有

X- -半乳糖(X- -gal)的四缺培养基上生长并变成

蓝色的真阳性菌落 39 个 其中有 5 个未知基因 在

GenBank中未找到同源序列.

2.3 新基因全序及表达载体的克隆及重组结果  RT-PCR

方法成功克隆出E-19新基因的完整序列(图 2) 大小

为 351 bp Genbank 注册号AF529373 并连接入

pGADT7载体.

M   S   W   T   P   T   S   C   S   C   G    L   G   D   G

   1 ATG TCA TGG ACA CCC ACC TCT TGT TCC TGC GGC CTC GGT GAT GGC

I   G   H   I    L   G    V   Q   R   R   P    T    R   A   R

   46 ATA GGT CAC ATT TTG GGA GTT CAG AGG AGG CCT ACA AGG GCA AGG

S   D   G   R   A   R    L   V   L   R    A   S   L   S   L

   91 TCA GAT GGC AGA GCA AGG TTG GTC CTC AGG GCC TCT CTA AGC CTT

R   A   P   P   L   L   G    L   G   C   L   V   N   C   H

  136 AGG GCC CCT CCT CTC CTT GGC CTT GGC TGT TTG GTT AAC TGT CAC

L   P   L   R   A   S   A   L   Y   L    F   P   S   S   Q

  181 CTT CCA CTC AGG GCC TCT GCT CTA TAT CTA TTC CCT TCC AGC CAG

T   G   R   W   G   L   P    P   T   P    E   D   E   D   K

  226 ACT GGC AGA TGG GGG CTT CCC CCT ACC CCT GAG GAT GAG GAC AAG

P   L   G   Q   F   S   V    P   V   L   L    P   W   A   A

  271 CCC CTC GGC CAG TTC AGC GTT CCC GTG CTT CTC CCT TGG GCA GCC

S   L   L   S   P   S    P   C   F   F   L   *

  316 TCT CTC TTG AGC CCC TCA CCC TGT TTC TTT CTG TGA

图2  E-19新基因序列(Genbank号 AF 529373).

2.4 体外免疫共沉淀再次证实结合作用  HbeAg的Mr 25 000

新基因E-19编码蛋白的Mr 13 000 经体外翻译相互

作用SDS 电泳后 放射自显影图上可看出 1泳道两

条带的大小正确 对照2泳道仅有HBeAg一条带 证

实二者在体外也能相互结合(图3).

1: HBeAg+E-19; 2: HBeAg
图3  免疫共沉淀结果.

3   讨论

近年来由于乙肝疫苗的广泛应用对HBV感染起到了一

定的阻断作用 但全世界仍有超过3.5亿人处于HBV

慢性感染状态 成为重要的传染源 其中有很大部分

要转化为肝硬化 肝癌[11-14]. 在 HBV感染的漫长过程

中 大多数感染者由于HBeAg的阴转及抗HBe的出现

而伴随病毒复制明显减少; 但少数HBeAg阴性的感染者

体内病毒仍有持续或间断的高水平复制 并伴肝细胞

坏死性炎症及进行性纤维化. 既往的研究结果普遍认为

HBeAg 是一种免疫调节因子 可调节宿主的免疫应

答 抑制宿主T细胞的细胞毒活性 形成对HBV感染

的免疫耐受性[15-17]. 另一方面 由于HBeAg含有病毒高

度保守的体液和细胞抗原靶位 与HBcAg有部分共同

的序列 有相同的抗原靶位 当HBeAg发生突变时

失去血清中HBeAg的调节 表达HBcAg的肝细胞经受

增强的T细胞的细胞毒作用 可导致病情加重[18-22]. 血

中抗HBe长期阳性的患者 发生肝硬化 肝癌的几率较

高 原因不清 这些发现使得HBeAg的生物学功能变得

更复杂. 寻找肝细胞中HBeAg的相互作用蛋白 并进一

步探明其机制 对于明确上述问题有着重要意义.

        在本项研究中所使用的酵母双杂交系统3 在原有

系统的基础上增加了报告基因的数量 分别与BD和AD

结合的HBeAg和肝文库中的蛋白要确实有相互结合作

用 才能同时激活下游的3个报告基因 表达3种编

码产物 加上2个载体上各自带有的氨基酸报告基因

筛出的真阳性菌落才能在缺乏4种氨基酸的培养基上

生长 并能分解x- -gal 显现蓝色. 另外 该系统利

用 a型和 型酵母配合形成的二倍体细胞内 诱饵质

粒与文库质粒所表达的蛋白质可以相互作用的原理

免去了需要共转染2种质粒所带来的低效率问题 并将

真阳性率提高到95 % 大大增强了结果的可靠性[23,24].

        我们应用此技术构建了pGBKT7-HBeAg诱饵表达

质粒 在预转化的人肝cDNA文库中 钓 出与HBeAg

有相互作用的蛋白基因20种 其中 3种为未知基因

在genbank中未发现与之同源的表达基因序列[25-31]. 根据

genbank的信息 我们自行设计了新基因E-19的上下

游引物 并成功地从HepG2细胞的mRNA中逆转录出

该基因的完整序列 说明该基因能在HepG2细胞中表

达. 将其连入另一酵母表达载体pGADT7 与pGBKT7-

HBeAg一起分别在TNT网织红细胞系统翻译 掺入同

位素 免疫共沉淀方法分析 结果显示新基因E-19

的表达产物在体外能与HBeAg结合 聚丙烯酰胺凝胶

电泳可见二者配合后的两条带 对应的分子量大小正

确. HBeAg的肝细胞结合蛋白新基因E-19的发现及证

实 提示我们对HBeAg生物学功能 HBV致病机制的

认识存在很大的局限性 目前的研究着眼点可能遗漏

了很多重要的方面 或许有更关键的因素没有被发现

而使研究工作误入歧途; 新基因的发现同时也为今后的

科研工作指明了新的方向.
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Abstract
AIM: Hepatitis B virus(HBV) core protein (HBcAg) is present
in the nucleus and cytoplasm of infected hepatocytes. Phos-
phorylation of HBcAg was a prerequisite for pregenomic
RNA encapsidation into viral capsids. HBcAg capsids are
extremely immunogenic and can activate naive B cells by
cross-linking their surface receptors and HBcAg-specific
CD4(+) T-cell responses are believed to play an important
role in the control of human HBV infection. To investigate
the complex biological functions of HBcAg, we employed
yeast-two hybrid technique to screen proteins in hepatocytes
interacting with HBcAg.

METHODS: HBcAg gene was amplified by polymerase chain
reaction (PCR). The pGBKT7-HBcAg bait plasmid was con-
structed by using yeast-two hybrid system 3 and trans-
formed into yeast cells AH109, then mated with yeast cells
Y187 containing liver cDNA library plasmid in 2×YPDA
medium. Diploid yeast was plated on synthetic dropout
nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade) and synthetic dropout

nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade) containing x-α-gal
for selection two times. After extracting and sequencing
of plasmid from blue colonies, we conducted bioinformatics
analysis. Primers of new gene were designed according
to the information in Genbank and used to amplify the
complete sequence of new gene C-12#. Gene of C-12#
was ligated into another yeast expression vector pGADT7
and transformed into yeast cell Y187 and mated with yeast
cell AH109 containing pGBKT7-HBcAg bait plasmid to further
verify the interaction between HBcAg and the novel protein
coded by the new gene C-12.

RESULTS: Sixteen colonies were sequenced. Among them,
there were four new genes with unknown function. The
complete sequence of new gene C-12 was successfully
amplified from the mRNA of HepG2 cell by reverse tran-
scription polymerase chain reaction(RT-PCR). The interaction
between HBcAg and the novel protein coded by the new
gene C-12 was further confirmed by re-mating.

CONCLUSION: Genes of HBcAg interacting proteins in hepa-
tocytes were successfully cloned. The findings of new
genes coding for HBcAg associated proteins pave the way
for studying the biological functions of HBcAg.

Lu YY, Chen TY, Cheng J, Shao Q, Liang YD, Wang L, Liu Y, Zhang J,
Li K, Zhang LX. Screening and identification of a novel gene coding
for Hepatitis B virus core antigen interacting protein C-12 in hepatocytes.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1122-1125

摘要

目的: 乙型肝炎病毒(HBV)核心蛋白(HBcAg)在HBV感染的

肝细胞中可同时存在于细胞核和胞质中 对于病毒前基因

组RNA装配入核壳体是必须的 HBcAg还是HBV介导

体液免疫反应和CD4+T细胞免疫反应的重要抗原 寻找

人肝细胞cDNA文库中与HBcAg相互作用蛋白的基因 是

研究HBcAg生物学功能的重要途径.

方法: 用多聚酶链反应(PCR)法扩增HBcAg基因 连接入

酵母表达载体pGBKT7中构建诱饵质粒 转化酵母细胞

AH109并在其内表达 然后与转化了人肝cDNA文库质粒

pACT2的酵母细胞Y187进行配合 在营养缺陷型培养基

和X- -半乳糖(X- -gal)上进行双重筛选阳性菌落 PCR

从中扩增出目的片段并测序 进行生物信息学分析. 根据

Genbank 的信息设计新基因的引物 从HepG2 细胞的

mRNA中逆转录PCR扩增出C-12#新基因的完整序列 连

入另一酵母表达载体pGADT7 并转化进酵母细胞Y187

再次与转化了诱饵质粒的酵母细胞AH109配合(回交) 以

进一步证实HBcAg与C-12#新基因编码蛋白的结合作用.



结果: 成功克隆出HBcAg基因并在酵母细胞中表达 配合

后选出既能在四缺(SD/-Trp-Leu-His-Ade)培养基又能在铺

有X- -gal的四缺培养基上均能生长 并变成蓝色的真

阳性菌落16个 其中未知基因4个. 用自行设计的引物成

功地从HepG2 细胞的mRNA中扩增出C-12#新基因的完

整序列 回交实验再次证实二者之间的结合作用.

结论: 成功克隆出HBcAg的肝细胞结合蛋白 发现未知功

能基因 为进一步研究HBcAg在病毒装配 损害肝细胞

感染致病等方面的具体作用提供了新线索.
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0   引言

在HBV感染的肝细胞中 HBcAg同时存在于胞核和胞

质内 具有保护病毒mRNA 防止其被RNA酶降解的

作用; HBcAg与病毒mRNA和DNA聚合酶共同构成核心

颗粒 在核心颗粒中完成病毒DNA的合成[1,2] 其磷酸

化作用对于乙肝病毒前基因组RNA的装配入核壳体

基因组DNA的合成必不可少[3-5]. 在介导免疫应答方面

HBcAg特异性CD4+T细胞免疫应答是清除HBV的重要

反应[6-8] ; 另外 B细胞刺突尖部有HBcAg的抗原决定

簇 可产生相应的体液免疫反应[9]. 利用酵母双杂交技

术寻找HBcAg与肝细胞中相互作用的蛋白 对于明确

HBV致病机制 有效防治乙型肝炎有着重要意义[10-16].

1   材料和方法

1.1 材料  AH109酵母菌株(MA Ta trp1-901 leu2-3

112 ura3-52 his3-200 gal4 gal80 LYS2::

GAL1 UAS-GAL1 TATA-HIS3 GAL2UAS-GAL2 TATA-

ADE2URA3::MEL1TATA-lac Z MEL1) 预转化的cDNA肝

文库(Y187) pGBKT7-BD克隆载体及酵母YPD培养

基 SD/-Trp SD/-Leu SD/-Trp-Leu-His SD/-

Trp-Leu-His-Ade等培养基 X- -gal 购于Clontech

公司. 大肠杆菌DH5 及HBV ayw亚型基因全序列质粒

载体pCP10为本室保存 c-myc单克隆抗体本室自制.

辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG 购于北京中山生物公

司. Taq DNA 聚合酶 T4 DNA连接酶 EcoR I和 Pst I

购于Takara 生物公司. 丙烯酰胺 N N- 亚甲双丙

烯酰胺 IPTG 及X-β-Gal 及 pGEM-T 载体 Trizal
RNA提取及RT-PCR试剂盒购于Promega公司. TEMED

购于宝林曼公司. 醋酸锂 半硫酸腺苷购于Sigma公司.

HBcAg扩增引物(P1 5  GAATTCATGGACATCGACCCT

TATAA 3  P2 5  CTGCAGAACATTGAGATTCCC

GAGAT 3 ,肝文库插入序列扩增引物(P3 5 -CTATT

CGATGATGAAGATACCCC ACCAAACCC-3 P4

5 -GTGAACTTGCGGGGTTT TTCAGTATCTACGA-3 )

新基因扩增引物(P5 5 -GAATTCATGGACATCGACC

CTTATAA-3 P6 5 -CT CAGAACATTGAGATTCC

CGAGAT-3 )合成及DNA测序由上海博亚公司承担.

1.2 方法  (1) 诱饵质粒的构建及表达: PCR扩增HBcAg

基因与pGBKT7载体连接 酶切鉴定后转化入酵母菌

株AH109 提取酵母蛋白质用十二烷基磺酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)和Western 免疫印迹法验

证HBcAg在酵母中的表达. (2)诱饵与肝文库的酵母配合:

挑取在SD/-Trp培养基上生长的pGBKT7-HBcAg质粒

的酵母AH109 菌落一到数个接种于 SD/-Trp 培养基

中 30  250 r·min-1振摇过夜 次日离心后用2

YPDA 培养液 5 mL 重悬细胞 计数细胞数大于 1

1012·L-1时与1 mL的肝文库酵母细胞在50 mL 2 YPDA

中30  30-50 r·min-1配合18-24 h 离心用1 YPDA

10 mL重悬细胞 分别取250 µL铺于15 cm的SD/-Trp-
Leu-His(3缺) SD/-Trp-Leu-His-Ade (4缺)培养基各25

块上 同时将配合产物按1 10 1 100 1 1 000

铺于SD/-Trp-Leu培养基上检验配合效率. 生长6-18 d

后挑取大于直径3 mm的菌落再次画线于铺有X- -gal

的 4 缺培养基上检查X- -gal 酶活性 在此培养基

上能生长且变成蓝色的为真阳性菌落. PCR扩增出文库

靶基因片段后测序并进行生物信息学分析. (3) C-12新

基因的克隆: Trizal RNA提取试剂盒提取HepG2细胞的

RNA 逆转录成 cDNA 以 cDNA 为模板 以 P5

P6为引物行PCR扩增出C-12新基因的完整序列 酶

切后并连接入另一酵母表达载体pGADT7中. (4) 回交实

验: 将构建好的pGADT7-C12#新基因质粒转化入 型

酵母细胞Y187 接种在1缺亮氨酸的SD平板上 筛

选出的阳性菌落再次与转化了诱饵质粒的a型酵母细胞

AH109 配合 4缺 /SD 培养基上筛选鉴定 进一步验

证HBcAg与C-12#新基因表达产物的结合作用.

2   结果

2.1 pGBKT7-HBcAg重组诱饵质粒的构建及表达  利用

引物P1 P2 成功扩增出HBcAg基因片段 经10 g/L

琼脂糖凝胶电泳分析显示片段为549 bp 测序结果完

全符合报告序列. 连接到用相同酶所切的pGBKT7载体

中 经酶切鉴定结果正确. 醋酸锂法将诱饵质粒转化入

酵母AH109后在SD/-Trp培养基上筛选生长6-8 d 挑

取阳性菌落培养后提酵母蛋白质 进行SDS-PAGE和

Western免疫印迹分析结果显示 对照无表达而转化了

pGBKT7-HBcAg的酵母蛋白提取物Western印迹分析可

见明显目的条带(图 1) 说明HBcAg基因已成功地在

酵母中表达.

2.2 诱饵与肝文库酵母菌株配合结果  配合后筛选出既

能在在四缺(SD/-Trp-Leu-Ade-His)培养基又能在铺有

X- -半乳糖(X- -gal)的四缺培养基上均能生长并

变成蓝色的真阳性菌落16个 用文库扩增引物行PCR

扩增出目的片段并测序 结果在GenBank中进行分析
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找到未知基因4个.

2.3 新基因C-12 全序列的克隆  用引物P5 P6 成功

地从HepG2细胞cDNA中扩增出C-12#新基因的全序

列长591 bp (图 2) 并连入载体pGADT7中 (图 3).

图1  pGBKT7-HBcAg酵母细胞表达Western 免疫印迹分析.

M   I   S   E   G    G    W   G    W   Q    G   W    G    R   S    Q   G

      1 ATG ATA AGT GAA GGC GGA TGG GGA TGG CAG GGG TGG GGG CGA AGC CAA GGT

L   R   P   A    P   C    S   W    V    S    R   M    V   S    P    P   A

    52 CTG AGA CCT GCA CCC TGC AGC TGG GTC AGC AGG ATG GTA TCT CCA CCC GCG

A   I   Q    E    T   Q   L    H   F    L   A    D    T    L   P    S   P

  103 GCC ATC CAG GAA ACA CAG CTC CAT TTC CTT GCT GAC ACC CTC CCC TCC CCG

L   S   I   L    L    P    P   H    K   Q    E    E   L    S   Q    S   Q

  154 TTG TCC ATC CTG CTC CCT CCC CAC AAG CAA GAG GAG TTG TCC CAG AGT CAG

L   L   I    A   D    L   L    P    A    S   D   L    G   N    F    Q   T

  205 CTC CTC ATA GCT GAC CTC TTA CCA GCT TCG GAT CTA GGA AAC TTC CAG ACT

S   R   E    T   Q   S    Y    Q    K   A    Q   P    T    P   I    S   F

  256 TCT AGG GAG ACA CAG AGC TAC CAG AAA GCC CAA CCC ACC CCC ATC TCT TTC

S   P   D    H   R    K   V    S   R    D   V    I    P    G    A    A   L

  307 TCT CCA GAT CAT AGG AAA GTA TCA AGG GAT GTC ATT CCG GGA GCA GCC CTT

G   T   A    S   S    R    C   W    Q   M    L   C    P   S    P    S   V

  358 GGG ACA GCC AGC AGC AGG TGC TGG CAG ATG CTC TGT CCT TCA CCC TCT GTC

P   G   T    R    W   G   R    P    Q    W   K   L    L   N    S    V   T

  409 CCC GGC ACC AGA TGG GGA AGG CCA CAG TGG AAA CTT CTC AAT TCC GTC ACA

G   Q   S    S   D    T    V   I   S    Q    F    S   L    A   M    S   F

  460 GGG CAG AGC TCT GAC ACT GTT ATA AGT CAG TTC TCC CTG GCC ATG TCT TTT

P   N   F    P    V   P   Q    L   R    F   L    N    T   C    S    T   D

  511 CCT AAT TTT CCT GTC CCA CAA CTT AGG TTC CTT AAC ACT TGT TCT ACA GAT

E   T   K    K   S     S     V    N   K   *

562 GAA ACA AAA AAG TCC TCT GTT AAC AAG TAG

图2  c-12#新基因序列图 (HBcbp,  Genbank number: AF 529371).

1: DNA Marker; 2: pGADT7-C12质粒
图3  pGADT7-C12质粒酶切图.

2.4 回交实验  pGADT7-C12# 重组质粒转化入酵母

Y187 在缺亮氨酸的SD平板上长出阳性菌落 再次

与转化了诱饵质粒的酵母AH109配合 配合后的二倍

体酵母能在4缺/SD平板上长出阳性菌落 说明HBcAg

和C12#编码的蛋白有结合作用.

3   讨论

近年来新发展起来的酵母双杂交系统是一种分析真核

细胞中蛋白-蛋白 蛋白-DNA 蛋白-RNA相互作

用的一种分子生物学技术 他的产生为研究蛋白在体

内生理情况下相互作用提供了有效的遗传学方法. 分别

融合到一酵母转录激活因子GAL4的BD和AD上的两

种蛋白X和Y之间的相互作用重构了激活因子 导致

下游报告基因的转录 产生容易探测到的表型 间接证

明X和Y两蛋白间有相互作用[17,18].

        HBcAg在感染肝细胞中可同时存在于胞核和胞质

在病毒成熟过程中 核壳和外膜相互作用 形成病毒颗

粒分泌的信号 他在肝内的分布与病毒的复制状态 炎

症活动程度密切相关[19]. HBcAg有高免疫原性 几乎所

有HBV感染者均产生抗HBc HBcAg通过B细胞表面

受体轻重链的FR1-CDR1连接区域结合而激活B细胞

产生抗体[20] 同时还是CTL免疫应答的靶抗原 针对

HBcAg 的细胞免疫应答在病毒清除中起重要作用[21].

HBcAg 受细胞激酶或病毒编码的激酶作用部分磷酸

化 磷酸化是前基因组RNA包被入病毒核壳体过程中

必不可少的环节; HBcAg有鱼精蛋白样亲胞核性的羧基

末端 磷酸化后该末端的核定位序列暴露 HBcAg与核

孔复合体结合通过直接转运介导病毒基因组向核内转

运 而其他嗜肝DNA 病毒的核壳体蛋白都不转运核

内 但到目前为止还没有发现宿主肝细胞中有与之有

关的任何激酶[22,23]. HBcAg与肝细胞蛋白的相互作用是

病毒装配 释放 清除过程中关键的环节 找出其间的

联系对于探明HBV致病机制 寻找有效的防治方法有

着深远意义[24-28].

       本研究中所用的Clontech公司的酵母双杂交系统

3 下游采用了3种报告基因 由于增加了报告基因的

种类 使单个报告基因自激活出现假阳性的几率大大

降低 筛选结果的真阳性率可达95 % [29-32]. 我们在真核

表达载体pGBKT7中构建pGBKT7-HBcAg诱饵质粒并

在酵母菌株AH109中表达了HBcAg基因 与转化了人

肝cDNA文库的酵母菌株Y187进行配合 筛选出与之

相互作用的蛋白基因16种 其中4种为未知基因 在

GenBank中未发现同源序列. 根据GenBank的信息 我

们设计了新基因 C-12 的上下游引物 并成功地从

HepG2细胞的mRNA中逆转录出该基因的完整序列 说

明该基因也能在HepG2细胞中表达.由于C-12新基因

序列的大小与HBcAg相差仅几十个碱基 体外免疫共

沉淀后电泳很难将二者分开 因此我们只有将其连入

另一酵母表达载体pGADT7 转化入酵母菌株Y187
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并再次与表达了HBcAg 的 AH109配合 通过回交实

验进一步证实HBcAg与C-12#新基因表达产物结合. 新

基因的发现为我们研究HBcAg的功能提出了新线索

对新基因功能的深入研究将对感染机制的了解及阻断

提出新的思路 对HBV感染的防治工作有着重要意义.
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Abstract
AIM: The pathogenesis of HBV-induced malignant trans-
formation is incompletely understood. The X protein of
hepatitis B virus (HBxAg) is a multifunctional protein that
can influence a variety of signal transduction pathways
within the cell and is essential for establishing natural viral
infection, it also has been implicated in the development
of liver cancer associated with chronic infection. Further
understanding of the interaction between HBxAg and proteins
in hepatocytes is of great significance for the prevention
of the development of hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: HBxAg bait plasmid was constructed by ligating
the HBxAg gene with a yeast expression vector pGBKT7,
then transformed into yeast AH109 (a type). The transformed
yeast cells were amplified and mated with yeast cells Y187
(α type) containing liver cDNA library plasmid pCAT2 in
2×YPDA medium. Diploid yeast cells were plated on synthetic
dropout nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade) and syn-

thetic dropout nutrient medium (SD/-Trp-Leu-His-Ade)
containing x-α-gal for selection twice. Plasmid of true positive
blue colonies was extracted and analysed by DNA sequencing
and blast in genbank. After the complete sequence of the
novel mutant of asialoglycoprotein receptor 2 (ASGPR2)
was amplified from the mRNA of HepG2 cell by reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and
cloned into pGADT7 vector, the recombined plasmid was
translated by using reticulocyte lysate and analysed by im-
munoprecipitation technique in vitro together with HBxAg.

RESULTS: Eighteen genes in forty-one positive colonies
were obtained, one of them is a novel mutant of ASGPR2,
which is 80 % homologous to natural ASGPR2. The complete
sequence of the mutant was amplified from the mRNA of
HepG2 cell by RT-PCR successfully. The interaction between
HBx and ASGPR2 mutant was further confirmed by immu-
noprecipitation technique.

CONCLUSION: Interaction between HBx and ASGPR2 mutant
can be observed in both yeast cell and in vitro.

Lu YY, Chen TY, Cheng J, Liang YD, Wang L, Liu Y, Zhang J, Shao Q,
Li K, Zhang LX. Cloning of a gene coding for novel mutant of
asialoglycoprotein receptor 2 binding to hepatitis B virus X protein in
hepatocytes. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1126-1130

摘要

目的: 筛选并克隆鉴定人肝细胞中与乙型肝炎病毒(HBV)

X蛋白(HBxAg)相互作用蛋白的基因 明确HBxAg在

HBV感染及致癌过程中的具体作用.

方法: 用多聚酶链反应(PCR)法扩增HBxAg基因 连接

入酵母表达载体pGBKT7中构建诱饵质粒 转化酵母

细胞AH109并在其内表达 然后与转化了人肝cDNA

文库质粒的酵母细胞Y187进行配合 在营养缺陷型培

养基上进行双重筛选阳性菌落 PCR从中扩增出阳性目

的片段并测序 进行生物信息学分析. 根据Genbank中

的序列信息设计引物 从HepG2细胞的mRNA中逆转

录出去唾液酸蛋白受体2(ASGPR2)突变体的完整序列

克隆到另一酵母表达载体pGADT7 中 体外免疫共沉

淀再次证明HBxAg与ASGPR2突变体的结合作用.

结果: 成功克隆出HBxAg 基因并在酵母细胞中表达

配合后选出既能在四缺( SD/-Trp-Leu-His-Ade)培养基

又能分解X- -半乳糖(X- -gal)变成蓝色的真阳性

菌落41个  其中有一个是ASGPR2的新突变体.HepG2

细胞的mRNA中能逆转录出ASGPR2 的全基因序列



体外免疫共沉淀结果证实该突变体与HBxAg在体外也

有结合作用.

结论: 成功克隆出HBxAg的肝细胞结合蛋白 发现一

新的ASGPR2突变体 并证实HBxAg与ASGPR2突变

体在体外及酵母细胞内均有结合作用.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)慢性感染是引发肝细胞癌的主要危

险因子 HBV编码的X蛋白(HBxAg)具有潜在的致癌

作用 在多种基因发生异常转化的过程中起转录协同

激活作用 但具体机制不清[1-4]. 许多研究提示HBV X

蛋白能抑制肿瘤抑制蛋白P53的功能并影响多种信号转

导途径 对多种增强子及启动子有反式激活作用[5-7] ; 还

可以抑制肝细胞DNA的损伤修复 激活细胞信号级联

包括促分裂原蛋白激酶(MAPK) Janus 家族酪氨酸激

酶(JAK)/ 信号转导子和转录通路激活因子(STAT) 对

肝细胞的生长繁殖 细胞凋亡和细胞生长检测点的调

节有着广泛的影响 在HBV诱导肝细胞癌的发生中起

着重要作用[8-10]. 筛选肝细胞中与HBxAg的结合蛋白对

探讨HBV致癌的细胞效应机制提供重要线索.

1   材料和方法

1.1 材料  AH109酵母菌株(MA Ta trp1-901 leu2-3

112 ura3-52 his3-200 gal4 gal80 LYS2::

GAL1 UAS-GAL1 TATA-HIS3 GAL2UAS-GAL2 TATA-

ADE2URA3::MEL1 TATA-lac Z MEL1) 预转化的cDNA

肝文库(Y187) pGBKT7-BD克隆载体及酵母YPD培养

基 SD/-Trp SD/-Leu  SD/-Trp-Leu-His  SD/-Trp-

Leu-His-Ade等培养基 X- -gal购于Clontech公司.

大肠杆菌DH5 及HBV ayw亚型基因全序列质粒载体

pCP10 HepG2 细胞为本室保存 c-myc单克隆抗体

本室自制. 辣根过氧化物酶标记羊抗鼠IgG购于北京中

山生物公司. Taq DNA 聚合酶 T4 DNA连接酶 EcoRI

和 PstI BamH I购于Takara 生物公司.丙烯酰胺 N

N -亚甲双丙烯酰胺 IPTG及X- -Gal 及 pGEM-

T载体 Trizal 总 RNA提取试剂盒 RT-PCR试剂盒

购于Promega公司. TEMED购于宝林曼公司. 醋酸锂

半硫酸腺苷购于Sigma公司. HBxAg基因扩增引物(P1

5 -GAATTCATGGCTGCTAGGCTGTGCTG-3 和 P2

5 -CTGCAGATGGTGCTGGTGCG CAGACC-3 ) 肝

文库插入基因序列扩增引物(P3 5 -CTATTCGATGAT

GAAGATACCCCACCAAACCC-3 P4 5 -GTGAA

CTTGCGG GGTTTTTCAGTATCTACGA-3 ) 去唾液

酸蛋白受体突变体基因扩增引物(P5 5 -GAATTCATG

GCCAAGGACTTTCAAGATATCC-3 P6 5 -

GGATCCTCAGGCC ACCTCGCCGGTGGCATTC-3 )合

成及DNA测序由上海博亚公司承担.
1.2 方法

1.2.1 诱饵质粒的构建及表达  PCR扩增HBxAg基因与
pGBKT7 载体连接 酶切鉴定后醋酸锂法将诱饵质粒
转化入酵母AH109株后在SD/-Trp 培养基上筛选生长
6-8 d 挑取阳性菌落培养后提酵母蛋白质 用十二
烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)和West-
ern免疫印迹法验证HBxAg在酵母中的表达.
1.2.2 诱饵与肝文库的酵母配合  挑取在SD/-Trp培养基
上生长的pGBKT7-HBxAg质粒的酵母AH109菌落一到
数个接种于SD/-Trp培养基中 30  250 r·min-1振摇过
夜 次日离心后用2 YPDA培养液5 mL重悬细胞 计
数细胞数大于1 1012·L-1时与1 mL的肝文库酵母细胞
在50 mL 2 YPDA中30  30-50 r·min-1配合18-24 h
离心用1 YPDA 10 mL重悬细胞 分别取250 µL铺于
15 cm的 SD/-Trp-Leu-His(3 缺)  SD/-Trp-Leu-His-
Ade (4缺)培养基各25块上 同时将配合产物按1 10
1 100 1 1 000 铺于 SD/-Trp-Leu 培养基上检验
配合效率. 生长6-18 d后挑取大于直径3 mm的菌落再
次画线于铺有X- -gal的4缺培养基上检查X- -gal
酶活性 在此培养基上能生长且变成蓝色的为真阳性菌
落. PCR扩增出目的片段后测序并进行生物信息学分析.
1.2.3 新基因全序的克隆及重组表达载体的构建  根据
Genbank的序列信息设计引物P5 P6 以HepG2细胞
的mRNA为模板 逆转录PCR(RT-PCR)扩增ASGPR2
基因的全序列 送DNA测序鉴定后EcoR I BamH I双
酶切克隆入酵母表达载体pGADT7.

1.2.4 体外免疫共沉淀  TNT网织红细胞裂解物体外翻译

HBxAg和ASGPR2突变体(在此过程中掺入 35S) 二者

各取5 µl 在 1.5 mL 的微离心管中冰上混合 30 孵
育 1 h 加入 470 µL 免疫共沉淀缓冲液 10 µL G蛋
白 - 琼脂糖珠 10 µL c-myc单克隆抗体 4 孵育
2 h. 14 000 r·min-1离心1-2 min 弃上清. 加入 TBST

0.5 mL 洗 3 次 加 15 µL SDS 上样缓冲液 80 加
热变性5 min 瞬时离心后将上清10 µL上样到SDS-
PAGE 胶上电泳 清洗固定凝胶后 恒定 60 真空

干燥40 min -20 条件下放射自显影.

2   结果

2.1 pGBKT7-HBx重组诱饵质粒的构建及表达  扩增出

的HBxAg基因连接到pGBKT7载体中经酶切鉴定结果

正确. 转化入酵母AH109株筛选到阳性菌落 提酵母蛋

白质进行SDS-PAGE和Western免疫印迹分析 结果显

示对照无表达而转化了pGBKT7-HBx的酵母蛋白提取

物Western印迹分析可见明显目的条带 说明HBxAg基

因已成功地在酵母中表达.

2.2 诱饵与肝文库酵母菌株配合结果  配合后筛选出既

能在四缺( SD/-Trp-Leu-Ade-His)培养基又能在铺有X-
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-半乳糖(X- -gal)的四缺培养基上均能生长并变成

蓝色的真阳性菌落41 个 用文库扩增引物PCR 扩增

出目的片段并测序 结果在GeneBank中进行分析 发

现其中1个含ASGPR2突变体基因.

2.3 新基因全序的克隆及重组结果  用引物P5 P6 从

HepG2细胞的mRNA中逆转录扩增出ASGPR2突变体基

因的全序列(图 1 2) 测序鉴定正确后克隆入酵母表

达载体pGADT7 酶切鉴定结果正确(图 3).

图1  ASGPR突变体基因序列图(Genbank号: AF 529374).

G: Genbank的序列; M: 受体突变体序列
图2  新的去唾液酸蛋白受体突变体与Genbank 中去唾液酸蛋白受体2的DNA序列比较.

M   A    K   D   F    Q   D    I    Q    Q   L    S   S    E   E    N   D   H

     1 ATG GCC AAG GAC TTT CAA GAT ATC CAG CAG CTG AGC TCG GAG GAA AAT GAC CAT

P   F    H   Q   G    E   G    P   G    T   R    R   L    N   P    R   R   G

   55 CCT TTC CAT CAA GGT GAG GGG CCA GGC ACT CGC AGG CTG AAT CCC AGG AGA GGA

N   P   F    L   K    G   P   P    P   A    Q   P    L   A    Q   R    L   C

  109 AAT CCA TTT TTG AAA GGG CCA CCT CCT GCC CAG CCC CTG GCA CAG CGT CTC TGC

S   M   V    C   F    S    L    L   A    L   S     F   N    I    L    L   L   V

  163 TCC ATG GTC TGC TTC AGT CTG CTT GCC CTG AGC TTC AAC ATC CTG CTG CTG GTG

V   I   C    V   T   G    S   Q    S   A    Q   L    Q   A    E    L    R   S

  217 GTC ATC TGT GTG ACT GGG TCC CAA AGT GCA CAG CTG CAA GCC GAG CTG CGG AGC

L   K   E    A   F    S   N   F    S   S    S    T    L   T    E   V    Q   A

  271 CTG AAG GAA GCT TTC AGC AAC TTC TCC TCG AGC ACC CTG ACG GAG GTC CAG GCA

I   S   T    H   G    G   S    V   G    D   K    I    T    S   L    G    A   K

  325 ATC AGC ACC CAC GGA GGC AGC GTG GGT GAC AAG ATC ACA TCC CTA GGA GCC AAG

L   E    K   Q   Q    Q   D    L   K    A   D    H   D    A   L    L    F   H

  379 CTG GAG AAA CAG CAG CAG GAC CTG AAA GCA GAT CAC GAT GCC CTG CTC TTC CAT

L   K   H    F   P    V    D   L    R   F    V   A    C   Q    M   E    L   L

  433 CTG AAG CAC TTC CCC GTG GAC CTG CGC TTC GTG GCC TGC CAG ATG GAG CTC CTC

H   S   N    G   S    Q   R    T   C    C   P    V   N    W   V    E    H   Q

  487 CAC AGC AAC GGC TCC CAA AGG ACC TGC TGC CCC GTC AAC TGG GTG GAG CAC CAA

G   S   C    Y   W    F   S    H    S   G   K    A   W    A   E    A    E   K

  541 GGC AGC TGC TAC TGG TTC TCT CAC TCC GGG AAG GCC TGG GCT GAG GCG GAG AAG

Y   C   Q    L   E    N   A    H   L    V    V   I    N    S   W    E    E   Q

  595 TAC TGC CAG CTG GAG AAC GCA CAC CTG GTG GTC ATC AAC TCC TGG GAG GAG CAG

K   F   I     V   Q    H   T    N   P    F   N    T    W    I    G    L   T   D

  649 AAA TTC ATT GTA CAA CAC ACG AAC CCC TTC AAT ACC TGG ATA GGT CTC ACG GAC

S   D   G    S   W    K   W    V   D    G   T    D   Y    R   H    N   Y   K

  703 AGT GAT GGC TCT TGG AAA TGG GTG GAT GGC ACA GAC TAT AGG CAC AAC TAC AAG

N   W   A    V   T    Q   P    D   N    W   H    G   H    E    L    G   G   S

  757 AAC TGG GCT GTC ACT CAG CCA GAT AAT TGG CAC GGG CAC GAG CTG GGT GGA AGT

E   D   C    V   E    V    Q    P   D   G    R   W   N    D    D   F    C   L

  811 GAA GAC TGT GTT GAA GTC CAG CCG GAT GGC CGC TGG AAC GAT GAC TTC TGC CTG

Q   V   Y    R   W    V   C    E    K   R    R   N    A   T    G   E    V   A

  865 CAG GTG TAC CGC TGG GTG TGT GAG AAA AGG CGG AAT GCC ACC GGC GAG GTG GCC

   *

  919 TGA

      188                                            205

G: TGGGTCCCAAAGTGAGGGTCACAGAGGTGCACAGCTGCAAGCCGA

M: TGGGTCCCAAAGTG CAC AGCTGCAAGCCGA

                   244                            248

        68       69

G: AAGG GCCA

M: AAGGTGAGGGGCCAGGCACTCGCAGGCTGAATCCCAGGAGAGGAAATCCATTTTTGAAAGGGCCA

        68      126
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1: DNA Marker; 2: pGADT7-ASGPR质粒 EcoR I/Ps tI双酶切
图3  pGADT7-ASGPR质粒酶切鉴定.

2.4 体外免疫共沉淀结果  放射自显影照片结果显示

在泳道2出现各自的两条带的分子量大小正确 说明

HBxAg与该去唾液酸蛋白受体新的突变体在体外也能

结合(图4).

1:HBxAg; 2:HBxAg+ASGPR
图4  体外免疫共沉淀图.

3   讨论

HBV慢性感染可导致肝硬化 肝细胞癌发生 其中HBxAg

在致瘤方面的作用尤为重要 已有研究证实HBxAg引

起细胞基因异常是导致肝细胞癌过程中肝细胞异常增生

的早期事件 但具体机制尚未清楚. 近年来发现HBxAg

的功能非常复杂[11] 他能通过不同途径 (包括刺激蛋白

激酶活性) 影响信号转导通路 反式激活各种细胞及病

毒的启动子及增强子 抑制P53蛋白作用 妨碍DNA

损伤修复 并能通过诱导或封闭细胞凋亡来协调细胞

增生及程序性坏死间的平衡[12-19] 从而引起肝细胞基

因突变 肝细胞癌的发生.持续低水平的HBxAg表达可

导致HCC的发生 但HBxAg 的结构中不含能提供其

细胞定位及在病毒感染肝细胞中起作用的特定的核定

位信号 DNA结合位点及其他的蛋白质结构域. 明确

HBxAg 在肝细胞中到底与哪些蛋白质因子相互作用

如何作用 对于研究HBV在自然感染中所起的具体生

物学功能是非常关键的[20-26].

         酵母双杂交系统是新近发展起来的一种分子生物学

技术 能有效分析真核细胞中蛋白 - 蛋白 蛋白 -

DNA 蛋白-RNA相互作用. 该系统通过将两个推定相

互作的用蛋白X和Y被分别融合到一酵母转录激活因

子的BD和AD上 X与Y的相互作用重构了激活因子

的完整性能导致下游 报告基因 的转录 产生易探测

到的表型 间接证实X与Y蛋白间的结合作用[27-30]. 利

用 Clontech 公司新推出的酵母双杂交系统3 我们在

真核表达载体pGBKT7中构建pGBKT7-HBx诱饵质粒

并在酵母菌株AH109中表达了HBxAg 基因 与人肝

cDNA文库的酵母菌株Y187进行配合 筛选出与之相

互作用的蛋白基因18种 其中一个基因与ASGPR2的

基因高度同源 推测是一个新的突变体 该突变体在第

68-69位碱基间比ASGPR2基因多57个碱基 在244-248

位碱基间较ASGPR2基因少15个碱基.

       体内糖蛋白通过去唾液酸糖蛋白途径代谢 他们

被去唾液酸后通过去唾液酸糖蛋白受体在肝脏被吸收.

由于肝细胞表面富含ASGPR ASGPR现已被用做多种

抗-HBV药物的肝细胞靶向载体 以增强抗肝炎病毒

药物的疗效[31]. 有报道从患者体内分离出的HBV病毒粒

子能与ASGPR结合 进一步研究发现HBV是通过前

S1相关的包膜结合位点与ASGPR 结合 介导肝细胞

对HBV病毒粒子的胞饮作用 可能是HBV进入肝细

胞的一个机制[32,33].  在本项研究中发现HBxAg 能与

ASGPR2结合 对于研究HBxAg在HBV感染及HCC

发生中的具体功能又提出了新的线索 二者结合后会

引起哪些的生物学效应是下一步研究的重点.
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Abstract
AIM: Infection of hepatitis B virus (HBV) causes acute and
chronic hepatitis and is closely associated with the devel-
opment of cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC).
Molecular biological studies have considerably advanced
our understanding of how the HBV genome operates, pro-
viding important new clues to the natural history of HBV-
related diseases and, potentially, new therapeutical
avenues. The HBV genome consists of 3.2 kb of circular
DNA encoding four overlapping reading frames driven by
promoter and enhancer elements. The HBV core promoter
has been especially targeted for detailed molecular analysis,
for its pivotal role in the hepatotropism and early life cycle
of HBV. The core promoter can be divided into two
elements: the basal core promoter (BCP) and the core
upstream regulatory sequence (CURS). We previously had
used phage display to screen the human liver cDNA library.
A binding-protein of HBV core promoter, homologous with
carboxypeptidase N (CPN), has been identified. Carbox-
ypeptidase N is a plasma metalloprotease that cleaves basic
amino acid residues from the C terminal of peptides and

proteins. The enzyme plays a central role in regulating
the biologic activity of peptides such as kinass and
anaphylatoxins. The aim of this study was to observe the
effect of carboxypeptidase N on HBV core promoter
expression, to construct recombinant plasmid for trans-
fection into cell and to investigate the role of carboxypep-
tidase in replication and expression of HBV DNA.

METHODS: PCR was performed to amplify the gene of
HBV core promoter from the plasmid pCP10 containing
the whole fragment of HBV. The core promoter region
was amplified using the following primers: sense, 5’-ACG
CGT CCA AGG TCT TAC ATA AG-3’, and antisense, 5’-GCT
AGC ATG ATT AGG CAG AGG TG-3’, (spanning the HBV nucleotides
1643 nt to 1849 nt). Subcloning and sequencing of PCR
products were performed by using the TA cloning kits.
After MluI and NheI digestion the sizes of the inserts were
determined by agarose gel electrophoresis. The fragments
were introduced into the restriction sites MluI and NheI of
the multiple cloning sites of the pCAT basic (without any
promoter) or promoter reporter. Equally, PCR was per-
formed to amplify the gene of carboxypeptidase N, using
the following primers: sense, 5’-GAA TTC ATG CTC GGG
GAT CCG AAT TC-3’, and antisense,5’-GGA TCC TCA AGA
CCC GTT TAG AGG CC-3’. After EcoR and BamH 
digestion, the PCR fragments were cloned into the restric-
tion sites EcoR and BamH of the multiple cloning sites
of the pcDNA3.1(-). Murine fibroblast cell NIH 3T3 were in
Dulbecco's modified Eagle’s medium supplemented with
10 % fetal bovine serum under 5 % CO2 at 37 . DNA
transfection by the liposomes method was performed. For
analysis, the cells were harvested 48 h after transfection.
Transfection efficiency was routinely checked by cotrans-
fecting 0.2 µg of pCAT as an internal standard.

RESULTS: HBV core promoter gene was successfully cloned
into pCAT named pCAT-CP. Carboxypeptidase N gene was
successfully cloned into pcDNA3.1 (-) named pcDNA3.1(-)-
CPN. The recombined vectors were transferred into NIH
3T3 cell simultaneously to measure the expression of CAT.
The results showed that the HBV core promoter of ex-
pression was upregulated 5-6 fold by the expression of
carboxypeptidase N.

CONCLUSION: Our findings suggest that carboxypeptidase
N could bind HBV core promoter in vivo, and upregulate
the expression of HBV core promoter, which pave the way
for further studying the regulatory mechanism of HBV DNA.

Zhang ZD, Cheng J, Zhong YW, Yang Q, Wang YD, Dong J, Yang YJ,
Zhang SL. Cloning and characterization of a human hepatocyte protein,
carboxypeptidase N, which binds and activates core promoter of hepatitis
B virus. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1131-1134

摘要

目的: 乙型肝炎病毒(HBV)的感染 不仅引起急 慢
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性病毒性肝炎 而且与肝纤维化 肝细胞癌的发生发
展密切相关. 为深入研究HBV调节表达的机制 我们
应用噬菌体展示技术 以HBV核心启动子DNA片段为
固相支持物 筛选肝细胞cDNA文库 获得HBV核心
启动子的肝细胞结合蛋白-羧肽酶N(CPN). CPN是一种
从多肽和蛋白质C端氨基酸残基分离的血浆金属蛋白
酶 他在调节激肽和过敏毒素的生物活性上起关键作
用. CPN是分子量280 kD的四聚体 包含两个50 KD酶
性亚单位和两个83 kD调节亚单位. 核心启动子产生两个
3.5 kb RNA: 前-核心和前基因组RNA. 前-核心RNA编
码前-核心蛋白和e抗原 前基因组RNA不仅作为mRNA
编码核心蛋白和聚合酶蛋白 而且与病毒蛋白一起包埋
入核衣壳 作为模板逆转录. 前基因组RNA的表达调控
在病毒复制周期中起着关键作用. 核心启动子分为两部
分: 基本核心启动子和核心上游调节元件(CURS) 其上
游为负性调节元件(NER 1616-1621 nt). CPD在体内与
HBV核心启动子结合的作用还不清楚 我们分别构建
HBV核心启动子及羧肽酶N的重组载体 通过脂质体转
染NIH 3T3细胞 研究CPN对核心启动子的调节表达.

方法: 根据HBV核心启动子及羧肽酶N的序列设计引

物 在核心启动子的引物两端引入Mlu 和Nhe 的酶

切位点 在羧肽酶N的引物两端引入 EcoR 和 BamH

的酶切位点. 用聚合酶链反应(PCR)的方法分别扩增

HBV核心启动子和羧肽酶N基因 克隆到pGEM-Teasy

载体上. 核心启动子经Mlu 和Nhe 双酶切回收连接

到同样酶切的pCAT 载体上 羧肽酶N经 EcoR 和

BamH 双酶切回收连接到同样酶切的pcDNA3.1(-)质

粒上 构建HBV核心启动子的报告载体及羧肽酶N的

真核表达载体 脂质体法瞬时转染NIH 3T3细胞.

结果: HBV核心启动子和羧肽酶N(CPN)的 PCR产物经

1 %琼脂糖电泳鉴定与预期大小符合 分别为206 bp

和580 bp. 重组载体经双酶切鉴定后 证明HBV核心启

动子的报告载体及羧肽酶N (CPN)的真核表达载体构建

成功. 脂质体法瞬时转染NIH 3T3细胞48 h后 用ELISA

法检测β-gal的表达 显示核心启动子在羧肽酶N(CPN)
的影响下 其活性有大约5-6倍的增加. 通过体内实验

证明羧肽酶N(CPN)可以上调HBV核心启动子的表达.

结论: HBV核心启动子结合蛋白羧肽酶N (CPN)与HBV

核心启动子共转染细胞 明显调节HBV核心启动子的

表达 为进一步研究HBV复制的分子生物学机制提供

了新的理论基础.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)的感染 不仅引起急 慢性病毒

性肝炎 而且与肝纤维化 肝细胞癌的发生发展密切

相关[1,2]. 但是 目前除了部分慢性乙型肝炎患者对干扰

素 (IFN ) 或部分患者对于核苷类似物拉米夫定的治

疗有部分应答之外 还缺乏确切有效的治疗方法[3,4]. 其原

因是对HBV DNA复制的分子生物学机制还不十分清楚.

        我们利用噬菌体展示技术 以DNA为固相支持分

子 筛选人肝细胞cDNA文库 获得了和HBV核心启

动子结合的肝细胞蛋白-羧肽酶N (CPN) 在国内外首

次进行了以噬菌体展示技术筛选启动子的结合蛋白的

研究. 为深入研究其和HBV核心启动子结合的机制及功

能 我们分别构建报告载体和表达载体 进行共转染细

胞 阐明二者相互作用的意义 为进一步研究HBV复

制的分子生物学机制提供了新的理论基础.

1   材料和方法

1.1 材料  质粒pGEM-Teasy和 pcDNA3.1(-)(Promega公

司) Taq酶 琼脂糖 dNTP T4 DNA连接酶 RNA

酶 玻璃奶DNA回收试剂盒(博大科技) EcoR BamH

Mlu Nhe (购置宝生物公司) 热循环仪

凝胶成像仪 酶联黏附读数仪 大肠杆菌DH5 pCP10

质粒为本实验室保存.

1.2 方法

1.2.1 HBV核心启动子的扩增和克隆  根据HBV ayw的

基因序列 用Vector NT 软件设计引物 在编码区

的上游和下游分别设计合成一对寡核苷酸引物 P1:

5 -ACG CGT CCA AGG TCT TAC ATA AG-3 P2:

5 -GCT AGC ATG ATT AGG CAG AGG TG-3 在引物

5 端分别引入Mlu 和Nhe 位点 由赛百盛公司合成.

1.2.2 羧肽酶的扩增和克隆  根据羧肽酶N cDNA序列

包含从ATG至TAA为止的全编码区 用Vector NT

软件设计引物. 引物由上海博亚公司合成. P1 5 -GAA

TTC ATG CTC GGG GAT CCG AAT TC-3 在 5 -端

引入 EcoR 酶切位点 P2: 5 -GGA TCC TCA AGA

CCC GTT TAG AGG CC-3 在 5 -端引入 BamH

酶切位点.

1.2.3 重组报告载体pCAT-CP的构建与鉴定  将 HBV

核心启动子PCR纯化产物与pGEM-Teasy载体混合 在

16 条件下用T4 DNA连接酶连接过夜 随后转化用

氯化钙法制备的大肠杆菌DH5 感受态细胞 在铺有

IPTG/X-gal 的氨苄西林平板上进行蓝白斑菌落筛选

挑取白色菌落用碱裂解法提取质粒 进行酶切鉴定. 此

质粒及pCAT Basic均用Mlu 和Nhe 双酶切 回收

相应的酶切片段 在16 条件下用T4 DNA连接酶连

接过夜 随后转化用氯化钙法制备的大肠杆菌DH5 感

受态细胞 随机挑选在LB/Amp平板上生长的菌落 碱

裂解法提取质粒 进行Mlu 和Nhe 双酶切鉴定.

1.2.4 重组表达载体pcDNA3.1(-)-CPN的构建与鉴定

将噬斑的PCR纯化产物与pGEM-Teasy载体混合 在

16 条件下用T4 DNA连接酶连接过夜 随后转化用
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氯化钙法制备的大肠杆菌DH5 感受态细胞 在铺有

IPTG/X-gal 的氨苄西林平板上进行蓝白斑菌落筛选

挑取白色菌落用碱裂解法提取质粒 进行酶切鉴定. 此

质粒及载体pcDNA3.1(-)均用 EcoR 和 BamH 双酶

切 回收相应的酶切片段 在16 条件下用T4 DNA连

接酶连接过夜 随后转化用氯化钙法制备的大肠杆菌

DH5 感受态细胞 随机挑选在LB/Amp平板上生长的

菌落 碱裂解法提取质粒 进行 EcoR 和 BamH 双

酶切鉴定.

1.2.5 转染细胞  分别用磁珠法提取质粒 将pCAT basic

pCAT+pcDNA3.1(-) pCAT-CP和 pCAT-CP+ pcDNA3.1

(-)-CPN 通过脂质体瞬时共转染NIH 3T3 细胞 用

ELISA 法检测氯霉素乙酰转移酶(CAT)的表达 研究

pcDNA3.1(-)-CPN对 pCAT-CP的功能影响.

2   结果

2.1 pCAT-CP重组质粒的酶切鉴定  利用自行设计的引

物P1/P2成功扩增出HBV核心启动子基因片段 PCR

产物经1 %琼脂糖凝胶电泳分析扩增片段约为206 bp

与预期大小符合 且无非特异扩增现象.用双酶切所得

片段 连接到用相同的Mlu 和Nhe 所切的pCAT中

经酶切鉴定结果正确. 表明pCAT-CP质粒构建成功(图1).

Lane M: 15 000 DNA Ladder; Lane 1: pCAT-CP Mlu /Nhe cut;
Lane 2: HBV core promoter PCR
图1  pCAT-CP重组质粒的酶切鉴定.

2.2 pcDNA3.1(-)-CPN重组质粒的酶切鉴定  利用自行

设计的引物P3/P4成功扩增出羧肽酶N基因片段 PCR

产物经1 %琼脂糖凝胶电泳分析扩增片段约为580 bp

与预期大小符合 且无非特异扩增现象. 用双酶切所得

片段 连接到用相同的 EcoR 和 BamH 所切的

pcDNA3.1(-)中经酶切鉴定结果正确.表明pcDNA3.1(-)-

Carb质粒构建成功(图2).

Lane M: 15 000 DNA ladder; Lane 1: pcDNA3.1(-)-CPN EcoR /
BamH cut; Lane 2: CPN PCR
图2  pcDNA3.1(-)-CPN重组质粒的酶切鉴定.

2.3 pcDNA3.1(-)-CPN 对pCAT-CP的激活作用  用脂

质体法转染NIH 3T3细胞  脂质体用量6 µl. 培养48 h
后 进行ELISA检测. 氯霉素乙酰转移酶(CAT)的表达

见表1 pCAT-CP实验组酶的表达是pCAT的3倍 而

pcDNA3.1(-)-CPN+pCAT-CP实验CAT的表达是pCAT-

CP的近6倍 证明CPN对HBV核心启动子有激活作用.

表1  重组载体共转染NIH 3T3细胞氯霉素乙酰转移酶检测结果

质粒 CAT值

pCAT 0.007

pCAT-CP+pcDNA3.1(-) 0.094

pCAT-CP 0.023

pCAT-CP+pcDNA3.1(-)-CPN 0.130

3   讨论

肝炎病毒感染所引起的一系列肝脏疾病 发病机制非

常复杂 涉及到肝炎病毒与肝细胞大分子之间的复杂

的相互作用[1-3]. 乙型肝炎病毒是一种严重危害人类健康

的致病因子. HBV的感染除引起急慢性乙型肝炎和肝硬

化外 还与肝癌的发生有密切关系[4-7].  HBV 属嗜肝

DNA病毒 其基因组为3.2 kb部分双链的环状DNA. 他

的复制需要一个RNA中间物-前基因组RNA 经过反

转录产生新的DNA分子[8-10]. HBV基因组的功能单位十

分密集 高度压缩 重复利用. 目前已确定有四个主要

的开放阅读框架 分别负责编码核心抗原(pre-C/C) 核

酸聚合酶(P) 表面抗原(pre-S/S)和X蛋白(X). 这些基因

的表达受到顺式元件-启动子和增强子的调控[11-13]. 目

前在HBV基因组已发现并鉴定的顺式元件有四个启动

子(C X SP SP ) 两个增强子(Enh 和Enh )

和糖皮质激素应答元件. 由于病毒的复制是病毒致病机

制的重要环节 病毒基因的表达与调控又是病毒复制

研究的核心问题. 另外 虽然HBV感染具有相对泛嗜性

的特点 但是却主要在肝细胞中进行复制 引起肝脏的

病变 因而推测肝细胞中存在肝细胞特有的蛋白质因

子与DNA结合 控制HBV DNA复制表达. 因此通过研

究与HBV基因的表达调控结合的肝细胞特异性蛋白质

因子 对于了解HBV的致病机制 HBV与肝癌的关系

以及对乙型肝炎和肝癌的预防和治疗均有重要意义.

        核心启动子产生两个3.5 kb RNA: 前 -核心和前基

因组RNA. 前-核心RNA编码前核心蛋白和e抗原 前

基因组RNA不仅作为mRNA编码核心和聚合酶蛋白 而

且与病毒蛋白一起包埋入核衣壳 作为模板逆转录. 前

基因组RNA的表达调控在病毒复制周期中起着关键作

用. 核心启动子分为两部分: 基本核心启动子和核心上游

调节元件(CURS) 其上游为负性调节元件(NER 1 616-

1 621 nt) CURS能激活邻近下游的BCP.

        真核细胞的基因表达调节虽然发生在多个水平上

但是主要的还是转录水平和转录后水平上进行调节. 基

因表达的调节又分为顺式(cis)调节和反式(trans)调节. 与

转录活性有关的启动子结合的转录因子蛋白的结合与

 M         1           2

  M       1         2



调节尤其重要[14]. Wolcke et al [15]应用噬菌体表面展示技

术对DNA甲基转移酶M. TaqI识别的DNA序列的结合

蛋白进行了筛选. Cicchini et al [16]以高度分化的以高度

分化的MMH E14小鼠肝细胞癌细胞细作为来源构建了

噬菌体cDNA表面展示文库 研究DNA-蛋白之间的相

互作用. 以肝脏中富有的转录因子蛋白肝细胞核因子1

(HNF1 )基因启动子DNA作为固相基质进行筛选

以确定与之结合的蛋白序列.

      在国内外我们首次利用噬菌体展示技术[17-28] 以

DNA为固相分子 筛选肝细胞文库 研究启动子结合蛋

白. 获得了与HBV核心启动子结合的蛋白 经同源性比

较确定该蛋白与羧肽酶N(CPN)高度同源 同源性为99 %.

CPN是由两个50 kD小亚单位和两个83 kD大亚单位组

成的锌指样金属蛋白酶[29] 小亚单位包含蛋白酶的酶

活性 而糖基化的亚单位保护酶避免降解及从血流中

滤过 亚单位通过非共价键形成四聚体. CPN由肝脏产

生 进入血流的激肽[30] 血管舒张素[30] 血小板因子[31]

这些有生物活性的多肽 能被CPN分离其羧基末端的

精氨酸和赖氨酸残基 也可分离补体C3a和C5a羧基末

端的精氨酸[30]. 补体级联反应产生的C3a和C5a能诱导

平滑肌舒张 血管舒张和白细胞趋化 以及肥大细胞释

放组胺 CPN极大地减少C3a和C5a的生物学活性. CPN

基因5 -端的结构分析显示有与肝特异表达相关的转

录因子结合位点 对应三种不同蛋白的9个转录因子结

合位点位于转录起始位点上游916 bp. 这三种蛋白分别

是肝细胞核因子5(HNF-5) AP-2和 CCAAT/ 增强子

结合蛋白(C/EBP). HNF-5是肝特异转录因子 在5 -

端有7个识别位点. AP-2在非肝组织表达 作为抑制

子. C/EBP存在于肝和脂肪组织. 这些研究表明CPN局

限于肝脏[2] 而Sato et al [31]认为不仅在肝脏 而且胃

肺 肠 脾 肾也有表达. 而我们的结果与此不完全一

致 为阐明二者结合的意义 我们分别成功构建了HBV

核心启动子的报告载体和羧肽酶的表达载体 将二者

共转染NIH 3T3细胞 证明在体内羧肽酶N可以明显

调节HBV核心启动子的表达. 此项实验结果为研究影响

HBV复制机制开辟了新的思路和途径. 我们准备进一步

研究二者在体外的结合特性.
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between NS5A2209-2248

sequences and response to interferon therapy, and whether
there is an IFN sensitivity determining region(ISDR) in the
region of  NS5A2209-2248.

METHODS: We analyzed 11 patients with chronic HCV 1b
infection who had received interferon alfa therapy for six
months. Pretreatment serum samples were analyzed. The
amino acid sequence of NS5A2209-2248 was determined by
direct sequencing of the HCV genome amplified by the
polymerase chain reaction.

RESULTS: Among the 11 patients, only 1 was intermediate
type, all the others were wild type. 2 of wild type patients
showed complete response.Others were nonresponders.
There was no significant difference in nucleotide and amino
acid sequences between the two groups.The nucleotide
and amino acid sequences changed after IFN treatment in
one nonresponder.

CONCLUSION: The NS5A2209-2248 region was highly
conservative. In Chinease patients with chronic HCV 1b
infection, there was no correlation between response to in-
terferon and mutations in the NS5A gene. HCV quasispecies
changed after IFN therapy.

Zhang L, Zhao GZ, Shi LL, Cao L. Mutations in nonstructural 5A gene
of hepatitis C virus and its response to interferon alfa.Shijie Huaren

Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1135-1138

摘要

目的: 探讨HCV1b型慢性丙型肝炎患者HCV NS5A基因变

异与干扰素(IFN)疗效的关系 NS5A2209-2248片断是否存在干

扰素敏感决定区(ISDR).

方法: 留取慢性丙型肝炎患者干扰素治疗前血清 应用

RT-PCR法扩增NS5A基因片段 用直接测序法进行核苷

酸及氨基酸序列测定.

结果: 11 例HCV1b型患者中1例为中间型 其余为野生

型. 2例表现为完全应答 均为野生型 9例为无应答. 两组

之间核苷酸及氨基酸序列无显著差异. 对1例患者的动态观

察发现 干扰素治疗后其核苷酸及氨基酸序列均有所变化

改变了其在基因树中的位置.

结论: HCV1b型NS5A基因变异与干扰素疗效无关 NS5A2209-2248
区高度保守. 未证实存在ISDR. 干扰素治疗可引起HCV准

种改变.

张琳, 赵桂珍, 石理兰, 曹丽. 丙型肝炎病毒NS5A基因变异与干扰素疗效的

关系. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1135-1138

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1135.asp

0   引言

由于HCV基因组具有高度变异性[1-4]  使其感染后极易

慢性化[5-8]. 目前丙型肝炎患者临床尚无切实有效的治疗

方法 干扰素仍是唯一可以抑制病毒复制 改善患者生

化和组织学指标的药物[9,10]. 但干扰素治疗应答率低

副作用大 费用昂贵 因此在治疗前进行疗效预测 成

为近年研究的热点. 在影响干扰素疗效的众多因素中

基因型1b型HCV感染被认为是导致干扰素疗效低下的

主要因素[11-14]. 我国大部分患者为此种基因型[15,16]. 但即使

均为1b型感染者 对干扰素治疗的结果可截然不同. 日

本学者Enomoto et al发现 1b型患者HCV NS5A2209-2248
区氨基酸序列与干扰素疗效密切相关 与HCV-J 相

比 突变型(氨基酸变异 4个)对干扰素敏感 中间型

(氨基酸变异1-3个)和野生型不敏感 因而把NS5A2209-2248
区称作干扰素敏感决定区[17-20]. 但在欧美一些国家的研

究中 却未证实ISDR的存在[21-25]. 我们对沈阳地区11例

应用干扰素治疗的 1b 型慢性丙型肝炎患者进行了

NS5A2209-2248区核苷酸及氨基酸序列测定 以进一步探

讨NS5A2209-2248基因变异与干扰素疗效的关系.
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1   材料和方法

1.1 材料  应用干扰素治疗的慢性丙型肝炎患者共12例

男8例 女3例 年龄23-45岁. 治疗方案为: IFN-

3 MU  3 次 /wk 共 24 wk. 疗效判定: 应答组 治疗结

束时 ALT 正常 HCVRNA阴转 并持续至6 mo 以

上. 否则为无应答组.

1.2 方法  HCVRNA提取采用异硫氰酸胍-酚-氯仿提

取法. 血清50 µL 分别加入异硫氰酸胍200 µL 氯仿 /
异戊醇50 µL 振荡混匀 13 000 r/min离心 10 min
取水相 100 µL 加等量异丙醇 混匀 13 000 r/min
离心 10 min 弃上清 控干残留液体 加750 mL/L

乙醇 200 µL 洗涤 13 000 r/min 离心 5 min 弃上
清 真空抽干 65  20 min 备用. NS5A基因片段扩

增采用巢式逆转录聚合酶链反应法. 引物序列: 外引物1:

5 -TTGGCCAGCTCTTCAGCTAGC-3 (核苷酸位置

6921-6936); 外引物2: 5 -CCAGGACTCTAGCAGTGG

AC-3 (核苷酸位置7 211-7 232); 内引物1: 5 -TCA

GCTAGCCAATTGTCTGC-3 (核苷酸位置6 933-6 952);

内引物2: 5 -CAGTGGAGGGTTGTAGTCTG-3 (核苷

酸位置7 200-7 220). 逆转录及第一轮 P C R 扩 增 10

buffer 3 µL dNTP 3 µL MgCl2 1.56 µL Taq酶 2 U
AMV3U  Rnasin20U 外引物120 pmol (1 µL) 外引
物220 pmol (1 µL) 水 19 µL 总反应体积30 µL. 37 
30 min 逆转录之后进入PCR扩增 反应条件为94 

300 s预变性 94  45 s 50  45 s 72  45s 共

35个循环 终延伸300 s. 第二轮PCR扩增: 取第一轮

扩增产物5 µL 10 buffer 3 µL dNTP 3 µL MgCl2
1.56 µL Taq 酶 2U 内引物120 pmol (1 µL) 内引
物220 pmol (1 µL) 水 15 µL  总反应体积30 µL. 反应
条件与第一轮相同. 取第二轮PCR产物5 µL进行20 g/L
琼脂糖凝胶电泳 片段大小在573 bp左右为阳性结果.

NS5A区核苷酸及氨基酸序列测定 采用直接测序法. 由

上海联合基因公司完成. 结果应用Biledit软件进行分析.

HCV基因分型 采用直接测序法. 依据NS5A区核苷酸序

列进行分型.

2   结果

2.1 HCV基因分型  在 12例慢性丙型肝炎患者中 11

例为HCV1b 型 1 例为HCV1c 型 其中5-1 5-2

5-3分别为 5 号患者治疗前 治疗后 3mo 6moHCV

在基因树中的位置(图1).

2.2 NS5A2209-2248区核苷酸序列分析  11 例 1b型患者中

3 4 号患者为应答者 余为无应答者 两组之间核

苷酸变异数无显著差异(t = 0.86 P >0.05). 与HCV-J相

比 变异数未超过10 % 且多为同义突变 表明NS5A

区高度保守(表1).

2.3 NS5A2209-2248区氨基酸序列变异与干扰素疗效的关系

按照Enomoto的分型方法 11例1b型患者1例为中间

型 余均为野生型 未见突变型. NS5A2209-2248区氨基

酸序列变异与干扰素疗效无关(图2).

图1  12例患者的基因分型.

表1  患者NS5A核苷酸序列与HCV-J的比较

编号 核苷酸变异数 核苷酸变异率(%)

  1 9 5.2

  2            10 5.8

  3            10 5.8

  4 9 5.2

  5            13 7.6

  6 8 4.7

  7 8 4.7

  8            15 8.8

  9            11 6.4

10 9 5.2

11 9 5.2

2209      2248      完全应答

HCV-J PSLKATCTTHHVSPDADLIEANLLWRQEMGGNITRVESEN

  1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NO

  2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NO

  3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - YES

  4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - YES

  5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NO

  6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NO

  7 - - - - - A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NO

  8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NO

  9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NO

10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NO

11 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NO

图2  NS5A2209-2248区氨基酸序列变异与干扰素疗效关系.
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2.4 干扰素治疗对NS5A基因变异的影响  对5号患者的

动态观察发现 干扰素治疗后 NS5A 基因发生了变

异 导致其在基因树中位置改变(图 1 中 5-1 5-2

5-3) 即引起了其准种的改变 并未导致基因型的变

化. 核苷酸变异大多为同义突变. 氨基酸变异情况见图3.

2202    2257

HCV-J SASQLSAPSLKATCTTHHVSPDADLIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVVLDSFD

治疗前- - - - - - - - - - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - -

3 mo    - - - - - - - - - - - - - - - - - - V- - - - - - - - - - - - - - - - - - - --I I M - -

6 mo    - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - --I  - -- A

图3  干扰素治疗前后NS5A氨基酸序列变化.

3   讨论

慢性丙型肝炎患者对干扰素治疗的持续应答率(ALT正

常HCVRNA阴转持续至治疗结束至少6 mo以上)较低

仅10-20 %[26-28] 而1b型则更低. 如何在治疗前对疗效

进行有效的预测 具有重要的临床意义. 近年在对1b型

NS5A2209-2248位氨基酸变异是否与干扰素疗效有关的问

题上研究结果不尽一致 日本学者认为NS5A2209-2248位

氨基酸序列可以对干扰素治疗进行疗效预测 此区域

被其称作干扰素敏感决定区(ISDR) 但欧美一些国家

的研究却得到相反的结论. 我们的研究结果发现: 11例

1b型患者按Enomoto的分型10例为野生型 1例为中

间型 未见突变型. 2例应答者和9例无应答者之间核苷

酸及氨基酸序列无显著差异 说明NS5A2209-2248位氨基

酸变异与干扰素疗效之间无确切关系; 11例患者核苷酸

与氨基酸序列同HCV-J[29]相比 变异较少 且多为同

义突变 表明NS5A 区高度保守 从另一方面说明以

NS5A 基因变异来判定与干扰素疗效的关系 意义不

大. Chayama et al [30]也发现: NS5A区很少出现氨基酸替

换 不能对干扰素治疗结果进行预测. 我们的结果与我

国学者段学章 唐振亚 et al的研究结果相一致[31,32]. 因

而 干扰素敏感决定区可能不适用于中国患者. 应选择

其他方法对1b型患者进行干扰素疗效预测.

       我们对其中1例无应答者进行了核苷酸及氨基酸序

列的动态观察 发现干扰素治疗后 NS5A区核苷酸及

氨基酸序列均发生了变化 治疗6 mo时病毒在基因树

中的位置发生了较明显的改变 说明干扰素治疗对病

毒序列有选择作用 产生了新的优势株 即引起了其准

种的改变. 这也从一个方面说明了1b型HCV抵抗 IFN

的机制.

       由于本研究病例数较少 且无突变型患者 因此不

能从另一方面证实突变型对干扰素治疗是否有效. 而

Enomoto 的报道中 则有较多的突变型患者 可能与

1b型HCV感染具有地区性特点有关. 导致两种不同研

究结果的原因有待进一步研究明确.
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Abstract
AIM: To investigate the association of genetic susceptibility
to hepatitis B virus infection and disease progression with
the allelic polymorphisms of IL-10 and IL-12b promoter
regions in Chinese Han population.

METHODS: Two groups of indigenous Chinese subjects
(314 subjects in total) were recruited in this study. Group
1 included 104 unrelated patients with chronic hepatitis B
virus infection and 76 unrelated healthy donors. Group 2
contained 134 related subjects from seven HBV-infected
pedigrees of Han ethnic origin. Total genomic DNA samples
were purified from the 1.5 ml of peripheral blood of all
participated individuals by using the QIAgen purification
DNA kit. Genotyping of IL10-5’A and IL12-5’C alleles was
performed by means of PCR-RFLP (restriction fragment
length polymorphism) and further proved by direct DNA
sequencing. All data were statistically analyzed by using
SAS software.

RESULTS: IL10-5’A mutant frequency in unrelated healthy
subjects was 41.9 % compared with 42.1 % in unrelated
HBV-infected patients, while IL12-5’C mutant frequency
was 64.6 % and 55.8 % among healthy individuals and
HBV-infected patients, respectively. No significant difference
was found among the unrelated healthy individuals and
unrelated HBV-infected patients. In related individuals from

the seven HBV-infected pedigrees, the mutant frequency
of IL12-5’C allele was found to be identical to that in unrelated
healthy and HBV-infected patients, but the mutant frequency
of IL10-5’A allele (19.5 %) was significantly different from
that (42.0 %) in unrelated group (P <0.01).

CONCLUSION: The polymorphisms of IL10-5’A and IL12-5’C
allele promoter regions were not correlated with hepatitis
B virus infection and disease progression among unrelated
subjects, but there was a significantly lower mutant frequency
of IL10-5’A allele among related subjects.

Li YG, Liu MX, Wang FS, Jin L, Hong WG. Genetic polymorphisms in
IL-10 and IL-12b allele promoter regions in Chinese patients of Han
nationality with HBV infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11
(8):1139-1143

摘要

目的: 我国是一个乙型肝炎大国 乙型肝炎感染及其转归

显然有人种 人群差异. 本研究对我国汉族人群中乙型肝炎

病毒(hepatitis virus B HBV)感染和发病与白介素-12 p40

(interleukin-12 p40 IL-12b) 白介素-10(interleukin-10

IL-10)启动子区基因多态性之间的关系进行了探讨.

方法: 利用聚合酶链反应-限制性内切酶片段长度多态性分

析 (restricted enzyme-fragment length polymorphisms  PCR-

RFLP) 的方法对非相关人群的健康人群与HBV感染患者

(轻 中度慢性肝炎 重度慢性肝炎)和HBV感染家系中的

HBV携带者 既往HBV感染者 健康人群的IL-12b IL-10

启动子区 -540C -592A ( IL10-5 A IL12-5 C)

单碱基多态性(SNP)进行了分析 并且对两个突变位点进行

了基因测序. 使用SAS统计软件进行统计分析.

结果: IL10-5 A IL12-5 C 在非相关人群中的分布

符合Hardy-Weinberg平衡. 非相关人群IL10-5 A IL12-

5 C突变等位基因在HBV患者中的频率近似于健康人群

(IL10-5 A  HBV患者 42.08 %  健康人41.9  % P >0.05;

IL12-5 C HBV患者 55.8 % 健康人64.6 % P > 0.05).

IL10-5 A 与 IL12-5 C 基因分布在慢性肝炎(轻中)和

慢性肝炎(重)两组无显著性差异(P >0.05). 提示 IL10-5

A IL12-5 C单碱基多态性(SNP)对乙型肝炎病情轻中

无影响; HBV感染家系中 IL10-5 A IL12-5 C单碱

基多态性在携带者 健康人群以及既往感染者三组间均匀

分布  IL12-5 C突变频率与非相关人群相似(非相关人

群-540T 55.3 % 相关人群-540T 55.9 %); IL10-5 A
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突变频率与非相关人群有显著性差异(非相关人群 -592C

42.0 % 相关人群 -592C 19.5 % P <0.01).

结论: IL10-5 A突变比 IL12-5 C突变在HBV感染家

系中可能起到更重要的作用 或影响相关人群对HBV的易

感性.

李永纲, 刘明旭, 王福生, 金磊, 洪卫国. 汉族人 IL-12b和 IL-10启动子区基

因多态性与HBV感染的相关性. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1139-1143

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1139.asp

0   引言

免疫应答有关的细胞因子基因的多态性可能对HBV感

染的结局产生一定的影响[1]. 当细胞因子IL-12水平较低

时 预先应用rIL-12治疗可能有助于提高干扰素治疗

的应答率[2]. 乙型肝炎患者的血清 IL-10 IL-12水平

与病情的轻重密切相关[3-6]. IL-10对于 IL-12的调控是

抑制分泌. 不同种族体内细胞因子水平是不同的 个体

间细胞因子的分泌量不同受其基因启动子区基因多态

性的影响[7-9]. 我们探讨了IL-12 p40启动子区-540C单

核苷酸突变(SNP)位点即 IL-12 p40C A(IL12-5 C)

和 IL-10启动子区-592A SNP位点即 IL-10-592A C

(IL10-5 A)与乙型肝炎发病及易感性的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  根据2000年全国传染病与寄生虫病学术会讨

论修订的 病毒性肝炎防治方案 试行标准 我们将患

者组分为慢性肝炎(轻中度) 慢性肝炎(重度)组. 我院

诊断明确的乙型肝炎住院患者104例 血清HBsAg检

查均阳性 男84 例 女 20 例 年龄 24-73(46±12)
岁. 慢性肝炎 (轻中度)75例 慢性肝炎 (重度 )29 例.

随机挑选我院健康体检人员 乙型肝炎病毒血清标志

阴性者76例. 采集了7个家系的外周血全血标本共134份

分别来自我国河南 河北 山东 山西. 男75份 女59

份 都是汉族 年龄在1-83(平均为33±19)岁. 由于血
缘关系的存在故称之为相关人群. 以上所有人均为汉族.

1.2 方法  基因组DNA提取采用QIAGEN公司的基因组

DNA提取试剂盒 自外周血200 µl 中分离DNA作为
PCR模板 具体步骤见参考文献[10]. 聚合酶链反应-限

制性片段长度多态性(polymerase chain  reaction-restricted

fragment length  polymorphism PCR-RFLP)IL12-5 C

PCR-RFLP检测引物 :扩增IL-12 p40启动子区域包含-

540位点的上 下游引物分别为  5 -CAGACTTACCA

TGCTGAGAAA 3 对应于-502 -52 3nt 21 mer)及 5

AGTGGGAATACCTCAGCGTAA 3 (对应于-758 -779 nt

20 mer) 扩增产物长度286 bp; PCR反应扩增体系为 2 5 µL
含 4 2.5 mmol/L dNTP 1.5 µL 12.5 µmol/L 上 下
游引物各1 µL 10 PCR缓冲液 2 .5 µL Taq DNA
聚合酶0.3 µL 基因组DNA1.0 µL. PCR条件为94 
5 min变性 然后再94  30 s 55  30 s 72  30 s

30 个循环 72  10 min; RFLP 酶切体系为10 µL
buffer4  2.5 µL  BSA 0.1 µL  Hha 限制性内切酶0.2 µL
双蒸水2.7 µL PCR产物6 µL  37 水浴2 h后 酶切
产物以20 g/L琼脂糖凝胶电泳 观察结果(表1). IL10-5

A  PCR-RFLP检测引物 : 扩增IL-1O启动子区域包含-

592 位点的上 下游引物分别为 5 -TACTCTTACCC

ACTTCCCCC-3 (对应于 -719 -699nt 20 mer)及

5 -GGGGACCCAATTATTTCTCA 3 (对应于-402 -422 nt

20 mer) 扩增产物长度314 bp. PCR反应扩增体系为

2 5 µ 含4 2.5 mmol/L dNTP 1.5 µL MgCl2 1.0 µL
上 下游引物各1.0 µL 10 PCR缓冲液 2 .5 µL
Taq DNA聚合酶0.3 µL 基因组DNA1.0 µL. PCR条件
为94  5 min 变性 然后再94  30 s 55  30 s

72  30 s 33 个循环 72  10min  RFLP酶切体

系10 µL buffer C 1.0 l BSA 0.1 µL  RsaI 限制性
内切酶0.2 µL 双蒸水1.7 µL PCR产物7 µL  37 
水浴 3 h后 酶切产物以20 g/L 琼脂糖凝胶电泳 观

察结果(表1).

表1  IL12-5 C和 IL10-5 A基因型与PCR-RFLP电泳结果

突变位点 wt/wt wt/mt mt/mt

246 bp 286 bp              286 bp

IL12-5 C  40 bp 246 bp

185 bp 314 bp 314 bp

  40 bp

IL10-5 A 129 bp 185 bp

129 bp

wt: 野生型; mt: 突变型.

        统计学处理  在本组中国汉族人中见IL10-5 A基

因型 组间频率比较采用R×C表 χ2检验或Fisher确切
检验 并检验等位基因在群体 性别上的分布是否符合

Hardy Weinberg平衡定律. 数据处理均SAS软件处理.

2   结果

2.1 慢性乙型肝炎 IL10-5 A IL12-5 C的等位基

因频率  我们发现在中国汉族(非相关的)健康人及HBV

患者中 IL-10启动子区-592A C突变是普遍存在的

大约有46.6 %的人发生-592A C的突变即IL10-5

A 基因突变频率 部分个体发生纯合突变 (-592C/C

14.9 %). 经检验符合Hardy-Weinberg平衡定律 (P >0.05).

健康人群 IL10-5 A 基因突变频率 基因型频率与

HBV患者的相似(P >0.05 表 2). 慢性肝炎(轻中) 慢

性肝炎(重)2组 IL10-5 A基因突变频率无显著性差异

(图1). 在非相关人群中 通过比较健康人及HBV患者中

IL12-5 C等位基因分布特点 发现IL12-5 C T突

变是普遍存在的. 我国汉族人群53.3 %存在-540C T

的突变即IL12-5 C基因突变频率 其中突变型纯合子

(-540 T/T)频率占25.7 %. 健康人及HBV患者的IL12-5 C
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基因型及基因突变频率(表2). 经检验符合Hardy-Weinberg

平衡定律 (P >0.05). 慢性肝炎(轻中) 慢性肝炎(重)2组

IL12-5 C基因突变频率比较 无显著性差异; 健康人群

IL12-5 C突变频率与乙型肝炎患者的相似(P >0.05 图2).

1: 野生型纯和子(C/C); 2, 3: 突变型杂合子(C/T); 4, 5: 突变型纯合子(T/
T); M: 分子质量标准
图1  IL-12 PCR-RFLP产物的琼脂糖电泳照片.

2, 4: 野生型纯和子(A/A); 1, 3: 突变型杂合子(A/C); 5, 6: 突变型纯合子
(C/C); M: 分子质量标准
图2  IL-10 PCR-RFLP产物的琼脂糖电泳照片.

A 纯合野生型; B 杂合型; C 纯合突变型. 箭头所指为SNP位点, 其对应位置的上图为T即正链的A; 下图为G即正链C.
图 3  IL12-5 C PCR产物测序结果.

表2  慢性乙型肝炎 IL10-5 A IL10-5 C 基因型及突变频率

        基因型频率
分组 n          突变频率

wt/wt wt/mt mt/mt

IL10-5 A 慢性肝炎(轻中) 75 23 (30.7) 38 (50.7) 14 (18.7) 44.0

慢性肝炎(重) 26   9 (39.1) 15 (59.7)    2 (7.7) 36.5

健康人群 68 20 (29.4) 39 (57.4)   9 (13.2) 41.9

IL10-5 C 慢性肝 (轻中) 66   8 (12.1) 41 (62.1) 17 (25.8) 56.8

慢性肝炎(重) 29   5 (17.2) 17 (59.2)   7 (24.1) 53.5

健康人群 76 13 (17.1) 43 (56.6) 20 (26.3) 64.6

P >0.05.

表3  IL10-5 A IL12-5 C 基因型在HBV 感染家系中的分布

            基因型
分组 n          基因频率

wt/wt wt/mt mt/mt

IL10-5 A HBV携带者 20 13 (65.0)   7 (35.0) 19.6

既往感染者 28 18 (64.2)   9 (32.1)                 1 (3.6) 19.6

健康人群 80 50 (62.5) 28 (35.0)                 2 (2.5) 20.0

IL12-5 C HBV携带者 19   3 (15.7) 11 (57.9)   5 (26.3) 55.5

既往感染者 28   2 (17.2) 21 (59.6)   5 (24.2) 55.4

健康人群 81 16 (17.1) 39 (56.6) 26 (26.3) 56.2

286 bp

   1         2         3          4          5         M

246 bp

500 bp

300 bp

200 bp

A

B

C

314 bp

185 bp
129 bp

500 bp

300 bp

200 bp

     1        2         3         4        5         6          M

100 bp



表4  相关人群非相关人群基因型分布情况

            基因型(%)
分组   n          突变频率

wt/wt wt/mt mt/mt

IL10-5 A 非相关人群 169 52 (30.8) 92 (54.4) 25 (14.8) 42.0

相关人群 128 81 (63.3) 44 (34.4)    3 (2.3) 19.5b

IL12-5 C 非相关人群 171 26 (15.2)            101 (59.1) 44 (25.7) 55.3

相关人群 128 21 (16.4) 71 (55.5) 36 (28.1) 55.9

bP <0.01 vs 非血缘相关人群.

         为了证实酶切结果 我们分别对IL10-5 A IL12-

5 C  PCR产物做DNA测序 结果证实 IL10-5 A

IL12-5 C突变正确(图3). IL10-5 A测序略.

2.2 相关家系人群HBV感染者的 IL10-5 A IL12-

5 C基因型  对7个家系的外周血全血标本共134份进

行了研究. 采用R C表双向无序 χ2检验 研究IL10-

5 A IL12-5 C基因型在HBV携带者(HbsAg阳性)

既往HBV感染者(HbsAg阴性 抗-HbcAb阳性)和健康

人群之间的分布无显著型差异(P  >0.05 表 3); 而相关

人群与非相关人群IL10-5 A基因型相差显著; IL12-

5 C基因型两组间无显著性差异(表4).

3   讨论

我国是一个肝炎大国 HBV感染和发病具有如下特点:

(1)同一种病毒(HBV)感染 不同的个体所产生的结局不

同[11-17]; (2)同一种病毒 不同人群产生的易感性不同[18-21];

(3)同一种抗HBV药物 在不同个体产生的疗效反应不

同[22-27]; (4)同一种HBV疫苗 不同的个体产生预防效

果有差别[28-32]. 仔细分析HBV感染和发病的特点 我

们发现宿主遗传因素重要作用 在一定意义上说机体

的遗传基因可能是影响乙型肝炎的发生 发展 疗效

和预后最主要的因素[15-23].

      我们的结果发现 IL10-5 A IL12-5 C 在人

群中的分布符合Hardy-Weinberg平衡. 非相关人群IL10-5

A IL12-5 C突变等位基因在HBV患者中的频率近似

于健康人群(IL10-5 A HBV患者 42.1 % 健康人41.9  %

P  >0.05; IL12-5 C HBV患者 55.8 % 健康人54.6 %

P > 0.05). IL10-5 A与 IL12-5 C基因分布在慢性肝炎

(轻中)和慢性肝炎(重)两组无显著性差异(P >0.05) IL10-

5 A IL12-5 C SNP可能单独对病毒性肝炎病情无影响;

HBV感染家系中IL10-5 A IL12-5 C SNP在携带者

健康人群以及既往感染者三组间均匀分布(P >0.05)

IL12-5 C突变频率相关人群(-540T 55.9 %)与非相关人

群(-540T 55.3 %)相似(P >0.05) 相关人群 IL10-5 A

突变频率(-592C 19.5 %)与非相关人群(-592C 42.0 %)有显

著性差异(P <0.01) 表示 IL10-5 A 突变比 IL12-5

C突变在HBV感染家系中可能起到更重要的作用 影

响相关人群对HBV的易感性.
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1   病例报告

患者女性 50岁 因黄疸及皮肤黄色瘤1年半于2000-04入院. 追溯

病史发现自1986年起出现多饮 多尿 化验血糖及肾功能正常  CT

检查垂体未发现异常 予氢氯噻嗪治疗后尿量由4 000-5 000 mL/d减

少为2 000-3 000 mL/d. 1998-11 出现皮肤瘙痒 黄疸 伴低热 腹

部CT检查显示肝内胆管扩张  1999-03在外院行胆总管探查术 术

中从右肝管取出泥沙样结石 胆管壁病理检查示炎性改变 最后诊断

为胆结石.术后黄疸继续加重 并出现全身多发黄色小结节.入院查体:

重度黄疸 面部 四肢和腹部(包括手术瘢痕处)见黄色至棕黑色的倾

向融合的片状丘疹及小结节. 腹软 肝脾均肿大 质地中等 无明

显压痛. 化验总胆红素359.6 µmol/L 直接胆红素183.9 µmol/L 血
甘油三脂及总胆固醇增高 尿比重正常. 胸部CT检查提示肺间质纤维

化 头颅及盆腔X线检查 蝶鞍部磁共振检查未见异常.肝穿活检及皮

肤活检病理检查可见大量具有肾形细胞核的特殊组织细胞 进一步行

免疫组化染色S-100阳性 电镜检查发现网球拍样的Birbeck 颗粒. 胃

镜及支气管镜检查见食管 胃 喉 气管及支气管内多发黄色小结节
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成人不典型郎格罕组织细胞增生症1例

王巍峰, 黄启阳, 王志强, 杨云生

均取活检 病理结果同上. 确诊为郎格罕组织细胞增生症 给予泼

尼松和依托泊甙的2个疗程的联合化疗效果不佳. 随访结果: 1 a后此

例因肝功能衰竭死亡.

2   讨论

郎格罕组织细胞增生症(langerhans cell histiocytosis LCH)旧称组织细胞

增生症X(histiocytosis X) 是一种罕见病 年发病率为百万分之0.5-5.4 多发
生在10岁以下的儿童. 最常累及的器官为骨骼 特别是颅骨 其次为皮肤
肺 肝 脾 淋巴结和下丘脑-垂体.此病例为中年起病 有多器官受累
但未发现常见的骨损害. LCH 常分为三种亚型: Let terer-Siwe 病
Hand-Schüller-Christian病和骨嗜酸性肉芽肿. Letterer-Siwe病为急性弥
漫性 发展快; Hand-Schüller-Christian病为慢性进行性疾病 病变为
多发性 主要累及骨骼; 骨嗜酸性肉芽肿为良性局限性组织细胞增生.
此病例不具备上述任何一种的典型表现 其主要表现为梗阻性黄疸及
皮肤黄色瘤 故需与原发性胆汁性肝硬化相鉴别 化验血抗线粒体抗
体及肝穿刺活检已经排除之. 此病例行逆行胰胆管造影检查显示肝内
多发胆管狭窄 故其黄疸的原因以硬化性胆管炎 继发性胆汁性肝硬
化的可能性大[1,2]. 部分 LCH患者呈良性过程 可自行缓解; 部分患者

呈恶性过程 目前主张对广泛型LCH 行全身化疗.
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Abstract
AIM: To detect the expression of apoptosis related proteins
BAG-1 and BAD and to investigate their functions of apoptosis
modulation and relations to tumor differentiation in extrahepatic
cholangiocarcinoma.

METHODS: Quantitative in situ methods of DAKO EnvisionTM

Systems immunohistochemistry in combination with computer-
assisted image analysis and apoptotic cells counting were
used to observe the expression levels of BAG-1 and BAD
and the apoptosis indexes in 42 cases of extrahepatic
cholangiocarcinoma.

RESULTS: The expression levels of BAG-1 and BAD were
measured with average absorbance (A) derived from the
quantitative image analysis. Among 24, 13 and 5 cases of
well, moderately and poorly differentiated extrahepatic
cholangiocarcinomas, the average A of BAG-1 was respectively
0.068±0.037, 0.112±0.057 and 0.152±0.062, of BAD was
respectively 0.079±0.053, 0.138±0.058 and 0.165±0.061,
and the apoptotic indexes examined in the hematoxylin-
and-eosin-stained specimens were respectively 1.1±0.5,
1.7±0.3 and 3.5±1.3. The expression levels of BAG-1 and
BAD and the apoptotic indexes were increased obviously
from well, moderately to poorly differentiated extrahepatic
cholangiocarcinoma (P <0.05). The expression level of BAD
was correlated to the apoptotic indexes (P <0.01).

CONCLUSION: Expressions of BAG-1 and BAD and apoptosis
indexes were all associated with differentiation of extrahepatic
cholangiocarcinoma. BAG-1 and BAD may take part in the
apoptosis modulation of the tumor.

Yan QG, Shi JG, Huang GS, Zhang CS, Li Q, Hu PZ, Wang WL. In situ
quantitative study of BAG-1 and BAD in extrahepatic cholangiocarcinoma.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1144-1147

摘要

目的:检测凋亡相关蛋白BAG-1与BAD在肝外胆管癌中的

表达 探讨BAG-1与BAD在肝外胆管癌细胞凋亡调控中

的作用以及与胆管癌分化的关系.

方法:采用免疫组织化学方法(DAKO EnVision TM Systems)

结合计算机图像分析系统与凋亡细胞计数 在组织原位定

量检测42例肝外胆管癌的凋亡状况及BAG-1与BAD蛋白

的表达水平.

结果:在24例高分化 13例中分化和5例低分化的肝外胆

管癌中 免疫组化定量检测显示BAG-1阳性染色的平均吸

光度值分别为0.068 0.037  0.112 0.057和0.152 0.062;

BAD阳性染色的平均吸光度值分别为 0.079 0.053

0.138 0.058 和 0.165 0.061 HE染色计数典型凋亡

细胞的指数分别为1.1 0.5 1.7 0.3和3.5 1.3. BAG-1

BAD的表达水平及凋亡指数在高 中 低分化的肝外胆

管癌中逐级增加(P <0.05) 凋亡指数与BAD的表达呈正

相关(P <0.01) 表明凋亡相关的BAG-1和BAD蛋白的表

达与肝外胆管癌的分化程度有关 且二者可能参与了其凋

亡的调控.

结论:在肝外胆管癌中 凋亡相关蛋白BAG-1和BAD的

表达及凋亡指数与肿瘤的分化有关. BAG-1和BAD均有可

能参与其凋亡调控.
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0   引言

胆管癌(cholangiocarcinoma)可分为肝内和肝外胆管癌

前者又称肝内胆管细胞癌 与肝细胞肝癌合称为原发

性肝癌 有关的凋亡研究已经较为深入[1-4] 而对肝外

胆管癌的凋亡研究则相对薄弱; 特别是肝外胆管癌在我



国的发病率呈上升趋势 因此加强对其凋亡调控的研

究 在我国尤其具有重要意义. 目前已知有多种凋亡相

关因子参与胆管癌的细胞凋亡调控[5-13] 其中Bcl-2家

族的成员发挥重要作用[12,13]. BAG-1和BAD是Bcl-2家

族中相对较晚发现的凋亡调控分子 具有多种生物学

作用[14-25] 其在肝外胆管癌中的表达及其意义 目前

尚不清楚. 我们应用免疫组化技术结合计算机图像分析

和凋亡细胞计数 检测了肝外胆管癌中细胞凋亡状况

及BAG-1 与BAD的表达 探讨其表达与肝外胆管癌

凋亡及分化的关系 为胆管癌的凋亡机制研究提供一

定的理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  肝外胆管癌42例为西京医院外科手术标本

其中高分化胆管癌24例 中分化13例 低分化5例.

标本均经40 g/L中性甲醛固定 石蜡包埋 HE染色

病理诊断证实. 兔抗人BAG-1 BAD多克隆抗体购自博

士德公司 DAKO EnVision TM Systems (k4001) 免疫组

化检测试剂盒购自DAKO公司.

1.2 方法

1.2.1 免疫组化检测  石蜡切片常规脱蜡至水 30 mL/L

H2O2甲醇封闭内源性过氧化物酶活性 RT 30 min; 10 mmol/L

柠檬酸缓冲液中(pH 6.0) 微波修复抗原; 3 g/L BSA封

闭非特异性背景 37  30 min; 加兔抗人BAG-1

BAD多克隆抗体(1 50) 4 过夜; 37  复温1 h; 加

DAKO EnVision TMSystems试剂 37  30 min; 以上各

步骤间均用0.01 mol/L pH7.4 PBS 缓冲液洗 5 min×3;
DAB呈色 苏木精衬染 脱水 透明 中性树脂封片

镜下观察. 同时设立已知阳性对照 空白对照及正常未免

疫兔血清替代对照. 免疫组化结果的定量分析采用

CMIA007真彩色医学图像计算机分析系统 对每例组

织切片随机选取5个视野 阳性标本选取阳性细胞区

域 通过显微摄像系统将选取的视野送入计算机 分别

进行真彩色图像分析 取平均吸光度值作为该组织切

片的免疫组织化学染色强度定量指标[26]. 每次测量前均

以空白对照切片为标准重新调节光源以达到统一的空

白阈值.

1.2.2 凋亡细胞计数  参照Higaki et al (Am J Pathol 1996;

149:429)的方法 在HE染色组织中根据形态学特征识

别典型凋亡细胞 计算凋亡指数AI. HE切片中凋亡细

胞的形态特征为单个的细胞收缩变小 与周围组织分

离; 胞质均匀粉染 弱嗜伊红; 核固缩或碎裂; 周围无炎

细胞反应. 在400×视野下任取10个视野 用目镜网格测
微计数每个视野中的凋亡细胞数和癌细胞数 然后计算

出每例平均凋亡细胞数( 1)和癌细胞数( 2) 最后用公

式计算出平均每例AI. 公式为: AI [ 1/ 2]×100 %.

2   结果

免疫组化检测BAG-1和BAD的阳性信号为棕黄色颗粒

状 主要位于细胞质 其中BAG-1 可以出现少量胞

核着色 阳性细胞在瘤组织中弥漫性分布(图1). 在高

中 低分化肝外胆管癌中 BAG-1和BAD的阳性检出

率均随肿瘤分化的降低而增高 图像定量分析结果表明

高 中分化与中 低分化胆管癌之间BAG-1和BAD的

表达水平存在显著性差异(分别为 P <0.01和 P <0.05)

说明BAG-1和BAD的阳性表达与组织分化程度相关

组织分化程度高 BAG-1 BAD表达阳性信号弱; 组

织分化程度低 BAG-1 BAD表达阳性信号强. 在检

测BAG-1 BAD 的表达情况同时 我们还在HE 染

色切片中检测了肝外胆管癌的凋亡指数AI 结果表明

在高 中 低分化胆管癌中AI随肿瘤的分化降低而增

高(P <0.01). 相关分析显示肝外胆管癌的凋亡指数与BAD

的表达水平间呈正相关(r =0.561 P <0.01 表 1).

表1  肝外胆管癌中的AI及BAG-1和 BAD在癌组织中的表达

BAG-1 positive BAD positive
组别  n      AI(%)

           n     Rate(%)  A( sx ± )      n   Rate(%)    A( sx ± )

高分化 24   1.1±0.5     10     41.7     0.068±0.037  11   45.8   0.079±0.053

中分化 13   1.7±0.3b     7      53.8     0.112±0.057b   8   61.5    0.138±0.058b

低分化   5   3.5±1.3b     3      60.0    0.152±0.062a    4   80.0     0.165±0.061a

aP <0.05, bP<0.01, 低分化 vs 中分化, 中分化 vs 高分化 (t test)

A: BAG-1

B: BAD
图 1  肝外胆管癌中BAG-1和BAD的表达与分布, DAKO EnVision
TMSystems 法 ×400.

3   讨论

BCL-2 家族成员在细胞凋亡调控中占据特殊的地位
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在多种肿瘤中都具有重要的作用[27-30]. BAG-1 (BCL-2

athanogene-1)最初克隆时发现他是一种BCL-2结合的

抗凋亡分子 为BCL-2 家族成员之一 其后研究表

明他是一种多功能蛋白[14-21] 他具有拮抗PDGF和HGF

介导的凋亡作用 可与肝细胞生长因子受体结合形成

复合物 诱导凋亡后此复合物迅速增加; 其次 BAG-1

还可以与RAF-1激酶 SIAH-1 类固醇激素受体 调

节分子伴侣HSP70等多种蛋白发生作用; 此外 BAG-1

蛋白还具有与细胞骨架蛋白作用 促进肿瘤细胞迁移

的功能. 但凋亡调控作用仍是其诸多功能中最为重要的.

BAD是首先从鼠的cDNA文库克隆鉴定出的促凋亡基

因 其后又克隆出人的同源基因 他属于BCL-2家族成

员. 双杂交和序列分析显示BAD与BCL-2和BCL-xl结

合 具有促进凋亡作用 故名BAD (BCL-xL/BCL-2-as-

sociated death promoter) 他存在BCL-2家族成员BH-3同

源结构域和序列 这是BAD与BCL-2家族蛋白结合

所必须的[24,25]. BAG-1和BAD作为调控细胞凋亡的重要

成员 其在肿瘤中的研究一直受到重视. 暨往的研究发

现多种凋亡相关蛋白在胆管癌中的表达都与肿瘤的分

化存在一定的关系 BAG-1和BAD是否在肝外胆管癌

中也有表达 其表达水平与凋亡状况及肿瘤分化间有

无关系 值得探讨.

       BAG-1在大部分正常人体组织表达很弱或不表达

但在大多数肿瘤细胞系 如白血病 乳腺癌 前列腺癌

直肠癌等均有表达 表明BAG-1表达与肿瘤的恶性转

化密切相关. BAG-1在各种肿瘤中的表达具有不同的意

义. Townsend et al [17]研究发现160例乳腺癌中92  BAG-1

免疫组化阳性; Turner et al [18]发现BAG-1在乳腺癌中表

达较正常乳腺增强 且有意义的是表达强者长期生存

率高和无转移生存时间长. Rorke et al [19]则发现BAG-1

表达与非小细胞肺癌的预后有关 胞质强阳性者预后

较好. Shindoh et al [20]发现在鳞状细胞癌中转移的病例较

未转移者表达高 在高级别的较低级别的表达高. 本实

验中BAG-1在高中低分化的肝外胆管癌中的表达阳性率

和定量检测的表达水平逐渐增强 表明细胞分化越低

BAG-1的表达越趋于增强 此结果与乳腺癌[17,18]和鳞状

细胞癌[20]中的情况相似 这可能由于较低分化的肿瘤恶

性程度较高 相应的抗凋亡机制也有所增强 因此抗凋

亡蛋白的表达较强. 在较低分化的胆管癌中细胞凋亡指数

较高 而抗凋亡蛋白BAG-1的表达较强 这似乎是矛盾

的 但实际上凋亡调控是一个复杂的网络 细胞凋亡是

众多抗凋亡和促凋亡蛋白表达产物综合作用的结果.

         BAD在多种肿瘤中的表达及其作用的研究已有较多

报道. 例如 Ichinose et al [22]发现BAD蛋白磷酸化后失

活 失活后的BAD可加剧胶质母细胞瘤和前列腺癌的

恶性转化. Kohler et al [23]则发现BAX和BAD的高表达

与急性白血病的预后不良相关 可以作为一个预后指

标. 在BCL-2和BCL-xl 过表达的情况下 BAD可直接

诱导凋亡 具有治疗意义[24] ; 在直肠癌组织中BAD与

BCL-2 的异二聚体减少有助于癌的进展 促凋亡的

BAX和BAD与抗凋亡的BCL-2和BCL-xl 竞争性形成

二聚体调节凋亡[25]. 本研究中BAD在肝外胆管癌中的表

达阳性率及定量检测的表达水平呈现出肿瘤分化越低

表达越强的特征 而BAD作为一种促凋亡蛋白 其表

达产物发挥促凋亡作用 这与在较低分化的肝外胆管

癌中肿瘤细胞的凋亡指数也逐渐增多是一致的.
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摘要
报告1例慢性酒精性肝损伤致Gilbert 综合征样改变. 临床上与Gilbert

综合征较难鉴别. 通过病理检查可以看到肝组织色素沉着较弥散 并

同时伴有炎症损伤改变 附图片1张.提示治疗上应积极去除病因 进

行适当护肝治疗.

张文瑾, 王晓峰, 赵景民. 慢性酒精性肝损伤致Gilbert 综合征样改变1例. 世

界华人消化杂志  2003;11(8):1147

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1147.asp

1  病例报告

患者 男 49 岁.主因反复乏力 纳差8 a 伴右上腹隐痛6 a 于

2002-03-05入院. 患者自1994年感乏力纳差 未行诊治. 1996年上述症状

加重伴右上腹隐痛 曾化验ALT正常 TBIL/DBIL 32.5/8.6 µmol/L 仍
未行诊治 2002-02-25协和医院查ALT正常 TBIL/DBIL54.4/9.2 µmol/L 为
进一步诊治入本院. 患者1988-1994年期间 每天平均饮酒50 g. 入院

查体: T 36 P68 次 /min R18 次 /min BP15.7/9.2 KPa 神志

清 精神可 巩膜可疑黄染 肝脾无肿大及触叩痛. 化验: ALT 23 U/L

AST 24 U/L A/G1.83 TBIL/DBIL 25.5/5.5 µmol/L ALP 25 U/L
GGT 24 U/L 甲 乙 丙 丁 戊等多种肝炎病毒指标均阴性. B超

示轻度脂肪肝. 临床诊断酒精性脂肪肝.肝脏穿刺组织学显示肝小叶

带肝细胞轻度大小泡混合性脂肪变性 区域性肝细胞水样变性 可见

不典型mallory 小体 肝细胞毛细胆管侧可见细的黄褐色色素颗粒沉

着; 肝窦周单个核细胞数目增多 可见单个核细胞及分叶核白细胞(图

1); 汇管区炎症不明显 无明显扩大 小叶界板尚完整 小叶内肝细胞

偶见点灶状坏死.免疫组化 (LSAB法) HBsAg HBcAg HCV NS3及NS5
均为阴性. 病理诊断: 肝细胞轻度脂肪变性 轻度炎反应 考虑为酒

精性肝损伤轻度 伴Gilbert 综合征样改变.该患者经严格戒酒 应用

易善复 熊胆胶囊治疗后症状明显改善 近半年来多次复查肝功显

示ALT正常 TBIL 持续低于30 µmol/L.

2  讨论

酒精性肝损伤临床上较易见到 多表现为酒精性脂肪肝 酒精性肝
炎 酒精性肝硬化三种形式.此例患者有长期大量饮酒史 自1996年以
来血清胆红素升高(以间接胆红素增高为主) 多次检查除外病毒感染
B超示脂肪肝 临床诊断酒精性脂肪肝 肝脏组织学示 肝细胞轻度
脂肪变性 轻度炎反应 伴Gilbert 综合征样改变.
      Gilbert 综合征系先天性非溶血性胆红素代谢缺陷疾病之一 也是
临床上最常见的一种家族性黄疸 以血中非结合胆红素增高为主要特
点.可在感染饮酒等诱因下发病.发病机制与肝细胞缺乏葡萄糖醛酸移
换酶 肝细胞膜摄取非结合胆红素能力下降; 非结合胆红素附着于白
蛋白的分离障碍等有关.组织学上观察色素沉着集中于毛细胆管周围
肝组织无明显炎症损伤改变 预后良好 无需治疗.
      此例酒精性肝损伤所致Gilbert 综合征样改变 是由慢性损伤逐渐
形成 肝组织病理发现色素沉着较弥散 并同时伴有炎症损伤改变
治疗上应积极去除病因 进行适当护肝治疗.
     一般情况下 酒精性肝病患者呈现直接胆红素升高为主的肝细胞性
黄疸 而以间接胆红素升高为主的Gilbert综合征样黄疸尚少见.我们检
索了近20 a有关文献 未见有类似报道. 因此 对于临床诊断困难的
患者 积极进行组织学检查 结合临床及血液生化学检查 将对患者

的诊断治疗及预后提供更加准确的依据.

图1  肝细胞轻度大小泡混合性脂肪变性, 窦周炎细胞浸润, 中央静脉周围肝
细胞内可见细色素沉积(HE×200).
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Abstract
AIM: To investigate the molecular mechanism of HepG2
cell apoptosis induced by Taurodeoxycholic acid (TDCA).

METHODS: Morphologic evaluations of apoptosis were
performed by HE staining and electro-microscope. DNA
fragment was detected by electrophoresis on 1.5 % agarose
gel. Apoptosis rate was measured by flow cytometry using
PI probe. After incubation of HepG2 cell with TDCA, the
release of cytochrome C from mitochondria into cytosol
was determined by Western blot analysis, and the activitives
of Caspase-8,9,3 were evaluated by chrolometry.

RESULTS: Incubation of HepG2 cells with 400 µmol/L TDCA
for 12 h induced significant cell apoptosis. Flow cytometry
analysis showed that apoptosis rate was 50.4±2.2 % following
TDCA incubation. The release of cytochrome C from mito-
chondria to cytosol in a time-dependent pattern was dem-
onstrated during the development of apoptosis with sub-
sequent activation of Caspase-9 and 3 obviously, while
the activation of Caspase-8 was slightly involved in this
apoptotic pathway.

CONCLUSION: TDCA can induce cell apoptosis mainly through
initiating the release of cytochrome C from mitochondria to
cytosol and the subsequent activation of procaspase-9.

Li GM, Xie Q, Zhou XQ, Yu H, Guo Q, Liao D, Li DG. Taurodeoxycholic
acid induced apoptosis via mitochondrial injury in HepG2 cells.Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1148-1151

摘要

目的: 探讨牛磺酸脱氧胆酸(TDCA)诱导HepG2细胞凋亡的

分子机制.

方法: 应用HE染色 电镜和DNA电泳对细胞凋亡定性; 应

用流式细胞仪对细胞凋亡定量; 检测TDCA诱导HepG2细

胞凋亡过程中 线粒体细胞色素C释放及凋亡特异性蛋白

酶Caspase-3 8 9 活性的变化.

结果: TDCA 400 µmol/L孵育12 h可诱导显著HepG2细胞
凋亡 凋亡率为50.4 2.20 ; TDCA诱导HepG2细胞

凋亡过程中 线粒体细胞色素C释放呈时间依赖性增加

同时伴有Caspase-9 3蛋白酶活性显著增高 Caspase-8活

性仅轻度增高.

结论: 启动线粒体细胞色素C释放及随后激活Caspase-9途

径 可能是TDCA诱导HepG2细胞凋亡的主要机制.

李光明, 谢青, 周霞秋, 俞红, 郭清, 廖丹, 李定国. 牛磺酸脱氧胆酸损伤线粒

体诱导HepG2细胞凋亡. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1148-1151
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0   引言

胆汁淤积是一种常见的病理过程 可由肝内外胆管狭
窄 阻塞 胆汁酸分泌模式改变及长期胃肠外营养等
多种原因引起. 疏水性胆汁酸在肝内积聚一直被认为是
胆汁淤积性肝病患者肝损伤的主要原因[1]. 疏水性胆汁
酸具有 去垢性 可引起肝细胞坏死. 然而 大量肝活
检资料发现 在大多数胆汁淤积症中 明显的肝细胞坏
死并不多见[1-5]. 近来报道 在胆汁淤积性肝病中 存
在明显的肝细胞凋亡现象[6-9]. 疏水性胆汁酸诱导肝细胞
凋亡的确切机制尚未完全阐明 牛磺酸脱氧胆酸
(TDCA)是一种生理性疏水性胆汁酸 胆汁淤积时其在
肝内浓度显著增高. 我们从分子水平探讨了TDCA诱导

HepG2细胞凋亡的机制.

1   材料和方法

1.1 材料  HepG2细胞购自中科院上海细胞研究所. RPMI

1640 培养基购自GIBCO 公司 培养板和培养皿为

Nunclon公司产品 牛磺酸脱氧胆酸(Taurodeoxycholic

acid; TDCA)和蛋白酶K均为Sigma公司产品 小鼠细胞

色素C单克隆抗体购自Pharmingen 公司 Caspase-9分

析试剂盒购自Chemicon International Inc Caspase-3 分

析试剂盒购自Medical Biological Laboratories CO  LTD



(MBL); Caspase-8分析试剂盒购自Clontech Laboratories

Inc; 胰蛋白酶 RNA酶和羊抗小鼠免疫球蛋白购自深

圳晶美生物公司 新生小牛血清购于杭州四季青公司.

1.2 方法  HepG2细胞用RPMI1640培养基(每 1 000 mL

含 RPMI1640 培养基干粉 10.4 g Hepes 3.57 g

NaHCO3 2.0-2.2 g 青霉素0.0 625 g 链霉素0.1 g) 置

37 5 % CO2培养箱 (NAPCO Series 5 400 CO2培

养箱)培养 细胞贴壁85-90 时 用EDTA-胰酶(每

1 000 ml 含 EDTANa2 0.2 g Trypsin 2.5 g NaCl 8 g KCl

0.4 g NaHCO3 0.58 g Dextrose1g) 消化 以台盼兰拒染

试验测定细胞活率 细胞活率90 以上 进行传代. 以不

同剂量TDCA与HepG2细胞孵育 发现TDCA 400 µmol/L孵
育12 h可诱导显著HepG2细胞凋亡. 将消化的HepG2细

胞接种到预先置有无菌盖玻片3.5 cm培养皿中 6  h细胞

贴壁后 换新鲜培养液并加入TDCA 浓度为400 µmol/L
孵育 12 h 弃培养皿上清液 以PBS漂洗一次后 加

40 g/L甲醛1 mL固定30 min 然后取盖玻片进行脱水

染色 透明 封片观察细胞形态变化. 将待检10 cm培

养皿中培养基弃掉 加入电镜固定液覆盖培养皿底 放

4 固定4 h 再将细胞刮下 1 500 r/min 离心10 min

送检. 将培养细胞消化 离心 转移到1.5 mL eppendof

管 加细胞裂解液450 µL (10 mmol/L Tris-HCl  pH 8.0;
10 mmol/L NaCl 10 mmol/L EDTA 100 mg/L蛋白酶K

10 g/L SDS) 混匀 置37 水浴箱过夜 以等体积苯

酚氯仿抽提. 加1/10体积3 mol/L醋酸钠 2倍体积冰无

水乙醇沉淀DNA 置-20 2 h 再以14 000 r/min

4 离心 20 min 弃上清 加含RNA酶 TE(RNase

终浓度为20 mg/L) 50 µL溶解DNA 取样品10 µL于
15 g/L 琼脂糖凝胶电泳(75 V 1 h)紫外灯下观察 并拍

照. 贴壁细胞经胰酶消化后 以1 500 r/min 离心5 min

弃上清 加入 PBS 悬浮洗涤一次 离心 弃上清

加柠檬酸固定液2 mL 室温静置30 min 进行碘化

丙啶染色 流式细胞仪检测细胞凋亡. 收集TDCA诱导

6 9 12 h三个时间点的待检细胞2 106悬浮于100 µL
预冷细胞裂解液中 冰上孵育10 min 13 000 r/min 离

心5 min. 将上清液(含胞质抽提物)转移到另一个洁净1.

5 mL 离心管 置于冰上. 按说明书在标准比色管中依

次加入反应缓冲液 双蒸水 胞质抽提物 最后加

入底物. 置37 恒温箱孵育2 h. 比色计中读出Caspase-

9和Caspase-3检测样本在405 nm的数值; Caspase-8在

505 nm的数值. 收集2 106待检细胞加冷PBS 2 mL于

细胞沉淀 混匀 2 000 r/min  离心 10 min 弃上

清 加入含蛋白酶抑制剂的三倍体积的细胞胞溶质抽

提缓冲液(Sucrose 250 mmol/L; HEPES (pH 7.5) 20 mmol/L;

KCl 10 mmol/L; MgCl2 1.5 mmol/L; EDTA 1 mmol/L; EGTA

1 mmol/L; Dithiothreitol 1 mmol/L) 冰上孵育30 min

玻璃匀浆器匀浆 匀浆液用750 g 4 离心10 min

吸取上清液 以 4 12 000 g 离心 30 min 收集

上清液于另一无菌塑料离心管. 用BCA检测法测定标本

中蛋白质含量. 取 20 µg蛋白质于12 % SDS-聚丙烯酰
胺凝胶电泳 1 h 后 转移到硝酸纤维素薄膜上 加

入含50 g/L低脂奶粉的PBST(磷酸缓冲液 1 g/L 吐温-20)

封闭液20 mL室温下振荡2 h. 再将膜放入另一干净容器

内 加入含5 %低脂奶粉的小鼠抗细胞色素C单克隆抗

体(1 1 000)的新鲜孵育液 4 轻轻振荡过夜 弃

一抗孵育液 用PBST 室温下漂洗 将膜再转移到另

一干净容器内 加入含辣根过氧化酶标记的抗免疫球

蛋白(1 2 000)封闭液 室温下振荡孵育2 h 取膜

以PBST室温下漂洗. 最后用增强化学发光法显示检测

蛋白质条带.

        统计学处理  以 sx ± 表示 使用Statpal软件包分析.

2   结果

2.1 TDCA诱导HepG2细胞凋亡  细胞爬片固定后经HE

染色显示 TDCA 400 µmol/L 孵育 12 h 可见明显的
凋亡细胞(图 1). 电镜主要是对细胞核进行观察 从亚

细胞结构上证实细胞凋亡的存在 核致密化是凋亡最

具特征性的变化 TDCA 400 µmol/L 孵育 12 h 可见
典型的凋亡细胞核改变(图 2). TDCA 400 µmol/L 与
HepG2细胞孵育12 h可诱导显著的细胞凋亡 流式细

胞仪检测细胞凋亡率为50.4 2.2 % 与对照组(2.1

0.2 %) 相比具有显著性差异(t =36.1 P =0.0 008).

A: 对照组.

B: TDCA 组 细胞明显皱缩 呈圆形或不规则形, 核染色质致密 边
聚, 呈蓝黑色等凋亡形态.
图1  凋亡细胞形态学改变HE 40
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A: 对照组.

B: TDCA组 典型的凋亡小体结构.
图2  凋亡细胞核的形态改变EM 5 000.

M: Marker; 1: Control; 2: TDCA
图3  DNA凝胶电泳显示: TDCA组, 可见明显的DNA Ladder.

图 4  Caspase蛋白酶活性.

2.2 细胞凋亡的生物化学检测  DNA Ladder 是凋亡在生

化方面最重要 也是最具特征性的表现之一. 细胞经

TDCA 400 µmol/L 孵育 12 h 通过凝胶电泳证实有明
显的DNA Ladder (图 3). 在 TDCA诱导HepG2细胞凋亡

过程中 Caspase-8 Caspase-9 Caspase-3蛋白酶活

性呈时间依赖性增高 以Caspase-9和Caspase-3增高显

著 12 h 活性最高(t 9=13.0 P =0.0 059; t 3=16.88

P =0.0 035) 与对照相比 Caspase-8 活性仅轻度增

高(t =1.94 P =0.1917 图 4). 在 TDCA诱导HepG2细

胞凋亡过程中 采用免疫印迹法在细胞胞质内检测到

细胞色素C 并且发现线粒体释放细胞色素C呈时间

依赖性增加 12h最明显(图 5).

图5  TDCA对线粒体细胞色素C释放的作用(免疫印迹法).

3   讨论

大量研究表明疏水性胆汁酸在体内外均可诱导肝细胞

凋亡 且诱导细胞凋亡的浓度明显低于其引起细胞坏死

的浓度. 事实上 在大多数胆汁淤积症中 疏水性胆汁

酸诱导肝细胞凋亡比其引起肝细胞坏死更多见[4 9-12]. 凋

亡是一种细胞死亡方式 我们从形态学及生化学方面

证实TDCA 400 umol/L与HepG2细胞孵育12 h可诱导

显著的细胞凋亡 [ 13 ] 表现为细胞皱缩 变圆 贴壁

不牢固 核染色质致密 边聚 凋亡小体形成及DNA

凝胶电泳呈现凋亡所特有的DNA Ladder; 经流式细胞仪

检测凋亡率为50.4 %.

         细胞色素C释放被认为是凋亡过程中的关键事件[14-18].

线粒体细胞色素C可通过调控细胞能量代谢决定受刺

激细胞是发生凋亡还是坏死. 细胞色素C从线粒体易位到

胞质是凋亡特异性蛋白酶procaspase-9活化的前提[19-21].

在 TDCA诱导HepG2细胞凋亡过程中 我们应用免疫

印迹法检测到有细胞色素C从线粒体释放到胞质 且

发现线粒体细胞色素C释放呈时间依赖性增加 12 h

最明显 与细胞凋亡在12h显著增高一致; 表明TDCA

诱导HepG2细胞凋亡与线粒体细胞色素C释放显著相

关 提示胆汁淤积性肝病中 肝细胞损伤可能与疏水性

胆汁酸损伤线粒体膜 引起细胞色素C释放介导肝细胞

凋亡有关.

        Caspase是一类半胱氨酸天冬氨酸特异蛋白酶 目

前已发现14种 分启动Caspase 如 Caspase-8 9

和效应Caspase 如Caspase-3 7两类; 分别参与凋亡

的启动和执行过程 他们的活化是凋亡过程中的关键事

件. 不同的细胞凋亡途径 可活化不同的启动Caspase[22-30].

Caspase-8主要参与死亡受体(TNF FasL)介导细胞凋亡

的途径[31-33] 而Caspase-9主要参与由一些凋亡诱导剂

诱导线粒体损伤介导细胞凋亡的途径[34-38]. 在 TDCA诱

导HepG2 细胞凋亡过程中 我们检测了三种Caspase
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蛋白酶活性 三种Caspase 蛋白酶活性均呈时间依赖

性增高 其中以Caspase-9和Caspase-3蛋白酶活性升

高显著 Caspase-8活性仅轻度增高. 表明TDCA诱导

HepG2细胞凋亡可能主要是与通过损伤线粒体 释放

细胞色素C 从而活化Caspase-9途径启动的Caspase

级联反应有关. TDCA诱导HepG2细胞凋亡可能不依赖

Caspase-8的活化.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of cyclins and oncogene
proteins on liver regeneration after partial hepatectomy in
cirrhotic rats.

METHODS: By employing immunohistochemistry and in situ
hybridization, we observed the changes of liver cyclin A,D
and oncogene proteins in the model of rat liver cirrhosis
(CCL4) after partial hepatectomy.

RESULTS: The expressions and distributions of hepatocyte
cyclin A and D were similar, which were mainly in the cytoplasm
and nuclei of the cells. Around the central veins, the expressions
were high and early at about 6 h postoperation. During liver
regeneration, the expressions of cyclin A and D mRNA were
marked and locally distributed. Cyclin B and Rb proteins
were distributed in the cytoplasm and nuclei of the cells.
Cyclin B and Rb proteins had stronger expressions in the
liver at 6-24 h after operation. P27 expressions occured at
24 h after operation, and were most marked at 1 wk after
operation. RB protein also showed stronger expressions.

CONCLUSION: Liver regeneration is dependent on a muti-
pathway mechanism.

Chen P, Li K, Dong JH, Han BL. Changes of hepatocyte cell cycle after
partial hepatectomy in cirrhotic rat liver.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(8):1152-1155

摘要

目的 : 本实验通过检测肝硬变大鼠肝部分切除术动物模型肝

组织内细胞周期蛋白(Cyclin)A B和D的表达以及癌基因

调节蛋白的变化 研究Cyclin 及其癌基因调节蛋白在肝

细胞再生中的作用.

方法: 采用CCL4制作大鼠肝硬模型 切除大鼠肝脏的左叶

和中叶. 采用免疫组化和原位杂交的方法 观察大鼠肝脏

Cyclin A和Cyclin D及相关因子变化.

结果: 术后肝细胞Cyclin A和D mRNA的表达和分布基本

相似 主要在胞质和胞核内. 在中央静脉等静脉血管的周

围 其阳性表达量高且表达出现时间早 在术后 6 h已

有明显的表达出现. 在肝细胞再生过程中 Cyclin A和D

mRNA的表达明显 呈局灶样分布. Cyclin B和 Rb蛋白

主要分布在细胞核和胞质内 在术后6-24 h Cyclin B

和Rb在肝细胞有较强的阳性表达. P27的表达在术后 24 h

开始出现 术后1 wk点最显著  RB蛋白也呈现较强的阳

性表达.

结论:  肝细胞再生机制可能是通过多种途径共同作用的结果.

陈平, 李昆, 董家鸿, 韩本立.  肝硬化大鼠肝部分切除后肝细胞生长周期的调
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0   引言

肝硬状态下行肝部分切除术后肝细胞再生的机制 目

前尚不清楚[1-3]. 虽经几十年的努力 肝细胞再生是如何

启动的 又是如何中止的 肝细胞再生过程主要受何种

因素的影响等问题 目前尚无很好的答案[4,5]. 我们通过

检测肝硬大鼠肝部分切除术后肝组织内细胞周期蛋白

(Cyclin)A  B和D的表达以及癌基因调节蛋白的变化 研

究Cyclin及其癌基因调节蛋白在肝细胞再生中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  P27单克隆抗体(兔抗血清)由美国的Sherr 教

授赠送. Cyclin D cDNA质粒: 由丹麦 Tygatrup教授赠送.

Cyclin A cDNA质粒: 由法国Patrizia Paterlini 教授赠送.

Cyclin B 单克隆抗体(兔抗血清): 由美国 Ruderman博士

赠送. RB单克隆抗体由北京中山生物技术有限公司提供.

1.2 方法  健康 Wistar 大鼠 质量220-250 g 皮

下注射 CCL4 油溶液(600 ml/L)加口服乙醇的方法制作肝

硬模型 在动物稳定1 wk后进行实验[6]. 肝部分切除采

用乙醚麻醉 腹部正中切口 切除大鼠肝脏的左叶和中

叶 切除量占全肝的70 %. 手术后大鼠自由进食 饮水.



观察点为术后6 24 48 72 h 和术后 1 wk. Cyclin
A和 D探针的质粒DNA的提取采用Promega公司提供
的试剂盒进行. Cyclin A用EcoR I Cyclin D用Not I酶
切 琼脂糖凝胶电泳  电泳凝胶中回收DNA片段采用
原平公司生产的DNA回收试剂盒 按使用说明书进行.
于254 nm波长的紫外灯下观察电泳结果. Cyclin A和D
探针的标记 采用Boehringer公司地高辛标记试剂盒
参照其说明书进行. 原位杂交采用常规的方法进行[7, 8] . 从
液氮罐内取出冻存的肝组织标本 在冰冻切片机上切
片 切片厚度为5 µm. 采用福建迈新的免疫组化试剂盒
和DAB染剂 加入抗大鼠 Cyclin B Rb和P27一抗. 凡

切片内见细胞或细胞核呈棕黄色颗粒或染色 视为阳性.

2   结果

2.1 肝细胞Cyclin A和 D的变化  我们应用原位杂交技术
观察肝硬变大鼠肝部分切除术后肝细胞Cyclin A和D mRNA
的表达和分布基本相似 主要在细胞的胞质内 特别在中
央静脉等静脉血管的周围 其阳性表达量高且表达出现时
间早 在术后6h 已有明显的表达出现. 正常组肝细胞

Cyclin A和D mRNA的表达较低 阳性反应不明显(图1-3).

图   C-PH组术后 h, cyclin 在血管周围有明显表达. 原位杂交 200.
图2  C-PH组术后 h, cyclin A在血管周围有轻微表达. 原位杂交 200.
图 3  原位杂交阴性对照 200.

2.2 肝细胞Cyclin B Rb P27  Cyclin B Rb P27

主要分布在细胞核和细胞质内 在术后6-24 h Cyclin

B和Rb在肝细胞有较强的阳性表达. 而RB较强的阳性

表达一致持续到术后1 wk  也就是说RB在肝细胞再

生过程中一直都有较强的阳性表达. P27的表达出现晚

于前二者 在术后24h点以后开始明显 术后1 wk点

最为显著. 在正常对照组 肝细胞Cyclin B  Rb  P27未

见阳性表达(图4-6).

图4  C-PH组术后48 h, cyclin B在肝细胞表达明显. SP染色, 甲基绿
复染 400.

图 5  C-PH组术后1 wk, RB在肝细胞表达仍明显. SP染色, 甲基绿复
染 400.

图6  C-PH组术后24 h, P27在肝细胞内开始出现表达. SP染色, HE 200

3   讨论

生长激素 细胞因子和一些癌基因产物在细胞增生过

程中发挥重要作用[9-12].  然而单纯应用细胞生长因子并不

能很好促进肝细胞再生 有时得到自相矛盾的结果[13-15].
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细胞再生有两个最关键的问题是DNA的复制和有丝分

裂 他们由Cyclin 依赖激酶(CDKs) Cyclin 调节亚基

和CDC-2家族激酶控制[16-19]. 在哺乳类动物的真核细胞

中 Cyclin 有 5 种类型 即A B C D 和 E 5 种

类型. 他是细胞分裂周期基因的调节单位 其含量在细

胞的不同时期呈周期性的变化  激活其相关蛋白激

酶 使之具有特定的蛋白激酶活性[20]. G1 期是细胞分

裂增生的关键时期. 在哺乳类动物的G1 期 Cyclin

(C D和E) 表达的量和活性均为最大 推动着G1期向

S 期发展 而其中Cyclin D发挥着更为重要的作用[21-23].

Cyclin A/B分别在细胞周期的S 后期和M期起作用 推

动细胞周期的进程[24]. 在 70 %的肝切除大鼠模型上

Cyclin D的表达高于对照组20倍以上 且先于DNA合

成. 在HGF等细胞因子的刺激下 Cyclin D mRNA 的表

达高于对照3-5倍. 细胞因子能刺激Cyclin  促使其发生

变化 因此Sherr也认为Cyclin D作为细胞因子的效应

器[25]. 我们结果显示 术后肝细胞Cyclin A和D mRNA

的表达和分布基本相似 他们主要分布在细胞的胞质

和胞核内. 在中央静脉等静脉血管的周围 其阳性表达

量高且表达出现时间早 在术后6 h已有明显的表达出

现. 在肝细胞再生过程中 肝细胞Cyclin A和 D mRNA

的表达明显 呈局灶样分布. 这些结果表明 Cyclin A和

D在肝细胞再生过程中发挥重要作用. 其肝细胞的增生

很可能从中央静脉等静脉血管周围开始的. 我们同时观

察了肝细胞Cyclin B和Rb蛋白 主要分布在细胞核和

细胞内 在术后6-24 h Cyclin B和Rb在肝细胞有较

强的阳性表达. 而正常对照组Cyclin B和Rb蛋白肝细胞

未见表达. 这些结果都提示Cyclin B和Rb蛋白参与肝细

胞再生 促进细胞周期的进程.

       肝细胞再生中止具有相当的精确性 行肝部分切

除术后其肝细胞再生的中止均有其相似性[26]. 当再生到

术前肝脏重量的10 %的范围内时 肝细胞生长就停止

了 这提示肝细胞内有一整套系统来管理肝细胞再生.

但目前对肝细胞再生中止的机制远未弄清. 阻止细胞周

期进程的因素主要是CKIs 对哺乳类动物细胞起作用

的是P27 P21和P16[27, 28] . P27 P21和P16这3种CKIs

阻止细胞周期进程的机制不一样 其中最重要的是

P27 P27的功能: 阻止G1期的进程; TGF-β活化和细
胞之间的接触抑制;  P27通过胞外信号的刺激 如细胞

因子TGF-β的刺激使P27活化. 当然细胞周期内在的变
化也可活化P27. TGF-β能抑制肝细胞DNA的合成 从
而阻止肝细胞再生. 同时还发现TGF-β能活化P27. 研究
表明 在肝细胞再生的后期(术后72 h 点以后) TGF-

β出现较高表达 在术后1 wk时 其表达量仍然很高
明显高于对照 这样高表达的TGF-β完全有可能和有能
力刺激P27 促使其活化. 我们免疫组化结果显示 P27

的表达出现较晚 在术后 24 h以后开始出现 术后1 wk

最为显著. 提示P27很可能是肝细胞再生中止的重要因

素之一.

        RB蛋白是视网膜母细胞瘤蛋白抑制基因产物 他

的主要作用是中止细胞周期进程 他能调控细胞周期

关键点的基因表达[29, 30]. 在细胞从G1期向S期转变时

其表达水平非常高. Cyclin D可使RB蛋白失活 从而使

细胞进入S期和进行DNA的复制. 也说明Cyclin D和RB

的共同作用 在细胞的增生和分化方面起重要的开关

作用. 我们的结果显示 肝硬变大鼠术后1 wk 内肝细

胞RB蛋白均呈现较强的阳性表达 这支持以上的研

究 提示RB蛋白在肝细胞再生过程中起促进或抑制肝

细胞增生的作用.

       我们认为 增生细胞在生长因子的刺激之下 使

Cyclin D和A在G1期适当的表达 从而启动肝细胞再

生. Cyclin D同一些癌基因产物 如RB等 共同作用

调节细胞周期的进程. 肝细胞通过RB蛋白的磷酸化和

去磷酸化来影响Cyclin 功能的活性 同时肝细胞再生

过程中 TGF-β的高表达将促使肝细胞P27 的活化
抑制肝细胞再生. 因此肝细胞再生的中止的机制可能是

通过多种途径共同作用的结果.
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Abstract
AIM: To investigate the protection effect of matrine on
cold ischemia and reperfusion injury of sinusoidal endothelial
cells (SEC) of liver isograft.

METHODS: Two hundred and twenty-four SD rats were
randomly divided into four groups: untreated group, low-dose
treated group, high-dose treated group and sham operation
group. After 5 hours of cold preservation with Ringer’s
solution, orthotopic liver transplantation was performed.
At 1 h, 2 h and 4 h time-points after reperfusion, 6 rats
were killed in each group to collect the serum sample and the
middle lobe of liver for detection, and the other 8 rats were
raised to study the one week survival rate post-transplantation.

RESULTS: All recipients in control group died within 48
hours, mostly between 10 to 20 hours, and matrine treatment
increased one week survival rate to 75 % in both treated
groups. The level of Hylluronic Acid (HA) and glutamate
pyruvate transaminase (ALT) decreased significantly with
matrine treatment. And the expression of intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1) decreased significantly in both treated
groups, and the pathological changes of SEC ameliorated.

CONCLUSION: Matrine can prevent SEC from cold ischemia
and reperfusion injury in rat orthotopic liver transplantation.

Qiu YD, Zhu XH, Shi MK, Ding YT. Protective effect of matrine on
sinusoidal endothelial cells of rat liver isograft. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(8):1156-1159

摘要

目的:  探讨苦参碱对大鼠原位肝移植冷缺血再灌注中肝窦

内皮细胞损伤的保护作用及其机制

方法: 本实验采用大鼠原位肝移植模型 供肝保存 5 h

224 只大鼠随机分为对照组 小剂量治疗组 大剂量治

疗组和假手术组 分别检测移植术后1 2 4 h 血透明

质酸(hylluronic acid HA)及肝组织细胞间黏附分子-1

(intercellular adhesion molecule-1  ICAM-1)的含量 并

观察肝血窦内皮细胞形态学 肝功能及各组大鼠术后1 wk

生存率的改变.

结果: 与对照组比较 两治疗组术后各时点的透明质酸和

细胞间黏附分子-1表达均显著降低 肝血窦内皮细胞形

态也发生改善 且两治疗组大鼠术后肝功能和1 wk生存率

显著提高 而两治疗组间各指标比较均无显著差异.

结论: 苦参碱对大鼠原位肝移植冷缺血再灌注中肝血窦内皮

细胞损伤具有保护作用.

仇毓东, 朱新华, 史敏科, 丁义涛. 苦参碱对大鼠原位肝移植冷缺血再灌注中

肝窦内皮细胞损伤的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1156-1159
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0   引言

移植肝脏冷保存再灌注损伤与原发性移植肝无功能密切

相关[1] 但其具体作用机制尚未明确 仍是当前临床

肝移植工作中亟待解决的难题. 冷保存再灌注损伤可以导

致肝窦内皮细胞变圆 脱落至肝窦腔内[2] 研究结果表

明肝窦内皮细胞损伤程度与移植肝功能有关[3]. 目前

人们普遍认为由氧自由基[4] 枯否细胞激活[5]或肝窦内

炎性细胞聚集[6]所介导的肝窦内皮细胞损伤和/或肝窦微

循环障碍[7]是冷保存相关的移植物功能丧失的主要原因.

        苦参碱为中药苦参提取的有效成分  其基本结构为

苦参次碱 -15 酮 具有抗炎抗氧化 [ 8 ] 免疫抑制 [ 9 ]

保肝[10]等作用 临床已广泛用于慢性肝病的治疗. 药理

学研究尚未发现苦参碱有明显的毒副作用[11]. 苦参碱能

显著抑制枯否氏细胞激活 降低血中肿瘤坏死因子和

白介素-6水平[8] 这就表明苦参碱有可能对移植肝脏

再灌注损伤有保护作用. 因此 本实验采用大鼠原位肝

移植模型 研究苦参碱对供肝冷保存再灌注中肝窦内

皮细胞损伤的保护作用.



1   材料和方法

1.1 材料  健康SD大鼠224只(购自南京军区总医院动

物中心) 质量200-220 g 随机分为对照组 小剂量

治疗组 大剂量治疗组和假手术组. 各组有大鼠32对(只).

大鼠原位肝移植模型参照改良Kamada法[12]进行. 各组供

肝取出后均置于4 林格氏液中保存5 h再植入受体. 受

体门静脉阻断时间不超过20 min. 小剂量治疗组受体术前

30 min腹腔注射苦参碱(购自广州明兴制药厂) 40 mg/kg;

大剂量治疗组术前30 min 腹腔注射苦参碱80 mg/kg; 对

照组同法注入生理盐水1 mL; 假手术组方法同肝移植受

体的肝脏游离 只是不作肝切除 目的是进行正常对

照 以排除手术因素或肝动脉结扎对实验的影响. 各组

大鼠于再灌注后1 2 4和24 h分别取6只经下腔静脉

取血4 mL 离心(4 3 000 r/min) 10 min后 取上

清置于-70 冰箱保存待测. 同时分别取肝中叶组织适

量快速置于液氮中保存待测.

1.2 方法  各组分别取8只受体大鼠进行饲养 观察1 wk

存活率. 取各组大鼠再灌注后4和 24 h 血清 采用全

自动生化分析仪测定谷丙转氨酶(ALT). 取各组大鼠再灌

注后1 2和4 h血清 采用透明质酸放射免疫分析测定

盒(购于上海海洋医学生物技术中心)测定血清透明质酸

(HA)浓度. 再灌注后1 h 2 h和4 h分别处死大鼠后取肝中

叶组织  OCT胶包埋后 液氮冻存. 冰冻切片4-8 µm
室温放置30 min后 入4 丙酮固定10 min PBS洗

5 min 3次 30 mL/L过氧化氢孵育6 min后 PBS洗

5 min 2 次 下接常规免疫组化染色操作步骤. 一抗

采用Mouse-anti-rat CD54 (ICAM-1)单克隆抗体

MCA773 (购自英国Serotec 公司) 稀释度为1 50. 检

测肝组织细胞间黏附分子-1(ICAM-1)表达. 再灌注后4 h

处死大鼠 各取前叶肝组织经中性甲醛固定 石蜡包

埋后切成4 µm薄片 HE染色 光镜下观察肝脏组织
的病理形态学变化. 再灌注后4 h处死大鼠 各取前叶

1-2 mm见方肝组织放入4  20 g/L 戊二醛液中固定

经锇酸后固定 乙醇脱水 环氧树脂Epon 618包埋 用

AO-E 型超薄切片机超薄切片 铅铀双染 在 JEM-

1200EX型透射电镜下观察.

        统计学处理  所有数据以 sx ± 表示 采用SAS软件方
差分析snk (student-newman-keuls)法进行统计分析.

2   结果

大鼠原位肝移植手术成功率约为95 % 但对照组8只

大鼠都于术后48 h内死亡 而两苦参碱治疗组大鼠术

后的1 wk存活率均达到75 %. 与假手术组比较 治疗

组和对照组移植术后ALT值均升高. 两治疗组术后4和

24 h 的ALT值均显著低于对照组(P <0.01 图 1) 且

两治疗组间术后4和24 h 的ALT值也有显著差异(分别

为 P <0.05和 P <0.01).

2.1 血清透明质酸  与假手术组比较 治疗组和对照组

移植术后各时间点HA值均升高 且术后HA的高峰均

出现在术后2 h. 两治疗组术后各时间点HA值均显著低

于对照组(P <0.01 图 2) 且两治疗组间术后各时间

点HA值也有显著差异(分别为 P <0.05和 P <0.01).

aP <0.05, bP <0.01, vs对照组; cP <0.05, dP <0.01, vs小剂量治疗组
图1  大鼠原位肝移植术后血清ALT水平.

aP <0.05, bP <0.01, vs对照组; cP <0.05, dP <0.01, vs小剂量治疗组
图2  大鼠原位肝移植术后血清HA水平.

2.2 肝组织ICAM-1的表达  对照组术后1 h即可在肝窦

内皮细胞表面 部分肝细胞及肝血窦内出现ICAM-1的

表达 至术后2和4 h更可见ICAM-1的强表达(图3). 两

治疗组术后各时间点也出现了ICAM-1的表达 但其表

达均明显减弱 且两组间表达程度未见明显差异(图4).

2.3 肝组织病理学改变  与假手术组比较 对照组和治

疗组均可见肝血窦腔内淤血及炎性细胞浸润 但对照

组最严重 两治疗组明显减轻; 对照组和治疗组均可见

变圆 脱落至肝血窦腔内的内皮细胞 其中对照组明显

多于两治疗组(图5). 两治疗组肝窦内皮细胞形态学改变

无明显差异(图6).

2.4 肝血窦超微结构观察  假手术组大多数SEC形态和

结构基本正常 未见明显肿胀及凋亡细胞. 对照组 SEC

明显肿胀 核膜不规整 可见核固缩 聚集 着边的凋

亡SEC 线粒体水肿 部分空泡化 粗面内质网扩张

可见髓鞘样结构. 包膜部分断裂 失去胞突 内皮细胞

向血窦腔内突出 并可脱落入肝血窦腔内. 血窦腔内可

见大量中性粒细胞 淋巴细胞等浸润(图7). 小剂量治疗

组SEC核膜稍显不规整 伸展部变薄 但覆盖完整. 内

皮细胞轻度水肿 溶酶体增多 粗面内质网无扩张 吞

饮小泡丰富 SEC损伤明显减轻. 血窦腔内细胞浸润的

程度和范围也明显轻于对照组(图8). 大剂量治疗组SEC

损伤仍存在 其超微结构改变与小剂量治疗组类似.
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图3  对照组大鼠术后2 h SEC 表面 部分肝细胞和肝血窦内出现
ICAM-1强表达 200.

图 4  小剂量苦参碱治疗组大鼠术后2 h ICAM-1表达明显减弱 200.

图 5  对照组大鼠术后4 h肝窦内淤血 炎性细胞浸润及SEC肿胀脱
落 HE 200.

图6  小剂量苦参碱治疗组大鼠术后4 h SEC基本恢复正常  HE 200.

图 7  对照组大鼠术后4 h SEC  EM 12 000.

图 8  小剂量苦参碱治疗组大鼠术后4 h   EM 6 000.

3   讨论

有关肝移植冷缺血再灌注损伤机制的研究很多 其中

微循环再灌流障碍日益受到重视. 其发生的主要原因有:

(1)肝血窦内皮细胞对冷热缺血均比肝细胞敏感 早期

即可能出现不可逆损伤 同样 在再灌注期内皮细胞

比肝细胞早发生致死性损伤 再灌注后内皮细胞出现

肿胀 死亡及脱落 阻塞血窦[13] ; (2)再灌注后粒细胞黏

附 聚积及毒性作用[14] ; (3)血小板激活因子大量生成[15]

内皮细胞脱落后其下组织暴露引起血小板黏附 血管

内凝血 产生血栓; (4)内皮素大量生成[16] 而NO产生

减少 使SEC收缩 循环阻力增加. 本实验结果提示

肝血窦内皮细胞损伤及顺应性改变可致肝血窦阻塞

再灌注障碍 从而使肝组织细胞仍处于缺血状态 损伤

进一步加重发展.因此 在肝移植缺血再灌注损伤过程

中 保护内皮细胞和保护肝细胞同样重要 这对于防止

移植肝脏微循环障碍 术后发生 无复流 等现象 最

终导致原发性移植肝无功能具有重要临床意义. 由于供

肝保存在4 林格液中的安全时限为2-4 h[17] 为探讨

苦参碱对肝窦内皮细胞冷缺血再灌注损伤是否有保护

作用 我们在实验中采用将供肝于移植术前置于4 平

衡液中保存5 h 再移植入受体的大鼠原位肝移植模型.

实验结果表明苦参碱对移植肝脏有明显的保护作用

能显著的改善大鼠肝功能和移植术后1 wk存活率.

        SEC上有HA特异性的受体 可通过胞吞方式摄取

和降解HA. 故当 SEC损伤时 其对内源性HA摄取量
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降低 血清HA浓度也就相应上升. 实验结果表明两苦

参碱治疗组术后各时间点的HA浓度都显著低于对照

组 但是增加苦参碱剂量并不能增强其对SEC的保护

作用 这与张俊平 et al [18]的研究结果一致. 苦参碱对

移植肝脏保存再灌注损伤的保护作用机制目前尚未明

确. 最近移植肝脏微循环再灌流障碍日益受到重视. 肝脏

缺血再灌注后 枯否细胞激活并且释放肿瘤坏死因

子-α(tumor necrosis factor-α TNF-α等炎性因子[19]

从而激活SEC和肝细胞在其细胞表面表达 ICAM-1及

释放粒细胞激活因子(例如白介素-1和血小板活化因子

等) 从而诱导中性粒细胞表面产生淋巴细胞功能相关

性抗原(lymphocyte-function-associated antigen-1  LFA-

1)[20]. 这样 中性粒细胞通过与ICAM-1及白细胞激活

因子的黏附 在肝窦腔内形成聚集 导致相应部位的微

循环障碍. 本实验结果表明苦参碱能显著降低肝窦内皮细

胞表面ICAM-1的表达和炎性细胞在肝窦腔内的聚集

从而减轻再灌注导致的微循环障碍. 此外 多项研究均表

明苦参碱能有效抑制枯否细胞激活及释放TNF-α 白
介素-1(interleukin-1 IL-1)和白介素-6(interleukin-6

IL-6)等炎性因子 [18,  21].

        苦参碱可以通过抑制枯否细胞激活及TNF- IL-1

IL-6等炎症性细胞因子的释放 减少粒细胞与SEC的

黏附 从而减轻SEC的损伤 改善移植肝脏微循环. 苦

参碱作为药物的单体成分 其化学结构 药代动力学

药效学及药理作用机制明确 副作用很小 并已制备出

多种剂型供临床选用 临床应用前景较广泛.
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Abstract
AIM: To observe the concentration of circulating ADM and
its side effects by hepatic artery infusion of Adriamycin
(ADM) combined with hemoperfusion (HP).

METHODS: ADM was infused through the dogs’ hepatic
artery. At the same time, the femoral artery and femoral
vein catheters were inserted and HP(NK-107 resin (HPI)
and Japanese activated charcoal(HP ) as adsorbents)
was performed. The concentration of circulating blood ADM
was determined and blood routine,myocardiac enzymes,
liver and kidney function were observed.

RESULTS: The plasma concentration of ADM at 1 h, 2 h; 3 d
and 14 d in HP , groups (89±9, 60±15, 21±5, 10±2;
99±14, 61±13, 26±5, 12±2 mg·L-1 ) were decreased apparently
as compared with the control group (312±23, 237±12,
116±15, 58±8 mg·L-1) (P <0.01). After HP 24 h (0.9±0.4,
11.9±6.4, 1.0±0.3; 1.1±0.3, 4.3±3.7, 1.9±0.6 µkat·L-1) and 72 h
(0.9±0.4, 8.2±4.5, 0.8±0.3; 1.1±0.1, 2.6±2.3, 2.7±2.3 µkat.L-1),
myocardiac enzymes (LDH,CPK-MB, α-HBDH) had no change
(P >0.05). But in control group, after HP 24 h (1.6±0.2, 23.9±12.9,
2.7±0.3 µkat·L-1), they began to increase (P <0.05) and increased
markedly after 72 h (3.1±0.1, 33.7±10.4, 8.5±0.3 µkat.L-1)
(P <0.01) as compared with before HP (0.8±0.1, 11.1±10.7,
1.4±0.1 µkat.L-1). Before and after HP, the peripheral WBC,
RBC, Hb and Pt at 3, 7 and 14 d had no significant change
(P >0.05). But in the control group WBC, Pt, RBC and Hb
were lower than before (16.3±4.2×109/L,131±38×109/L,

5.9±1.6×1012/L, 131±28 g/L) at 7 d (8.5±5.4×109/L,
77±35×109/L, 4.8±1.2×1012/L,94±27 g/L) (P <0.05) and
much lower than before at 14 d (6.2±4.4×109/L, 69±39×109/L,
5.2±1.6×1012/L, 109±28 g/L P <0.01). Before and after HP,
no obvious changes were found in liver function (ALT, AST
and TBil) and kidney function (BUN and Cr) (P >0.05).

CONCLUSION: ADM hepatic artery infusion combined with
HP, using NK-107 resin and Japanese activated charcoal
as adsorbents, can decrease the concentration of circu-
lating blood ADM and its side effects.

Zhang ZY, Zhang WY, Qian SC. Hepatic artery infusion of adriamycin
combined with hemoperfusion in dogs.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(8):1160-1163

摘要

目的: 采用阿霉素肝动脉输注与血液灌流二者联合应用

以NK107树脂 日本活性炭作为黏附剂 观察杂种犬外

周循环血液中阿霉素浓度及其副作用.

方法: 采用杂种犬肝动脉输注阿霉素 同时杂种犬股动

静脉插管以NK107树脂 (灌流组 ) 日本活性炭(灌流组

) 作为黏附剂进行血液灌流 测定血中阿霉素浓度 观

察外周血象 心肌酶 肝 肾功能.

结果: 灌流组  在灌流 1 h 2 h; 3 d 14 d 血浆阿

霉素浓度(89 9 60 15 21 5 10 2; 99 14

61 13 26 5 12 2 mg·L-1 )明显低于对照组(312 23

237 12 116 15 58 8 mg·L-1) (P <0.01)时; 心

肌酶(LDH CPK-MB -HBDH) 在灌流24 h (0.9

0.4 11.9 6.4 1.0 0.3; 1.1 0.3 4.3 3.7 1.9

0.6 µkat·L-1) 72 h (0.9 0.4 8.2 4.5  0.8 0.3;
1.1 0.1  2.6 2.3  2.7 2.3 µkat·L-1)无显著性变化
(P >0.05) 而对照组24 h (1.6 0.2 23.9 12.9 2.7

0.3 µkat·L-1)后高于灌流前(P <0.05) 72 h (3.1 0.1  33.7
10.4 8.5 0.3 µkat·L-1)后明显高于灌流前0.8 0.1
11.1 10.7 1.4 0.1 µkat·L-1) (P <0.01). 外周血白细胞
(WBC) 血小板 (Pt) 红细胞(RBC) 血红蛋白(Hb)灌流

后 3 7 14 d 灌流组无明显变化(P >0.05) 而对照组

在第7天(8.5 5.4 109/L 77 35 109/L 4.8

1.2 1012/L 94 27 g/L) 低于灌流前 (16.3 4.2 109/L

131 38 109/L 5.9 1.6 1012/L 131 28 g/L)

(P <0.05) 14 d (6.2 4.4 109/L 69 39 109/L

5.2 1.6 1012/L 109 28 g/L) 明显低于灌流前P <0.01).

肝 肾功能在灌流前 灌流后无显著变化(P >0.05).



结论: 以NK107 树脂 日本活性炭作为黏附剂 肝动脉

输注阿霉素与血液灌流二者联合应用能够减低外周血阿霉

素浓度 降低其副作用.
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0   引言

肝癌是常见的恶性肿瘤之一 国内患者90 %以上为晚

期[1]. 在晚期肝癌治疗中 以介入疗法效果最好 最常

用[2-18] 但要提高抗癌疗效需要加大局部抗癌药物用量

随之而来也会带来更大的副作用 尤其是骨髓抑制[19, 20].

为达到使肝中药物浓度较高以更好的抑制或杀伤肿瘤

细胞 而同时减低外周药物浓度  以达到减少外周药物

副作用的目的  需对溢出肝外的抗肿瘤药物予以清除.

血液灌流技术作为一种清除血中药物的方法已在临床

应用 但用于清除抗肿瘤药物的报道较少. 目前我们已

在体外实验证实NK107树脂和日本活性炭两种黏附剂

对阿霉素的黏附效果较好[21] 为进一步深入研究我们

以杂种犬为实验动物 采用阿霉素肝动脉输注与血液

灌流联合应用 观察阿霉素血药浓度及其副作用以期

为临床治疗肝癌提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  杂种犬9只 雌雄兼用 (天津市肝胆疾病研

究所提供)  体重(14 2) kg 根据黏附剂的种类随机

分成 3 组. 盐酸阿霉素标准品(浙江海门制药有限公

司) 盐酸阿霉素(明治医药有限公司) 柔红霉素(意

大利爱宝大药厂)  盐酸氯胺酮注射液(上海新冈制药

厂) 复方泛影葡胺注射液(上海淮海制药厂) 肝素钠

(天津市生物化学制药厂) 色谱纯甲醇(天津四友公

司) 50 g/L 火棉胶 冰醋酸 无水醋酸钠(天津市化

学试剂二厂) Beckman332 型高效液相色谱仪(美国

Beckman公司) 色谱柱 µ Bondapak C18 (200 4 mm)
(大连伊利特科学仪器有限公司)  F-800型血细胞计数

仪(日本东亚公司) Cobasmira 自动生化分析仪 (瑞典

Cobas 公司) X-线机 (800MA) (日本岛津公司) 犬股

动脉 股静脉插管 球囊导管及灌流管路(上海医疗诊

察仪器厂)  NK-107 树脂(南开大学提供) 日本活性

碳 (天津市肝胆疾病研究所提供).

1.2 方法

1.2.1 血浆阿霉素的测定[21, 22] 色谱条件  流动相: 甲醇:

0.01 mol·L-1醋酸钠溶液 冰醋酸 (体积比70 30 1)

混合液 pH:8.6 流速: 1.0 mL·min-1  检测波长254 nm

灵敏度0.1 Auts  纸速0.25 cm·min-1 室温. 取血浆1.0 mL

加入内标液 (柔红霉素水溶液200 mg·L-1) 20 µL 加入
氯仿 甲醇(体积比 4 1)混合液 5.0 mL 在液体快

速混合器上震荡5 min 3 000 r·min-1离心10 min 取

全部氯仿层 37 氮气吹干 残渣用200 µL 双蒸水

溶解 进样50 µL. 阿霉素标准曲线的制备: 取空白血浆
1.0 mL分别加入盐酸阿霉素 使阿霉素的质量浓度分别

为50 100 200 500 750 1 000 2 000 mg·L-1 加入内

标液20 µL (柔红霉素水溶液200 mg·L-1) 在上述样品处理
与检测条件下以样品中阿霉素峰面积与内标峰面积的比

值为横坐标(x) 样品中阿霉素浓度为纵坐标y(mg·L-1)得直

线回归方程: y=-0.0 859+3.5 971x (r =0.9 796) 血浆阿霉素浓

度在0.05-2 µg/mL范围内呈良好的线性关系.
1.2.2 杂种犬血液灌流黏附实验  将杂种犬9只根据灌流
所用黏附剂不同 随机分成3组 (每组3只). 血液灌流组
(简称灌流组 ): 杂种犬经盐酸氯胺酮注射液(0.5 mL·kg-1)
肌肉注射麻醉后  于腹股沟处常规消毒 行股动脉穿
刺插入导丝 在导丝致导下插入导管. X- ray监视下将
导管插入肝动脉. 同样 在X-ray 监视下 行股静脉
插管 将带有球囊的导管插入肝静脉开口与右心房之
间. 经导管给肝素10 mg·kg-1使之肝素化. 然后  再经股
静脉插入另一个非球囊导管至球囊导管下作为灌流流
出道. 在灌流血泵下建立灌流通道 体外循环血流方
向: 股静脉非球囊导管-灌流泵-灌流装置(含200 gNK-
107树脂)- 股静脉球囊导管 返回血液循环. 血液灌流
组 (简称灌流组 ): 除灌流装置内装有 200 g日本活性
碳 (火棉胶包膜)外 其余均与灌流组 相同. 对照组:除
灌流装置内无黏附剂外 其余均与灌流组相同. 将股静
脉球囊导管注入760 g·L-1复方泛影葡胺 使球囊膨胀
阻塞下腔静脉 同时经肝动脉插管 30 min内缓慢注
入盐酸阿霉素 剂量为5 mg·kg-1  稀释容量为生理盐
水50 mL. 输注的同时进行灌流 流速为200 mL·min-1

灌流2 h 测定指标: 血药浓度: 分别于灌流前 灌流
后1 h 2 h; 3 d 14 d取血测血浆阿霉素浓度. 外周血
象:分别于灌流前 灌流后3 d 7 d 14 d 取血测血
常规. 心肌毒性:分别于灌流前 灌流后24 72 h取血测
心肌酶. 肾功能:分别于灌流前 灌流后14 d取血测BUN
肌酐. 肝功能:分别于灌流前 灌流后14 d取血测肝功能.

       统计学处理  采用方差分析 t 检验方法及直线回规

对数据进行处理. 结果以均数 标准差表示.

2   结果

2.1 血浆阿霉素  犬血液灌流中 灌流组 (NK-107树

脂) 灌流组  (日本活性碳) 对阿霉素有较好的黏附性.

灌流 1 2 h; 3 14 d 血浆阿霉素浓度明显低于对照

组(P <0.01 表 1).

表1  灌流犬血浆阿霉素浓度变化 (n =3, sx ± , mg.L-1)

分组       1 h                    2 h                   3 d               14 d

灌流组   89 9b  60 15b 21 5b         10 2b

灌流组   99 14b   61 13b 26 5b         12 2b

对照组  312 23           237 12          116 15         58 8

bP <0.01, vs对照组.
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2.2 心肌酶  灌流组 灌流组 在灌流24 72 h 心

肌酶: 乳酸脱氢酶(LDH) 肌酸激酶(CPK-MB) -羟

丁酸( -HBDH)无显著性变化(P >0.05). 而对照组在灌流

24 h后 心肌酶 (LDH CPK-MB -HBDH)高于灌流前

(P <0.05) 72 h后 明显高于灌流前(P <0.01 表2).

2.3 血常规  灌流组 灌流组 在血灌流后 3 7

14 d外周血白细胞(WBC) 血小板(Pt) 红细胞(RBC)

血红蛋白(Hb)无明显变化 (P  >0.05). 对照组在灌流后3 d

无明显变化(P >0.05)  而在第7天低于灌流前(P <0.05)

在灌流后14 d明显低于灌流前(P <0.01 表 3).

2.4 肝肾功能  灌流组 灌流组 在灌流前 灌流

后14 d肝功能: 丙氨酸氨基转移酶(ALT) 门冬氨酸氨基

转移酶(AST) 总胆红素(TBIL)无显著差异(P >0.05).  而

对照组在灌流前 灌流后14 d ALT  TBil 无显著变化

(P >0.05) AST 较灌流前明显升高(P <0.05 表 4). 灌

流组 灌流组 及对照组在灌流前 后肾功能: 尿素

氮(BUN) 肌酐(Cr)无显著变化(P >0.05 表 4).

3   讨论

肝癌的营养供给绝大部分来源于肝动脉[20, 23] 所以

从肝动脉输注抗癌药物后 肝组织血管内抗癌药物浓

度高 抗癌作用强[24, 25] ; 和从静脉注入抗癌药物比  肝

动脉注入后所引起的外周血管和其他组织器官内抗癌

药物浓度低得多 因而从肝动脉输注抗癌药物治疗肝

癌的副作用又比从静脉输注抗癌药物轻的多 且其疗

效明显优于外周静脉化疗 [26-29]. 但肝动脉输注抗癌药物

后 仍有一些药物自肝静脉溢出至外周血及其他器官

造成副作用 如心肌毒性 骨髓抑制等 进而影响其疗

效. 我们通过犬肝动脉注入阿霉素的同时使用静脉血液

灌流 观察动脉输注抗癌药物后 外周血中抗癌药物浓

度及其副作用 结果证明: 对照组的犬周围血中阿霉素

浓度明显高于加入NK-107树脂及日本活性碳装置进行

血液灌流的实验组 且其外周血中WBC RBC Hb Pt

明显降低 心肌酶显著升高 提示用阿霉素动脉输注治

疗肝癌的同时进行装有NK-107树脂及日本活性碳装置

表2  犬灌流前, 后心肌酶变化(n =3, sx ± , µkat·L-1)

                                        LDH              CPK-MB                         -HBDH
分组

                   0 h   24 h     72 h      0 h                  24 h    72 h                    0 h    24 h    72 h

灌流组 I   0.8±0.4 0.9±0.4 0.9±0.4 16.8±11.2 11.9±6.4 8.2±4.5 0.9±0.3 1.0±0.3 0.8±0.3

灌流组  1.0±0.3 1.1±0.3 1.1±0.1   9.7±9.3   4.3±3.7 2.6±2.3 1.4±0.5 1.9±0.6 2.7±2.3

对照组    0.8±0.1 1.6±0.2a 3.1±0.1b 11.1±10.7 23.9±12.9a                       33.7±10.4b 1.4±0.1 2.7±0.3a 8.5±0.3b

aP <0.05, bP <0.01, vs灌流前.

表3  犬灌流前, 后外周血WBC, Pt, RBC, Hb比较(n =3, sx ± )

                                                   0 d                                                                          3 d                                                                        7 d                                                                       14 d

分组

                     WBC Pt      RBC Hb             WBC   Pt            RBC   Hb           WBC   Pt             RBC   Hb           WBC   Pt            RBC  Hb

                     ×109·L-1                         ×1012·L-1g·L-1           ×109·L-1                   ×1012·L-1g·L-1                ×109·L-1                    ×1012·L-1g·L-1          ×109·L-1                     ×1012·L-1g·L-1

灌流组   12.2±1.6  155±14  5.7±1.5  126±14  11.3±2.1  131±12  5.4±2.3  111±12  10.3±2.0  144±10  5.5±2.6  123±13  11.5±1.7  156±11  5.7±1.6  125±12

灌流组   15.5±3.5  141±38  5.7±2.4  115±7    12.8±1.9  126±26  5.0±1.2  100±9   13.6±2.1  136±28  5.5±2.4  108±24  14.7±2.3  142±27  5.6±2.3  118±33

对照组      16.3±4.2  131±38  5.9±1.6  131±28  13.6±2.1  136±29  5.5±2.7  108±49    8.5±5.4a   77±35a  4.8±1.2a  94±27a   6.2±4.4b   69±39b 5.2±1.6b 109±28b

aP<0.05 bP<0.01 vs灌流前

表4  犬灌流前, 后肝, 肾功能比较(n =3, sx ± )

                                   ALT(nkat.L-1)                             AST(nkat.L-1)                        TBil(nkat.L-1)                     BUN(mmol.L-1)                   Cr(mmol.L-1)
分组

                              0 d                 14 d                   0 d                14 d                   0 d              14 d                0 d               14 d               0 d             14 d

灌流组 589±141             645±178            917±449            978±403             267±33            272±35            2.6± 0.8            2.6±0.5            69±11           77±18

灌流组 733±333             789±386            817±335            845±187             256±19            278±10            2.4±0.7            3.2±0.7            64±7              67±20

对照组 322±54               411±123            417±232         2 473±284a            233±33            283±17            2.7±1.1            4.1±0.5            39±21           59±16

aP <0.05, vs灌流前.
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进行静脉血液灌流. 对降低阿霉素的毒副作用有较好效果.

       1980年以来  国外学者逐步开展了血液净化技术与

抗癌治疗的联合应用 证明在抗癌药物外周血浓度减

轻副作用方面起一定作用. 但报道较少 需进一步深入

研究. 抗癌药物的选择会直接影响抗癌疗效  因此选择

抗癌药物很关键. 自从Olweny应用阿霉素(adriamycin.

ADM) 治疗肝癌有效以来 被国内学者广泛应用[30-35]

并被普遍认为是最有效的药物  但是其化疗副作用严

重限制了临床应用. 因此血液灌流降低外周血药浓度

减少药物在肝外组织累积 对于减轻阿霉素的毒性作

用有重大意义. 我们证实: 杂种犬血液灌流中 在灌流

组 灌流组 由于由肝静脉溢出的ADM 被充分黏

附 从而进入体循环较少 对外周产生的副作用会减

低 包括心肌毒性 骨髓抑制均低于对照组 而肝肾功

能两组无显著性差异 对照组AST 显著高于灌流前

这是由于AST不仅存在于肝细胞中更主要存在心肌细

胞中 由于对照组外周血阿霉素浓度较高 对心肌细

胞损伤所致. 因此可以认为灌流组及对照组对肝功能损

伤轻微. 故我们认为阿霉素肝动脉输注与血液灌流二者

联合应用 能够减低外周血阿霉素浓度 降低其毒副

作用 为临床对晚期肝癌的治疗提供了实验理论依

据 特别是开僻了一条降低抗癌药物毒副作用治疗晚

期肝癌的新途径.
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Abstract
AIM: To clone the Chinese gene of TIMP-1 and express
the fusion protein MBP-TIMP-1.

METHODS: The fragment of TIMP-1 gene from the liver tissue
of indigenous Hunan residents was amplified by RT-nest-PCR
and it was cloned, sequenced by gene recombinations
techniques. Fusion protein MBP-TIMP-1 was expressed in
E.coli, analysed by SDS-PAGE and Western blot and purified
by affinity chromatography.

RESULTS: The sequence of cloned Chinese TIMP-1 gene
was 624 bp. It is homologous with the reported other human
TIMP-1 gene sequence. Fusion protein MBP-TIMP-1 was
66 kd and is of the antigenicity of TIMP-1. The MBP-TIMP-1
was purified by affinity chromatography.

CONCLUSION: The Chinese gene of TIMP-1 was cloned
and MBP-TIMP-1 was expressed  and purified successfully
in vitro. It may be useful to the diagnosis of liver fibrosis.

Liu SH, Tan DM, Hou J, Hu GL. Cloning and expression of tissue inhibi-
tor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) gene in Chinese. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1164-1167

摘要

目的: 克隆和表达中国人金属基质蛋白酶组织抑制因子-1

(tissue inhibitor of metalloproteinases-1; TIMP-1)基因 获

得具有抗原性的人TIMP-1蛋白.

方法: 用RT-nest-PCR扩增TIMP-1编码区基因片段 用

基因重组技术构建含该片段的重组质粒并进行序列分析. 在

大肠杆菌E.coli中表达融合蛋白MBP-TIMP-1 用SDS-

PAGE和Western-blot对重组蛋白进行分析鉴定 并用亲

和层析试剂盒纯化融合蛋白MBP-TIMP-1.

结果:经核苷酸序列分析表明 本研究克隆的中国人

TIMP-1为624bp 与报道的国外TIMP-1基因序列同源.经

SDS-PAGE和Western blot表明 表达的融合蛋白MBP-

TIMP-1分子质量为66 Ku 具有TIMP-1的抗原性 并可

进行亲和层析纯化.

结论: 克隆了中国人TIMP-1基因 表达和纯化了具有免

疫原性的融合蛋白MBP-TIMP-1 他将对肝纤维化的诊

断有一定作用.
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0   引言

慢性肝病是我国常见病及多发病[1-3] 肝纤维化是各种

慢性肝病向肝纤维化发展的重要途径 其机制十分复

杂[4-6]. 目前的研究结果认为肝细胞外基质(extracellular

matrix; ECM)合成与降解的失衡 导致ECM在肝脏内过

度沉积是肝纤维化形成的主要机制[7-9]. ECM的代谢受基

质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases; MMP)及TIMP的

共同调节[10]. 在慢性肝病患者的血清中 TIMP-1的含

量随肝纤维化的进展而增加 认为TIMP上升是机体降

解胶元的能力下降 肝硬化形成的标志[11, 12]. 为了进一

步研究TIMP-1的临床应用价值 提高我国肝硬化的临

床诊断水平 我们利用基因工程技术 克隆 表达了中

国人TIMP-1基因 对其蛋白质进行抗原性分析 将为

进一步研究国产的血清TIMP-1诊断试剂盒奠定基础.

1   材料和方法

1.1 材料  取自于我院外科肝叶切除术患者的肝组织

提取总RNA 经RT-nest-PCR扩增TIMP-1基因.  PCR

引物根据文献(Proc Natl Acad Sci USA  1986; 83: 2407)报



告的TIMP-1序列合成. 外引物为(+)5-CCA GAG AGA

CAC CAG AGA-3 (-)5-TGT GCA GGC TTC AGC TTC -3 ;

内引物为(+)5-TTA GGA TCC ACC ATG GCC CCC TTT

G-3 ; (-)5-ACG AAG CTT GAT TCA GGC TAT CTG G-3.

1.2 方法  应用TRIzol  Reagent RNA 分离液(GIBCO BRL)

提取肝组织总RNA 用MMLV逆转录酶(Promega)按试

盒要求合成cDNA 然后行Nest-PCR扩增TIMP-1基

因 PCR条件为:94 4 min 94 1 min 58 

1 min 72 1 min ×35 循环 72 5 min. 第

1次PCR与第2次PCR条件相同. PCR产物为648 bp

经纯化后与 PUC-T 质粒克隆载体(上海生工公司)连

接 转化于JM109大肠杆菌 经蓝/白筛选及质粒DNA

限制性内切酶片段分析获取含人TIMP-1基因片段的重

组质粒(PUC-TIMP-1) 对此重组质粒用ABI PRISM

(TM)377XL DNA Sequencer全自动测序仪(PE公司)进行

序列分析 并与已报道的人与动物TIMP-1的序列进

行比较. 用限制酶BamH1及Hind 从重组质粒PUC-

TIMP-1中切出TIMP-1基因片段 将其克隆于表达载

体PMAL-CRI 中麦芽糖结合蛋白(MBP)表达基因的下

游  转化入大肠杆菌  经前述筛选方法取得含TIMP-1

基因片段的重组表达质粒PAML-TIMP-1 (PT-1)及其基

因工程菌PMAL-TIMP-1/JM109 (PT-1/JM109) 将上

述基因工程菌PT-1/JM109 过夜增生 按1 50 的比

例接种于LB培养基500 ml 继续培养到A600为0.6时

加入 IPTG到终浓度为0.3 mmol/L 诱导表达4 h 收

集细菌 进性SDS-PAGE 和Western  blot 分析(一抗

为兔抗人TIMP-1IgG 抗体 二抗为羊抗兔 IgG 抗体

二者均购于武汉博士德生物试剂公司)以确定其抗原性.

最后用 I P T G 大量诱导增生的基因工程菌 P T - 1 /

JM109 收集细菌 菌体经超声波破碎后 用Amyrose

resin层析试剂盒 (new england biolabs USA)对表达的

融合蛋白进行亲和层析(按说明书进行) 纯化融合蛋

白MBP-TIMP-1.

2   结果

2.1 人TIMP-1基因片段的序列  我们克隆的人TIMP-1

基因片段 经DNA 序列分析 此克隆片段编码区序

列为624 bp(图 1). 与已报道的国外TIMP1基因相比较

长度相同 变异不明显; 但与鼠 羊的TIMP1基因相比

较 差异较大(表1).

表1  中国人TIMP-1基因片段核苷酸(nt)与推断氨基酸(aa)序列的比

较 (%)

人TIMP1[13]  人 TIMP1[14]       鼠 TIMP-1 [15]  羊 TIMP-1[16]

nt 99.35 99.67      72.81   80.86

aa 99.52 99.04      76.32   86.73

   1 atggcccccttt gagcccctggct tctggcatcctg ttgttgctgtgg  48

M  A  P  F   E  P  L  A   S  G  I  L   L  L  L  W

  49 ctgatagccccc agcagggcctgc acctgtgtccct ccccacccacag       96

L  I  A  P   S  R  A  C   T  C  V  P   P  H  P  Q

  97 acggccttctgc aattccgacctc gtcatcagggcc aagttcgtgggg 144

T  A  F  C   N  S  D  L   V  I  R  A   K  F  V  G

145 acaccagaagtc aaccagaccacc ttataccagcgt tatgagatcaag 192

T  P  E  V   N  Q  T  T   L  Y  Q  R   Y  E  I  K

193 atgaccaagatg tataaagggttc caagccttaggg gatgccgctgac 240

M  T  K  M   Y  K  G  F   Q  A  L  G   D  A  A  D

241 atccggttcgtc tacacccccgcc atggagagtgtc tgcggatacttc 288

I  R  F  V   Y  T  P  A   M  E  S  V   C  G  Y  F

289 cacaggtcccac aaccgcagcgag gagtttctcatt gctggaaaacta 336

H  R  S  H   N  R  S  E   E  F  L  I   A  G  K  L

337 caggatggactc ttgcacatcacc acctgcagtttc gtggctccctgg 384

Q  D  G  L   L  H  I  T   T  C  S  F   V  A  P  W

387 aacagcctgagc ttagctcagcgc cggggcttcacc aagacctacact 432

N  S  L  S   L  A  Q  R   R  G  F  T   K  T  Y  T

433 gttggctgtgag gaatgcacagtg tttccctgttta tccatcccctgg 480

V  G  C  E   E  C  T  V   F  P  C  L   S  I  P  T

481 aaactgcagagt ggcactcattgc ttgtggacggac cagctcctccaa 528

K  L  Q  S   G  T  H  C   L  W  T  D   Q  L  L  Q

529 ggctctgaaaag ggcttccagtcc cgtcaccttgcc tgcctgcctcgg 576

G  S  E  K   G  F  Q  S   R  H  L  A   C  L  P  R

577 gagccagggctg tgcacctggcag tccctgcggtcc cagatagcctga 624

E  P  G  L   C  T  W  Q   S  L  R  S   Q  I  A

图1  中国人TIMP-1基因片段的序列.

2.2 TIMP1 基因片段的体外表达  基因工程菌PT-1/

JM109 在 IPTG的诱导下在体外进行了表达 经SDS-

PAGE电泳后可以看到一条66 Ku的浓蛋白带 而在空

载质粒菌PMAL/JM109及单纯的JM109泳道均无此蛋

白带.此蛋白带为MBP (42 Ku)与 TIMP-1 (24 Ku)的融合

蛋白MBP-TIMP-1 大小约 66 Ku. 此结果与预期的相

符合. 在 PMAL/JM109 泳道上 可见42 Ku 的浓蛋白

带 此为MBP. 用Amyrose resin层析试剂盒对表达的融

合蛋白进行亲和层析 得到了纯化的融合蛋白MBP-

TIMP-1 (图 2). 为了进一步证明66 Ku蛋白含有TIMP-1

进行了Western blot 分析 结果表明66Ku蛋白能与兔

抗人TIMP-1IgG抗体起反应 形成浓显色带 而与MBP

无反应 在空载质粒菌PMAL/JM109及单纯的JM109泳

道均无显色带形成(图3).

1 PMAL/JM109; 2 纯化的融合蛋白MBP-TIMP-1; 3 PT-1/JM109; 4
JM109; 5 标准蛋白质分子量(94 Ku, 67 Ku, 43 Ku, 30 Ku, 18 Ku)
图 2  表达产物的SDS-PAGE分析.
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1  PT-1/JM109; 2  PMAL/JM109; 3  JM109 标准蛋白质分子质量(94 Ku,
67 Ku, 43 Ku, 30 Ku, 18 Ku)
图 3  表达产物的Western blot 分析.

3   讨论

肝纤维化是慢性肝病的主要发展过程 其机制比较复

杂 众多的细胞因子参与了肝纤维化和肝硬化形成过

程的调节[17-20] 但肝硬化形成最终与ECM 的降解失

衡 ECM在肝脏中沉积有关[21-24]. TIMP-1是调节肝内

ECM沉积的重要因素 主要通过抑制MMPs对ECM的

降解 使ECM在肝脏内沉积增加 也可通过抑制已活

化的星状细胞的细胞凋亡 使得星状细胞持续活化 加

剧了肝内的ECM形成和堆积 促进了肝硬化的形成[25, 26].

尽管Vaillant et al [27]未能观察到血清TIMP-1水平升高

与曼氏血吸虫病患者肝纤维化进展的相互关系 但很

多研究发现在肝炎肝硬化患者的TIMP-1的水平均明显

的高于无肝硬化的病毒性肝炎患者[28-30]. 王泰龄 et al [31]

发现与肝纤维化有关的血清标志 包括 型胶原 层连

蛋白 透明质酸和TIMP-1等与肝组织的炎症活动度和

肝纤维化呈正相关. 聂青和et al 应用致敏红细胞固相吸

附试验(solid-phase absorption to sensitized erythrocytes;

SPASE)检测了肝炎肝硬化患者血清中TIMP-1的阳性

率达73.6 % 明显高于急性(16.4 %)和慢性(33.3 %)肝

炎组. 在血清TIMP-1阳性的肝硬化患者的肝组织中的

TIMP-1表达的阳性率达100 %. 说明TIMP-1的阳性与

肝纤维化的进展有关 对肝硬化患者TIMP-1是一种非

常有诊断价值的指标[32, 33]. Walsh et al [34]研究了43例慢

性丙型肝炎患者肝组织病理学改变与血浆TIMP-1的相

互关系 发现TIMP-1水平的升高与肝组织炎症活动

度 包括肝细胞坏死 门区炎症细胞浸润和纤维化程度

呈正相关 指出血浆TIMP-1正常者可排除晚期肝病;

而血浆TIMP-1升高对慢性肝病的进展期具有较大的诊

断价值. Boeker et al [35]分析了不同血清肝纤维化标志的

意义 发现血清TIMP-1水平随慢性肝病的进展稳步

递升 对肝纤维化诊断的敏感性和特异性分别为67 %

和 88 % 对肝硬化诊断的敏感性近 100 % 特异性

也高达75 %; 认为TIMP-1对肝硬化的诊断价值大于其

他有       关的血清酶学和血清白蛋白的检测.

        由于TIMP-1对肝炎肝硬化的诊断价值得到了充分

的肯定 我们认为有必要克隆和表达 TIMP-1 基因

让其为我们对肝硬化患者诊断服务 提高肝硬化的临

床诊断水平. 为此我们用RT-nest-PCR方法扩增了中国

人TIMP-1基因序列 其长度为624 bp. 与国外报道的

TIMP-1 基因序列相比较 长度相等 核苷酸和氨基

酸序列的同源性分别为99.35 %和99.67 %. 提示不同人

种之间TIMP-1无明显差异. 与鼠 羊等动物的TIMP-1

基因序列相比较 其同源性分别为72.81 %和80.86 %

提示TIMP-1基因序列存在一定的种属差异性.

        我们将TIMP-1基因片段亚克隆到表达质粒PMAL-

CRI 表达MBP的基因下游 在体外用大肠杆菌JM109

经 IPTG诱导表达了融合蛋白MBP-TIMP-1 经 SDS-

PAGE分析 该蛋白分子量为66 KD 与预期的大小相

符. 用Amyrose resin层析试剂盒对该融合蛋白进行亲和

层析 得到了纯化的融合蛋白MBP-TIMP-1 (图 3). 为

了证明MBP-TIMP-1具有一定的诊断价值 我们用兔

抗人TIMP-1IgG抗体对此蛋白进行了Western blot分析

结果表明MBP-TIMP-1可与兔抗人TIMP-1IgG抗体起

反应 形成显色带 而单纯的MBP及大肠杆菌菌体蛋

白与兔抗人TIMP-1IgG抗体不起反应 无显色带形成

(图 4) 提示本研究表达的融合蛋白具有TIMP-1的抗

原活性.  研究结果表明本研究成功克隆了人TIMP-1基

因 表达和纯化了具有TIMP-1抗原活性的融合蛋白

TIMP-1 为进一步建立人TIMP-1诊断试剂盒奠定了

基础. 我们将进一步研究应用MBP-TIMP-1融合蛋白检

测TIMP-1的价值.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of captopril on the expression
of MMP-2,3 and TIMP-2, 3 in rat hepatic fibrosis.

METHODS: Forty healthy Wistar rats were randomly divided
into five groups: normal control group, experiment group
A,experiment group B, captopril-prevention group, captopril-
treatment group. Hepatic fibrosis models were induced in
the latter 4 groups by a combination of several factors.
Liver sections were stained by hematoxylin-eosin and Van
Gieson to evaluate the degree of inflammation and hepatic
fibrosis. Expression of MMP-2, 3 and TIMP-2, 3 in liver
were assayed by immunohistochemistry.

RESULTS: There was significant difference between 
captopril-prevention group(1.33±0.52)and experimental
group A (2.17±0.75) on histologic  assessment of hepatic
fibrosis, and between captopril-treated group (1.67±0.82)
and experimental group B (2.86±0.69) (P <0.05). The ratios
of positive expression area of MMP-2 in captopril-prevention
group and captopril-treatment group (4.43±0.25 % and
3.21±0.16 %, respectively) was smaller than in experimental
group A and B (8.20±0.24 % and 5.67±0.32 %, respectively),
(P <0.01). Expression of MMP-3 in experimental group A
and experimental group B (1.54±0.36 % and 3.69±0.27 %,
respectively) was weaker than in captopril-prevention group
and captopril-treated group (4.25±0.37 % and 10.75±1.69 %,
respectively) (P <0.01). Expression of TIMP-2  in captopril-
prevention group (2.16±0.17 %) was weaker than in ex-
perimental group A (3.61±0.46 %) (P <0.01); but TIMP-2
in captopril-treatment group (7.87±0.59 %) was stronger
than in experimental group B (6.68±0.52 %) (P <0.01).

Expression of TIMP-3 in captopril-prevention group and
captopril-treatment group (3.06±0.28 % and 5.35±0.34 %,
respectively) was weaker than in experimental group A
and experimental group B(4.13±0.29 % and 8.54±0.45 %,
respectively) (P <0.01).

CONCLUSION: Captopril could suppress expression of
MMP-2, TIMP-3, and enhance the expression of MMP-3,
which might be related with its anti-hepatic fibrosis activity.

Li Q, Zhang GY, Li XH, Xu MH. Effects of captopril on expression of
MMP-2,3 and TIMP-2,3 in rat hepatic fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(8):1168-1171

摘要

目的: 探讨卡托普利抗大鼠肝纤维化的作用及对MMP-2

MMP-3 TIMP-2 TIMP-3 的表达影响.

方法: Wistar大鼠40只随机分为正常对照组 实验对照组

A B 卡托普利预防组 治疗组 采用混合损害因素构

建肝纤维化模型. 行HE和VG染色 判断炎症和肝纤维化程度.

免疫组化检测MMP-2 MMP-3 TIMP-2 TIMP-3的表达.

结果: 实验对照组A 平均肝纤维化积分值为2.17 0.75

卡托普利预防组为1.33 0.52; 实验对照组B为2.86 0.69

卡托普利治疗组为1.67 0.82 二者比较均 P <0.05. 实

验对照组A 卡托普利预防组的MMP-2阳性反应面积比

分别为8.20 0.24 % 4.43 0.25 % 实验对照组B

治疗组分别为5.67 0.32 % 3.21 0.16 % 二者比

较均 P <0.01; 实验对照组A 卡托普利预防组MMP-3阳

性反应面积比分别为1.54 0.36 % 4.25 0.37 % 实

验对照组B 治疗组分别为3.69 0.27 % 10.75 1.69 %

二者比较均 P <0.01; 实验对照组A 卡托普利预防组

TIMP-2阳性反应面积比分别为3.61 0.46 % 2.16 0.17 %

实验对照组B 治疗组分别为6.68 0.52 % 7.87 0.59 %

二者比较均 P <0.01; 实验对照组A 卡托普利预防组

TIMP-3阳性反应面积比分别为4.13 0.29 % 3.06 0.28 %

实验对照组B 治疗组分别为8.54 0.45 % 5.35 0.34 %

二者比较均P <0.01.

结论: 卡托普利可抑制MMP-2 TIMP-3 蛋白表达 增

强MMP-3蛋白表达  可能是其抗纤维化作用的机制之一.

李乾, 张桂英, 李新华, 徐美华. 卡托普利对肝纤维化模型鼠MMP-2, 3

TIMP-2, 3表达的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1168-1171
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0   引言

肝纤维化是一种或几种病因反复作用于肝脏 组织发

生修复反应导致细胞外基质(ECM)合成 降解与沉积平

衡混乱而引起的病理过程 其主要特征是ECM在肝脏

的过度沉积. 卡托普利是一种血管紧张素转化酶抑制剂

(ACEI)  能够抑制血管紧张素 向血管紧张素 的转

化 早期主要用于抗高血压治疗 在临床使用过程中逐

渐发现其能够逆转心脏 肾脏 肝脏的纤维化[1-5]. 但

ACEI通过哪些环节起作用 是否与 ECM合成与降解

过程中起主要作用的基质金属蛋白酶(MMPs)和基质金

属蛋白酶组织抑制物(TIMPs)有关 目前国内外未见报

道. 我们通过ACEI处理大鼠肝纤维化模型 检测肝脏

组织中与肝纤维化密切相关的MMP-2 MMP-3

TIMP-2和 TIMP-3的表达变化 探讨ACEI 抗大鼠肝

纤维化的可能作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  同一品系清洁级健康Wistar大白鼠40只 雌

雄各半 质量(180 45) g及普通饲料均由中南大学湘

雅医学院实验动物学部提供; 卡托普利片 江苏常州制

药厂; 无水酒精 CCL4购自湖南师范大学生化试剂厂;

高脂饲料由850 g/kg普通饲料加150 g/kg的猪油组成.

1.2 方法  大鼠实验前自由喂养1 wk 按雌雄随机分为

5组: (1)正常对照组 (C) 6只: 正常普通饮食饮水; (2)实验

对照组A(Ea)9 只: 均予高脂饮食 以无水乙醇每天给

大鼠10 g/Kg加入饮水中代替饮水; 实验第1天予400 mL/L

CCl4 菜籽油皮下注射4 mL/kg体重 以后皮下注射3 mL/kg

1次 /wk; 生理盐水 2 mL灌胃1次 /d 共 6 wk; (3)实验

对照组B (Eb)9只: 造模条件同实验对照组A 共12 wk;

(4)卡托普利预防组(P)8只: 造模条件同实验对照组 造

模开始即每天给予卡托普利按100 mg/kg (溶于2 mL稀

释液中)灌胃 1次 /d 共 6 wk; (5)卡托普利治疗组(T)

8 只: 造模条件同实验对照组 造模12 wk 从第 7周

起给予卡托普利 给药剂量 方法均同卡托普利预防组

至造模结束. 动物均在20 左右环境温度 明暗各12 h

的清洁动物实验室内饲养. 冰冻切片分别予以HE和van

Gieson (VG)染色. 按肝纤维结缔组织增生程度将肝纤维

化分为0-4级[6] : 0级: 无肝纤维化; 1级: 纤维结缔组织

增生仅局限于汇管区或有汇管区扩大 有向小叶发展

倾向; 2级: 纤维组织增生进入肝小叶2/3及有1级同样

的改变; 3级: 纤维组织进入肝小叶中央静脉周围; 4级: 纤

维组织在全小叶呈多处弥漫性增生 有假小叶形成 并

有3级同样改变. MMP-2 MMP-3 TIMP-2 TIMP-3

的免疫组化测定按试剂盒说明操作.结果用彩色病理图

像分析仪分析: 阳性产物主要位于胞质 阳性判断标准

为该位置出现棕黄色颗粒并测阳性反应面积比 每张

切片选取四周及中央5个区域 均取该区域中阳性反应

最多的视野20 倍物镜下测定阳性反应面积比(阳性面

积 / 肝组织面积 100 %) 取平均值[7].

        统计学处理  计量资料以 sx ± 表示 运用统计软
件SPSS10.0进行方差齐性检验 并在此基础上进行方

差分析 以 P <0.05 为差异具有显著性.

2   结果

2.1 大鼠肝纤维化组织学分级  正常对照组大鼠VG胶原

染色仅见少许纤细纤维分布于血管壁; 实验对照组大鼠

VG胶原染色见汇管区大量胶原纤维和网状纤维沉积

相互连接形成纤维间隔 小部分重新分割肝小叶形成

假小叶; 卡托普利预防组 治疗组大鼠VG胶原染色仅

于汇管区可见轻度增生的胶原纤维和网状纤维及纤维

间隔吸收后的残留. 按纤维化分级标准 卡托普利预防

组1.33 0.52 治疗组1.67 0.82平均纤维化积分分

别与实验对照组A 2.17 0.75  B 2.86 0.69比较降

低 P <0.05 (图 1 2).

2.2 大鼠肝组织MMP-2 TIMP-2 MMP-3 TIMP-3

的表达  正常对照组MMP-2 TIMP-2 MMP-3

TIMP-3 的阳性表达极少; 实验对照组A 对照组B

卡托普利预防组 治疗组的MMP-2 MMP-3 阳性表

达均增加 主要分布于血管内皮细胞 窦周内皮细胞

及肝星状细胞的胞质中; 其中实验对照组B的MMP-2

阳性表达低于对照组A 卡托普利预防组 治疗组的

MMP-2阳性表达均低于对应的实验对照组A 对照组

B; 实验对照组B的MMP-3阳性表达高于对照组A 卡

托普利预防组 治疗组MMP-3 阳性表达分别高于实

验对照组A 对照组B. 实验对照组A 对照组B 卡

托普利预防组 治疗组TIMP-2  TIMP-3阳性表达均

增加 主要分布于窦周内皮细胞及肝星状细胞胞质中;

其中实验对照组B的TIMP-2阳性表达高于对照组A

卡托普利预防组TIMP-2 阳性表达低于对照组A 而

卡托普利治疗组阳性表达高于对照组B; 实验对照组B

的TIMP-3阳性表达高于A 卡托普利预防组 治疗组

TIMP-3阳性表达分别低于对应实验对照组A 对照组

B(表 1 图3 4).

表1  大鼠肝组织MMP-2, MMP-3, TIMP-2, TIMP-3的阳性表达面

积比(  sx ±  )

分组 MMP-2 TIMP-2 MMP-3 TIMP-3

C 0.17 0.05 0.13 0.05 0.21 0.08 0.18 0.06

Ea 8.20 0.24 3.61 0.46 1.54 0.36 4.13 0.29

P 4.43 0.25b 2.16 0.17b 4.25 0.37b 3.06 0.28b

Eb 5.67 0.32b 6.68 0.52b 3.69 0.27b 8.54 0.45b

T 3.21 0.16d 7.87 0.59d               10.75 1.69d 5.35 0.34d

 bP <0.01 vs Ea; dP <0.01 vs Eb.
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图1  Eb组大鼠肝组织VG染色 100.

图 2  T组大鼠肝组织VG染色 100.

图 3  Eb组大鼠肝组织MMP-3表达 400.

图 4  T组大鼠肝组织MMP-3表达 400.

3   讨论

Ang 在心 肾纤维化形成过程中的作用已得到证实[8, 9]

如环孢素引起的肾小管间质纤维化可被ACEI所减轻[10];

同样 ACEI 可减轻梗阻性肾病大鼠的 型胶原的表

达和间质的沉积[11-13] . 有研究证实心 肾间质纤维母细

胞和HSC均表达AT1受体[14-16]. 早期在体研究也表明血

管紧张素 可以通过AT1受体增加心肌成纤维细胞的

型胶原 前胶原α1和纤维连接素的mRNA表达
水平[10]. 近期国内外有研究表明ACEI类及血管紧张素

受体拮抗剂亦具有抗肝纤维化作用 但均是在肝纤维

化形成前即予以药物处理[17, 18]. Ohishi et al [3]用 lisinopril

预处理CCL4诱导的肝纤维化实验 能减缓肝纤维化的

发生 并发现血管紧张素 能上调前胶原α1和TGF-β1
的mRNA表达水平. 从临床应用角度看 治疗肝纤维化

有效的药物应该能阻止已形成的肝纤维化的进一步发

展 甚至逆转肝纤维化. 本实验中无论是预防组抑或治

疗组在肝细胞坏死 脂肪变性 炎性细胞浸润 胶原纤

维增生等病理组织学方面 及按纤维化分级标准所得

到的平均纤维化积分方面均较相应实验对照组明显改

善 在治疗组甚至可见到纤维间隔吸收后的残留痕迹

结果显示卡托普利不仅可以预防肝纤维的发生 而且

可以逆转肝纤维化. 提示血管紧张素 可能是肝纤维化

发生 发展的重要递质 使用卡托普利能够阻止肝纤维

化的发生 发展 甚至逆转肝纤维化.

        Benyon et al发现离体HSC受损早期短暂表达MMP-

3[16, 18] MMP-13和PA 呈现基质降解相. 在大鼠和人

类慢性肝病 均存在MMP-1下调和MMP-2 MMP-9上

调 导致基底膜胶原降解增加 间质胶原降解减少[19-23].

Ninomiya et al 用干扰素治疗慢性丙型肝炎后肝纤维化患

者[24, 25] 发现有纤维化逆转的患者血清MMP-1/TIMP-1

比值增加 而非干扰素治疗组血清MMP-1/TIMP-1比

值下降; Rooprai et al [26]在肿瘤研究中也发现卡托普利能

降低MMP-2蛋白和基因的表达水平. 我们发现MMP-2

在肝纤维化早期表达明显 而MMP-3的表达随着肝纤

维化的进展逐渐增加 同时卡托普利预防组 治疗组的

MMP-2表达明显低于相应实验对照组 MMP-3的表达

高于相应实验对照组. 在肝纤维化过程中MMP-2 与

MMP-3表达的不一致 提示不同的MMPs对纤维化的

形成作用不同. 卡托普利能够抑制降解基底膜胶原的明

胶酶MMP-2的表达 而增加降解间质胶原的MMP-3

的表达 从而阻止了构架肝小叶的正常胶原的破坏 促

进了异常沉积的胶原降解.

       我们发现随纤维化进展 TIMP-2 TIMP-3表达

均增强 卡托普利可明显抑制TIMP-3表达 而对TIMP-2

表达无抑制作用. 近年来研究发现激活pro-MMP-2不仅

需要MT1-MMP 还需要低浓度的TIMP-2的碳端结合

pro-MMP-2的血红素蛋白区 使pro-MMP-2接近活化

的MT1-MMP 而高浓度TIMP-2则抑制pro-MMP-2的

活化[27-30]. 这提示TIMP-2对MMP-2的调节可能具有双

向作用.

1170                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 8月 15日  第 11卷  第 8期



4     参考文献
1 Li-Saw-Hee FL, Beevers DG, Lip GY. Effect of antihypertensive

therapy using enalapril or losartan on haemostatic markers in
essential hypertension: a pilot prospective randomised double-
blind parallel group trial. Int J Cardiol  2001;78:241-246

2 Zaoui P, Cantin JF, Alimardani-Bessette M, Monier F, Halimi
S, Morel F, Cordonnier D. Role of metalloproteases and inhibi-
tors in the occurrence and progression of diabetic renal lesions.
Diabetes Metab  2000;26(Suppl 4):25-29

3 Ohishi T, Saito H, Tsusaka K, Toda K, Inagaki H, Hamada Y,
Kumagai N, Atsukawa K, Ishii H. Anti-fibrogenic effect of an
angiotensin converting enzyme inhibitor on chronic carbon tet-
rachloride-induced hepatic fibrosis in rats. Hepatol Res  2001;
21:147-158

4 Jonsson JR, Clouston AD, Ando Y, Kelemen LI, Horn MJ,
Adamson MD, Purdie DM, Powell EE. Angiotensin-convert-
ing enzyme inhibition attenuates the progression of rat he-
patic fibrosis. Gastroenterology  2001;121:148-155

5 Ma L, Fogo AB. Role of angiotensin II in glomerular injury.
Semin Nephrol  2001;21:544-553

6 Ishak KG. Pathologic features of chronic hepatitis. A review
and update. Am J Clin Pathol  2000;113:40-55

7 Lu X, Wang B, Xie Y, Liu C, Fu B. Dynamic change and ex-
pression of matrix metalloproteinase-2, -9 in alcoholic liver
disease in rats. Zhonghua Ganzangbing Zazhi  2001;9:268-270

8 Leehey DJ, Singh AK, Alavi N, Singh R. Role of angiotensin II
in diabetic nephropathy. Kidney Int Suppl  2000;77:S93-98

9 Goineau S, Nisse-Durgeat S, Pape D, Guillo P, Ramee MP,
Bellissant E. Systemic and regional hemodynamic and car-
diac  remodeling effects  of  candesartan in d ila ted
cardiomyopathic hamsters with advanced congestive heart
failure. J Cardiovasc Pharmacol  2002;40:189-200

10 Asai T, Nakatani T, Yamanaka S, Tamada S, Kishimoto T,
Tashiro K, Nakao T, Okamura M, Kim S, Iwao H, Miura K.
Magnesium supplementation prevents experimental chronic
cyclosporine a nephrotoxicity via renin-angiotensin system
independent mechanism. Transplantation  2002;74:784-791

11 Border WA, Noble N. Maximizing hemodynamic-indepen-
dent effects of angiotensin II antagonists in fibrotic diseases.
Semin Nephrol  2001;21:563-572

12 Hsieh MC, Lin SR, Hsieh TJ, Hsu CH, Chen HC, Shin SJ, Tsai
JH. Increased frequency of angiotensin-converting enzyme DD
genotype in patients with type 2 diabetes in Taiwan. Nephrol
Dial Transplant  2000;15:1008-1013

13 Nakatani T, Asai T. Non-immunologic factor: immunosup-
pressive drug-induced nephrotoxicity. Hinyokika Kiyo  2002;
48:699-705

14 Richer C, Fornes P, Domergue V, De Gasparo M, Giudicelli JF.
Combined angiotensin II AT1-receptor blockade and angio-
tensin I-converting enzyme inhibition on survival and cardiac
remodeling in chronic heart failure in rats. J Card Fail  2001;7:
269-276

15 Zhou A, Yu L, Li J, Zhang J, Wang H. Renal protective effects
of blocking the intrarenal renin-angiotensin system: angiotensin
II type I receptor antagonist compared with angiotensin-con-
verting enzyme inhibitor. Hypertens Res  2000;23:391-397

16 Benyon RC, Arthur MJ. Extracellular matrix degradation and
the role of hepatic stellate cells. Semin Liver Dis  2001;21:373-384

17 Paizis G, Gilbert RE, Cooper ME, Murthi P, Schembri JM, Wu

LL, Rumble JR, Kelly DJ, Tikellis C, Cox A, Smallwood RA,
Angus PW. Effect of angiotensin II type 1 receptor blockade
on experimental hepatic fibrogenesis. J Hepatol  2001;35:376-385

18 Yoshiji H, Kuriyama S, Yoshii J, Ikenaka Y, Noguchi R,
Nakatani T, Tsujinoue H, Fukui H. Angiotensin-II type 1
receptor interaction is a major regulator for liver fibrosis de-
velopment in rats. Hepatology  2001;34:745-750

19 Lijnen HR. Matrix metalloproteinases and cellular fibrinolytic
activity. Biochemistry (Mosc)  2002;67:92-98

20 Olaso E, Ikeda K, Eng FJ, Xu L, Wang LH, Lin HC, Friedman
SL. DDR2 receptor promotes MMP-2-mediated proliferation
and invasion by hepatic stellate cells. J Clin Invest  2001;108:
1369-1378

21 Kim TH, Mars WM, Stolz DB, Michalopoulos GK. Expression
and activation of pro-MMP-2 and pro-MMP-9 during rat liver
regeneration. Hepatology  2000;31:75-82

22 Chen PS, Zhai WR, Zhou XM, Zhang JS, Zhang Y, Ling YQ.
Effects of different causes on the expression of matrix
metalloproteinase 2 in hepatic stellate cells. Zhonghua Gan zangbing
Zazhi  2002;10:279

23 Filanti C, Dickson GR, Di Martino D, Ulivi V, Sanguineti C,
Romano P, Palermo C, Manduca P. The expression of
metalloproteinase-2, -9, and -14 and of tissue inhibitors-1
and -2 is developmentally modulated during osteogenesis in
vitro,  the mature osteoblastic phenotype expressing
metalloproteinase-14. J Bone Miner Res  2000;15:2154-2168

24 Ninomiya T, Yoon S, Nagano H, Kumon Y, Seo Y, Kasuga M,
Yano Y, Nakajj M, Hayashi Y. Significance of serum matrix
metalloproteinases and their inhibitors on the antifibrogenetic
effect of interferon-alfa in chronic hepatitis C patients.
Intervirology  2001;44:227-231

25 黄宇琦, 王宇, 高毅, 魏银燕, 李朝龙, 杨继霞. A-干扰素对大鼠
肝纤维化间质胶原酶基因表达的调控. 世界华人消化杂志  2000;
8:579­580

26 Rooprai HK, Kandanearatchi A, Maidment SL, Christidou M,
Trillo-Pazos G, Dexter DT, Rucklidge GJ, Widmer W,
Pilkington GJ. Evaluation of the effects of swainsonine,
captopril, tangeretin and nobiletin on the biological behaviour
of brain tumour cells in vitro. Neuropathol Appl Neurobiol  2001;
27:29-39

27 Han YP, Tuan TL, Wu H, Hughes M, Garner WL. TNF-alpha
stimulates activation of pro-MMP2 in human skin through
NF-(kappa)B mediated induction of MT1-MMP. J Cell Sci
2001;114:131-139

28 Maquoi E, Frankenne F, Noel A, Krell HW, Grams F, Foidart
JM. Type IV collagen induces matrix metalloproteinase 2 ac-
tivation in HT1080 fibrosarcoma cells. Exp Cell Res  2000;261:
348-359

29 Fleischmajer R, Kuroda K, Hazan R, Gordon RE, Lebwohl
MG, Sapadin AN, Unda F, Iehara N, Yamada Y. Basement
membrane alterations in psoriasis are accompanied by epi-
dermal overexpression of MMP-2 and its inhibitor TIMP-2. J
Invest Dermatol  2000;115:771-777

30 Toth M, Bernardo MM, Gervasi DC, Soloway PD, Wang Z,
Bigg HF, Overall CM, DeClerck YA, Tschesche H, Cher ML,
Brown S, Mobashery S, Fridman R. Tissue inhibitor of
metalloproteinase (TIMP)-2 acts synergistically with synthetic
matrix metalloproteinase (MMP) inhibitors but not with TIMP-
4 to enhance the (Membrane type 1)-MMP-dependent activa-
tion of pro-MMP-2. J Biol Chem  2000;275:41415-41423

李乾, 等. 卡托普利对肝纤维化模型鼠MMP-2, 3  TIMP-2, 3表达的影响                                                   1171



World Chin J Digestol  2003 August;11(8):1172-1174
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

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

• 基础研究 BASIC RESEARCH •

垂体后叶素和特利加压素降低门胆汁性肝硬化大鼠门静
脉高压对肝组织氧分压的影响

祝建波, 邓利群, 王思元

祝建波, 湖北民族学院医学院附属医院消化内科  湖北省恩施市  445000
邓利群, 湖北民族学院医学院病理教研室  湖北省恩施市  445000
王思元, 华中科技大学附属同济医院消化内科  湖北省武汉市  430030
祝建波, 男, 1962-08-27生, 湖北京山县人, 汉族. 1983年湖北医科大学本
科毕业, 2001年华中科技大学同济医学院医学硕士研究生毕业, 教授. 主任
医师. 主要从事消化系统疾病的研究
项目负责人: 祝建波, 445000,湖北省恩施市,湖北民族学院医学院附属医院
消化内科.
收稿日期: 2001-10-12    接受日期: 2001-11-02

Effects of pituitrin and triglycyl-lysine-
vasopressin on hepatic oxygen partial
pressure in portal hypertensive rats

Jian-Bo Zhu, Li-Qun Deng, Si-Yuan Wang

Jian-Bo Zhu, Li-Qun Deng, Si-Yuan Wang, Department of Gastroenterology,
Affiliated Hospital of Medical College of Hubei Institute for Nationalities,
Enshi 445000, Hubei Province, China
Correspondence to: Jian-Bo Zhu, Department of Gastroenterology, Affiliated
Hospital of Medical College of Hubei Institute for Nationalities, Enshi
445000, Hubei Province, China.
Received: 2001-10-12    Accepted: 2001-11-02

Abstract
AIM: To explore the different effects of pituitrin and triglycyl-
lysine-vasopressin (tGLVP)on hepatic oxygen partial pressure
(PhO2) while reducing the partial hypertension in portal hy-
pertension rats.

METHODS: The model of biliary cirrhosis was induced by
ligating the choledochus. Forty rats were divided into two
groups randomly:pp group (n =20)and tGLVP group(n =20).
PP and tGLVP were slowly infused into the rats via portal
vein respectively. The portal vein pressure and the oxygen
partial pressure were obtained at the moment before adminis-
tration and 5,10,15,25,30 minutes after administration.

RESULTS: Portal venous pressure (PVP) was significantly
lowered after infusion in two groups. There was no significant
difference between the two groups (t =0.39, P >0.05).
PhO2 was significantly decreased in pp group after infusion
(P <0.01),but not in tGLVP group (P <0.05).There was
significant difference between the two groups in PhO2 after
infusion (t =9.19, P <0.01).

CONCLUSION: PP caused a significant decrease both in
portal pressure and PhO2. PVP was decreased by tGLVP,
but PhO2 was not decreased significantly. tGLVP is considered
to be better than PP in treatment of acute variceal hemorrhage.

Zhu JB, Deng LQ, Wang SY. Effects of pituitrin and triglycyl-lysine-
vasopressin on hepatic oxygen partial pressure in portal hypertensive
rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1172-1174

摘要

目的:  探讨垂体后叶素和特利加压素降低肝硬化门脉高压

时对肝组织氧分压的不同影响.

方法: 采用胆总管结扎法制作胆汁性肝硬化模型 40只大

鼠随机分成 2组: 垂体后叶素组(n1=20) 特利加压素组

(n2=20) 两组分别从门静脉缓慢注入垂体后叶素和特利加

压素 连续观察用药前及用药后 5 10 15 20 25

30 min的门静脉压及肝组织氧分压.

结果: 两组用药后门静脉压均明显降低 两组间无显著差

异(t =0.39  P >0.05); 垂体后叶素组用药后肝组织氧分压明显

下降 特利加压素组无明显下降 两组间有显著差异(t  =9.19

P  <0.01).

结论: 垂体后叶素降低门静脉压时肝组织氧分压明显下降

而特利加压素在降低门静脉压时肝组织氧分压无明显降低

是治疗急性食管 胃静脉曲张破裂出血较理想的药物.

祝建波, 邓利群, 王思元. 垂体后叶素和特利加压素降低门胆汁性肝硬化大鼠门

静脉高压对肝组织氧分压的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1172-1174
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0   引言

门静脉高压症(PHT)常见 其并发症-食管胃静脉曲张
出血(EGVB)严重地威胁着患者的生命[1-6]. 垂体后叶素和

特利加压素(triglycyl-lysine vasopressin tGLVP)仍是目
前治疗急性EGVB 的第一线药物[7] 他们降低门静脉

压PVP时对肝脏供血供氧的影响一直是许多研究的热
点 但迄今为止的研究都是通过有效肝血流量(EHBF)

来评价他们对肝脏供血供氧的影响[8-14]. 由于肝脏由肝动
脉和门静脉双重供血 而且PHT时肝动脉 肝静脉 门

静脉之间均可发生短路 因此仅用EHBF来评价肝脏供
血供氧状况显然不够准确. 氧分压传感针能在体 实时

动态监测体内组织中的氧分压 已用于实验研究[15-20]. 为
了解组织缺血缺氧状态提供了新的手段. 我们以胆汁性

肝硬化大鼠模型为对象 测定了分别静脉注射垂体后
叶素和 tGLVP前后肝硬化大鼠的PVP和肝组织氧分压

(PhO2) 旨在探讨垂体后叶素和tGLVP降低PVP时对肝
组织供氧的不同影响 为临床安全用药提供实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar 大鼠 40只 质量(281 11) g 由



华中科技大学同济医学院实验动物学部提供. 垂体后叶素

由上海生物化学制药厂生产 tGLVP由瑞典FERRINGAB

厂生产. SMUP-PC型生物信号处理系统 由华中科技

大学同济医学院生理教研室提供. 三通道组织氧测定仪

由华中科技大学同济医学院生物工程研究室提供. 大鼠

实验前禁食24 h 自由饮水 30 g/l 戍巴比妥钠溶液腹

腔注射麻醉(剂量 1 ml/kg 体重). 常规消毒 铺巾 沿

腹白线切开入腹 暴露并游离胆总管 在近肝门和近十

二指肠处分别结扎胆总管 并从中剪断胆总管 内脏复

位后 腹腔注射青霉素20万u 缝合腹壁切口 用复

合饲料饲养6 wk即建成胆汁性肝硬化模型.   将40只模

型大鼠随机分为2组: 垂体后叶素组(n1 =20)从门静脉缓

慢注入垂体后叶素(0.4 u/kg) 1 min内注完; tGLVP 组(n2 =20)

从门静脉缓慢注入tGLVP (40 ug/kg)1 min内注完.

1.2 方法  大鼠实验前禁食24 h 自由饮水. 30 g/l 戍巴

比妥钠溶液腹腔注射麻醉(剂量0.5 ml/kg) 常规消毒 铺

巾 沿腹白线切开入腹 分离门静脉主干 将细塑料管

经回结肠静脉插入门静脉主干 连接SMUP-PC型生物

信号处理系统; 用酒精棉球擦洗大鼠尾 并将大鼠尾尖

3 cm部分浸入置有生理盐水的烧杯中 将氧分压传感

针也置入烧杯中调零 然后 暴露剑突下肝脏 将氧分

压传感针刺入肝组织中(5 mm) 室内温度保持在25 

左右 待术后大鼠生理调节稳定20 min 后 从组织

氧测定仪和生物信号处理系统显示屏上读出并记录用药

前的PhO2和PVP. 然后从SMVP-PC型生物信号处理系统

的三通接头注入VP 0.4 u/kg (VP组)或tGLVP 40 ug/kg (tGLVP

组) 从显示屏读出并记录用药后5.10.15.25. 30 min时的

PhO2和PVP. 实验结束后取肝组织于40 g/l 甲醛缓冲液

固定 常规脱水 包埋 切片 HE染色后用光学显微

镜观察.

        统计学处理  所有值均用 sx ± 表示 组间比较采用

t检验 规定 P <0.05 为有显著性差异.

2   结果

模型制备6 wk 后 模型组所有大鼠均出现显著黄疸

胃肠瘀血 脾肝肿大及腹水. 肝脏表面呈细颗粒状

被胆汁染成绿褐色. 组织学检查显示胆汁性肝硬化特征

性表现 即光镜下可见汇管区胆管明显扩张 结缔组织

增生显著 有较多的新生胆管及炎性细胞浸润 增生的

结缔组织向小叶间及小叶内伸延分隔形成假小叶 小

叶内毛细胆管高度扩张 扩张的胆管破裂形成胆湖 (见

图 1 2 ) .

2.1 门静脉压力  用药前垂体后叶素组PVP为2.02 0.01 kpa

tGLVP组为2.02 0.07 Kpa. 两组间无明显差异(t =0.39

P >0.05). 用药后垂体后叶素组各时间段的PVP均较用

药前明显下降(P <0.01)用药后 tGLVP组各时段PVP均

较用药前明显下降(P <0.01). 两组间用药后各时段的

PVP均无明显差异(P >0.05 表 1).

2.2 肝组织氧分压  用药前垂体后叶素组PhO2为11.95

0.27 kpa tGLVP组为 12.04 0.41 kpa 两组间无明

显差异(t =0.39 P >0.05) 垂体后叶素组用药后各时段

的PhO2均较用药前明显下降(P <0.01) tGLVP组用药

后各时段的PhO2较用药前无明显下降(P >0.05) 但两

组各时段间的PhO2均有显著差异(t =9.19 P <0.01 表1).

表1  大鼠胆汁性肝硬化用药前后PVP改变 ( sx ± , n =20)

           用药后 (min)
分组      用药前

          5        10        15        20          25        30

PVP 垂体后叶素   2.01 0.07   1.71 0.09b   1.54 0.08b   1.48 0.07b 1.490 0.06b  1.51 0.06b  1.52 0.06b

tGLVP   2.02 0.10   1.73 0.23b   1.61 0.22b   1.50 0.06b   1.48 0.06b  1.46 0.06b  1.47 0.06b

PhO2 垂体后叶素 11.95 0.27 10.76 0.46d 10.34 0.48d 10.16 0.46d 10.01 0.49d 10.02 0.50d  9.93 0.46d

tGLVP 12.04 0.41 11.99 0.37 11.95 0.39 12.12 0.38 11.95 0.42 11.97 0.31 12.01 0.36

bP <0.01, 用药前 dP <0.01用药前.

图1  正常肝组织HE染色(×100) 图 2  肝硬化肝组织HE染色(×100)
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3   讨论

垂体后叶素能明显降低PHT患者的PVP PVBF EHBF

心输出量(CO)并引起平均动脉压增高 但HAF并不增

高[8, 11, 21-26]. 垂体后叶素降低PVP时是否引起肝细胞缺

氧 迄今为止的研究都是通过垂体后叶素对EHBF的影

响来间接评价的 由于肝脏血液供应的特殊性和PHT

时肝内微循环发生紊乱. 此种评价方法显然存在着局限

性[18, 21, 23, 27]. 我们首次通过PhO2的测定证实了垂体后叶

素在降低PHT大鼠的PVP时PhO2也明显下降(P <0.01)

为研究VP降低PVP时对肝脏供血供氧的影响提供了一

种新的方法. 有的学者研究认为影响缺血性肝炎通常是

由于肝组织低灌注所致 当EHBF下降时可以引起肝细

胞缺氧 严重缺氧导致肝细胞损害. 垂体后叶素在降低

PVP PVBF 的同时明显减少EHBF PhO2也明显下

降 因而临床上单用垂体后叶素治疗急性EGVB完全有

可能诱发或加重肝硬化患者的缺血性肝炎 应引起临

床医师的高度重视.

        tGLVP是人工合成的三甘氨酸-赖氨酸-加压素

是一种无生物活性的加压素 静脉注射后 在体内缓慢

的转化为有活性的赖氨酸-加压素[11, 15, 23]. 这种缓慢释

放的机制使得 tGLVP在一次给药后可维持平滑肌收缩

长达成10 h. tGLVP和垂体后叶素对PVP PVBF 平

均动脉压的影响是相似的 二者之间最重要的差别是

当PVP和PVBF下降时 tGLVP能使HAF代偿性的明

显增加 许多研究还表明 [14, 21] tGLVP不降低PHT的

EHBF. 本结果表明 tGLVP在明显降低PVP时PhO2并无

明显下降(P >0.05) 这可能与 tGLVP降低PVP PVBF

时 EHBF 并不减少以及HAF 代偿性增加有关. 由于

tGLVP作用时间长 无心脏作用 几乎没有血栓溶解

作用  且降低PVP时对PhO2无明显影响 因而是优

于垂体后叶素治疗急性EGVB的较理想的药物.
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Abstract
AIM: To establish an agarose gel electrophoretic method
for detecting alcohol dehydrogenase isoenzymes in human
serum or liver tissue.

METHODS: The samples of human liver tissue or serum
were electrophoresed with 74 mmol/L diethylbarbital buffer
(pH 8.6) of 10 g/L agarose gel. Electrophoresis can separate
the Alcohol Dehydrogenase (ADH) isoenzymes to three
bands clearly at 20 mA for 20 min in serum.

RESULTS: The total ADH activity in serum of sixty-seven
patients with liver diseases was ranged from 0.013 Kat/L
to 0.021 Kat/L. ADH  isoenzyme was ranged from 0.01
to 0.30 of the total activities . ADH  isoenzyme was from
0.12 to 0.31 . ADH  was from 0.39 to 0.80. Total ADH
activity in liver tissues of ten healthy subjects was ranged
from 0.136 Kat/L to 0.196 Kat/L. ADH  isoenzyme was
from 0.07 to 0.25 of the total activities. ADH  isoenzyme
was ranged from 0.19 to 0.27. ADH  was from 0.56 to 0.73.

CONCLUSION: ADH activity is high in normal human liver.
Three ADH isoenzymes can be separated with agarose
gel electrophoresis . But serum ADH activity is low. High
activities were obtained in serum from persons suffering
from serious liver diseases.

Mi QM, Cao LN, Gao CF. Detection of alcohol dehydrogenase isoen-
zymes in liver and serum by electrophoresis in liver disease. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1175-1177

摘要

目的:  建立琼脂糖凝胶电泳法检测人血清醇脱氢酶(alcohol

dehydrogenase  isoenzymes ADH  EC 1.1.1.1 )同工酶.

方法: 采用自制琼脂糖凝胶板 摸索实验条件 在pH 8.6

74 mmol/L巴比妥电泳缓冲系统中进行20 mA 20 min电

泳 可清晰地分离出ADH同工酶三条区带.

结果: 检测了67例患者血清ADH总活性0.013-0.021 Kat/L

同工酶ADH 占ADH总活性0.01-0.30 ADH 占ADH

总活性0.12 -0.31 ADH 占ADH总活性0.39-0.80. 检测了

10 例人健康肝组织匀浆的 ADH 总活性为0.136- 0.196 Kat/L

同工酶ADH 占总活性的0.07-0.25 同工酶 ADH  占

总活性的0.19-0.27 和 同工酶ADH  占总活性的0.56- 0.73.

结论: 正常人血清中ADH 酶活性很低 为0-1.8 10-3  Kat/L

其同工酶不易被检测出. 而肝脏组织中含有大量ADH 酶活

性 当肝脏受到严重损伤时 ADH 即从肝细胞内逸出 进

入血液 使血清中ADH 酶活性明显升高 同时通过琼脂

糖电泳对其同工酶的检测可测出三条区带 帮助临床进一

步了解肝细胞损伤程度 对患者预后和病程的监测具有一

定的临床意义.

宓庆梅, 曹鲁宁, 高春芳. 电泳法检测肝和血清中醇脱氢酶同工酶. 世界华人

消化杂志  2003;11(8):1175-1177

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1175.asp

0   引言

人类醇脱氢酶(ADH EC 1.1.1.1)在人体内 主要催化

醇与其相应的醛酮的互相变化. 在人类肝脏内 约有

20多种醇脱氢酶同工酶[1-7] 而基于其物理化学性质和

电泳迁移率的不同 大致可分为 3 种同工酶形式

ADH ADH  和 ADH  . ADH  由亚单位 

β  组成 ADH  由亚单位 π 组成 ADH   由
亚单位 χ 组成.  这 3种同工酶都是由两聚体组成 是
个含有四原子锌的金属酶. 亚单位Mr 40 000 N-末端

都有一组氨基酸 整个酶的Mr 80 000 [8].

1   材料和方法

1.1 材料  丹麦 Amersham Pharmacia Biolich电泳仪 美

国  Helena  扫描仪  美国  GS - 15R Centrifuge 离心机  

日本 PRO Scientific Inc  匀浆仪 日本 7 020 Automatic

Analyzer ; 电泳槽缓冲液:  巴比妥  巴比妥钠缓冲液 pH  8.6.

琼脂糖凝胶板: 10 g/L 琼脂糖加热 溶于甘氨酸-Tris  pH 8.2

缓冲液中. 基质液: 乙醇 33.3 mmol/L 戊醇 10  mmol/L

氧化型辅酶 (NAD+) 2.5 mmol/L 溶于甘氨酸-Tris  pH 8.2

缓冲液中. 显色液:  氯化亚硝基四氮唑蓝(NBT ) 2.8  mmol/L.
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吩嗪二甲酯硫酸盐(PMS ) 3.3 mmol/L 溶于甘氨酸- Tris

pH 8.2 缓冲液中. 固定漂洗液: 50 ml/L 冰醋酸液. 标本 :

人肝脏组织取自10例猝死男性 生前身体健康 年龄

24-37岁. 肝脏组织各 0.8 g , 分别加入 KH2PO4 -Na2HPO4
缓冲液 pH 7.4 5 mL  0  条件下匀浆仪进行匀浆粉碎

5 min 15 000 g 30 min 离心 取上清液 -70 

保存. 4例患者血清取自于4例住院患者 第1例诊断

为急性心肌梗死 第二例为服用大量安眠药患者 第3

例诊断为急性肝炎 第4 例诊断为糖尿病.

1.2 方法  测定ADH总活力基质液试剂 300 µL 肝匀
浆( 稀释 )或血样本10 µL 在日立7020全自动生化仪
上 37 340 nm 波长 测定其NADH 的吸光度 A

值的变化值 计算ADH总活力单位.

Kat/L= A/min 6.3 1.67 10-4 31 103  A/min 0.29

          ( 6.3 103 为340 nm处NADH 的摩尔吸光度)

1.3 ADH同工酶的测定  加肝匀浆5 µL 琼脂糖凝胶板
上后静置片刻 用4层纱布搭桥 进行电泳. 取出凝胶

板 加基质液 1 µL 于凝胶板上 置于 37  水浴箱
25 min. 取凝胶板 加 50 ml/L 冰醋酸20 mL 5 min

漂洗凝胶板至底色透明. 用Helena  扫描仪 570  nm 波长

直接扫描定量分析.

2   结果

分别用 3 5 8 µL 样品量加样后进行电泳 结果显
示样品量为 5 µL最适宜. 分别作基质液孵育 10 20
30 min测定 其结果经Helena扫描仪扫描 基本一致

但是最佳条件为 20 min 区带显色完全 底板着色适宜.

10例正常人肝匀浆琼脂糖凝胶电泳结果见图 1 4例患

者血清ADH 同工酶的检测结果见图2. 临床工作中检测

了67例患者血样 其同工酶的分布是ADH 0.01-0.30

ADH  0.12 - 0.31 ADH  0.39 -0.80. 这 67例患者

都有严重肝脏组织损伤.

图1  10例正常人肝匀浆琼脂糖凝胶电泳结果.

图2  4例患者血清ADH 同工酶的检测图谱.

3   讨论

人类肝匀浆的ADH同工酶研究国外报道很多[9-17] 在

我国报道很少 对血液的研究报道就更少. 我们主要建

立一种新的琼脂糖凝胶电泳法 在pH 8.6 巴比妥-巴

比妥钠电泳缓冲液中 用10 g/L琼脂糖凝胶作支持物

对人类血液或肝匀浆进行电泳. 条件为: 电压130 V 时

间20 min 用乙醇和戊醇作为底物 加入NAD+ PMS

和NBT 37 温育 20 min 能简便 灵敏 快速的

将血液 肝匀浆ADH分离成清晰的3条蓝色区带. 通过

扫描仪 570 nm波长扫描 可对ADH同工酶定量分析.

        肝匀浆ADH 总活性为0.136-0.196 Kat/L 经10 g/L

琼脂糖凝胶电泳后 根据电泳迁移率和物理化学性质

的不同 从阳极到阴极分别为ADH ADH 和ADH

. 其中ADH 占 0.07-0.25 ADH  占 0.18-0.26

ADH 占0.56-0.73. ADH  约 1 1.7 5.4.

ADH  最高 ADH 最少 且不耐热 放置于室

温10 h 就失活.

        正常人血清中ADH 酶活性很低 一般不易被检测

出[4, 5]. 当患者由于缺氧导致肝脏受到严重损伤时 ADH

大量从肝细胞内逸出入血 血清中ADH 酶活性明显升

高 ADH 在血清中出现的多少直接反映了肝脏的损害

程度 此时可通过检测血中其同工酶ADH ADH

ADH   的活性 对进一步了解患者肝细胞结构

损伤程度 估价其损伤的预后和对患者病程的监测具

有一定的临床意义[5-9].

        图2中例1为急性心肌梗死 伴有严重肝脏组织损

伤 导致同工酶ADH  占 0.75 于发病后4 d死亡.

例2 女 23岁 服用大量安眠药致昏迷 ADH 为0.78

ADH 0.12 ADH  0.10 第 2天死亡. 例 4 男

46 岁 糖尿病患者 其ADH 活性明显升高 ADH

 0.57  也于第5天死亡. 例 3 急性肝炎患者 ADH

0.47 ADH 0.29 ADH  0.24 该患者经过1 mo

的治疗后出院.

         国外有琼脂糖凝胶电泳测定乳酸脱氢酶同工酶的时

候发现有同工酶 LDH6  出现的报道[18, 19].  国内在

1984年有也类似报道[20] . 我们在检测LDH同工酶时

也发现了有 LDH6 的出现 经过分离 提取 再经

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳后 一半凝胶膜测定 LDH6

的Mr为80 000 另一半用以免疫固定(Western 印迹法)

鉴定 LDH6 结果在Mr 80 000 处有一条显色带 鉴

定该 LDH6  区带即为ADH . 同时 肝癌组织内

均存有大量 LDH6 . 我们在临床上测定了100例乳酸

脱氢酶高的患者 当 LDH6 活性占总乳酸脱氢酶活

性0.08 以上时 有91.3 % 的患者1 wk左右即死亡.

      肝脏受到严重损伤 ADH即从肝脏内释放入血

使血清内ADH明显升高[21-23] Chrostek et al [24]经研究

统计认为肝损伤患者ADH 明显升高 其活性升高同

转氨酶相关. Chao et al [29]认为ADH同工酶与肝硬化有

一定关系[22-32]. 但肝脏损伤后ADH 一旦释放入血 会

阳极

阴极

     1             2            3            4

-ADH 

-ADH 

-ADH 

+

-
  1      2      3       4      5       6       7     8       9      10

原点



宓庆梅, 等. 电泳法检测肝和血清中醇脱氢酶同工酶                                                           1177

导致LDH 测定时受到ADH - LDH6 的干扰 并

且其活性占总LDH活性0.08 以上时 患者1 wk 左右

即死亡 其致死机制与ADH的从肝内细胞大量释放的

相关性有多少 ADH  哪一条带的明显升

高对临床更有意义 目前还不知道 还有待继续的研究

和观察.
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Abstract
AIM: To determine whether Hepatopoietin(HPO) acts via
a novel nuclear receptor based signal transduction pathway.

METHODS: 125I-HPO was used to characterize its binding
activity by specific displacement test and Scatchard analysis
in nuclear extracts of primarily cultured rat hepatocytes
and human hepatoma cells. 125I-HPO bound to its receptor
complex by micro autoradiograph for the HPO receptor in
HepG2 cells.

RESULTS: The binding was saturable and specific since it
was replaceable by HPO but not by EGF, thyroid hormone
or growth hormone. Scatchard analysis indicated the presence
of a single class of high affinity receptor with dissociation
constant (Kd) of 35 pmol and 12 pmol, and a receptor
density of about 1.7×109 sites/g and 5.0×109 sites/g, in the
rat hepatocytes and human hepatoma cells, respectively.
Autoradiograph of the receptor showed that the receptor
grains were well distributed around hepatocytes nuclei.

CONCLUSION: These data demonstrate the existence of
HPO nuclear receptor in hepatocytes and hepatoma cells,
which involves in hepatocytes proliferation signal transduction.

Wang G, Chen DF, Hu L, Wang J, Fan LL, Zhang XR. Identification and
characterization of nuclear receptor for hepatopoietin. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1178-1181

摘要

目的: 肝细胞生成素(HPO)特异性刺激肝细胞增生的信号转

导存在特异性核受体信号转导途径.

方法: 利用125I标记的HPO 通过受体结合和特异性竞争抑

制实验及Scatchard分析原代培养大鼠肝细胞和肝癌细胞核

抽提物中核受体.

结果: 原代培养大鼠肝细胞和肝癌细胞核抽提物中存在核受

体 核受体数量分别为1.7×109/ g 和 5.0×109/ g 平
衡解离常数(Kd)分别为35 pmol 及 12 pmol 且存在数量

上和亲和力的差异 此结合不能被EGF 生长激素和甲状

腺激素所竞争抑制. HepG2细胞放射自显影显示HPO核受

体的存在.

结论: HPO促肝细胞增生作用可以通过肝细胞核受体介导.

王阁, 陈东风, 胡辂, 王军, 樊丽琳, 张晓荣. 肝细胞生成素核受体的确定及特

性. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1178-1181

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1178.asp

0   引言

肝细胞生成素(HPO)是一类来源于肝脏自身 特异性

刺激肝细胞增生的小分子物质. 前面实验结果证实HPO

通过膜受体介导在体外不仅对原代培养的大鼠肝细

胞 人胎肝细胞有刺激DNA合成作用 而且对肝癌细

胞也有直接刺激增生作用. HPO可促使肝细胞从G0/G1期

进入S期[1-24] 进一步发现在HepG2肝癌细胞生长中

HPO以一种自分泌和旁分泌作用机制发挥生物学效应.

许多的生长因子具有核转位(nuclear translocation)现象

并且在核内有相应的受体或结合蛋白的存在 其中有

与肝再生密切相关的细胞因子 如EGF TGF-α和
aFGF等 他们不仅有膜受体 也有核受体[25, 26]. HPO

是否存在核受体 国内外至今未见任何报道. 放射配基

结合分析法是研究受体特性的经典方法 因此我们利

用前面具有高活性低失活已碘标记的HPO [4] 通过受

体配基结合竞争实验和放射自显影方法 首次证实

HPO核受体的存在 并对核HPO受体的特性进行初步

的研究.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar 大鼠 体质量200±20 g 本院实
验中心提供. HepG2 细胞本科室保存. IV 型核乳胶

Na125I购自Amersham公司. HPO为自行构建的PBV-hHPO

表达菌株 经诱导表达 纯化 获纯度>95 %HPO [8].

利用氯胺T法 125I标记HPO. IV型胶原酶 为Sigma产品.



细胞培养耗材均为GIBCO产品.

1.2 方法

1.2.1 大鼠原代肝细胞和细胞株的分离及培养  大鼠原代

肝细胞分离参考Seglen方法 [27, 28] 将细胞悬液于含100 ml/L

FCS 青链霉素的DMEM中 计数后将细胞铺于10 cm

培养皿 在 37 50 ml/L CO2的孵箱中培养 细

胞密度为5 105/ml. 分离及培养HepG2细胞株 将细

胞悬液置于100 ml/L FCS DMEM培养液中 铺于10 cm

培养皿 在 37 50 ml/L CO2的孵箱中培养 细

胞密度为5 108/L.

1.2.2 125I-HPO受体结合实验[29-31]  原代大鼠肝细胞

HepG2 COS-7细胞 K562细胞和 Hep2细胞培养24 h

后 观察细胞贴壁生长良好 利用蔗糖分度离心获得细

胞核抽提物(50 g/L) 用结合缓冲液(20 mmol/L Hepes

2 g/L BSA/Hanks pH=7.0)冲洗 2遍 一组用不同浓

度的 125I-HPO加入每孔反应 另一组在加入不同浓度

的 125I-HPO的同时加入相应浓度为1 000 倍的未标记

HPO进行反应 在4 下摇床内反应24 h 再用4 

的结合缓冲液冲洗5遍 进行 γ - 计数仪计数 完成
受体结合曲线及Scatchard作图.

       选择一组 125I-HPO浓度为恒定反应浓度(1 pmol)

再分别加入 500 倍 100 倍 50 倍 20 倍 10 倍

5倍 2倍于 125I-HPO 反应浓度的未标记HPO 另外

一组加入不同浓度的EGF 甲状腺激素和生长激素

反应条件同前 最后收集细胞进行 γ -计数仪计数 制
作特异性竞争抑制曲线.

1.2.3 HepG2上HPO受体的放射自显影  接种HepG2细

胞悬液于加有盖玻片的35 mm平皿中 细胞密度为5

102 /孔 每孔加入含100 ml/L FCS的DMEM 1ml 37 

50 ml/L CO2孵箱培养24 h后 用Hanks 液冲洗细胞1

次 加入预先在37 预热20 min的含125I-HPO  50 ml/L

FCS 的DMEM培养液 浓度为37 k Bq/L 37 孵育

24 h 用Hanks液冲洗3次 再用70 %酒精固定30 min

暗室中涂抹核乳胶 -20 暗盒曝光 3-5 d 显影定

影后用Giemsa 染色 5 min 酒精逐级脱水 二甲苯透

明 中性树脂封片 光镜观察.

2   结果

2.1 125I-HPO与核受体结合  通过受体结合实验和结合

竞争抑制实验发现  肝源性细胞包括正常肝细胞(原代培

养大鼠肝细胞)与非正常肝细胞(HepG2肝癌细胞等) 核

抽提物与 125I-HPO反应具有剂量效应关系 以原代培

养大鼠肝细胞和HepG2细胞核抽提物为代表进行分析.

图1A示125I-HPO原代培养大鼠肝细胞核抽提物结合实

验的典型饱和结合曲线 图1B为Scatchard作图分析

其最大结合位点数量为1.7×109/ g Kd值为35 pmol; 图

1C代表 125I-HPO与HepG2肝癌细胞受体结合实验的典

型饱和曲线 图1D为Scatchard作图分析其最大结合位

点5.0×109/ g Kd值为12 pmol; 来源于其他组织的非肝

源性细胞 如COS-7细胞 K562细胞  Hep2细胞和

CHO细胞核抽提物与125I-HPO均无明显的剂量效应关系.

图1  125I-HPO与肝细胞受体结合典型饱和结合曲线和Scatchard作图.
( ) 总结合曲线( )特异性曲线( )非特异性曲线.

2.2 125I-HPO与核受体结合的特异性实验  只有未标记

的HPO可竞争抑制 125I-HPO与核受体的结合(图2) 并

呈剂量效应关系 在浓度为反应浓度的100倍左右时可

发生完全竞争抑制 而EGF 生长激素和甲状腺激素

却不能竞争抑制 125I-HPO与核受体的结合.

图2  125I-HPO与核受体特异性结合典型的竞争抑制曲线.
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2.3 HepG2细胞HPO核受体的放射自显影  在受体与配

基已发生结合的HepG2细胞上 可见一部分以细胞质

为中心簇集着直径为1-2 µm 的黑色圆形颗粒 代表

125I-HPO 与膜受体结合后形成的复合物[4] 一部分以

细胞核为中心簇集 代表 125I-HPO与核受体结合后形

成的复合物 表明HPO核受体的存在(图 3).
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图3  HepG2细胞HPO核受体的放射自显影( 600).

3   讨论

HPO刺激肝细胞增生通过与靶细胞膜上特异性受体结

合而发挥生物学效应的 HPO 受体具有高度特异性

可逆性和饱和性 其组织分布和细胞定位具有特异

性 原代大鼠肝细胞 肝癌细胞和人胎肝细胞上均有

HPO的受体 但在数量和亲和力上存在明显的差异. 通

过调节受体的数量和亲和力发挥着HPO在肝细胞生长

发育中的重要作用. HPO可能通过自分泌和旁分泌方式

调控肝细胞的生长发育 受体数目与亲和力的变化或

HPO产生的异常可能是肝癌发生的机制之一. 通过 125I

标记的HPO 观察 125I-HPO与大鼠肝细胞和肝癌细胞

核抽提物的结合 发现 125I-HPO与核抽提物有剂量效

应关系 且有饱和趋向及可逆性 即结合后若再加入大

量未标记HPO 则 125I-HPO与细胞核结合位点的结合

下降; 另外 其结合具有特异性 即加入EGF 生长激

素和甲状腺激素 125I-HPO 与肝细胞结合位点不受影

响 与核抽提物均无明显的剂量效应关系 结果证明肝

细胞核抽提物中的特异性位点可能就是HPO的核受体

具有特异性 可逆性和饱和性.

       核受体具有转录活性 结构中有与特异配体结合

的功能域 在配体存在或不存在的情况下与不同的蛋

白分子作用 调控相关基因的转录[32-34]. 肝细胞可自分

泌HPO HPO 的核受体的存在提示 在肝细胞处于

增生静息(G0)期时 HPO 核受体可能以同源或异源二

聚体(辅助因子)的形式与DNA相应作用区段结合 抑

制DNA的转录; 在外源性肝再生信号或HPO配体转运

到达肝细胞核内 HPO核受体同源或异源二聚体发生

构象的变化 DNA转录抑制的解除 发生肝细胞DNA

的转录 产生肝细胞增生效应. 在虽然原代大鼠肝细胞

和肝癌细胞上核抽提物中均有HPO的受体 但在数量

和亲和力上存在明显的差异. 原代大鼠肝细胞上核抽提

物中受体的数量少 亲和力低; 肝癌细胞上受体的数量

多 亲和力高; 肝细胞HPO核受体在不同生理病理状态

下所表现的不同状况 提示肝细胞中HPO核受体数目

与亲和力的变化可能是肝癌发生有关.
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Abstract
AIM: To study the effects of PD98059, the specific blocking
agent of MEK1, on the proliferation of hepatic stellate cells
and expression of Proliferating Cell Nuclear Antigen in rat
hepatic stellate cells (HSC).

METHODS: HSC stimulated by acetaldehyde were cultured.
The cell growth was evaluated by MTT colorimetric assay.
Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) was examined by
immunocytochemical staining.

RESULTS: PD98059 of 20 µmol/L had an inhibitory effect
on proliferation of HSC (P <0.05, 0.109±0.020 vs  0.146±0.030),
which was more obvious when cells exposed to PD98059
at 50 and 100 µmol /L (P <0.05, 0.081±0.010, 0.056±0.020
vs 0.146±0.030), and the expression of PCNA also showed
a descending tendency with the increase of PD98059 con-
centration (P <0.05, 0.62±0.09, 0.47±0.04, 0.34±0.04 vs
0.74±0.05)

CONCLUSION: PD98059 inhibits proliferation of HSC and
expression of PCNA, which is correlated with the decreased
activity of PCNA.

Ma HD, Jiang MD, Zhong XF, Xie FW, Zeng WZ. Effects of PD98059 on
proliferation of rat cultured hepatic stellate cells stimulated by acetaldehyde.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1182-1184

摘要

目的: 探讨特异性MEK1阻断剂PD98059对乙醛刺激的肝

星状细胞(hepatic stellate cell HSC) 增生及其细胞增生核

抗原表达的影响.

方法: 用PD98059对乙醛刺激的HSC进行处理 分别以

MTT比色 免疫细胞化学法检测细胞增生及其细胞增生

核抗原表达.

结果: PD98059在20 µmol/L时即对HSC增生出现抑制作
用(P <0.05 C 组 0.109 .020 vs B 组 0.146 0.030)

50 100 µmol/L时抑制作用逐渐增强(P <0.05 D E 组
0.081 0.010 0.056 0.020 vs B组 0.146 0.030); HSC

中PCNA表达也随PD98059剂量增加而减弱(P <0.05 C

D E 组 0.62 0.09 0.47 0.04 0.34 0.04 vs B

组 0.74 0.05)

结论: PD98059对HSC增生及细胞增生核抗原表达具有抑

制作用 提示Erk信号传导通路是调控肝星状细胞增生的

重要通道.
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0   引言

肝星状细胞(HSC)是形成肝纤维化的主要细胞  HSC的

活化与增生是肝纤维化进展的中心环节 [1-5]. 乙醛是激活

HSC导致酒精性肝纤维化的关键分子[6, 7]. 细胞外信号调

节激酶(extracellular signal-regulated kinase Erk)信号通

路参与调控细胞增生与分化 是多种信号交汇点或共

同通路 [8-14] 但在乙醛刺激的HSC增生中的作用报道

较少. 我们用不同剂量的特异性MEK1阻断剂PD98059

阻断Erk活性后 观察乙醛刺激的HSC增生及其细胞

增生核抗原表达的变化 探讨Erk信号通路调控乙醛刺

激的HSC增生的分子机制 为酒精性肝纤维化的防治

提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  PD98059(NEB公司); 增生细胞核抗原(PCNA)

免疫组化法检测试剂盒(北京中山公司); 小牛血清及

DMEM/IMDM培养基(美国Gibco公司); CFSC大鼠肝星

状细胞株由第三军医大学李小安博士惠赠.



1.2 方法  细胞用含150 ml/L小牛血清的DMEM/IMDM

(1 1)培养基 另添加适量的HEPES 抗生素(1

105单位 L青霉素和100 mg/L链霉素)至37 50 ml/L

CO2混合气体的孵箱中培养 细胞换液时间为2-3 d

传代时间为3-5 d 传代前用2.5 g/L胰酶消化. 实验分为:

空白对照组(A组)加无血清的DMEM/IMDM(1 1)培养液;

乙醛对照组(B 组): 无血清培养液中加乙醛200 µmol/L; 实
验组1(C组): 在 B组基础上培养液中加入PD98059 (浓

度为20 µmol/L); 实验组2 (D组): 在 B组基础上培养液
中加入PD98059 (浓度为50 µmol/L); 实验组3 (E组): 在
B组基础上培养液中加入PD98059 (浓度为100 µmol/L).
取大鼠HSC 调整浓度至1 108/L 接种于96孔细胞

培养板中 每孔200 µL 细胞悬液 细胞生长至80 %
以上融合度时 4 ml/L 血清培养基同步化处理24 h

实验组经PD98059 预处理1 h后 加乙醛200 µmol/L
(终浓度) CO2培养箱中继续孵育24 h 后(乙醛每12 h

补充)  每孔加 5 g/L 的MTT 20 µL 反应 4 h 用快
速翻板法去除培养液 加DMSO 200 µL 30 min 后用
酶标仪(E-Liza Mat-3000)双波长测定其 A值 测定波

长为570 nm 参考波长为630 nm 酶标仪所示 A值

为A570减去A630 以消除非特异性光吸收效应. 免疫

组化: 以 5 108/L 接种 12 孔培养板 每孔1 ml 作

细胞爬片. 细胞生长至80 %以上融合度行同步化处理

后 按上述分组法加药继续培养24 h. 将培养板孔中的

盖玻片取出 PBS洗涤两次 用40 g/L 多聚甲醛固定

10 min 按 SP 试剂盒操作方法进行免疫细胞化学

PCNA检测 DAB显色 同时用PBS代替一抗作阴性

对照. 结果判定: 胞核呈棕黄色为阳性 并对染色后的

细胞片进行显微镜下观察 摄片 IDA-2000软件分析

平均灰密度 相对定量PCNA 表达的强度.

        统计学处理  所有指标均用 ( sx ± ) 表示 采用SPSS11.0
软件分析. 成组设计多样本均数的比较用单因素方差分析.

2   结果

2.1 MTT结果  加入乙醛后明显刺激HSC增生(P <0.05

B组0.146 0.030 vs A组0.030 0.010); 随着PD98059

用量增加 C (0.109 0.020) D(0.081 0.010) E

(0.056 0.020) 3 组细胞增生均受到抑制(P <0.05 vs

B 组) 呈明显的剂量效应关系 但 E 组细胞增生仍

高于A组 表明100 µmol/L PD98059仍不能完全抑制
乙醛刺激的HSC增生.

2. 2  PCNA免疫组织化学染色  乙醛对照组HSC胞核

着色最深 呈棕黄色(图1) 实验组随着PD98059用量

的增加胞核着色逐渐减弱 PD98059 100 µmol/L (完全
抑制Erk活性剂量)胞核呈淡黄色(图2). 经病理分析软件

分析显示  乙醛组PCNA平均灰密度较对照组明显增

高(P <0.05 B组 0.74 0.05 vs A 组 0.24 0.03); 实

验组随着PD98059用量的增加HSC内PCNA平均灰密

度较乙醛组明显降低(P <0.05) E组 PCNA平均灰密度

(0.34 0.04)仍高于A组(P <0.05) 结果表明PD98059

具有抑制作用 但100 µmol/L PD98059仍不能完全抑制
乙醛刺激的HSC内PCNA表达.

图1  乙醛组 HSC免疫细胞化学染色胞核着色呈棕黄色( 400 SP法).

图 2  100 µmmol/LPD98059予处理乙醛刺激的HSC后胞核着色呈谈
黄色( 400 SP法).

3   讨论

肝纤维化的发生机制较复杂[15] 目前关于ERK信号传

导通路的激活与肝纤维化发生机制的研究甚少. 文献表

明: Erk信号传导通路参与调控PDGF等刺激的HSC增

生[16-19]. 乙醛作为有效刺激信号是激活HSC导致酒精性

肝纤维化发生的关键分子 但ERK信号通路在乙醛刺

激的HSC增生中的意义报道较少 我们采用MTT实验

观察PD98059对乙醛刺激的HSC增生的影响 结果表

明阻断Erk信号通路后HSC增生明显抑制 且有剂量

依赖关系 提示Erk信号通路是调控乙醛刺激的HSC增

生的重要通道 同时100 µmol/L PD98059(完全抑制Erk
活性剂量)仍不能完全抑制HSC增生 提示Erk通路并

非是调控乙醛刺激的HSC增生的唯一通道.

        增生细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen

PCNA) 又称细胞周期蛋白 是真核细胞DNA 合成

时所必需的一种36 KD的酸性核蛋白[20] 他在细胞周

期调控方面发挥着重要作用[21-26] 其表达亦可反应细

胞增生的活跃程度[27-30] 目前Erk 信号通路调控乙醛

刺激的HSC增生的分子机制尚不明了 我们用不同浓

度PD98059(20 50 100 µmol/L)分别加入乙醛刺激
的HSC 内 24 h 后 免疫细胞化学染色法检测发现

马洪德, 等. PD98059 对乙醛刺激的大鼠肝星状细胞增生的影响                                                            1183



PD98059组与乙醛对照组相比 PCNA表达逐渐减弱

100 µmol/L的 PD98059组 PCNA表达仍弱阳性 提示
PD98059抑制乙醛刺激的HSC增生可能与一定程度上

抑制细胞周期蛋白PCNA合成有关.

        目前对Erk信号通路调控乙醛刺激的HSC增生的分

子机制研究刚刚起步 其确切机制尚需进一步研究.
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Abstract
AIM: To study the effects of estradiol on the production of
collagen  I, III and transforming growth factor β1 (TGF β1)
in experimental fibrosis in rats induced by carbon tetrachloride
(CCL4), and to investigate the suppressive effects of estrogen
on liver fibrosis.

METHODS: Rats were randomly allocated into a normal
control group, a model control group, a therapy control
group and an estradiol group. Liver fibrosis was induced
by CCL4 administration. The estradiol group, apart from
the administration of CCL4, was treated subcutaneously
with estradiol (benzoic estradiol) 1 mg/kg twice weekly.
At the end of week 8, all the rats were sacrificed. Liver
inflammation and collagen deposition were observed with
HE and Masson’s collagen stains, analyzed with scoring
and staging systems. Type I, III collagens and TGF β1 were
observed with immunohistochemical method.

RESULTS: CCL4  group had the typical liver fibrosis compared
with normal control group. The fibrous septa were formed
in CCL4 group rats, and collagens were accumulated and
deposited in the sinusoids and liver lobules. The expression
of type I , III collagens (0.58±0.26 vs 6.34±2.24, 1.07±0.49
vs 5.28±1.28, P <0.001) and TGF β1  was significantly
increased. Estradiol significantly attenuated collagen ac-

cumulation (P <0.05) in the fibrotic livers, and decreased
type I , III collagens (2.47±0.76 vs 6.34±2.24, 3.02±1.20
vs 5.28±1.28, P <0.05) and TGF β1 expression in the liver.

CONCLUSION: Estradiol treatment reduces the synthesis
of hepatic type I , III collagens and TGF β1  in the fibrotic
liver induced by CCL4 administration, and attenuates hepatic
fibrosis.

Xu JW, Gong J, Feng XL, Chang XM, Luo JY, Dong L, Jia A, Xu GP.
Effects of estradiol on type I, III collagens and TGF β1 in hepatic fibrosis
in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1185-1188

摘要

目的: 观察雌二醇对肝纤维化大鼠肝脏胶原沉积和转化

生长因子 β 1 (TGF β1) 表达的影响 研究雌激素对肝纤
维化形成的抑制作用 并探讨其可能的机制.

方法: 设立模型组 治疗对照组 雌二醇组和正常对

照组 以四氯化碳复合因素诱导大鼠肝纤维化动物模

型 雌二醇组在四氯化碳应用的同时皮下注射苯甲酸

雌二醇1 mg/kg 2 次 /wk 共 8 wk. 大鼠肝脏HE染

色与Masson染色 分级观察肝组织的炎性坏死与胶原

纤维沉积变化 并观察对大鼠肝纤维化形成过程中肝

脏表达I III 型胶原蛋白及对TGF β 1的影响.

结果: 与正常对照组比较 四氯化碳模型大鼠出现典

型的肝纤维化表现 肝脏胶原纤维间隔广泛形成 肝小

叶与肝窦内胶原增生沉积明显 I III型胶原(0.58 0.26

vs  6.34 2.24 1.07 0.49 vs 5.28 1.28 P 值均

<0.001 )及TGF β1基因表达明显增多; 雌二醇应用可以明
显减轻肝脏内胶原纤维增生沉积(P <0.05) 抑制肝脏I

III型胶原蛋白(2.47 0.76 vs 6.34 2.24 3.02 1.20 vs

5.28 1.28  P值均<0.05)及 TGF β1的合成表达.

结论: 雌二醇可抑制肝纤维化大鼠肝脏I III 型胶原蛋

白及TGF β1的合成表达  发挥对肝纤维化的抑制作用.

许君望, 龚均, 冯新利, 苌新明, 罗金燕, 董蕾, 贾皑, 徐贵平. 雌二醇对肝纤维

化大鼠I, III 型胶原及TGF β1表达的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(8):
1185-1188

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1185.asp

0   引言

肝纤维化是许多肝脏疾病共同的病理过程 是肝损伤

过程中机体抗损伤修复的一种表现 以肝脏胶原等细胞

外基质的沉积为其主要特征. 肝硬化在男性的发病比女性
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更普遍 男性和女性的发病率之比为2.3 1-2.6 1[1,  2].

虽然肝脏并非性激素作用的基本耙器官 但肝脏中存

在有雌激素受体 能对雌激素产生反应 从而调节肝脏

的功能[3]. 因此 性激素在肝纤维化至肝硬化的发展中

可能发挥一定的作用. 在肝纤维化的动物模型和人类肝

脏疾病的研究发现 TGF β1在肝纤维化的过程中具有
重要作用[4, 5]. 有研究发现 抗雌激素药物他莫昔芬可

使女性患者肺纤维化的危险性明显升高 而他莫昔芬

的致肺纤维化是由TGF β1介导的[6]. 因此设想 肝纤维
化时雌激素可能在调节TGF β1等一些细胞因子的表达
中发挥了作用. 本实验通过四氯化碳复合因素诱导大鼠

肝纤维化动物模型 结合 I III 型胶原蛋白及TGF β1
的免疫组化 探讨雌二醇的抗肝脏纤维化作用.

1   材料和方法

1.1 材料  Sprague-Dawley 大鼠 40只 清洁级 质

量220 21 g  10周龄左右 由陕西省实验动物中心

提供. 苯甲酸雌二醇由上海第九制药厂生产 批号

00080103; 秋水仙碱片为云南昆明植物药厂出品; 四氯化

碳和胆固醇分析纯由西安化学试剂厂生产; 市售猪油

玉米粉; 精制花生油(山东鲁华集团出品); I III型胶原抗

体购自武汉博士德生物工程有限公司 工作浓度1 50;

TGF β1的免疫组化试剂盒购自Dako 公司 工作浓度
1 1 000; ST试剂盒购自福建迈新生物技术开发公司.

1.2 方法  试验动物饲养于控温控湿12 h光照的环境中

不限饮食. 每 10 只 1组 随机分为 组. CCL4组皮下

注射400 mL/L  CCL4花生油溶液 剂量为2 mL/kg

2 次 /wk 首剂加倍. 雌二醇(E)组 注射CCL4的同时

皮下注射苯甲酸雌二醇1 mg/kg 2 次 /wk. 秋水仙碱

(Col)组注射CCL4的同时 每日0.11 mg/kg秋水仙碱罐

胃. 以上3组动物均给予含5 g/kg胆固醇和200 g/kg猪

油的高脂饮食. 对照组给予普通饮食并皮下注射等容量

花生油溶剂 2次 /wk. 8 wk 后 全部实验动物禁食1

晚 经肌肉注射苯巴比妥钠(40 mg/kg)麻醉后行颈椎错

位处死 迅速取出肝脏 被切除的大鼠肝脏取右叶 经

40 g/L 甲醛固定 石蜡包埋和HE Masson 染色 由

半定量的方法[7]对肝纤维化程度进行评估. 胶原增生程

度半定量标准: 0分 正常肝脏或无明显胶原纤维增生;

1分 胶原纤维增生 中央静脉和汇管区有少量纤维索

放散延伸 但无间隔形成; 2分 胶原纤维明显增生 中

央静脉和汇管区结缔组织变厚 由此向四周延出纤维

索 形成不完全间隔; 3分 胶原纤维大量增生 有个别

菲薄的完全间隔形成(假小叶) 或较厚的不完全间隔

即将形成假小叶; 4分 完全间隔较厚 假小叶大量形成.

I III型胶原及TGF β1免疫组化采用PAP 法DAB显色.
I III型胶原表达程度 应用CMIAS彩色医学图像分析

仪 对各组切片随机选取10个视野测量阳性染色面积

占肝脏视野面积比进行定量分析 以他们的染色面积

在标本中所占百分比表示[8].

        统计学处理  将数据表示为 sx ± 进行非配对的秩
和检验 t检验或 F检验. 数据输入计算机采用SPSS10.0

统计软件分析.

2   结果

2.1 雌二醇对大鼠实验性肝纤维化的影响  HE染色显示

对照组的肝脏具有正常的肝小叶结构; CCL4组表现出严

重的损伤性病理改变 肝小叶失去正常结构 肝板排列

紊乱 肝细胞普遍变性 大多数为脂肪变性 少数水样

变 炎症及坏死明显 汇管区纤维组织增生 并可见厚

薄不一的纤维分隔包绕肝小叶 部分有肝细胞再生及

假小叶形成; 雌二醇组肝脏损伤性病理改变明显减轻

纤维有部分分割肝小叶 但未见完整的假小叶形成 肝

组织有部分再生.  Masson胶原染色 (表 ) 肝脏胶原

纤维增生程度半定量测量 表明雌二醇可明显抑制大

鼠实验性肝纤维化的形成.

表   雌二醇对大鼠实验性肝纤维化的作用

  肝纤维化分级(级)
分组  n

  -        +          ++       +++      ++++

Control 10          10 0 0 0 0

CCL4   9           0 2 2 3 1

CCL4+Ea   8           0 4 2 1 0

CCL4+Cola   9           0 3 4 2 0

aP  <0.05, vs CCL4组.

2.2  I III 型胶原免疫组化染色分析  用免疫组织化学

PAP法对肝脏组织切片I III型胶原进行观察 正常对

照组肝脏I型胶原蛋白主要存在于中央静脉 门脉区三

联管管周及管间纤维组织 III型胶原除上述区域外还

存在于肝窦四周. CCL4组中 I III 型胶原阳性细胞染

色均明显增多 其分部除汇管区 中央静脉及肝窦四周

增多外 在纤维隔内呈弥漫分布. 雌二醇组及秋水仙碱组

I型胶原蛋白主要位于中央小叶和门静脉周围纤维带 而

III型胶原蛋白以门脉区及肝细胞坏死区较多. 各组I III

型胶原蛋白面密度(胶原面积/肝组织视野面积×100 %)测

量值见表2.

表2  雌二醇对大鼠肝纤维化肝脏 I III 型胶原蛋白的影响( sx ± )

组别  n I 型胶原 III 型胶原

Control 10 0.58 0.26 1.07 0.49

CCL4   9 6.34 2.24 5.28 1.28

CCL4+E a   8 2.47 0.76 3.02 1.20

CCL4+Col a   9 2.63 0.91 3.31 1.43

aP <0.05, vs  CCL4组.

2.3 TGF β1的免疫组化染色分析  CCL4组的TGF β1阳
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性细胞主要位于中央小叶和门静脉周围纤维带及肝纤

维间隔中 主要见于肝星状细胞 类间质细胞和炎症

细胞质及其周围. 而雌二醇及秋水仙碱组中阳性染色程

度较CCL4组明显为轻 (图 ).

图   CCL4组TGF β1的免疫组化染色 PAP法 ×100

图   雌二醇组TGF β1的免疫组化染色 PAP法 ×100

3   讨论

肝纤维化通常始于肝细胞的破坏 继而炎症细胞和血

小板聚集 刺激枯否细胞释放细胞因子和生长因子(如

TGF β1等) 这些因子通过活化肝星状细胞 肝星状
细胞活化后增生并转化为成纤维母细胞样的细胞 合

成并大量沉积细胞外基质(extracellular matrix ECM)

从而将炎症和肝硬化的形成过程联系起来[9-13]. ECM包

括胶原 非胶原糖蛋白及蛋白多糖 其中胶原是最重要

的 ECM. 肝脏胶原有 I III IV V VI 型等 以

I III 型为主 约占肝脏胶原总量的60 以上[14-17]. 我

们以CCL4等复合因素诱导大鼠肝纤维化模型 可见正

常对照组肝脏仅有少量 I 型胶原存在于中央静脉 门

脉区三联管管周及管间纤维组织 III型胶原除上述区

域外还少量存在于肝窦四周 而CCL4组中I III 型胶

原阳性细胞染色均明显增多 其分布除汇管区 中央静

脉及肝窦四周增多外 在纤维隔内亦呈弥漫分布 包绕

肝小叶. 雌二醇组的肝纤维化程度明显低于CCL4组

且 I III 型胶原阳性细胞免疫组化染色也弱于CCL 4
组 I 型胶原蛋白主要位于中央小叶和门静脉周围纤

维带 而 III 型胶原蛋白以门脉区及肝细胞坏死区为

主. 表明雌二醇能抑制I III 型胶原的合成而发挥抗肝

纤维化作用.

      肝损害时肝星状细胞被认为是ECM的主要来源

而肝星状细胞的活化是肝细胞 内皮细胞 血小板 枯

否细胞 炎症细胞 细胞因子和生长因子间相互作用的

结果[18-22]. 细胞因子在肝纤维化的每个阶段都发挥着重要

作用[23-26]. 在肝纤维化的动物模型和人类肝脏疾病的研究

发现 TGF β1在肝纤维化的过程中具有重要作用[27-31]

他是一种多功能生长因子 能使单个肝星状细胞胶原

合成增加60-80 被认为是肝纤维化形成的关键因

子. Bentzen et al [6]在研究放疗女性肺纤维化时发现 给

予他莫昔芬(tamoxifen 一种抗雌激素的药物)可使患者

肺纤维化的危险性明显升高 而他莫昔芬的致肺纤维

化是由TGF β1介导的. 因此设想 肝纤维化时雌激素
可能在调节TGF β1等一些细胞因子的表达中发挥了作
用. 本实验显示 雌二醇组肝纤维组织中TGF β1的表达
量明显弱于CCL4组 表明雌二醇可能通过下调TGF β1
的表达 从而间接地发挥对肝纤维化的抑制作用.

       肝纤维化时肝星状细胞由静止状态转变为活化细

胞 增加 I  III 型胶原等ECM的表达 激活的肝星

状细胞还可通过自分泌途径扩大激活细胞群 TGF β1
是肝星状细胞自分泌扩增的重要细胞因子 既增加胶

原的合成 又进一步刺激TGF β1的产生 使更多静止
的肝星状细胞被激活[32-35]. 本研究雌二醇能抑制TGF β1
的产生 阻断自分泌放大过程 从而减少 I  III 型胶

原等ECM的合成 这一作用可能是肝纤维化及肝硬化

的发病率存在性别差异的原因之一.
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Abstract
AIM: To provide a valuable model for the study on acute
alcoholic fatty liver.

METHODS: Thirty Wistar male rats were randomized into
two groups: model group (group 1, intragastric infusion of
spirits, fed with high fat and iron diet), control group (group
2, intragastric infusion of saline, fed with common diet).
Some rats were sacrificed after 2 and 3 weeks to evaluate
the process of alcoholic fatty liver formation. All rats were
sacrificed at the end of the fourth week.

RESULTS: Slight fatty deposition was observed at the end
of 2nd week after the experiment and moderate fatty deposition
at the 3 rd week and severe fatty deposition at the 4 th week.
In comparison with control group, the liver mass index
was increased in the model group. There was a statistically
significant difference between the two groups.

CONCLUSION: The lesion of the acute alcoholic fatty liver
in model rats is similar to that in humans. The experiment
is very simple and the experiment cycle is short and the
conclusion is clear.

Feng ZQ, Shen ZX, Tan SY, Luo HS, Qi CB, Guo J, Li HX. Improvement
of induction method of acute alcoholic fatty liver model in rats. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1189-1192

摘要

目的: 为酒精性脂肪肝的研究提供有价值的模型.

方法: 采用高浓度酒每日灌胃 同时改进饲料配方 增加

食物中脂肪含量 增加铁剂的方法.

结果: 造模2 wk后可见肝脏轻微脂肪沉积 3 wk后呈中

度脂肪肝 4 wk后为重度脂肪肝病变; 与对照组相比 肝

指数明显增大 (模型组4.9 1.1; 对照组4.0 0.6 P <0.05)

具有统计学意义.

结论: 本造模方法与人类酒精性脂肪肝病变类似 方法简

单易行 实验周期短 结论明确 一般实验室均可进行.

冯志强, 沈志祥, 谭诗云, 罗和生, 漆楚波, 郭洁, 李海霞. 大鼠急性酒精性脂

肪肝造模方法的改进. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1189-1192

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1189.asp

0   引言

目前 酒精性脂肪肝已经成为国内外的一大研究热点.

经典的酒精性脂肪肝模型为Liber-Decarli 模型 该方

法简便易行 费用低 形成率高并且稳定性好 但由于

大鼠厌酒 故不能保证大鼠较恒定的酒精摄入量

Tsukamato-French大鼠模型虽能控制实验动物的酒精摄

入 但制作该模型需要一些技术上的训练和特殊设备

价格昂贵 给人们的研究带来不便. 因此 我们在他们

实验的基础上 采用了高浓度酒每日灌胃 同时改进饲

料配方的方法建立了大鼠酒精性脂肪肝模型 并对结

果进行了病理组织学观察 以期为酒精性脂肪肝的研

究提供有价值的模型.

1   材料和方法

1.1 材料  武汉市实验动物中心提供的体重150-200 g同

批 Wi s t a r 大鼠 30 只 按体重大小排序为 1 2

3 30 再利用随机数字表 将随机数字为单号

者分入1组(模型组) 双号者归入2组(对照组). Mettler

AE200 分析天平 日本Olympus 显微镜. 采用普通饲

料 猪油=85 15 每 1 000 g 饲料中加入15 g 硫酸

亚铁; 充分混匀 制成成型饲料 60 烤干.

1.2 方法  模型组大鼠 前3 d先饮用15 % (v/v)二锅头

酒(北京双庆和酒业有限责任公司生产 GB10781.2-89)

第 4天起再按15 ml/kg灌服52 % (v/v)二锅头酒 每日

上午一次; 同时给予上述饲料 自由饮水. 对照组则灌

服同等剂量生理盐水 自由饮水 给予普通饲料. 2 wk

3 wk 后每组各处死1只 以动态观察模型的变化. 第

4 周称重 断颈处死所有大鼠 立即取出肝脏 4 
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生理盐水反复冲洗4-5次 称全肝重量 选最大肝叶

沿最长径取肝组织一块 10 %中性甲醛固定 石蜡包

埋 常规切片 HE染色 检查由湖北省肿瘤医院病理

科完成.

        统计学处理  数据统计分析采用 t检验 用SAS8.1

软件包进行统计分析 以 P <0.05 为有统计学差异.

2   结果

2.1 一般状况  模型组大鼠灌服白酒后 绝大部分行动

迟缓 行走不稳 重者醉倒嗜睡 对外界刺激的反应明

显减弱 甚至没有反应 大约35-60 min 后逐渐恢复

正常 进食量及饮水量明显少于对照组 皮毛不整 欠

光泽. 对照组大鼠皮毛光泽柔顺 行动敏捷 对外界环

境的刺激反应迅速 进食量及饮水量正常. 体重变化见

表1. 模型组有2只因灌胃误呛入肺导致化学性肺炎 经

抢救无效而死亡 对照组有3只误呛 经抢救全部存活

另外 每组各有1 只因灌胃不慎致胃穿孔而死亡.

表1  不同时间大鼠体重变化的比较 ( sx ± )

组别  n 2 wk体重变化(g) 4 wk体重变化(g)

对照组 12 16.92 7.45 33.25 7.72

模型组 10 13.10 6.67 24.50 7.86b

bP <0.05, vs对照组相比.

2.2 肝指数  计算方法: 肝指数=肝湿重/大鼠体重(见表2).

表 2  各组大鼠肝重 体重 肝指数的比较( sx ± )

组别  n     肝重(g)        体重(g)     肝指数

对照组 12 8.91 2.00 220.67 23.63 4.00 0.60

模型组 10 9.12 2.20 186.00 25.75 4.93 1.08a

aP <0.05, vs 对照组相比.

2.3 大体标本观察  对照组大鼠肝脏色泽正常 被膜光

泽. 模型组大鼠肝脏外观呈弥漫性肿大 边缘稍钝 触

之如面团 有油腻感 压迫时可出现凹陷 表面色泽较

苍白 部分略带灰黄色. 切面呈淡黄色 甚至苍白色.

2.4 病理组织学所见  模型组: 2 wk 后 可见大鼠肝脏

出现轻微脂肪变性 部分炎性细胞浸润(图1); 3 wk后 表

现为中度脂肪肝 较多炎性细胞浸润(图2); 而4 wk后 可

见重度脂肪变性 肝细胞索排列紊乱 肝细胞肿胀呈气球

样变 细胞内充满大小不一的脂滴 胞质疏松 其内可见

大小不等 数量不一的脂肪空泡以及水样变性 细胞核被

挤向一边 呈印戒状. 肝细胞的脂肪变性以肝小叶中央区

最为明显 可见 酒精对大鼠机体的影响是受时间 剂量

的影响的 随着给酒时间的延长 酒精摄入量的增加 酒

精对机体的影响亦会随之加大 所引起的肝脏脂肪变性也

越来越严重(图3 4). 对照组: 肝小叶结构清晰 肝细胞索

排列整齐 肝细胞大小较一致 胞核居中 胞质淡红

色 在中央静脉区偶可见少数散在脂滴(图5).

图1  造模2 wk, 轻微脂肪变性, HE 400. 图 2  造模3 wk, 中度脂肪
肝, HE 200.  图 3  造模4 wk, 重度脂肪肝, HE 200. 图 4  造模4
wk, 重度脂肪肝, HE 400.  图 5  对照组正常肝组织, HE 400.
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3   讨论

近几年来 随着人民生活水平的提高 饮酒或酗酒者

明显增加 由此所引起的酒精性脂肪肝的发病率也随

之上升. 酒精性脂肪肝的研究已成为当前一大研究热点.

为深入研究酒精性脂肪肝的发病机制 寻找有效的治

疗和预防手段 需要建立一个较理想而经济实用的动

物模型.

       经典的模型为Liber-Decarli 模型 由于其简便易

行 费用低 形成率高及稳定性好而受到青睐 但

由于大鼠厌酒 故而不能保证大鼠较恒定的酒精摄入

量 Tsukamato-French大鼠模型虽能控制实验动物的酒精

摄入 但制作该模型需要一些技术上的训练如胃内导管

的植入 维持 以及保证24 h持续注入酒精所需的特殊

设备 价格昂贵 给人们的研究带来不便. 范建高 et al [1]

用高脂饮食加60 的酒精15ml/kg灌胃 2次 /d 在造

模3 mo后出现轻至中度肝细胞脂肪变. 徐正婕et al  [2]造模8 wk

出现肝细胞脂肪变及酒精性肝炎样改变. 薄爱华et al  [3]的

实验模型周期也较长 林红 et al [4]的实验模型虽然周

期较短 但需每日灌胃 3 次 操作比较烦琐 且易

造成实验动物的意外死亡. 他们的研究表明 要造成进

行性酒精性肝损伤 必须给动物过量酒精 并维持血

中持续性高浓度酒精含量. 国内外学者已证实 过量铁

对人体所有的细胞均有毒害作用. 铁的毒性作用主要是

在启动和催化氧自由基中起重要作用 最明显的机制

为Fenton反应 (haber-weiss反应) 反应生成大量活跃

的OH·自由基 从而损伤线粒体 导致肝脏的损伤[5, 6] ;

酒精性脂肪肝时 肝铁含量增加 肝铁可进一步增强

肝组织的脂质过氧化损伤 从而加重脂肪肝[7-18]. 实验证

实 增加肝铁含量会导致巨噬细胞对肝脏的毒害作用[19] ;

铁和酒精具有协同毒性作用[20]. 白玉et al [21]的研究表明

减少肝组织中铁的含量则能有效地减轻脂质过氧化损

伤. 因此 本实验参照酒精性脂肪肝的发病机制[22-24]改

进了饲料配方 利用铁超载的肝毒性来抑制肝酶活性

影响乙醇代谢以促进酒精性肝损伤的发生和发展.

        肝脏是脂质代谢的中心. 长期进食高脂饮食时 肝

脏从血液中摄取脂肪酸合成TG(甘油三脂)也相应增加

当肝脏合成TG多于肝细胞将其转运出肝时 TG则沉积

于肝细胞内 从而形成脂肪肝. 研究证明: 高脂低碳水化

合物饮食较低脂高碳水化合物饮食更易促进脂肪肝的

形成[25-29] 国内学者[30]研究证实 高脂饮食可加重肝

脏的负担 明显增加脂质在肝脏的沉积 从而促进脂肪

肝的形成. 故而本实验改用高脂饮食 以促进脂肪肝的

快速形成.

       总之 我们认为 本造模方法与人类酒精性脂肪肝

病变类似 实验周期较短 造模方法简单易行 一般实

验室均可进行 为今后酒精性脂肪肝的研究提供了较

有价值的动物模型.
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摘要

目的: 观察小肠血管结构不良的组织病理形态 以探讨其临床及组织

病理学特点.

方法: 2 例因小肠血管结构不良患者分别行部分小肠切除 标本经甲

醛固定 常规制片 HE染色 显微镜观察.

结果:  2 例患者 1 例女性 81 岁 另 1 例男性 73 岁 均为长

期反复发作的下消化道出血 核素显像分别为小肠第2组及第5 6组

出血. 大体检查分别见1处及多处微隆起红色病灶 直径0.2-0.8 cm.显

微镜观察见黏膜下层和黏膜固有层静脉血管扩张 迂曲.

结论: 小肠结构不良病灶较小 需仔细检查标本 核素显像有利于确

定出血肠段 显微镜下黏膜固有层静脉血管扩张对此病有诊断意义.

冯瑞娥, 赵大春, 陈杰. 小肠血管结构不良2例. 世界华人消化杂志  2003;11

(8):1192

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1192.asp

1  病例资料

病例 1 女 81 岁 4 a 前无明显诱因出现黑便 约 1-2 d 1 次 成

形 量不多 无呕血及腹痛 不伴有晕厥 心悸. 血色素60-70 g/L

曾予止血治疗并间断输血 400 ml/1-1.5 mo 症状无缓解. 2 a 前

结肠镜检查于盲肠见一息肉状肿物 手术切除 术后病理报告: 结肠绒

毛腺管状腺瘤. 术后15 d开始间断排暗红色血便1-3次 /d 胃镜检查未

见异常. 核素显像: 消化道第5 6组小肠出血 手术切除部分小肠.

    病例 2 男 73 岁 近 5 a 出现黑便10 次 成形 量不多 其

中一次伴头晕 心悸 大汗 测血压60/40 mmHg 曾止血及抗炎治疗.胃

镜检查未见异常 肠镜检查距屈氏韧带40 cm及70 cm处小肠黏膜毛细血

管扩张. 核素显像: 消化道第2组小肠间歇性出血 故行部分小肠切除术.

     病理检查见切除肠管2段 分别长17 cm 8.6 cm 周径3-5 cm

浆膜面光滑 沿系膜对侧打开肠管 分别见灰红色 微隆起病灶1处及3

处 直径0.2-0.8 cm 切面黏膜灰红色.显微镜检查见黏膜固有层和黏膜下

层血管扩张 管腔不规则迂曲 同一管壁可见薄厚不均的平滑肌细胞 部

分血管自黏膜下层向上穿过黏膜肌层达黏膜固有层. 病变处黏膜绒毛增宽

扁平 消失 部分上皮脱落 黏膜及黏膜下层炎症细胞无明显增多 间质

纤维组织增生不明显 肌层和浆膜层未见血管异常.
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小肠血管结构不良2例

冯瑞娥, 赵大春, 陈   杰

图  小肠黏膜及黏膜固有层内不规则扩张血管(HE10 4).

2  讨论

肠道血管结构不良常见于老人 累及盲肠和右半结肠 病变较小
常多发. 由于在临床及病理诊断上有一定的困难 所以准确的发病率难
以统计. 结肠镜检查的发病率约占3-6 %. 临床表现为反复发作的下消
化道出血 有时为大出血 患者可以伴有主动脉狭窄和Von Willebrand
病. Mitsudo et al 研究认为肠道血管结构不良不是一个肿瘤性疾病 而
是肠道正常血管在老年人的退行性改变.
     本文报道2例均为老年患者 有长期反复发作的下消化道出血 1
例伴贫血 需长期输血治疗. 核素显像均提示为小肠活动性出血.切除
小肠检查分别见1处及3处黏膜微隆起红色病灶 直径0.2-0.8 cm. 病灶
处显微镜检查可见黏膜固有层及黏膜下层静脉性血管扩张 迂曲. 因此
我们认为核素显像对临床上确诊肠道血管结构不良的出血部位有帮助.
     肠道血管结构不良由于病灶较小 切除后标本中血管有塌陷 从
而造成临床及病理诊断的困难. 因此有研究对切除标本血管内灌注放
射性物质及肠道灌注甲醛 以便更好显示黏膜内扩张的血管 但这些
方法均繁琐 费时 同时增加患者的经济负担 在日常的病理工作中
很难推广. 病理医生了解肠道血管结构不良的大体和镜下特点 有利
于我们在常规病理工作中更好的诊断此病. 对于临床上因反复下消化
道出血而可疑为血管结构不良的标本 病理医生要仔细检查大体标本
以便发现较小的灰红色病灶. 镜下黏膜固有层静脉性血管扩张对血管
结构不良有诊断意义.虽然此病同时也伴有黏膜下血管扩张 但由于黏
膜下层正常时就有较丰富的毛细血管 小静脉及动脉 任何原因引起
的血液循环改变均可引起黏膜下层血管扩张 淤血 因此仅有黏膜下

层血管扩张 迂曲不足以诊断此病.
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Abstract
AIM: To study the effect of sodium butyrate in combination
with chuanhuning on   HCT-8 cell line proliferation.

METHODS: Inhibition of HCT-8 cell line by sodium butyric
acid in combination with chuanhuning was detected by MTT
assay and growth curve, and apoptosis was determined by
morphological assay and flow cytometry (FCM). Apoptotic
cells were observed electro- microscopically.

RESULTS: Sodium butyric acid showed inhibitory effect on
the proliferation of HCT-8 cell line in dose-dependent and
time-dependent manner. The inhibitory rates were 15.7 %,
20.3 %, and 33.3 % (P <0.01) in different groups. Differ-
entiation and apoptosis were observed under electronic
microscope. Sub-G1 peak was detected by FCM. Cell cycle
was blocked in S phase. The apoptotic rate of  combined
group 1 were 23.5 %, 48.6 % at 24 h, and 48 h, and the
apoptotic rate of combined group 2 were 30.8 %, 54.2 %
at 24 h, and 48 h (P <0.01).

CONCLUSION: Sodium butyric acid can induce apoptosis
and differentiation of HCT-8 cells of human colorectal
carcinoma, and inhibit proliferation of HCT-8 cells.
Apoptotic rate was significantly increased when sodium
butyric acid was combined with Chuanhuning.
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摘要

目的: 探讨丁酸钠 穿琥宁体外联合应用对结肠癌细胞的

影响.

方法: 应用生长曲线 MTT 流式细胞仪 电镜研究丁

酸钠 穿琥宁对HCT-8的增生抑制及诱导凋亡作用.

结果: 丁酸钠对HCT-8细胞有明显抑制作用 48 h后各组

抑制率分别为15.7 % 20.3 %  33.3 % (P <0.01) 呈现

浓度 时间依赖性. 电镜下观察可见成熟分化改变及凋亡

细胞 流式细胞仪可检测到亚G1峰 细胞周期分析发现其

主要阻滞在G1期. 穿琥宁与其联合应用 混合组1在24 h

48 h凋亡率为23.5 % 48.6 % 混合组2在2 4h 48 h凋

亡率为30.8 % 54.2 % (P <0.01).

结论: 丁酸钠抑制HCT-8细胞增生 并诱导其成熟分化

凋亡.穿琥宁与其合用使凋亡率增加.
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0   引言

大肠癌较常见 随着人民饮食结构的改变 大肠癌的

发病率与死亡率逐年上升严重威胁人们的身心健康

平均5 a生存率低于40 %[1, 2]. 积极探讨大肠癌综合治疗

的新手段有重要的临床和社会经济意义. 晚期转移性或

不可切除的结肠癌患者的化疗仍以5-FU 为主 但总

有效率仍不满意. 研究表明 多种肿瘤的发生与细胞凋

亡障碍有关[3, 4] 诱导肿瘤细胞凋亡可能成为肿瘤治疗

中有前景的手段之一.丁酸钠作用于大肠癌细胞株 可

抑制其增生 阻滞细胞周期 并诱导细胞凋亡[5-11]

而穿琥宁与其联合应用 使抑制作用明显增强 凋亡率

增加 这为大肠癌的治疗及预防提供了新途径.

1   材料和方法

1.1 材料  穿琥宁由哈尔滨制药三厂生产 有效成分为

脱水穿心莲内酯琥珀酸半酯单钾盐 200 mg溶于PBS

溶液5 mL中 4 室温避光保存. 丁酸钠 (n-butyric acid

sodium)购自Sigma公司 250 mg溶于PBS溶液20 mL

中  4 室温保存 保存液浓度为0.11 mol/L 噻唑

兰(MTT) 碘化丙啶(PI) Sigma公司产品. HCT-8为结肠腺

癌细胞 由北京药物研究所提供 贴壁培养于100 mL/L胎

牛血清和青 链霉素的RPMI1640的培养液中 置37 
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50 mL/L CO2饱和湿度的无菌培养箱中培养.

1.2 方法  将对数期生长细胞用胰酶消化成单个分散细胞

分种到每孔含3 mL培养液的6孔板中 培养24 h后加入

穿琥宁溶液和丁酸钠溶液 各组的终浓度分别为: 穿琥宁

0.4 g/L 1.2 g/L 2.4 g/L  丁酸钠1.1 3.3 5.5 mol/L 连

续培养 5 d 每天每组取 3 孔进行细胞计数 每组取

平均值绘制生长曲线. 根据生长曲线观察结果 分为穿

琥宁1组(0.4 g/L) 穿琥宁2组(1.2 g/L) 穿琥宁3组

(2.4 g/L) 丁酸钠1组(1.1 mol/L) 丁酸钠2组(3.3 mol/L)

丁酸钠3组(5.5 mol/L)及混合组1(穿琥宁1.2 g/L+丁酸钠

3.3 mol/L) 混合组2(穿琥宁1.2 g/L+丁酸钠5.5 mol/L)

进行细胞毒性试验及流式细胞仪检测.

1.2.1 细胞毒性试验  取对数生长期细胞调整至5 108/L

接种到96孔板 使每孔含培养液100 µL 细胞数5
104/ 孔 培养24 h后 分别加入上述浓度的丁酸钠及

穿琥宁 作用48 h后每孔加MTT10 µL 继续培养4 h
后弃上清液 每孔加二甲基亚砜100 µL 振荡10 min
使各孔结晶充分溶解 30 min后采用波长490 nm在酶

标仪上测定各孔 A值 每浓度组取8个复孔 取平均

值按下式计算抑制率: 抑制率(%)=(对照组A值-实验组

A值)/对照组A值 100 %.
1.2.2 流式细胞仪分析  取对数期生长细胞以5 108/L
接种于50 mL培养瓶中 加等量PBS溶液为阳性对照
组 适应性培养24 h后 各实验组分别加入相应浓度
的药物 在加药后24 48 h终止培养 胰酶消化成单
细胞悬液 进行碘化丙啶(PI)染色 流式细胞仪检测 用
MµLticycle软件进行 DNA含量和细胞周期分析.
1.2.3 透射电镜观察  取正常对照组 丁酸钠3.3 mmol
组 穿琥宁1.2 mg组和混合组1在加药后24 h用少量
胰酶消化脱壁 25 g/L戊二醛固定后 常规脱水染色
制成超薄切片后进行电镜观察.
       统计学处理  采用 t检验方法 P <0.01 数据分析

软件为STATA软件.

2   结果

2.1 生长曲线观察  低浓度穿琥宁 (0.4 g/L)对细胞生长无
明显抑制作用 1.2 g/L穿琥宁对细胞生长有轻度抑制作
用 2.4 g/L浓度有一定抑制 但细胞仍可生长(图1).丁酸钠
各浓度均有抑制作用 1.1 mol/L组轻度抑制 3.3 mol/L中
度抑制 5.5mol/L有明显抑制作用(图2).

图1 不同浓度穿琥宁的生长抑制曲线.

图 2 不同浓度丁酸钠的生长抑制曲线.

2.2 细胞毒性试验  根据各组PI值进行抑制率的比较

对照组为3 % 穿琥宁0.6 g/L组为7 % 穿琥宁1.2 g/L

组为13 % 穿琥宁2.4 g/L组为24 % 丁酸钠1.1 mol/L

组为15.7 % 丁酸钠3.3 mol/L组为20.3 % 丁酸钠5.5 mol/L

组为33.3 % 混合组1为40 % 混合组2为63.1 %. 穿

琥宁各组对HCT-8细胞的毒性作用并不明显 丁酸钠

各组随着剂量增加 抑制程度更明显 而混合组抑制明

显 超过各组的叠加作用.

2.3 流式细胞仪检测  药物作用后24 48 h分别收集细

胞 比较各处理组凋亡率 阴性对照分别为2 % 5 %

穿琥宁1.2 g/L组为3 % 5 % 穿琥宁2.4 g/L组为4 %

9.2 % 丁酸钠3.3mol/L 组为 13.7 % 17 % 丁酸钠

5.5 mol/L组为14.1 % 23 % 混合组1为23.5 % 48.6 %

混合组2为 30.8 % 54.2 %. 且作用48 h 后 各混合

组均出现明显的亚G1 峰 (见图 3-6)细胞周期分析显

示与对照组比较 穿琥宁对细胞周期无明显影响 而丁

酸钠及混合组细胞均可见G1期细胞增加 由54 %增加

到72 % S期 G2细胞数量下降 由46 %下降到28 %

说明丁酸钠可能影响细胞S期合成 使细胞阻滞在G1期.

图3  丁酸钠3.3 mol/L作用48 h.

图 4  混合组1作用48 h.
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图5  丁酸钠5.5 mol/L作用48 h.

图 6  混合组2作用48 h.

图 7  正常HCT-8细胞 TEM 10 000.

图 8  丁酸钠作用24 h TEM 10 000.

2.4 电镜下观察  正常HCT-8细胞核大 外形不规则

细胞质中细胞器稀少 常染色体丰富 异染色体散在

分布(图 7); 丁酸钠诱导后 细胞核较规则 核浆比例

减少 常染色体向核边浓缩 异染色质稀少 多数

细胞内质网 高尔基体数量 密度明显增多 部分

细胞细胞质呈大量空泡样改变(图8). 穿琥宁作用后 细

胞外形圆形改变 胞膜外微绒毛明显增多 核浆比例

减少(见图9). 混合组作用后 可见大量细胞呈凋亡形

态 细胞核皱缩 染色质浓缩于核边 呈半月形

环形 部分细胞细胞质内可见凋亡小体(图 10).

图9  穿琥宁作用24 h TEM 10 000.

图 10  丁酸钠, 穿琥宁联合作用24 h TEM 10 000.

3   讨论

大肠癌的发生表现为多基因 多步骤的协同累积作用.

丁酸盐对大肠癌的作用机制是目前研究热点 [12-21]. 丁酸

钠可抑制大肠癌细胞生长 诱导癌细胞成熟分化[22-24].

丁酸钠还有诱导多种癌细胞发生凋亡的作用并参与多

种基因的表达[26-28]. 本实验证实 生理浓度下单独应用

丁酸钠不仅可以抑制大肠癌HCT-8细胞增生 而且在

一定程度上诱发细胞凋亡 电镜下可见到细胞核固缩

染色质浓缩等典型凋亡表现 未凋亡细胞也有胞核较

规则 核质比例缩小 异染色质减少 多数细胞内质网

高乐基体数量及密度明显增加等成熟分化的表现. G1/G0

期是细胞群比例增加 G1期延长 G1期向S期过渡是

细胞开始分化早期效应 累积于G1期的细胞是一些分

化或将要分化的细胞群体[29, 30]. 丁酸钠抑制大肠癌细胞

生长 诱发凋亡的机制尚未清楚. 已知丁酸钠可导致细

胞核内多种变化 包括组蛋白的超大型乙酰化 DNA的

甲基化及非组蛋白HMG (high mobility group)的修饰. 其
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中以组蛋白的超乙酰基化最为重要 与基因表达和抑
制细胞生长有关.丁酸作为乙酰化酶的抑制剂 使组蛋
白超乙酰化后 能够诱导抑制多种基因的转录 促进
细胞分化 诱导细胞周期阻滞和细胞凋亡.丁酸钠诱导
细胞凋亡的能力可能是饮食中摄入纤维能预防大肠癌
发生的机制之一.
         穿琥宁为脱水穿心莲内酯琥珀酸半酯单钾盐的干粉
制剂 对W256 细胞有一定的抑制作用 其精氨酸复
盐能抑制大鼠乳腺癌SHZ-88 细胞株生长 随浓度加
大 抑制作用加强并能抑制其DNA 合成 硒化穿心
莲内酯对小鼠肉瘤180的抑制率为74-80 % 此外穿
心莲内酯具有较强的促急性骨髓白血病M1细胞分裂活
性.穿心莲注射治疗对绒毛上皮癌及恶性葡萄胎有一定
疗效 有报道穿琥宁静滴能使HCG 迅速下降 于治
疗后期辅以抗癌药疗效更佳.
         我们曾做过中药提取物与化疗药品联合应用对大肠
癌细胞株的相关研究[31] 作者认为单独应用丁酸钠对
人大肠癌HCT-8细胞有一定抑制作用 且随时间 剂
量的增加而增强 透射电镜及流式细胞式均可检测到
细胞凋亡 与相关文献报道相同.单独应用穿琥宁对
HCT-8 细胞 低浓度无明显抑制作用 高浓度有轻
度抑制作用. 单独应用穿琥宁不会导致细胞凋亡. 穿琥宁
与丁酸钠合用 与单独应用丁酸钠相比 对HCT-8
细胞有显著抑制作用 与单独应用丁酸钠对照 细胞
凋亡率明显增高. 穿琥宁对丁酸钠增敏作用的机制尚未
清楚. 明确丁酸钠和穿琥宁联合对大肠癌HCT-8细胞的
作用机制 将为大肠癌的预防与治疗提供一种新途径.
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Abstract
AIM: To study the relationship between thymidine
phosphorylase(TP)/platelet-derived endothelial cell growth
factor(PD-ECGF), microvessel density (MVD) and the clinical
pathological characteristics of colorectal carcinoma.

METHODS: TP/PD-ECGF protein expression and microvessel
density (MVD) in 50 colorectal carcinomas were examined
by means of immunohistochemical staining S-P method
and the relationship of TP/PD-ECGF, MVD and clinical pathological
characteristics  and its prognosis of colorectal cancers were
analysed.

RESULTS: MVD and TP/PD-ECGF expression positively cor-
related with the size of the tumour, Dukes stage, lymph
node metastasis and depth of invasion (P <0.01), but no
significant correlation with the histologic type (P >0.05)
was found.There was a positive correlation between MVD
and TP/PD-ECGF expression (r =0.72).

CONCLUSION: TP/PD-ECGF is highly related to angiogenesis
of colorectal carcinoma and promotes invasion and metastasis.
TP/PD-ECGF expression or MVD may be one of the predictors
of the biological behaviors of colorectal carcinoma, and they
may serve as prognostic factors and guide the treatment.

Yu XQ, Deng CS, Zhu YQ, Cheng FZ. Expression and significance of
thymidine phosphorylase/platelet-derived endothelial cell growth factor
in human colorectal cancer tissue. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;
11(8):1197-1199

摘要

目的: 探讨胸苷磷酸化酶 (thymidine phosphorylase TP)/

血小板衍生内皮细胞生长因子(platelet-derived endothelial

cell growth factor PD-ECGF)和微血管密度(microvessel

density MVD)与大肠癌临床病理特征的关系.

方法: 应用免疫组化SP法 检测50例大肠癌组织中胸苷

磷酸化酶/即血小板衍生内皮细胞生长因子蛋白表达及微

血管密度 分析TP/PD-ECGF和MVD及其与大肠癌临床

病理因素及预后的关系.

结果: TP/PD-ECGF表达强度和MVD与大肠癌的肿块大

小 Dukes分期 淋巴结转移 浸润深度密切相关 (P <0.01);

而与肿瘤分化无关(P 0.05). MVD与TP/PD-ECGF表达二

者呈正相关(r  =0.72).

结论: TP/PD-ECGF 与大肠癌血管生成密切相关 对大肠

癌的生长与浸润转移起促进作用. TP/PD-ECGF与MVD可

作为反映大肠癌生物学行为的指标 同时也是判断预后和

指导辅助治疗的有效指标.

余细球, 邓长生, 朱尤庆, 程芳洲. 大肠癌组织胸苷磷酸化酶 /血小板衍生内

皮细胞生长因子的表达及意义. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1197-1199

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1197.asp

0   引言

肿瘤的发生 发展与转移均需依赖新生血管的形成. 已知

有许多影响血管生成的因子 如胸苷磷酸化酶(thymidine

phosphorylase TP)即血小板衍化内皮细胞生长因子(platelet-

derived endothelial cell growth factor PD-ECGF)是该领域相

对较新的一个血管因子. 为探讨大肠癌生物学行为中

TP/PD-ECGF与肿瘤血管形成的作用 应用免疫组化

SP法检测人大肠癌组织中TP/PD-ECGF表达和微血管

密度(microvessel density MVD) 分析TP/PD-ECGF表

达和MVD及其与大肠癌各临床病理指标间的关系.

1   材料和方法

1.1 材料  我院1992/1995年手术切除并经病理证实的大

肠癌石蜡标本50例 男32例 女18 例 年龄32-79

(平均58)岁. 术前均未进行过任何辅助治疗. Dukes: A期

9例 B期10例 C期16例 D期15例; 发生淋巴结

转移29例 无淋巴结转移21例. 所有病例均获得术后5 a
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的随访资料.

1.2 方法  制备4 µm连续切片3张 1张用于HE染色
另2张分别行免疫组化检测TP/PD-ECGF表达及MVD

值(MVD检测用CD34标记内皮细胞). 采用免疫组化SP

法 DAB显色. 微血管染色及TP/PD-ECGF染色用微波

修复抗原. TP/PD-ECGF单克隆抗体 鼠抗人CD34 SP

试剂盒均购自北京中山生物试剂公司. TP/PD-ECGF表

达阳性根据细胞染色强度和染色细胞所占面积二者积

分来判断. 染色强度积分为: 不染色=0 ; 轻度染色=1; 中

度染色=2; 强染色=3. 染色面积分为: 无细胞染色=0;

<25 %细胞染色=1; 25-50 %细胞染色=2; 50 %细

胞染色=3. 若两种积分之和 2 则为TP/PD-ECGF表

达阳性 2则为表达阴性[1]. 肿瘤微血管密度(MVD)测

定先用低倍镜( 40倍)扫视整个切片 寻找高血管密度

区即 热点 区(即微血管生长集中区) 再转到高倍镜

( 200倍)下精确计数微血管数量. 取3个热点区微血管

数量的平均值视作为每例的微血管数 [2].

        统计学处理  TP/PD-ECGF以(+)或(-)表示 为计数

资料; MVD以( sx ± )表示. TP/PD-ECGF和MVD之间关

系用 t 检验; TP/PD-ECGF与临床病理因素之间用 χ2检

验; MVD与临床病理因素之间关系用 t检验 与肿瘤分

期关系用单因素方差分析和t检验; 生存率采用Kaplan-Meier

法计算 生存期差别的比较用 Log-rank 检验;  P <0.05 有

统计学意义.

2   结果

在50例标本中 TP/PD-ECGF阳性35例 阳性率70 %.

TP/PD-ECGF阳性染色主要定位于肿瘤间质细胞胞质

呈棕黄色. 偶有胞核染色. 而肿瘤细胞团阳性染色少.

CD34+将微血管内皮细胞胞质染成黄褐色 呈环状. 微

血管密集于肿瘤基质 尤其肿瘤浸润前缘的微血管较肿

瘤内部密集  MVD值10-57 平均为36.5 10.2 (图2-5).

2.1 TP/PD-ECGF MVD与大肠癌各病理因素的关系

TP/PD-ECGF阳性组中的MVD值45.5 10.2明显高于

TP/PD-ECGF阴性组20.3 9.3 (P <0.01).   TP/PD-ECGF

表达与肿块大小(P <0.05) Dukes 分期(P <0.05) 浸润

深度(P <0.01) 淋巴结转移(P <0.01)密切相关 与肿

瘤分化程度无关(P 0.05). MVD值在肿瘤大于5 cm 组

明显高于小于5 cm组(P <0.05) 肿瘤侵及浆膜外组明

显高于肿瘤局限于浆膜组 (P <0.01) 有淋巴结转移组

MVD高于无淋巴结转移组(P <0.01) MVD与肿瘤分期

关系显示各期的MVD值有差别 (P <0.05) 提示随着肿

瘤分期增加而增加 但与肿瘤分化程度无关 (表 1) .

2.2  TP/PD-ECGF MVD与预后  在 50 例患者中

有26例术后存活5 a或5 a以上 5 a存活率为52 %. 其

中TP阳性组术后5 a存活率42.8 % 明显低于TP阴性

组的术后5 a生存率73.3 % (P <0.01 图 1).

图1  TP/PD-ECGF与Kaplan-Meier生存率曲线图.

图2  人大肠癌TP/PD-ECGF阳性表达多集中在间质 100.
图 3  人大肠癌组织中TP/PD-ECGF阳性表达, 200.
图 4  人大肠癌组织CD34表达, 微血管增生主要集中于间质. 100.
图 5  人大肠癌组织CD34表达呈黄褐色, 200.
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表1  大肠癌TP/PD-ECGF MVD 与其病理因素关系

     TP/PD-ECGF
病理特征                 n          MVD值( sx ± )

(+) (-)

肿瘤大小  <5 cm 28 16 12 18.3 8.0

    >5 cm 22 19   3a 45.3 10.1b

浸润深度 浆膜及以外 31 26    5 50.6 9.5

   未及浆膜 19   9 10b 27.4 12.8b

肿瘤分化 差或较差 30 22   8 41.5 10.3

   好或较好 20 13   7 36.4 9.2

淋巴结转移  有 29 24   5 52.7 13.6

         无 21 11 10b 34.3 7.9b

Dukes          A  9   4   5a 19.8 7.2a

         B 10   5   5 33.2 11.3

         C 16 12   4 44.7 13.0

         D 15 14   1 56.5 18.2

aP <0.05  bP <0.01 vs对应组.

3   讨论

胸苷磷酸化酶(TP)是嘧啶合成分解过程中的一个酶 与

血小板衍化内皮细胞生长因子(PD-ECGF)为同一物质.

他能可逆催化胸腺嘧啶核苷为胸腺嘧啶和2-脱氧-核

糖-1- 磷酸 后者去磷酸化的产物2- 脱氧-D-核糖

具有血管生成和催化内皮细胞活性[3]. 该酶在体外具内

皮细胞催化性 体内有血管生成活性 是少有的具酶活

性的促血管生长因子 主要分布于人体血小板和胎盘

他在宫颈癌 肝癌 胃癌 大肠癌等许多实体瘤中异

常增高 其表达增高往往预示其预后不良[4-6]. TP/PD-ECGF

与宫颈癌 食管癌 胃癌 肝癌组织中MVD密切相关 甚

至可使肿瘤细胞凋亡减少[7-10]. TP/PD-ECGF MVD一起

成为许多实体瘤的发生 发展及预后的评判指标.

        我们发现在大肠癌中TP/PD-ECGF阳性组其MVD

高 其表达强度与MVD值呈正相关. 从免疫组化图片

上 我们发现TP/PD-ECGF 阳性表达多见于肿瘤基质

也即微血管丰富区 而少微血管的肿瘤细胞团也少有

TP/PD-ECGF阳性表达. 说明TP/PD-ECGF与肿瘤微血

管密度密切相关 位于肿瘤间质的TP/PD-ECGF对大

肠癌肿瘤的微血管生成与发展起重要作用. 这与Tanioka

et al [11]在脑星形细胞瘤中观察到的结果一致. 同时还发

现TP/PD-ECGF表达强度也与肿块大小 浸润深度 分

期及淋巴结转移密切相关. TP/PD-ECGF阳性表达多见

于肿块大于5 cm 肿瘤浸润深及浆膜外 分期高 伴淋

巴结转移的大肠癌患者. 表明TP/PD-ECGF作为促血管

生长因子 是大肠癌血管形成与维持的重要因子 对大

肠癌的生长 浸润 转移起重要作用.

       我们还发现 TP/PD-ECGF表达 MVD 与大肠癌

预后也有相关性. TP/PD-ECGF阳性组其MVD值(46 10)

明显高于TP/PD-ECGF阴性组MVD值(20 13) 且

TP/PD-ECGF阳性组其术后5 a生存率42.8 %明显低于

TP/PD-ECGF阴性组73.3 %. 因此 检测大肠癌中TP/

PD-ECGF 不仅可以反映大肠癌内微血管生成情况

也可以反映大肠癌生长 浸润 转移能力 同时也

反映其预后情况.

        5-氟尿嘧啶(5-FU)是临床上广泛用于结肠癌 乳

腺癌等肿瘤化疗药. TP/PD-ECGF酶能催化5-FU与及

其前体物质(如: 氟铁龙 希罗达 capecitabine) 阻断

DNA合成 消除潜在血管生长因子[12, 13]. 实现抗肿瘤生

长与抗肿瘤血管生成的统一. 因TP/PD-ECGF表达在肿

瘤组织中高于正常组织 故在TP/PD-ECGF酶表达增

高的肿瘤如消化道肿瘤 乳腺癌等 应用5-FU 及其

前体药具有确切疗效. 因此检测肿瘤组织中TP/PD-ECGF

表达也是提示化疗有效的一个预测因素 具有重要的

临床意义.
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Abstract
AIM: To observe the binding ability of FITC-LPS and PMBC,
changes of IL-6,TNF α before and after polymyxin B (PMB)
or its mimic peptide treatment.

METHODS: LPS (or FITC-LPS) 100 µg/L was incubated
with PMB 100 mg/L, peptide 0 100 mg/L, peptide 1
100 mg/L or PBS at 37  and 5 mL/L normal human serum
respectively for 30 min to stimulate PBMC. Binding ability
of FITC-LPS and CD14 expression of PBMC were assayed
by flow cytometer; IL-6 and TNF α level in culture supernatant
were assayed by ELISA.

RESULTS: After incubation with PMB or peptide 1, mean
fluorescence intensity of FITC-LPS binding to cell mem-
brane decreased (8.1±1.8 vs 15.8±4.5 P <0.01; 8.5±2.0
vs 15.8±4.5 P <0.01, respectively). Positive rate of CD14
increased in 3 h after LPS stimulation, Incubation with PMB
or peptide 1 could reduce CD14 expression of PBMC stimulated
by LPS (45.5±6.2 % vs 68±5.5 % P <0.01; 43.2±4.1 % vs
68±5.5 % P <0.01, respectively). Pretreatment with PMB
or peptide 1 could decrease TNF-α (15.30±1.0 vs 45.9±5.7
P <0.01; 18.2±0.9 vs  45.9±5.7 P <0. 01, respectively) and
IL-6 level (50.5±4.2 vs 176.4±12.1 P <0.01; 58.1±4.1 vs
176.4±12.1 P <0.01, respectively) stimulated by LPS
significantly.

CONCLUSION: PMB and its minic peptide (peptide 1) might
suppress inflammation stimulated by LPS via down-regulating
CD14 expression, and decrease cytokines level.
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摘要

目的:观察PMB及其模拟肽处理前后FITC-LPS与PMBC

的结合能力及培养上清中 IL-6 TNF 的含量变化.

方法:LPS(或FITC-LPS)100 µg/L 分别与PMB 100 mg/L 
peptide 0 100 mg/L peptide 1 100 mg/L PBS 37 

孵育 30 min 后(分别加入50 mL/L NHS)刺激PBMC 用

流式细胞仪检测 FITC-LPS与PBMC的结合能力及CD14

表达 ELISA法检测培养上清中细胞因子TNF IL-6

含量.

结果: FITC-LPS分别与PMB peptide1孵育后 细胞膜

平均通道荧光显著减少 LPS与PBMC的结合能力显著降

低(分别为8.1 1.8 vs 15.8 4.5 P <0.01; 8.5 2.0 vs

15.8 4.5 P <0.01). 100 µg/L LPS刺激PBMC3h后CD14
阳性率明显增加; LPS分别与PMB和peptide1预孵育后可显著

降低LPS刺激PBMC细胞膜CD14表达(分别为45.5 6.2 %

vs 68 5.5 % P <0.01; 43.2 4.1 % vs 68 5.5 % P <0.01).

LPS刺激PBMC分泌TNF- 和 IL-6显著增加 LPS分

别与PMB和peptide1预孵育后能显著减少细胞因子TNF-

(分别为15.30 1.0 vs 45.9 5.7 P <0.01; 18.2 0.9 vs

45.9 5.7 P <0. 01)和IL-6分泌(分别为50.5 4.2 vs 176.4

12.1 P <0.01; 58.1 4.1 vs 176.4 12.1 P <0.01).

结论: 多粘菌素B 及其模拟肽(Peptide1)可能通过下调

PBMC CD14表达 降低细胞因子水平来减少LPS诱导的

炎症反应.
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0   引言

近年来 肠源性内毒素血症(IETM)与肝病的关系日益

受到重视. 由于内毒素自身及激活枯否细胞所造成的肝

损伤 称为继发性肝损伤 对肝炎的发展有着重要作

用. IETM重者往往引起过度炎症反应 发生严重肝坏

死 而导致重症肝炎甚至发生肝衰竭 轻者可出现反复

与持续的肝细胞损伤和相伴随的炎症细胞浸润与肝组

织的修复 导致肝纤维化. 因此 对肝病患者进行抗内

毒素治疗已变得尤为重要[1-6]. 到目前为止 已报道的

能结合并能中和LPS的蛋白质只有少数几种 包括多

粘菌素B 鲎抗LPS 因子以及杀菌性 / 通透性增强蛋



白(BPI)等[7-16]. 有学者证实多粘菌素B(PMB)能与LPS的

类脂A高亲合力 特异性结合 具有中和LPS及降低

LPS攻击动物的死亡率 但由于其具有神经毒性和肾毒

性 在临床上的应用受到一定的限制. 近来有研究者

提出模拟PMB功能区结构合成的模拟肽 可能在降低

其毒性的情况下 保留了PMB特异性中和 LPS 的特

性[7, 17]. 我们观察PMB及其模拟肽处理前后FITC-LPS与

PMBC的结合能力及培养上清中 IL-6 TNF 的含量

变化.

1   材料和方法

1.1 材料  PMB(AMRESCO公司) PMB模拟肽(peptide1)

及对照肽(peptide 0)由北京赛百盛公司合成(peptide 0: lys-

phe-leu-lys-lys-thr peptide1: lys-phe-phe-lys-phe-

phe-lys-phe-phe) FITC-LPS (O111:B4): Sigma 产品

小鼠抗人CD14抗体  FITC标记羊抗小鼠IgG: 北京中山

公司进口分装. 人TNF IL-6检测试剂盒: Pharamigen

产品. 淋巴细胞分离液: 上海试剂厂. 人外周血单个核细

胞(PBMC)分离: 正常人抗凝静脉血10 mL 小心加入已

加10 mL淋巴细胞分离液的离心管中 500 g 20 离

心 20 min 小心吸取离心管白色中间层 PBS洗 2次

备用.

1.2 方法  分离人外周血单个核细胞(PBMC) 调整密度

为1 109 /L 在含100 mL/L小牛血清的RPMI 1640培

养基中常规培养. FITC-LPS 100 µg/L分别与PMB 100 mg/L 
peptide 0 100 mg/L peptide 1 100 mg/L PBS 分别

加入50 mL/L正常人血清(NHS)37 孵育 30 min 另

设对照组. 分别加入培养的PBMC(约 106 cells) 37 

50 ml/L培养箱中孵育3 h 上流式细胞仪测定10 000

个细胞 计算细胞平均通道荧光(MPI).

1.2.1 间接免疫荧光染色观察CD14表达[18]   LPS 100 mL/L

分别与PMB 100 mg/L peptide 0 100 mg/L peptide1

100 mg/L PBS 37 孵育30 min后(分别加入50 mL/L

NHS) 分别加入1 106 PBMC 37 再孵育30 min.

取细胞悬液(约 105 cells)于尖底离心管中 离心去上

清 加入小鼠抗人CD14 抗体 1 500 100 µL 充分
混匀 置4  30 min; 用含 20 mL/L小牛血清 1 g/L

NaN3 的 PBS洗 3次 每次3 000 r/min 5 min 去上清

细胞沉淀加FITC 标记羊抗小鼠 IgG (1 200)100 µL
充分混匀 置4  30 min 用含 20 mL/L 小牛血清

1 g/L NaN3 的 PBS洗 3次 每次3 000 r/min 5 min. 沉淀

细胞用40 g/L多聚甲醛PBS 0.5 ml 固定 避光保存于

4 . 在流式细胞仪上测定10 000个细胞 计算阳性细

胞率(%).

1.2.2 培养上清中细胞因子TNF IL-6检测  LPS 100 µg/L
分别与PMB 100 mg/L peptide 0 100 mg/L peptide 1

100 mg/L PBS 37 孵育30 min后(分别加入50 mL/L

NHS) 分别加入1 106 PBMC 37 50 mL/L培养箱

中再孵育3 h 收集培养上清. 用ELISA法检测培养上

清中细胞因子TNF IL-6 含量 参照试剂说明书

操作.

         统计学处理  t 检验.

2   结果

在正常人血清存在的情况下 F I T C - L P S 分别与

PMB peptide1 孵育后 细胞膜平均通道荧光显著减

少 LPS与细胞膜结合减少 LPS与 PBMC的结合能

力显著降低. peptide 0作用不显著(图1).

bP <0.01 vs LPS
图1  FITC-LPS与PBMC结合的分析.

2.1 CD14表达  在正常人血清存在的情况下 100 µg/L
LPS刺激PBMC 3 h后CD14阳性率明显增加(P <0.01 vs

Control). LPS分别与PMB和peptide1预孵育后可显著降

低LPS刺激PBMC细胞膜CD14表达(P <0.01 vs LPS).

peptide 0作用不显著(图2).

bP <0.01 vs LPS
图2  PMBC膜CD14表达.

2.2 培养上清中TNF IL-6含量 LPS刺激PBMC分

泌TNF- 和IL-6显著增加 LPS分别与PMB和peptide1

预孵育后能显著减少细胞因子TNF- 和 IL-6 分泌.

peptide 0作用不显著(表1).

表1  培养上清中TNF , IL-6含量( sx ± , µg/L)

分组 TNF-      IL-6

对照  9.1 1.1 39.0 2.8

PMB 预处理            15.30 1.0b 50.5 4.2b

Peptide0预处理 40.3 3.8            169.1 11.2

Peptide1预处理 18.2 0.9b 58.1 4.1b

LPS 45.9 5.7            176.4 12.1

bP <0.01 vs LPS.
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3   讨论

以往我们曾合成了2条PMB功能区模拟多肽: peptide 0:

lys-phe-leu-lys-lys-thr peptide1: lys-phe-phe-lys-

phe-phe-lys-phe-phe 并用生物传感器 (aff ini ty

sensors)来检测多粘菌素B及其模拟肽与LPS  lipidA的

结合特性 发现peptide 0几乎没有LPS及 lipidA结合

活性 peptide1 与多粘菌素B均能和LPS lipidA 高

亲和力结合. CD14是迄今唯一得到阐明的在机体识别内

毒素和调控内毒素作用方面起关键作用的蛋白质分

子 作为LPS的受体已得到公认. LPS与LBP(LPS结合

蛋白)形成复合物 然后与单核 / 巨噬细胞膜CD14 结

合 引起细胞内信号转导及细胞效应的产生 触发一

系列炎症反应综合征[19-23]. TNF- 是LPS刺激巨噬细胞

产生的主要细胞因子 他能模拟LPS的作用 引起机

体脓毒症反应. 本结果提示PBMC膜 CD14 表达上调

随着CD14表达的上调 LPS与CD14的结合增加 对

PBMC的激活作用增强 可诱导其合成释放过量的细

胞因子(如TNF IL-6等). LPS刺激使PBMC不断大

量产生TNF 促使细胞因子发生连锁反应 IL-6 IL-8

产生增多 从而单独或共同发挥作用加重炎症反应.

         由于发病机制的复杂性使内毒素血症的治疗一直成

为困扰人们的一大难题. 尽管人们抱有很大希望 但在

内毒素血症的临床试验性治疗中并未能获得在动物模

型中那样令人鼓舞的结果 目前尚无安全有效的特异

性中和LPS 的制剂. 近年来LPS抑制性多肽的研究较

多 如BPI 功能区模拟肽 PMB功能区模拟肽. 有研

究者提出模拟PMB功能区结构合成的模拟肽 可能在

降低其毒性的情况下 保留了PMB特异性中和LPS的

特性. 用与PMB或peptide1预孵育后的FITC-LPS刺激

PBMC 结果发现细胞膜平均通道荧光强度减少 表

明PMB和peptide 1可以抑制LPS与细胞膜受体结合. 而

peptide 0的抑制作用与对照组比较无显著性差异. PMB

和peptide 1预处理 可以明显下调PMBC膜表面CD14

表达 减少细胞因子TNF 和 IL-6水平 而peptide 0

的抑制作用并不显著. 结果提示PMB模拟肽peptide 0并

无体外抗内毒素作用; 而 peptide 1可能通过下调CD14

表达 降低细胞因子水平来减少LPS诱导的炎症反应.
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Abstract
AIM: To investigate the function of mast cells in the patho-
genesis of gastric eosinophilic granuloma.

METHODS: Paraffin embedded tissue sections from 23
gastric eosinophilic granuloma patients and 15 gastric ulcer
patients were stained with anti-human mast cell tryptase
to count the mast cells and degranulated mast cells. Anti-
human CD34 antibody was used to detect the mocrovessel
density with immunohistochemical technique. Mast cell
degranulation was also studied by electron microscope.

RESULTS: The quantity of mast cells in gastric eosinophilic
granuloma was similar to that in gastric ulcer(9.1±3.0 vs
8.9±3.0, P >0.05). The quantity and ratio of degranulated
mast cells were significantly greater in gastric eosinophilic
granuloma patients than in gastric ulcer control subjects
(7.3±2.4 vs  4.3±1.4, 80.3±15.7 % vs 48.4±15.7 %, P  <0.01).
Microvessel density was higher in the patients of high mast
cell count than in patients of low mast cell count (57.3±10.7
vs 32.4±7.2, P <0.01). There was a positive relevance
between the amount of mast cells and eosinophils (r =0.931,
P <0.01).

CONCLUSION: Mast cells are important cells in the patho-
genesis of gastric eosinophilic granuloma.

Gao ZJ, Luo HS, Cao JW, Yu BP, Song LL. Effect of mast cell in
pathogenesis of gastric eosinophilic  granuloma. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(8):1203-1206

摘要

目的: 探讨肥大细胞在胃嗜酸性肉芽肿发病中的作用.

方法: 应用免疫组化SP染色检测胃嗜酸性肉芽肿中的肥大

细胞及微血管密度; HE染色计数嗜酸细胞; 电镜观察肥大细

胞脱颗粒情况.

结果: 肥大细胞数量在胃溃疡和胃嗜酸性肉芽肿中差别无显

著性(9.1 3.0 vs  8.9 3.0 P >0.05); 脱颗粒肥大细胞

数量及比例在胃嗜酸性肉芽肿组明显高于胃溃疡组(7.3 2.4

vs  4.3 1.4 80.3 15.7 % vs 48.4 15.7 % P <0.01) ; 肥

大细胞高计数组微血管密度高于肥大细胞低计数组(57.3

10.7 vs 32.4 7.2 P  <0.01); 脱颗粒肥大细胞与嗜酸细

胞具有正相关性(r =0.931 P <0.01).

结论: 肥大细胞在胃嗜酸性肉芽肿中可促进嗜酸细胞浸润及

血管新生 可能在胃嗜酸性肉芽肿发病中起重要的作用.

高振军, 罗和生, 操寄望, 余保平, 宋刘来. 肥大细胞在胃嗜酸性肉芽肿发病

中的作用. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1203-1206

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1203.asp

0   引言

胃嗜酸性肉芽肿(gastric eosinophilic granuloma GEG)是

一种以胃黏膜下层及肌层大量嗜酸细胞浸润为特征的

良性病变. 由Kaizsen于 1937年首次报道 临床少见

但近年来报道逐渐增多. 临床易误诊为胃癌或胃溃疡

(gastric ulcer GU) 其病因及发病机制目前尚不清楚. 肥大细

胞(mast cell MC)是变态反应和炎性反应中的关键效应细胞

也是重要的调节细胞[1-4]. 嗜酸细胞是GEG的特征性细胞

大量的小血管增生是胃嗜酸性肉芽肿的重要特点[5]. 通过

MC与嗜酸细胞及微血管密度(microvessel density MVD)

的关系探讨MC在GEG发病中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  选取武汉大学人民医院1997-2001年手术及

术后病理确诊的GEG之蜡块标本共23例 男20例 女

3例 年龄19-64岁(平均39.2岁). 电镜标本为2001-09

我院门诊电子胃镜深挖活检GEG组织(为半月前病理确诊

此次复查病例) 随机取同期GU手术切除标本15例作为

对照组. 鼠抗人肥大细胞类胰酶抗体(AA1)标记MC 鼠抗

人CD34抗体标记血管内皮细胞 免疫组化SP检测试剂

盒 DAB显色试剂盒均购自福州迈新生物技术有限公司.
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1.2 方法  每例标本连续切取4 µm厚组织切片3片 一
片作HE染色 其余两片做免疫组化染色. 免疫组化SP

染色MC类胰酶染色经10 g/L胰蛋白酶消化 抗CD34

染色经微波抗原修复 阴性对照采用PBS缓冲液做一

抗 其余步骤严格按SP 染色试剂盒说明书进行 所有

细胞计数均由两名病理科医生在双盲下完成. 抗MC类

胰酶染色为胞质着色 阳性者胞质为棕黄色或棕褐

色 细胞呈圆形或类圆形 胞膜完整者视为未脱颗粒

MC 细胞形态不规则 胞膜不完整或周围组织有棕

黄色颗粒者视为脱颗粒MC. 在MC集中区域随机取5个

高倍镜视野计数 平均值为该标本的MC数(/ 400).

抗 CD34抗体阳性为胞质或胞膜染成棕黄色或棕褐色.

GEG的MVD检测标准参照肿瘤MVD的标准[6] 抗CD34

抗体免疫组化染色阳性的与比邻微血管 细胞及其他

结缔组织不相连的任何内皮细胞均作为一条独立的微

血管 每一标本在低倍镜( 100)下选3个微血管最多

的区域 在每一个区域中计数一个高倍视野( 400)下

的微血管数 取3个视野的均值即为MVD 有平滑肌

包绕的大血管除外. 电镜标本送武汉大学医学院电镜

室 在胃镜下于病变处深挖活检取材 迅速浸入25 g/L

戊二醛固定 再经锇酸后固定 梯度酒精脱水 丙酮脱

水 环氧树脂包埋 LKB-V型超薄切片机切片 醋酸

双氧铀 枸橼酸铅染色 干燥后在日立-600型透射电

镜下观察. 石蜡切片脱蜡至水 冲洗后 苏木精室温染

色5 min 自来水洗 10 ml/L盐酸酒精分色 冲洗后

伊红室温下染色5 min 水洗 脱水 透明 中性树胶

封片 光镜下观察 嗜酸细胞呈圆形 胞质红色 胞核

蓝色 一般为双核. 在黏膜下层嗜酸细胞集中区域选取

5个视野 高倍镜( 400)下计数 取平均值即为该标本

的嗜酸细胞数(/ 400).

         统计学处理  数据用均数 标准差表示. 样本之间比

较采取 t检验或 χ2检验 以 P <0.05为差别有显著性
相关性分析采用Spearman相关.

2   结果

2.1 GEG和GU中MC比较  GEG组织中MC多位于黏膜下

层 肌层和小血管周围 MC计数(/ 400)为9.1 3.0 脱

颗粒MC数(/ 400) 为7.3 2.4 脱颗粒比为80.3  15.7 %;

图1  GEG中肥大细胞SP 100.  图 2  GEG中肥大细胞SP 400.
图 3  肥大细胞超微结构(电镜 7 000). a  肥大细胞 b 浆细胞 c 脱出的肥大细胞致密颗粒.
图4  正脱颗粒的肥大细胞 电镜 8 000.
图 5  GEG中微血管染色 SP 100.  图 6  GEG病理组织学特点 HE 100.
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GU组织中MC多位于黏膜固有层及黏膜下层 MC计

数(/ 400)为 8.9 3.0 脱颗粒MC 数(/ 400) 为

4.3 1.4 脱颗粒比为48.4  15.7 %. 二者之间比较:

MC计数之间差别无显著性(P >0.05) 脱颗粒MC计数

二者之间比较差别有显著性(P <0.01) 脱颗粒细胞比

例之间比较差别有显著性(P <0.05) (图 1 2).

2.2 MC超微结构  电镜标本中 观察到6个MC  MC

常与浆细胞相邻 多有脱颗粒现象 细胞周围可见到

MC 致密电子密度颗粒 胞内颗粒电子密度变低 膨

胀变大 呈空泡状 (图 3 4) .

2.3 MC与 MVD的关系  按MC计数的均数为标准把

GEG组分为高计数组(MC 9.07)13例和低计数组(MC

< 9.07)10例 MC高计数组MVD(/ 400)为 57.3 10.7

MC低计数组MVD为32.4 7.2. 两组之间比较差别有

显著性(P <0.01 图 5).

2.4 MC与嗜酸细胞的相关性  从连续切片的HE染色及

MC胰酶染色的切片上发现MC集中区域也是嗜酸细胞

的集中区域(图6). 二者的Spearman相关系数 r =0.931

P <0.01 提示二者之间有明显正相关性(图 7).

图7  MC与嗜酸细胞的相关性.

3   讨论

GEG发病以男性青壮年为主 在病理组织学上一般有

溃疡形成 黏膜下和肌层有大量嗜酸细胞 淋巴细胞浸

润 肉芽组织中有纤维组织围绕血管增生 可见纤维瘢

痕和玻璃样变 小动脉 小静脉和淋巴管大量增生 肌

层被嗜酸细胞分割挤压 甚至浆膜层亦有大量嗜酸细

胞浸润. GEG的病因有过敏反应学说 炎症学说 异物

反应学说和家族遗传学说等推测 但目前多数学者认

为是胃组织对局部炎性刺激物产生的一种特殊反应和

过敏反应[5]. MC 由造血干细胞衍化而来 是变态反应

和炎性反应中的关键效应细胞 也是重要的调节细胞.

其表面表达有与IgE抗体Fc段高度亲和力的受体(Fc

RI) 当MC受抗原结合的IgE抗体刺激会出现脱颗粒效

应 释放嗜酸性粒细胞趋化因子(ECAF) 组胺 肝素

蛋白酶等 MC脱颗粒后会分泌前列腺素D2 白三烯C4

D4 E4 血小板活化因子(PAF ) I L - 4 5 6

8等[7]. MC不仅可通过释放炎性递质和血管活性递质引

起机体重要的病理生理变化 还可通过TNF- 及其

他一些细胞因子趋化其他炎症细胞[8-10] 从而引起炎症

的级联放大和持续过程.

        正常人群胃壁中有MC存在 GU与慢性活动性胃

炎MC数量明显增多[7, 11, 12]. MC参与炎症的早期反应

其在胃壁中的数量由趋化物质决定 包括干细胞因子

IL-3 转化生长因子 β1等 在炎性启动机制基础上由
成纤维细胞 内皮细胞 淋巴细胞或巨噬细胞释放[13, 14].

我们发现 MC数量在GEG和GU中差别无显著性 可

能MC的增多在GEG中与在GU中具有相似的炎性启动

机制. 能引起MC脱颗粒的物质主要有IgE 补体片断

细胞因子等[9, 15]. GEG中脱颗粒MC数量及比例均明显增

多 意味着在MC增多的基础上又有其他能使MC脱颗

粒的因素介入. 在电镜检查中可观察到肥大细胞脱颗粒现

象 因GEG电镜标本搜集困难 未与GU作对比研究

但可证实GEG中MC确有脱颗粒现象. Nakajima et al [7]已

用电镜证实在无症状志愿人员中极少有脱颗粒现象. 由

此推测 MC数量及脱颗粒增加 可能与GEG的特殊病

理表现有关.

        新生血管在肿瘤 炎症的病情进展中起重要作用[6,16-29]

GEG在病理组织学上有大量的小血管存在 MVD是新

生血管的标志[6, 27-30]. 在本研究中发现 MC与MVD聚

集区域一致 MC高计数组MVD明显增加 提示 MC

与GEG中的血管形成有关 在一些实验中已证实MC与

血管新生有关[6, 17, 18]. MC可引起VEGF  bFGF  TGF-β
TNF-  和 IL-8等促血管生成因子的产生[17, 18, 31] MC

颗粒中的组胺 肝素等具有促血管生成的作用 能够趋

化和激活单核巨噬细胞 淋巴细胞 激活血小板进一步

促进血管生成因子的释放. 血管新生与大量的炎性细胞

浸润有关 在GEG中也有可能与嗜酸细胞的浸润有关

尚待进一步证实.

        嗜酸细胞是GEG的特征性细胞 他是特异反应的

标志 也是重要的效应细胞. 嗜酸细胞可产生独特的损

害性的炎性递质[32] 嗜酸细胞在病变中的浸润由趋化

物质决定 主要由MC和淋巴细胞释放. 在胃部炎性病

变中 MC密度与单核和多核炎性细胞浸润的数量密切

相关[7]. MC 参与炎症的急性过程 并且参与慢性炎症

的持续过程 MC浸润出现在嗜酸细胞之前[33] 我们发

现 脱颗粒MC数量与病变中嗜酸细胞数量有明显的正

相关性 提示在GEG中MC与嗜酸细胞的浸润有关 其

机制可能是: (1)MC脱颗粒时会释放ECA-F 白三烯

IL-5等 这些因子对嗜酸性粒细胞均有趋化作用[7] ; (2)

MC产生的TNF- 能够促进淋巴细胞的浸润[8] 而Th2

淋巴细胞会产生IL-4 IL-5等细胞因子[34] 他们都是

重要的嗜酸细胞趋化因子. MC还可活化嗜酸细胞 促

进其活性递质的释放.

        MC可释放重要的炎性递质 还可影响血管内皮细

胞和其他炎性细胞 通过一系列复杂机制使炎症持续

肉芽肿形成 血管生成和组织纤维化[35]. MC 嗜酸细
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胞和淋巴细胞都是重要的过敏性和炎性疾病的效应细

胞[32] 病变中大量MC 嗜酸细胞和淋巴细胞的存在

提示GEG发病可能与过敏性和炎性因素有关 而MC可

能通过促进嗜酸细胞浸润及血管新生而在GEG发病中

起重要作用 并可能是其发病的关键效应细胞.
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Abstract
AIM: To study the clinical effects of Heartleaf houttuynia
injection on patients with ulcerative colitis (UC).

METHODS: Forty-two first episode UC patients were ran-
domly divided into two groups: Heartleaf houttuynia treatment
group (n =21) and SASP group (n =21). Clinical effects
were observed in the two groups while ultrastructure of
colonic mucosa, ICAM-1 and the pressure of distant colon
were studied in Heartleaf houttuynia treatment group.

RESULTS: The clinical efficacy of Heartleaf houttuynia group
(complete remission in 20 cases, 95.2%; improvement in
one patient, 4.8 %) was better than that in SASP group
(complete remission in 15 cases, 72.4 %, improvement in
5 patients, 23.8 %; ineffective in one patient, 3.8 %, P <0.01).
The days of stool frequency recovering to normal (5.6±3.3 d),
bloody stool disappearance (6.7±3.8 d) and abdominal pain
disappearance (6.1±3.5 d) in Heartleaf houttuynia group were
all shorter than those in SASP group (9.5±4.9 d, 11.7±6.1 d,
10.6±5.3 d, P <0.01). Heartleaf houttuynia herb could inhibit
the epithelial cells apoptosis of colonic mucous membrane
and the expression of ICAM-1 (45.8±5.7 vs 30.7±4.1 %,
P <0.05). Compared with the normal subject, the mean
promotional speed of contraction wave accelerated (4.6±1.6
vs 3.2±1.8 cm/min, P <0.05) and the mean amplitude of

wave decreased (14.2±9.3 vs 18.4±8.0  kPa, P <0.05) in
active UC patients, after treatment with Heartleaf
houttuynia herb, these two indexes improved significantly
(17.3±8.3  kPa, 3.7±1.7 cm/min, P <0.05). In normal
person, the post-meal pressure of sigmoid (2.9±0.9 kPa )>
descending colon (2.0±0.7 kPa) >splenic flexure (1.7±0.6  kPa),
while the colonic pressure (1.5±0.5  kPa, 1.4±0.6 kPa,
1.3±0.6 kPa) decreased significantly (P <0.05) in active
UC patients. After treatment with Heartleaf houttuynia herb,
the colonic pressure (2.6±0.8  kPa, 1.8±0.6  kPa, 1.6±0.5  kPa)
recovered to normal. The pain threshold of distant colon
(67.3±18.9mL) in active UC decreased significantly compared
with that of normal person(216.2±40.8 mL, P <0.05) and
recovered to normal after treatment with Heartleaf houttuynia
herb (187.4±27.2mL, P <0.05).

CONCLUSION: The clinical efficacy of heartleaf houttuynia
herb injection on ulcerative colitis is superior to that of
SASP with fewer side effects.

Jiang XL, Quan QZ, Sun ZQ, Wang YJ, Shang RL, Qi F. Clinical
efficacy of heartleaf houttuynia on ulcerative colitis. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1207-1210

摘要

目的: 研究鱼腥草蒸馏液灌肠治疗初发型溃疡性结肠炎(UC)

患者的疗效及对远端结肠动力的影响.

方法: 应用鱼腥草蒸馏液灌肠治疗21例活动期UC患者

并与柳氮磺吡啶治疗组(21例)作对照研究 分别在治疗前

后观察临床疗效. 鱼腥草治疗组还观察结肠黏膜超微结构及

细胞间黏附分子-1变化 并采用PC Polygraf HR高分辨

多道胃肠功能测定仪检测其远端结肠动力变化.

结果: 鱼腥草治疗组临床疗效(完全缓解20例 95.2 %; 好

转 1例 4.8 %)显著优于柳氮磺吡啶组(完全缓解15 例

72.4 %; 好转 5例 23.8 %; 无效 1例 3.8 % P <0.01);

且大便次数恢复正常天数(5.6 3.3 d) 血便消失天数

(6.7 3.8 d)及腹痛消失天数(6.1 3.5 d)均明显短于柳氮

磺吡啶组(9.5 4.9 d 11.7 6.1 d 10.6 5.3 d P <0.01).

鱼腥草还可使结肠黏膜上皮细胞线粒体肿胀减轻 微绒毛

和杯状细胞恢复正常 细胞凋亡减少 细胞间黏附分子-

1表达下调( 鱼腥草治疗前 结肠黏膜组织中ICAM-1阳

性表达率为45.8 5.7 % 鱼腥草治疗后为30.7 4.1 %

P <0.05). 活动期UC患者推进性收缩波数目较正常人增多

平均推进速度(4.6 1.6 vs 3.2 1.8 cm/min P <0.05)

加快 平均波幅降低(14.2 9.3 vs 18.4 8.0 kPa P <0.05)

应用鱼腥草治疗后上述指标明显改善(17.3 8.3 kPa

3.7 1.7 cm/min P <0.05). 正常人结肠餐后压力乙状结
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肠(2.9 0.9 kPa ) >降结肠(2.0 0.7 kPa) >结肠脾曲(1.7

0.6 kPa) 活动期UC患者各部位压力(1.5 0.5 kPa 1.4

0.6 kPa 1.3 0.6  kPa)均较正常人降低(P <0.05) 不同

部位压力无明显区别. 鱼腥草治疗后基本恢复正常(2.6

0.8 kPa 1.8 0.6  kPa 1.6 0.5  kPa). 活动期UC患者远

端结肠对气囊扩张引起的疼痛阈值(67.3 18.9 mL)较正常人

(216.2 40.8 mL)明显下降(P <0.05) 经鱼腥草治疗后

上述指标基本恢复正常(187.4 27.2 mL P <0.05).

结论: 鱼腥草治疗初发型溃疡性结肠炎患者的疗效优于柳氮

磺吡啶 具有起效快 疗效好 无毒副反应等优点 并

可改善远端结肠动力 抑制炎症反应.

江学良, 权启镇, 孙自勤, 王要军, 尚瑞莲, 齐风. 鱼腥草治疗初发型溃疡性结

肠炎的临床研究. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1207-1210

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1207.asp

0   引言

溃疡性结肠炎(UC)较常见 近年来我国报道的病例数

显著增加[1]. 但由于该病病因不清 治疗缺乏特异性[2-4].

我国初发型病例占34.8 % 并且病变主要位于直肠和乙

状结肠[1]. 柳氮磺吡啶目前仍是该型治疗的主要药物

但其疗程长 副反应多 停药后易复发 疗效并不理想.

因此 结合我国UC发病特点 寻找更为理想有效 副

反应少的药物成为UC研究的重点[3]. 我们以前的实验发

现鱼腥草蒸馏液灌肠可改善UC 大鼠结肠动力紊乱

减轻炎症 使腹泻 黏液脓血便症状消失[5,6] 现应用

鱼腥草蒸馏液灌肠治疗初发型UC 报告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  初发型UC患者42例 均符合1993年太原

全国慢性非感染性肠道疾病学术研讨会制订的标准 [7]

其中男 16 例 女 26 例 平均年龄31.4 岁 病程 1-

12 mo 均有不同程度的腹泻 腹痛 脓血便 里急

后重等症状. 肠镜检查病变累及乙状结肠以上2例 乙

状结肠以下40例. 病理为糜烂溃疡 隐窝脓肿 非特

异性炎症及不典型增生等改变. UC患者随机分为鱼腥草

蒸馏液(2 kg/L pH 4.0-6.0 南方制药厂生产 川卫

药准字1981第 001546号)灌肠治疗组(鱼腥草20 mL加

生理盐水100 mL每晚睡前排便后灌肠1次 1 mo为 1

疗程 用1-2个疗程) 21例 柳氮磺吡啶口服对照组(1 g

4次 /d 1 mo为 1疗程 用1-2个疗程)21 例.

1.2 方法  临床症状变化包括大便次数 黏液脓血便

腹痛和全身症状. 疗效[7] : 完全缓解: 症状消失 肠镜检

查肠黏膜恢复正常; 好转: 症状减轻 肠镜检查肠黏膜病

变较前明显改善 大便常规检查有少量红 白细胞; 无

效: 治疗前后 临床症状和肠镜等检查无改善或无明显

改善. 用电镜观察结肠黏膜上皮细胞线粒体 微绒毛和

细胞凋亡[8]. 按我们自己实验方法用流式细胞仪(becton

dickenson FACScan)检测肠黏膜膜组织中细胞间黏附分

子-1(ICAM-1 CD54 法国 Immunotech 产品)含量[9].

结肠动力检查采用瑞典CTD-SYNECTICS公司生产的

PC Polygraf HR高分辨多道胃肠功能测定仪 测压导管

(8通道)各通道之间相隔5 cm 外径8 mm 侧孔直径

1 mm 沿 360o开口. 检查前停服所有影响胃肠动力药

物至少 3 d 检查前 1 天下午清洁肠道 检查当天禁

食 在结肠镜引导下将测压导管送至降结肠脾曲 记录

每位受试者餐前1 h和餐后2 h结肠动力 检测结果利

用计算机Polygram and Windows Polygram进行分析 将

收缩幅度>6.67 kPa 传播距离2个侧孔以上(>10 cm)的

收缩定义为推进性收缩 除去1.33 kPa 以下节段性收

缩以去除呼吸的影响 计算机自动设定基线 分别计

算餐前和餐后每30 min内收缩波平均振幅 在研究中

采用自制橡胶气囊 用手持注射器充气 20mL/ 次

间隔 30 s 最大充气 120 mL 记录受试者对气囊扩

张的感觉(感觉阈值 排便阈值 疼痛阈值).

        统计学处理  采用 t 检验和Ridit分析.

2   结果

2.1 临床观察  鱼腥草蒸馏液灌肠可以使初发型UC患者

腹泻复常时间(5.6 3.3 vs 9.5 4.9 d P <0.01) 黏

液脓血便消失时间(6.7 3.8 vs 11.7 6.1 d P <0.01)

腹痛消失时间(6.1 3.5 vs 10.6 5.3 d P <0.01)等

症状迅速减轻 消失并恢复正常 显著优于柳氮磺吡

啶组. 两组完全缓解 好转和无效例数(%)分别为 20

(95.2 %) 1 (4.8 %) 0 和15 (72.4 %) 5 (23.8 %) 1 (23.8 %)

经Ridit分析 P <0.01 vs 柳氮磺吡啶组. 柳氮磺吡啶组5

例出现胃热 烧心症状 2例出现皮疹 1例肝功轻度异

常 1例白细胞下降; 鱼腥草治疗组未发现副反应.

2.2 超微结构  鱼腥草治疗前 UC患者可见病变黏膜

表面和隐窝的上皮细胞线粒体肿胀 变圆 嵴变小 微

绒毛缩短 数目减少或不规则 杯状细胞发育不成熟

凋亡细胞明显增多(图1). 应用鱼腥草治疗后 线粒体肿

胀减轻 微绒毛和杯状细胞恢复正常 凋亡细胞显著减

少(图2).

图1  UC患者黏膜上皮细胞凋亡, 线粒体肿胀, 嵴变小.
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图2  UC患者应用鱼腥草治疗后, 黏膜上皮基本恢复正常, 线粒体肿胀减轻.

2.3 CD54鱼腥草治疗前 UC患者结肠黏膜组织中CD54

阳性表达率为45.8 5.7 % 鱼腥草治疗后为30.7 4.1 %

P <0.05 差异具有显著性(图 3 图 4).

图3  UC患者结肠黏膜组织中CD54阳性表达率增多.

图4  鱼腥草治疗后, UC患者组织中CD54阳性表达率显著下降.

2.4 结肠动力  活动期UC患者低幅的快速的推进性收缩

波数目较正常人明显增加 鱼腥草治疗后可基本恢复

正常(表1). 正常人餐后远端结肠压力乙状结肠>降结肠>

结肠脾曲 存在压力梯度 活动期UC患者各部位压力

均较正常人明显降低 不同部位压力无明显区别 鱼腥

草治疗后基本恢复正常(表2).

表1  鱼腥草对UC患者结肠推进性收缩波的影响( sx ± )

分组 n    出现 (n) 波幅( kPa) 推进速度(cm/min)

正常人 20        5 18.4 8.0 3.2 1.8

UC 患者

治疗前 21       12 14.2 9.3a 4.6 1.6a

治疗后 21        6 17.3 8.3c 3.7 1.7c

aP <0.05, vs正常人; cP <0.05, vs 治疗前.

表2  鱼腥草对UC患者结肠节段性收缩波波幅的影响( sx ± , kPa)

分组  n 结肠脾曲 降结肠 乙状结肠

正常人 16 1.7 0.6 2.0 0.7 2.9 0.9

UC 患者

治疗前 16 1.3 0.6a 1.4 0.6a 1.5 0.5b

治疗后 16 1.6 0.5c 1.8 0.6c 2.6 0.8d

aP <0.05, bP <0.01, vs正常人; cP <0.05, dP <0.01, vs 治疗前.

2.5 远端结肠对气囊扩张引起的感觉  UC患者远端结肠感

觉阈值 排便阈值 疼痛阈值较正常人明显下降(P <0.05)

应用鱼腥草治疗后上述指标基本恢复正常(P <0.05 表3)

表3  鱼腥草对UC患者远端结肠气囊扩张引起的感觉变化( sx ± ,mL)

分组  n 感觉阈值 排便阈值 疼痛阈值

正常人 20 36.4 12.6       119.0 15.4 216.2 40.8

UC 患者

治疗前 16 26.7 10.6a 59.7 19.4a   67.3 18.9a

治疗后 16 33.9 12.4c 99.3 21.1c 187.4 27.2c

a P <0.05 vs正常人; cP <0.05 vs 治疗前.

3   讨论

柳氮磺吡啶目前仍是治疗轻度和中度UC的主要药物

但由于其疗程长 副反应多 停药后易复发 疗效

并不理想. 因为我国初发型UC病例占334.8 % 并且

病变主要位于直肠和乙状结肠 采用鱼腥草灌肠治

疗 既可使药物直达病变 又可避免上消化道酸碱度

和酶对药物的影响 保持药物性能 使药物吸收更为

完善 并能延长药物作用时间 从而使肠黏膜修复

溃疡愈合而达治疗目的. 鱼腥草蒸馏液是以鲜鱼腥草为

原料提取挥发油 有效成分(鱼腥草素 月桂醛 槲

皮甙及异槲皮甙等38种)含量高 药理作用广泛 如其

松弛肠道平滑肌作用可减轻肠痉挛 延长肠内容物停留

时间并有利于其吸收 从而缓解腹痛和腹泻症状[5, 6] ; 槲

皮甙及异槲皮甙具有改善毛细血管脆性作用而达止血

功效 使便血消失; 鱼腥草治疗前 UC肠黏膜上皮细

胞线粒体肿胀 微绒毛变短小 杯状细胞不成熟 造成

对水分等物质的吸收障碍 出现腹泻症状 而上皮细胞

凋亡明显增多则可使肠黏膜上皮细胞屏障破损 导致

溃疡 CD54表达增多则可加重炎症反应 应用鱼腥草

治疗后 因其具有清热解毒排脓消炎作用 可使线粒体

肿胀减轻 微绒毛和杯状细胞恢复 细胞凋亡少[10] CD54

表达下调 从而使肠黏膜修复 溃疡愈合 其疗效明

显优于经典的柳氮磺吡啶治疗法 而且鱼腥草为药食

兼用之品 其pH值和渗透压与人体环境基本一致 临

床长期应用无明显毒副反作用 克服了柳氮磺吡啶的

不足 灌肠方法简便易行 不受条件限制 取效快 疗
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效显著 值得进一步推广验证.

       UC一般都具有腹痛 腹泻 黏液脓血便及不同程

度的里急后重等共同症状. 这些症状与结肠炎症和动力

变化之间的关系怎样 本研究表明 UC患者存在多种

结肠动力紊乱: 活动期UC患者推进性收缩波数目增多

推进速度加快 这些低幅的快速推进性收缩增加导致排

便次数增多 出现腹泻 即UC患者胃结肠反射亢进 进

食后出现腹痛 肠鸣 便意 排便后症状缓. 正常人

餐后压力乙状结肠>降结肠>结肠脾曲 存在压力梯度

通过节段性收缩混合和碾磨结肠内容物 使其与肠黏膜

膜充分接触 以促进水和电解质的重吸收 而活动期UC

患者远端结肠各部位压力均较正常人明显降低 不同部

位压力无明显差别 使节段性收缩作用减弱 再加上肠

黏膜炎症 不能充分吸收水分和电解质 导致腹泻.

活动期UC患者远端结肠感觉阈值 排便阈值 疼痛阈

值均较正常人明显下降[11] 说明其远端结肠敏感性升

高 所以小量的肠内容物刺激即产生排便反射 易导致

便频 便急与腹泻 腹痛症状. 应用鱼腥草治疗后 上

述指标明显好转 可能与以下因素有关: 鱼腥草具有松

弛肠道平滑肌作用 可减轻肠痉挛 延长肠内容物停留

并有利于其吸收 从而缓解腹痛和腹泻症状 我们前期

的实验也证实鱼腥草蒸馏液可改善UC大鼠结肠动力紊

乱 使腹泻症状缓解 本研究中患者腹痛 腹泻症

候缓解可能部分与此有关; 鱼腥草具有抗炎作用 鱼腥

草有清热解毒排脓消炎功能 抗炎作用强 我们前期

的实验证明鱼腥草可使UC 大鼠炎症指数明显降低

随着炎症减轻 UC 患者结肠动力紊乱逐渐恢复 从

而使黏液脓血便和里急后重感等症候缓解.
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Abstract
AIM: To study the clinical efficacy and safety of olsalazine
sodium in patients with ulcerative colitis (UC).

METHODS: Forty-two chronic intermittent UC patients were
randomly divided into two groups: olsalazine sodium treatment
group (n =21) and SASP group (n =21). Clinical effects
and safety were compared between the two groups.

RESULTS: The overall clinical efficacy of olsalazine sodium
group (completeremission in 16 cases, improvement in 4
patients, ineffective in one case) was better than that in
SASP group (complete remission in 10 cases, improvement
in 4 patients, ineffective in 7 cases, P <0.05).The clinical
symptoms relieve of olsalazine sodium group (complete
remission in 15 cases, partly in 5 patients, ineffective in
one case) was better than that in SASP group (complete
remission in 10 cases, partly in 5 patients, ineffective in 6
cases, P <0.05).The colonoscopic remission of olsalazine
sodium group (complete remission in 11 cases, partly in 9
patients, ineffective in one case) was better than that in
SASP group (complete remission in 7 cases, partly in 8
patients, ineffective in 6 cases, P <0.05). The histologic
remission of olsalazine sodium group (complete remission
in 13 cases, partly in 7 patients, ineffective in one case)
was better than that in SASP group (complete remission

in 6 cases, partly in 10 patients, ineffective in 5 cases, P <0.05).
The side effects of gastrointestinal tract in olsalazine sodium
group were fewer than that of SASP group except for frequency
of watery diarrhea. No other side effect was observed in
olsalazine sodium group, while an elevated ALT, decreased
WBC and skin eruption were observed in SASP group. Two
patients relapsed in olsalazine sodium group while 8 cases
relapsed in SASP group during follow-up period (from 6
months to one year).

CONCLUSION: The clinical efficacy and safety of olsalazine
sodium in patients with ulcerative colitis is superior to that
of SASP.

Jiang XL, Quan QZ, Sun ZQ, Wang YJ, Shang RL, Qi F. A control study
on treatment of ulcerative colitis with olsalazine sodium. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1211-1213

摘要

目的: 研究国产奥沙拉秦钠治疗慢性反复发作型溃疡性结肠

炎(UC)患者的疗效及其安全性.

方法: 应用奥沙拉秦钠治疗21例活动期UC患者 并与柳

氮磺吡啶(SASP)治疗组21例作随机对照研究 观察两组

临床总疗效 临床症状缓解情况 肠镜缓解情况 组织

学缓解情况 复发情况及不良反应.

结果: 临床总疗效: 奥沙拉秦钠(完全缓解16例 有效4例

无效1例)显著优于SASP (完全缓解10例 有效4例 无

效7例 P <0.05). 临床症状缓解情况: 奥沙拉秦钠(完全

缓解15例 部分缓解5例 无效1例)显著优于SASP (完

全缓解10例 部分缓解5例 无效6例 P <0.05). 肠镜缓

解情况: 奥沙拉秦钠(完全缓解11例 部分缓解9例 无效

1例)显著优于SASP(完全缓解7例 部分缓解8例 无效

6例 P <0.05). 组织学缓解情况: 奥沙拉秦钠(完全缓解13

例 部分缓解7例 无效1例)显著优于SASP (完全缓解

6例 部分缓解10例 无效5例 P <0.05). 胃肠道反应

情况: 奥沙拉秦钠组上腹部不适 烧心 恶心等反应例数少于

SASP组 水样大便次数增多例数较SASP组多. 奥沙拉秦钠组

未见其他不良反应 而SASP组则有ALT升高 WBC下降 

皮疹等不良反.复发情况随访6 mo-1 a 奥沙拉秦钠治疗组

21例中有2例复发 而SASP治疗组21例中有8例复发.

结论: 奥沙拉秦钠治疗慢性反复发作型溃疡性结肠炎患者的

疗效及其安全性优于SASP.

江学良, 权启镇, 孙自勤, 王要军, 尚瑞莲, 齐风. 奥沙拉秦钠治疗慢性反复发

作型溃疡性结肠炎随机对照研究. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1211-1213

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1211.asp
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0   引言

溃疡性结肠炎(UC)较常见 近年来我国报道的病例数显著

增加[1]. 但由于该病病因不清[2-13] 治疗缺乏特异性[14-19]

导致病情迁延 反复发作 严重危害人民群众的健康. 我

国慢性反复发作型病例占52.6 %[1] 柳氮磺吡啶(SASP)

目前仍是该病治疗的主要药物 但其疗程长 副反应

多 停药后易复发 疗效并不理想. 因此 结合我国UC

发病特点 寻找更为理想有效 副反应少的药物成为

UC研究的重点[14-19]. 奥沙拉秦钠由二分子5-氨基水杨

酸经偶氮键相连接而成 在结肠部位被细菌裂解后成

为二分子5-氨基水杨酸而发挥作用 是一种治疗溃疡

性结肠炎的新药 我们报告其对慢性反复发作型UC的

疗效及其安全性.

1   材料和方法

1.1 材料  慢性反复发作型UC患者42例 均符合1993

年太原全国慢性非感染性肠道疾病学术研讨会制定的

标准 其中男19例 女23例 平均年龄32.6 岁 病

程 6 mo-5 a 年 均有不同程度的腹泻 腹痛 脓血

便 里急后重等症状. 肠镜检查病变累及乙状结肠以上

12例 乙状结肠以下30例. 病理为糜烂溃疡 隐窝脓

肿 非特异性炎症及不典型增生等改变. UC患者随机分

为奥沙拉秦钠胶囊治疗组(0.5 g 2次 /d 8 wk 由天津

力生制药股份有限公司生产. 畅美为奥沙拉秦钠的胶
囊剂 每粒250 mg 批准文号: 国药准字X20000247)21例

柳氮磺吡啶口服对照组(1 g 4次 /d 8 wk) 21例. SASP

组和奥沙拉秦钠组患者病情轻 中 重程度分别为

13 7 1 和 11 8 2 例 差异无显著性(Ridi t  分

析 P >0.05). 对用药过程中腹泻次数增加2-3次 /d的

患者 不能耐受者可加用易蒙停1-2粒 /d 但在整个

疗程中 用药不得超过10 d.

1.2 方法  治疗前和治疗后 1 2 4 6 8wk 随访

病例记录表记录有关的症状和体征. 治疗前及治疗结束

后3 d内镜观察以下7项指标 其中脓性分泌物和假息

肉分为两级; 溃疡 糜烂 黏膜出血 充血水肿和血

管模糊按其程度分为 0 1 2 3 4 级 (0- 无 1-

轻 2- 中 3- 较重 4- 重) 严格按照观察表项

目填写. 治疗前及治疗后 1 2 4 6 8 wk 检查大

便常规及血常规. 治疗前和治疗后第4 8周检查出凝

血时间及血沉. 治疗前及治疗后8 wk 各检查血清钾
钠 氯 肌酐 尿素氮 谷丙转氨酶及总胆红素.
治疗前及治疗后内镜活检标本进行组织学检查和分级(0
级: 无多形核细胞; 1级: 固有层有少量多形核细胞浸润;
2级: 固有层有明显多形核细胞浸润 累及50 %以上
隐窝; 3级: 有大量多形核细胞浸润伴隐窝脓肿; 4级: 明
显急性炎症伴溃疡形成). 采用中华医学会消化病学分会
对炎症性肠病诊断治疗规范的建议提出的疗效标准[24]

(完全缓解: 临床症状消失 结肠镜检查黏膜大致正常;
有效: 临床症状基本消失 结肠镜复查 黏膜轻度炎
症反应或假息肉形成; 无效: 经治疗后临床症状 内镜
及病理检查无改善). 临床症状完全缓解: 治疗8 wk后大
便0-2次 /d 无肉眼血便和镜下红细胞; 部分缓解: 治
疗 8 wk 后大便 3-4 次 /d 无肉眼血便 镜下红细胞
(10个 /高倍镜) ; 无变化: 治疗 8 wk后大便次数5次 /d
以上 肉眼可见血便. 肠镜完全缓解: 内镜 7项指标中
五项或以上在治疗后比治疗前下降一个等级; 部分缓解:
内镜7项指标中3-4 项在治疗后比治疗前下降一个等
级; 无变化: 肠镜7项指标中0-2项在治疗后比治疗前下
降一个等级. 组织学完全缓解: 治疗后病理分级比治疗前
下降 治疗后病理分级0-1级; 部分缓解: 治疗后病理
分级比治疗前下降 治疗后病理分级>1级; 无变化: 治
疗前后无变化. 观察有无常见不良反应 如恶心 纳差
腹泻 失眠 上腹痛 头晕 皮疹 腰酸 浮肿等. 记
录不良事件的发生时间 严重程度 持续时间 采取的
措施和转归.

        统计学处理  采用Ridit分析.

2   结果

奥沙拉秦钠治疗慢性反复发作型溃疡性结肠炎的临床

总疗效显著优于 SASP 完全缓解 有效和无效分别

为 16 4 1 例和 10 4 7 例 (P <0.05 vs  SASP

组);  奥沙拉秦钠治疗慢性反复发作型溃疡性结肠炎的临

床症状缓解情况显著优于 SASP 完全缓解 部分缓

解和无效分别为 15 5 1 和 10 5 6 例(P <0.05

vs SASP组); 奥沙拉秦钠治疗慢性反复发作型溃疡性结

肠炎肠镜缓解情况显著优于 SASP 完全缓解 部分

缓解和无效分别为11 9 1 和 7 8 6 例(P <0.05

vs SASP组) 奥沙拉秦钠治疗前后肠镜检查图像见图

1和图2; 奥沙拉秦钠治疗慢性反复发作型溃疡性结肠炎

图1  奥沙拉秦钠治疗前肠镜检查图像. 图2  奥沙拉秦钠治疗4 wk后肠镜检查图像.
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的组织学缓解情况显著优于 SASP 完全缓解 部分

缓解和无效分别为13 7 1和 6 10 5 例(P <0.05

vs SASP组). 除水样大便次数增多外(5 vs 1例) 奥沙

拉秦钠治疗慢性反复发作型溃疡性结肠炎的胃肠道反

应少于SASP (上腹部不适 烧心和恶心分别为3 1

2 和 15 7 5 例) . 奥沙拉秦钠治疗慢性反复发作型

溃疡性结肠炎未见其他不良反应 而SASP组则有ALT

升高 1例 WBC 下降 1例 皮疹2例等不良反应. 随

访 6 mo-1 a 奥沙拉秦钠治疗组21例中有2例复发

而SASP治疗组21例中有8例复发.

3   讨论

SASP目前仍然是治疗溃疡性结肠炎的主要药物 具有

起效快 近期临床缓解率高等优点 但停药后易复

发 长期用药副反应增多 部分顽固性患者疗效并不

理想.因此 寻找更为理想有效 副反应少的药物和

方法成为UC研究的重点[14-19]. 在目前病因和发病机制还

未完全阐明的情况下[2-13] 非特异性抗炎药物在相当长

时间内仍是UC治疗的主要药物 鉴于传统的氨基水

杨酸类药物疗效肯定 副反应多 因此 通过开发新剂

型 改变给药途径等方法以提高其疗效 减少副反应仍

是一个主要方向[2]. SASP经口服后在结肠内被细菌分解

为5-氨基水杨酸(5-ASA)和磺胺吡啶 前者为SASP的

有效成分 后者为5-ASA的载体 可出现磺胺过敏

胃肠道反应 肝肾功能损害等副反应 影响了其临床应

用. 本研究再次证实SASP治疗组有不同程度的上述副

反应. 为了在得到满意疗效的同时尽可能降低药物的毒

性 合理治疗 UC 的方法是使用不含磺胺吡啶的 5-

ASA 并使之直接作用于病变的肠段. 但5-ASA在口服

后会被快速吸收 不能达到发生炎症的黏膜局部. 为了

解决这个问题 最新治疗UC的药物开发方向主要是如

何使5-ASA到达病灶部位并发挥作用[2]. 奥沙拉秦钠就

具有类似特点 他是5-ASA的前体药物 由两分子5-

ASA以偶氮键相连接 口服后在结肠前吸收极少(口服

剂量的吸收率不到5 %) 且不会分解 全身的生物利

用度极低 代谢部位主要是结肠 到结肠后 在结肠细

菌的作用下偶氮键断裂 分裂为2分子的5-ASA 具

有与SASP相同的药效而无其副作用. 奥沙拉秦已经在

国外上市10 a 其治疗UC的疗效和安全性已经有报

道. 国产奥沙拉秦钠是由天津力生制药股份有限公司与

天津药物研究院联合开发的四类新药. 畅美为奥沙拉秦

钠的胶囊剂 是 IV类新药 2000年正式在国内上市.

我们应用国产奥沙拉秦钠治疗慢性反复发作型 UC

证明其临床总疗效 临床症状缓解情况 肠镜缓解情

况 组织学缓解情况均显著优于SASP 而且具有胃肠

道反应少 未见对肝功 WBC及皮肤有损害等优点

水样大便次数增多例数较SASP组多可能与钠盐抑制小

肠水分吸收有关 主要发生在开始用药或增加剂量时

一般不影响继续用药 向患者解释说明原因消除顾

虑 饭后给药或增加给药次数可使该症状减轻或消

失 个别患者可临时加服易蒙停.

        我国UC主要以慢性反复发作型为主(占52.6 %)[1]

如何减少复发是UC治疗的难点. 在目前尚无特异性治疗

药物的情况下 对这些患者进行维持治疗非常重要

若能坚持维持治疗 有望降低复发 但由于患者依从性

差 经济条件无法承受 医师对此认识不足 药物副反

应多等多种原因 维持治疗在国内没有很好落实 特别

是长期(>1 a)维持治疗没有引起重视 导致病情反复. 我

们研究显示 与SASP相比 国产奥沙拉秦钠具有疗效

高 副反应少 复发低等优点. 因此 只要条件许可 尽

量采用5氨基水杨酸类药物长期维持治疗以减少复发.

       总之 本随机对照研究证明国产奥沙拉秦钠治疗

慢性反复发作型溃疡性结肠炎患者的疗效及其安全性

优于SASP. 具有提高缓解率 减少复发 副反应少

耐受性好 改善生活质量等优点 可适应于SASP效果

不好或SASP不能耐受以及经济条件许可的患者.
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Abstract
AIM: To study the therapeutic effects and mechanism of
Kangshuanling in patients with refractory ulcerative colitis
(UC).

METHODS: Eighteen patients (8 males, 10 females) with
refractory UC unresponsive to high-dose prednisolone and
sulfasalazine therapy for more than one month were
treated with Kangshuanling (7 200 U/d). Prednisolone was
gradually stopped and sulfasalazine maintained. Stool
frequency, rectal bleeding, colonoscopy and histology, as
well as general well-being were observed and CD62p,
CD63, CD54, Pgp-170 (flow cytometry),TXA2 (RIA), blood
platelet aggregation rate and thrombosis length in vitro
were assessed.

RESULTS: After more than 4 weeks of combined Kangshuanling
and sulfasalazine therapy, sixteen patients achieved clinical
remission, with a highly significant statistical difference (P <0.01)
between pre-and post-treatment mean scores for all disease
parameters: stool frequency (8.2/d vs 1.6/d), rectal bleeding
(2.7 vs  0.3), colonoscopy (2.6 vs 1.1), histology (12.0 vs
5.0), general well being (4.0 vs 0.6). And CD62p (8.0±3.1 %
vs 4.1±1.8 %), CD63 (6.3±2.1 % vs 3.2±1.6 %), TXA2
(548±85 ng/L vs 390±67 ng/L), platelet aggregation rate

(43.2±10.7 % vs 34.8±8.1 %), thrombosis length in vitro
(2.3±0.6 cm vs 1.8±0.3 cm), CD54 in blood (26.9±6.9 %
vs 14.4±5.1 %), CD54 in tissues (51.1±6.2 % vs 23.1±4.1 %),
Pgp -170 in blood (10.4±2.7 % vs 18.9±3.9 %), Pgp -170
in tissues (10.2±2.3 % vs 16.5±3.2 %) decreased significantly
(P <0.01 or 0.05).

CONCLUSION: Kangshuanling may be effective in treating
refractory UC, the mechanism is partly related to inhibition
of platelet activation, hypercoagulative state, MDR expression
and anti-inflammatory effects.

Jiang XL, Quan QZ, Sun ZQ, Wang YJ, Shang RL, Qi F. Treatment of
refractory ulcerative colitis with Kangshuangling. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(8):1214-1218

摘要

目的:  研究抗栓灵含片治疗伴有血小板活化的难治性溃疡

性结肠炎(UC)的疗效和机制.

方法: 常规应用激素和/或柳氮磺吡啶(SASP)治疗1 mo以

上无效或恶化的UC患者18例 (男 8例 女10例 平均

年龄32.4岁) 加用抗栓灵含片 2片(相当于2 400 U低

分子肝素钠)含化 2 次 /d 观察大便次数 便血情况

自觉症状 肠黏膜肠镜下和组织病理学改变 并在治疗前

和治疗后4 wk用流式细胞仪测定血液中黏附分子P选择素

(CD62p) 溶酶体膜糖蛋白(CD63) 血液和组织中细胞间黏

附分子(CD54) 多药耐药基因(MDR)产物P-糖蛋白170

(Pgp-170) 用放射免疫法测定血栓素A2代谢产物TXB2

含量 用血小板黏附仪测定血小板黏附率.

结果: 应用抗栓灵含片治疗后 与治疗前相比 大便次数

(1.6 vs  8.2 次 /d) 便血情况(范围 0-3 0.3 vs 2.7 分)

肠镜下情况(范围 0-3 1.1 vs  2.6 分) 病理组织学观察

(范围0-15 5.0 vs 12.0 分) 自觉症状(范围0-5 0.7 vs

3.9分)均明显改善或缓解(P <0.05). CD62p (4.1 1.8 % vs

8.0 3.1 % ) CD63(3.2 1.6 % vs 6.3 2.1  % ) TXA2

(390 67 ng/L vs 548 85 ng/L) 血小板黏附率(34.8 8.1 %

vs 43.2 10.7 % ) 体外血栓形成长度 (1.8 0.3 cm vs

2.3 0.6 cm) 血液中CD54 (14.4 5.1 % vs  26.9 6.9 % )

组织中CD54 (23.1 4.1 % vs  51.1 6.2 %) 血液中多

药抗性基因(MDR)产物P-糖蛋白170 (Pgp-170) (10.4 2.7 %

vs 18.9 3.9 %) 组织中Pgp-170 (10.2 2.3 % vs 16.5 3.2 %)

明显下降(P <0.01或0.05).

结论: 抗栓灵含片治疗伴有血小板活化的难治性溃疡性结肠

炎有效 可抑制血小板活化和高凝状态 减轻炎症 抑
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0  引言

溃疡性结肠炎(UC)病因和发病机制尚不完全清楚 应

用激素和柳氮磺吡啶(SASP)进行非特异性抗炎治疗可使

许多患者得到缓解 但对激素治疗无效甚至恶化的部

分顽固性复发性或重症患者目前还没有理想的治疗方

法[1]. 由于这些患者存在高凝状态[2-4] 有学者应用抗凝

药物肝素治疗 取得了一定疗效[5-7] 但普通肝素半衰

期短 注射给药很不方便 限制了其临床应用.我们应

用低分子肝素口服制剂[8, 9]治疗激素抵抗型UC取得了较

好效果[10] 克服了普通肝素的缺点 除具有抗凝抗血

栓作用外 还有一定的抗炎作用[11,12] 但口服制剂常

无法避免肝脏首过效应 为此 我们应用抗栓灵含片

(低分子量肝素钠)治疗伴有血小板活化的难治性溃疡性

结肠炎 观察其临床疗效并探讨作用机制[13].

1   材料和方法

1.1 材料  常规应用激素和/或柳氮磺吡啶(SASP)治疗1 mo

以上无效或恶化的UC患者18例 男8例 女10例

平均年龄32.4岁 均符合1993年太原全国慢性非感染

性肠道疾病学术研讨会制订的溃疡性结肠炎诊断标准[14].

其中重度10例 中度8例 病程7 mo-10 a 平均4.3 a

临床表现为便血 腹泻 黏液脓血便及腹痛症状. 3例

患者伴有相关的血栓性疾病. 舌下含服抗栓灵含片(低分

子肝素钠 山东淄博松龄制药厂生产 鲁卫药准字

1996-072523) 2片(相当于低分子肝素钠2 400 U) 3次 /d

15d后改为1片 /次 继续同时维持SASA现用量 逐

渐减少激素用量. 正常人对照组20例 平均年龄30.6岁

均为健康查体者.

1.2 方法

1.2.1 临床指数评价[7]  分别在治疗前和治疗后对下列临

床指数进行量化 以评价治疗效果: (1)大便次数(过去

1wk每天的大便次数); (2)便血(0分: 无; 1分: 偶尔有少许

血便; 2分: 经常有明显的血便; 3分: 全部为血便); (3)肠

镜下表现根据改良的Baron评分标准分为0分: 正常黏

膜图像; 1分: 轻度病变(血管纹理模糊 黏膜充血但无出

血); 2分: 中度病变(黏膜呈颗粒样变化); 3分: 重度病变

(黏膜溃疡并自发性出血); (4)组织学分级: 将UC的5项

组织学特征(炎性细胞浸润 隐窝炎 隐窝脓肿形成 杯

状细胞不成熟 黏膜上皮增生)每项分为4级(0分: 无; 1

分: 轻度; 2分: 中度; 3分: 重度) 总分小于5分为轻度病

变 5-10分为中度病变 10-15分为重度病变; (5)全身健

康(0=很好 1=好 2=较差 3=差 4=很差 5=极差).

1.2.2 血小板活化的检测[2, 4]  血小板活化的膜标志物可

溶性黏附分子P选择素(CD62p)及GP53 (CD63)采用流式

细胞仪(FACScan型 美国Becton Dickinson)测定. 主要

试剂:异硫氰酸荧光素(FITC) 标记的鼠抗人P选择素

(CD62p-FITC) 鼠抗人GP53 (CD63-FITC) 同种荧光

素标记的阴性对照羊抗鼠 IgG1-F I TC 均为法国

Immunotech 产品. 取静脉血2 mL 20 g/L EDTA抗凝

1 500 r/min离心5 min 取上清液 以80 g/L多聚甲醛

室温固定15 min 用 PBS漂洗3次 2 000 r/min 离心

5 min 调整血小板浓度为 300 10 9/L 将 20 µL
CD62p-FITC CD63-FITC及 IgG1-FITC分别加入上述

富含血小板血浆100 µL中 混匀室温避光30 min 用
PBS洗一遍 弃上清 上机. 上机前先以标准微球调整仪

器 使变异系数在2 %以内 上机后收集20 000-50 000

个细胞 荧光强度以对数放大 光散射数据存软盘

结果采用Macintosh 650型计算机及Cell Quest Plot软件

进行数据分析 以阳性细胞百分数表示. TXA2稳定的

代谢产物TXB2 (药盒由苏州医学院提供)采用放免法测

定 按操作说明进行. 血小板黏附率(PAR)采用XSNR

血栓形成 血小板黏附两用仪(无锡电子仪器二厂)

测定.

1.2.3 血液和组织中CD54[15] Pgp-170[16, 17] 检测  试剂

来源:异硫氰酸荧光素(FITC)标记的鼠抗人CD54 (CD54-

FITC) Pgp-170 (Pgp-170-FITC) 同种荧光素标记

的阴性对照羊抗鼠 IgG1-FITC均由法国国际免疫公司

生产; 淋巴细胞分离液由中国医学科学院血液研究所生

产. 血液样本Pgp-170 CD54的制备:分别取肝素抗凝

血2 mL 重层于淋巴细胞分离液上 1 500 r/min 离

心 15 min 提取其中淋巴细胞层 再以PBS 3 mL洗

2次 弃上清后用700 mL/L 乙醇固定 4 备用. 将

制备的细胞悬液分3管 每管100 µL 一管加入20 µL
Pgp-170-FITC单抗溶液 一管加入20 µL CD54-FITC
另一管为阴性对照 加20 µL 羊抗鼠 IgG1-FITC 室
温避光反应5 min PBS 洗 1 次 弃上清液 以除去

未结合的抗荧光抗体. 组织样品处理: UC患者肠镜检查

时用活检钳取结肠溃疡边缘新鲜组织约0.2 g 正常人

在乙状结肠处取新鲜组织约0.2 g 置于重叠的100目

铜网及260目尼龙网上 用眼科剪剪成1 1 1 mm

碎块 然后用眼科剪轻搓 边搓边用磷酸缓冲液

(PBS)冲洗入小烧瓶中 直至组织搓净. 1 500 r/min 离

心5 min 再用PBS洗 2次 1 000 r/min 离心2 min

重层于淋巴细胞分离液上 再以PBS 3 mL洗 2次 弃

上清后用700 mL/L乙醇固定 4 备用. 免疫反应: 反

应前调整细胞数至1012/L 分取 100 µL放入3支试管
内 试管内分别加20 µL CD54-FITC Pgp-170-FITC
和 IgG1-FITC 室温避光反应30 min 上机. 流式细胞

检测:流式细胞仪为FACScan型 美国Becton Dickinson

生产. 上机前先以标准荧光微球调整仪器变异系数在2.0 %

以内 上机后收集 10 000 个细胞 荧光强度以对数

放大 测定光散射数据 结果采用Macintosh 650型计

算机及Cell  Quest  Plot 软件进行数据分析 以阳性细
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胞百分数表示.

        统计学处理  采用两样本均数的 t 检验和等级资料

的Ridit 分析.

2   结果

2.1 临床疗效  UC患者 16例在加用抗栓灵含片治疗后

获得临床缓解 大便次数正常 2例患者仅表现为便血

减少 症状显著改善的平均时间为3 (1-5) wk 临床

缓解的平均时间为6 (1-12) wk 4例患者便血在1-2 wk

停止 其余患者2-6 wk 停止(表 1).

表1  抗栓灵含片治疗伴有血小板活化的难治性UC的临床疗效

分组 大便次数  便血(分)  内镜下表现(分)  组织学(分)  全身症状(分)

治疗前     8.2      2.7 2.6         12.0         3.9

治疗后     1.6b      0.3b 1.1b           5.0b         0.7b

bP <0.01 vs 治疗前.

2.2 CD62P CD63 TXA2 PAR和体外血栓长度(TL)

变化  与正常人(图 1)相比 难治性UC患者血小板活化

的膜标志物 P选择素(图 2) GP53 血小板活化的衍

生物TXB2及血小板活化后聚集反应血小板黏附率均明

显升高(P <0.01 表 2) 应用抗栓灵含片治疗后较治

疗前显著下降(P <0.05 表 2) 但 CD62p CD63 仍

明显高于正常人(P <0.05 表 2).

表2  抗栓灵含片对CD62P, CD63, TXA2 , PAR和体外血栓长度 (TL)

( sx ± )影响

分组        CD62P (%)      CD63 (%)      TXA2 (ng/L)    PAR (%)      TL (cm)

UC治疗前   8.0 3.1b    6.3 2.1b     548 85b    43.2 10.1b  2.3 0.6b

UC治疗后   4.1 1.8a,d  3.2 1.6a,d   390 67d    34.8 8.1d   1.8 0.3d

正常人       1.9 0.4    1.6 0.8       340 40    34.1 9.1    1.7 0.4

aP <0.05 bP <0.01 vs 正常人; dP <0.01 vs 治疗前.

表3  抗栓灵含片对血液和组织中CD54, Pgp-170 ( sx ± , %)影响

组别     血液中CD54  组织中 CD54  血液中Pgp-170   组织中 Pgp-170

UC 患者

治疗前     26.9 6.9b 51.1 6.2b      18.9 3.9b          16.5 3.2b

治疗后     14.4 5.1a,d 23.1 4.1a,d      10.4 2.7a,c                    10.2 2.3a,c

正常人      6.2 3.7   8.8 3.2        6.2 2.2             6.8 3.1

aP <0.05, bP <0.01 vs 正常人; cP  <0.05, dP  <0.01 vs 治疗前.

2.3 血液和组织中CD54 MDR产物Pgp-170变化  与

正常人(图 3)相比 难治性UC患者血液中CD54 明显

升高 尤以组织中升高更为明显(图4 表3) 应用抗栓

灵含片治疗后较治疗前显著下降(P <0.05 表 3) 但

仍明显高于正常人(P <0.05). 与正常人(图5)相比 血液

中MDR产物Pgp-170 明显升高(图 6 表 3) 血液和

组织中无显著性差异 应用抗栓灵含片治疗后较治疗前

显著下降(P <0.05 表3) 但仍明显高于正常人(P <0.05).

图1  正常人外周血CD62P含量.

图2  活动期UC患者外周血CD62P含量明显升高.

图3  正常人组织中CD54含量.

图4  活动期UC组织中CD54含量明显升高.

图5  正常人血液中MDR含量.

1216                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 8月 15日  第 11卷  第 8期

100             101               102               103               104

M1

CD62p

FL1-H

200

0

C
ou

nt
s

FL1-H
100             101               102               103               104

M1

CD62p
200

0

C
ou

nt
s

100             101               102               103               104

CD54

FL1-H

100             101               102               103               104

CD54

FL1-H

FL
2-

H

100             101               102               103               104

M1

MDR

FL1-H

200

0

C
ou

nt
s

10
0 

  
  
 1

01 
  
  
  
 1

02 
  
  
  
 1

03 
  
  
  
 1

04

FL
2-

H
10

0 
  
  
 1

01 
  
  
  
 1

02 
  
  
  
 1

03 
  
  
  
 1

04



图6  激素治疗无效的UC患者血液中MDR明显升高.

3   讨论

抗栓灵含片是以低分子量肝素类物质(Mr 5 000-15 000

峰值 5 000-8 000)为主要成分的舌下含服制剂 为白

色或类白色 每片相当于1 200 IU 的低分子肝素钠

所含肝素经特殊加工 M r小 舌下黏膜吸收 既避

免了口服制剂的首过效应[10] 生物利用度高 又避免

了注射给药的不便 出血副作用少. 肝素除具有抗凝

抗血栓 抗过敏 抗内毒素血症和免疫活性外 还有较

强的抗炎作用[18] 低分子肝素含有大量8-16单糖单位

的糖链 具有抗血栓作用强 出血倾向小 安全性高

半衰期长和生物利用度高等优点[8,9]. 肝素类药物治疗顽

固性UC有肯定疗效的报道[10]启发我们应用抗栓灵含片

是否更为方便和有效 结果显示 18例伴血小板活化

的顽固性UC 患者有16例获得临床缓解 症状消失.同

传统的观点认为应用肝素类药物有可能加重出血倾向

相反 应用抗栓灵含片治疗后 便血消失往往是治疗有

效的最早反应 这同其他应用肝素类药物治疗的结果

类似.

         研究抗栓灵含片的作用机制可能对阐明UC的部分

发病机制具有一定作用. UC 患者易合并血栓形成[19]

发生率可高达45.2 % 并认为这与UC患者伴发高凝

状态有关. 由于血小板不仅参与止血和血栓形成 而且

是一种炎症递质 其在UC发病机制中的作用开始引

起人们的重视[3 4]. P 选择素属黏附分子选择素家族的组

分之一 由活化血小板和内皮细胞分泌表达 并可作

为这些细胞活化的标志 介导中性粒细胞和单核细胞

对活化血小板和内皮细胞的黏附. CD63抗原为53 ku的

溶酶体膜粘蛋白 在血小板激活跨位于浆膜 主要见于

单核细胞和巨噬细胞 可用于活化血小板的检测.我们

发现 难治性UC患者P选择素及GP53较正常人明显

升高 表明血小板处于高活化状态[3, 4] 其可能机制: (1)

肠系膜血管系统内皮细胞损伤暴露于血小板极敏感的

基底膜胶原 并激发血小板活化. 炎症性肠病患者血清

中vonWillebrand因子(内皮细胞损伤的一种标志)增多与

这一可能性相符; (2)内毒素和其他吸收的细菌产物激活

的单核细胞和中性粒细胞也可激活血小板; (3)血小板和

活化的中性粒细胞在肠道病变部位将TXA2和PAF释放

至肠系膜循环 可加速和促进血小板活化 本研究中

TXA2明显升高与这一可能性相符. 血小板活化在UC发

病机制中可能的作用: (1)活化的血小板通过局部释放炎

症递质 化学趋化物(如 PF4 PAF)及激活其他炎症

细胞参与和增强肠黏膜炎症过程. P选择素在中性粒细

胞黏附分子中起关键作用 血小板表达此种抗原使中

性粒细胞更易在炎症部位聚集; (2)血小板活化及其衍生

的TXA2 易使血小板聚集阻塞肠黏膜微循环 加重肠

黏膜缺氧和损伤 本研究也证实血小板黏附率升高. 另

外 TXA2通过引发局部血管收缩可加重缺血; (3)血小

板衍生因子(成纤维细胞和单核细胞的化学诱导剂)从活

化的血小板释放出来 在组织损伤后的修复机制中起

重要作用[3, 4]. 我们还发现 应用抗栓灵含片治疗后

难治性UC患者P 选择素 GP53 TXB2 及血小板黏

附率较活动期有所下降 说明抗栓灵含片可抑制血小

板活化 改善高凝状态 从而减轻临床症状 但 P

选择素 GP53 仍明显高于正常人 提示部分难治性

UC 患者仍存在血小板激活状态 是否对疾病复发或

预后有预测意义尚待进一步探讨.

       CD54抗原也称细胞间黏附分子-1(ICAM-1) 表达

于内皮细胞 上皮细胞 成纤维细胞 白细胞和多种

类型的肿瘤细胞[15]. 1991年 Sethetal 用免疫印迹方法首

次证实人血清中存在可溶性CD54 并具有以下特征:

(1)含有膜表面CD54分子的大部分细胞外功能区; (2)具

有与其配体淋巴细胞功能相关抗原(LFA-1)结合的能力;

(3)与白细胞表面的LFA-1配体结合能阻止白细胞与组

织固有细胞之间的黏附. 我们采用流式细胞免疫学方法

检测UC患者循环中可溶性CD54及组织中CD54 较

正常人明显升高 尤以组织中升高更为明显 由于

CD54 主要介导细胞与细胞间的黏附作用 在组织炎

症的产生过程中 随着浸润的炎症细胞及组织固有细

胞的活化 CD54的表达被上调 高表达的CD54又可

进一步促进炎症细胞的浸润 引起并加重组织损伤 因

此CD54与UC活动和转归有一定关系. 应用抗栓灵含片

后 CD54显著下降 表明难治性UC患者炎症反应明

显减轻 由于这些患者均为长期(>4 wk)应用激素和/或

SASP 治疗无效 因此炎症减轻与加用抗栓灵含片有

关 其他学者也报道肝素类药物可抑制UC患者C-反

应蛋白 TNF和L选择素 确切机制还需进一步探讨.

       P- 糖蛋白是170 ku 的多药抗性基因 (MDR)产物

(Pgp-170) 被看作具有广谱底物特异性的ATP- 依赖

性药物排出泵的作用[16, 17]. MDR在肠上皮细胞和淋巴细

胞均有表达. 我们发现 与正常人相比 难治性UC患

者血液中Pgp-170明显升高 由于糖皮质激素是Pgp-170

的底物 药物治疗无效的UC患者与MDR表达有关. 血

液和组织中无显著性差异 提示外周血MDR表达稳定

不受疾病活动或激素治疗影响 且与结肠上皮细胞表

达呈正相关. 应用抗栓灵含片治疗后较治疗前显著下降

(P <0 05) 说明抗栓灵含片对多药抗性有一定的抑制

作用 但Pgp-170 仍明显高于正常人(P <0 05). 因此
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MDR在UC患者对激素治疗的反应中可能起重要作用.

       总之 抗栓灵含片治疗伴有血小板活化的难治性

UC 有肯定的疗效 其机制可能与部分抑制血小板活

化和高凝状态 减轻炎症 抑制多药耐药基因表达有关.

结合我国UC发病特点 探讨适合不同类型的UC治疗

方法 仍是当前研究的重点和难点[20].
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Abstract
AIM: To investigate the role of apoptosis-associated protein
P53, Bcl-2, and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in
different transformation in precancerous lesions of the stomach.

METHODS: Immunohistochemical method (LSAB) was used
to assess P53, Bcl-2, and PCNA expressions in specimens
from patients with (cancerous group, n =52) and without
(non-cancerous group, n=56) gastric cancer.

RESULTS: The occurrence of gastric carcinoma had close
correlation with the expression intensity of P53, Bcl-2 and
PCNA. PCNA LI in cancerous group was significantly higher
than that in non-cancerous group (P <0.01). In cancerous
group, the majority (88.5 %) had altered expression in
one or more genes; multiple altered expression was found
in 51.9 %. The difference of multiple altered expression
between cancerous group and non-cancerous group was
statistically significant (P <0.05).

CONCLUSION: Multiple altered expression of P53, Bcl-2
and PCNA and their synergistic action might play a promo-
tional role in the pathogenesis of gastric carcinoma, and
the cell proliferative activity was significantly increased in
gastric cancer.

Wu YQ, Wang MW, Wu BY, You WD, Zhu QF. Expression of apoptosis-
associated proteins and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in
precancerous lesions of stomach. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;

11(8):1219-1222

摘要

目的: 探讨凋亡相关蛋白P53 Bcl-2 和增生细胞核抗原

(PCNA)在胃癌前病变不同转归中的作用以及在胃癌早期诊

断中的意义.

方法: 采用免疫组化(LSAB)法检测52例胃癌患者癌前病变

组织标本及56 例非胃癌患者组织标本的P53 Bcl-2 和

PCNA的表达.

结果: 发生癌变者与P53 Bcl-2和PCNA阳性强度有密切

关系; PCNA标记指数(PCNA LI)在癌变组表达明显高于非

癌变组 差异有显著性(t =5.261 P <0.01); 在癌变组

88.5 的病例有单一或多种基因表达异常 51.9 为两

种或两种以上基因同时表达 与非癌变组相比有显著性差

异(χ2=4.393 P <0.05).

结论: 在胃癌发生过程中 P53 Bcl-2 表达强度明显增

加 细胞增生活性升高 且为多基因协同作用 说明在胃

癌演变过程中他们起重要作用.

伍银桥, 王孟薇, 吴本俨, 尤纬缔, 祝庆孚. 胃癌前病变演变过程中凋亡相关

蛋白和PCNA的表达意义. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1219-1222

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1219.asp

0   引言

胃黏膜的肠上皮化生和异型增生是胃癌发生过程中重

要的癌前病变 但并非所有的肠上皮化生和异型增生

均演变为癌. 其具有两向转化的特点 既可发展为癌

亦可恢复正常. 胃癌的发生 发展是一个多基因变异累

积逐渐演变的复杂过程 包括癌基因的激活和抑癌基

因的失活而导致无限制增生[1,2] 同时 肿瘤的发展与

凋亡也有密切关系[3-6]. 细胞增生与凋亡的失衡导致细胞

的过度积聚 可能是胃癌发生的病理基础[7-9]. 为探讨

癌相关基因在胃癌前病变不同转归中的作用 我们检

测了凋亡相关基因P53 Bcl-2 以及增生细胞核抗原

(PCNA)在发生和不发生癌变的中重度肠上皮化生及异

型增生标本中的表达.

1   材料和方法

1.1 材料  癌变组: 在诊断胃癌之前 与癌发生部位相

同的黏膜活检病理诊断为中重度肠上皮化生(18例)或中

重度异型增生(34例)的标本 共52例 均为男性 年

龄60-79岁(平均67.3岁) 随访时间为1 -11.4 a(平均

为3.7 a). 非癌变组: 所有标本均取自与癌变组同期检查
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的患者 经随访未发生癌变 且与癌变组年龄相当的

病例 共 56 例 其中中重度肠上皮化生 36 例 中

重度异型增生20 例 均为男性 年龄为60-82 岁(平

均67.0岁) 随访时间为1.8-11.9 a (平均 6.8 a) 明显

长于胃癌组. 抗 P53单克隆抗体(DO-1) 和抗Bcl-2单克

隆抗体购于北京中山生物技术有限公司 PCNA单克隆

抗体和LSAB试剂盒为DAKO公司产品.

1.2 方法  P53 Bcl-2蛋白表达及PCNA均采用免疫组

化LSAB法检测. 实验步骤按试剂盒说明书进行. 阳性对

照为已知阳性组织切片在同一条件下反应 阴性对照

以正常兔血清代替第一抗体. 结果判断: P53 Bcl-2结

果按如下方法进行评分: (1)阳性着色程度: 无着色为0

浅着色为1 深着色为2; (2)阳性着色范围: 无着色为

0 着色<1/3 为 1 着色>1/3 为 2 弥漫性着色为 3.

然后将以上两项相加为最后结果: 阴性(-)为 0 弱阳性

(+)为 2 阳性(++)为 3-4 强阳性(+++)为 5.PCNA计数

用PCNA标记指数(PCNA LI): LI=PCNA阳性细胞数 /计

数细胞总数 100 %. 按阳性细胞百分率分为4级: 阳性

细胞数<25 为(-) 25-40 为(+) 40-55 为(++)

55 为(+++).

       统计学处理  所得数据采用 χ2检验 t检验 秩和
检验.

2   结果

2.1 不同转归胃组织间P53 Bcl-2的表达  P53阳性着

色位于细胞核 呈棕黄色颗粒状. Bcl-2阳性着色位于

细胞质 呈棕黄色. 各切片显色分布不均 以片状和局

灶性为主 少数为弥漫性分布. 癌变组52例中 P53表

达18例 (34.6 ) Bcl-2表达23例(44.2 ) 而在56例

非癌变组中 P53表达16例(28.5 ) Bcl-2表达20例

(35.7 ) P53 Bcl-2 阳性率在癌变组与非癌变组间

差异无显著性(P >0.05). 但 P53在癌变组有6例表达为

强阳性 而在非癌变组无强阳性表达 Bcl-2在癌变组

有5例为强阳性表达 在非癌变组仅1例表达为强阳性.

P53 Bcl-2表达强度在癌变组与非癌变组比较有显著

性差异(P<0.05) 以后发生癌变者与P53 Bcl-2 阳性

强度呈正相关(表1).

表1  不同转归胃组织间P53 Bcl-2 的表达

                  P53             Bcl-2
组别 n

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

癌变组 52 34        5        7        6   29      7       11      5

非癌变组 56 40       13        3        0   36     15       4       1

2.2 PCNA在不同转归胃组织间的表达  PCNA阳性着色

位于细胞核 呈棕黄色细颗粒状.癌变组PCNA  LI 高

于非癌变组 有显著性差异(t =5.261 P <0.01); PCNA在

癌变组阳性率为80.77 明显高于非癌变组的55.36 

有显著性差异(u =3.789 P <0.01) 发生癌变与PCNA

阳性强度也呈正相关(表2).

表2  PCNA在不同转归胃组织间的表达

     PCNA
组别 n PCNA LI

 - + ++ +++

癌变组 52 45.60 10.87a 10 15 11 16

非癌变组 56 34.07 11.63 25 19   9   3

aP <0.01 vs 非癌变组.

2.3 不同转归胃组织与多种基因共表达的关系  在52例癌

前病变中 46例有基因表达异常 且其中27例(51.9 )

出现两种或两种以上基因同时表达 而在非癌变组

出现两种或两种以上基因同时表达为14 例(25.0 )

有显著性差异(χ2=4.393 P <0.05 表 3).

表3  不同转归胃组织与多种基因共表达的关系

基因表达异常
组别       n 无基因表达异常(%)

          单基因       多基因        合计

癌变组     52       6 (11.5)            19 (36.5)      27 (51.9)a  46 (88.5)a

非癌变组  56     17 (30.4)            25 (44.6)      14 (25.0)   39 (69.6)

aP <0.05 vs 非癌变组.

3   讨论

正常人胃黏膜上皮组织更新较快 以细胞凋亡和增生

维持着细胞总数的平衡 倘若这一平衡失常 就有可能

导致许多疾病发生[9]. 细胞凋亡与细胞增生平衡的失调

在胃癌的发生 发展过程中起重要作用[3,6-8]. 细胞凋亡

受众多基因调控 其中最为重要的是Bcl-2 家族和

p53 这些基因的产物表达异常可促使细胞恶性增生

并阻止细胞凋亡. p53基因的主要生物学功能是监护细

胞基因的完整性 DNA受损时 p53基因编码产生的蛋

白积聚 复制终止 利于DNA修复 如修复失败 则

诱发细胞凋亡. p53基因的突变则丧失其功能 还具有

促进细胞恶性转化的功能 导致细胞恶性增生. 用免疫

组化法可检出P53蛋白的异常表达且与p53基因突变有

良好的相关性[10]. p53基因的突变常见于胃癌中 且

P53蛋白的异常表达与胃癌的进展及预后有关[11-15]. 在胃

癌前病变中也有异常表达 多数研究结果认为p53基因

突变于癌变后期才发生[3,16,17] 但也有人在肠化生阶段

检测到 p53基因突变 认为其属于胃癌变过程中的早

期事件[18,19]. 在胃癌的组织发生过程中 肠上皮化生和

异型增生均是胃癌发生 发展的一个重要阶段 而p53

基因异常可能在胃黏膜肠上皮化生 异型增生及其癌

变中起一定作用[20-23]. 本研究中 p53基因在癌变组和

非癌变组中的阳性表达率分别为34.6 和 28.5 在

癌变和未癌变之间无显著性差异 但在实验中发现

癌变组 p53表达强度明显高于未癌变组 差异有显著

sx ±
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性意义 提示 p53阳性表达强度与发生癌变有关.

         Bcl-2是目前公认的一种重要的调节细胞凋亡的基

因[24] 他的激活和过表达能抑制细胞正常的凋亡. Bcl-2

基因并不影响细胞的增生 而是通过抑制细胞凋亡而

延长细胞寿命 从而增加了肿瘤发生的机会并促进肿

瘤的发展. Bcl-2 表达与胃癌发生有关[25-30]. 本实验显

示 Bcl-2在癌变组和未癌变组中的阳性表达率分别为

44.2 和 35.7 在是否癌变之间无显著性差异 但

进一步分析仍显示其表达强度与发生癌变有关.

         肿瘤细胞的最基本特征是增生失控所致的持续不断

的增生. PCNA是一种核蛋白 几乎所有处于增生状态

的细胞核均有表达. 他是DNA合成酶 的辅助蛋白

为细胞合成DNA所必需 细胞动力学研究表明其表达

及合成与细胞增生周期有关 G1期PCNA逐渐增多 S

期达高峰 因此他能准确地反映细胞的生长速度和状

态. 在肿瘤的发生过程中 细胞增生活跃 处于增生

状态 其PCNA表达明显增强 且随着疾病的发展PCNA

LI也逐渐增加[31]. PCNA阳性细胞的多少与肿瘤发展

预后均有密切关系[32-35]. 本实验结果提示 以后发展为

胃癌的癌变组的PCNA LI 增高明显 与非癌变组相比

有显著性差异 且其与PCNA阳性强度相关. 说明胃癌

患者在不典型增生和肠化生阶段细胞增长迅速 增生

活性已明显升高.

       肿瘤的发生 发展是一个多阶段的过程 往往是

致病因素 多种癌基因或抑癌基因同时或先后协同作

用的结果[36,37]. 为此 我们也进一步研究了3种基因相

互之间出现阳性表达的相关性以及与胃癌发生的关系.

在癌变组 88.5 的病例有单一或多种基因表达异常

51.9 为两种或两种以上基因同时表达 与非癌变组相

比有显著性差异.说明一个癌基因的激活或者抑癌基因

的失活尚不足以引起细胞的恶性转化 而需要两个或

两个以上癌基因的激活或者抑癌基因的失活 甚至还

需要其他因素的参与才能促进肿瘤的形成.

        胃癌前病变的演变是一个多因素参与的过程. 胃癌

的发生涉及多种癌基因和抑癌基因的协同作用 且与

基因表达强度相关. 本实验中 非癌变组与癌变组同属

胃癌前病变 基础病变相同 虽截止到观察为止未发

生癌变 但仍不能排除以后恶变的可能 特别是那些基

因阳性表达程度强且(或)有多基因共表达者 需密切随

访 警惕恶变.
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摘要

目的: 根据一氧化碳(CO)中毒后出现筋膜间隙综合征的发病机制 探

索有效 可行的治疗方法.

方法: 在治疗原发病的基础上 结合临床表现给予制动 脱水 改

善微循环 抗炎等综合治疗.

结果: 本组14例经治疗后意识全部转清. 12 例肿胀肢体感觉和运动恢

复正常 2例出现痛觉 肾功能未完全恢复 运动功能未恢复出院而

失访. 9例张力性水泡全部治愈.

结论: 根据CO中毒后出现筋膜间隙综合征临床表现的不同给予制动

脱水 改善微循环 抗炎等综合治疗 是一种有效 可行的治疗方法.
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0   引言

筋膜间隙综合征系肢体创伤后在肢体特定的筋膜间隙内的进行性病

变 既有间隙内容物的增加 压力增高 致使间隙内容物主要是肌肉

与神经干发生进行性缺血性坏死. 筋膜间隙综合征是四肢急性创伤的严

重合并症之一. 在战时和平时均可见到 但CO中毒自体压伤所致的筋

膜间隙综合征并不多见 临床医生往往忽视其检查和治疗而导致严重

后果.我院收入的CO中毒伴筋膜间隙综合征患者14例 现报告如下:

1   材料和方法

1.1 材料 本组 14 例 男 9 例 女 5 例; 年龄 22-41 岁 平均 35 岁

受伤部位均为四肢 昏迷14例 尿便失禁13例 尿失禁1例 一侧上

下肢同时受累3例 单侧肢体受累11例 伴有张力性水泡9例. 临床

表现主要是畏寒 高热 受伤肢体剧痛 局部肿胀严重 皮肤苍白

发亮 紫绀 有大小不等的张力性水泡 触之湿冷 有异样紧张感.肢

体远端感觉障碍 运动麻痹 足背动脉搏动减弱或消失 伸屈伤肢时

受累肌群有剧烈疼痛. 实验室检查白细胞总数及中性粒细胞增高 重

者肾功能有改变 血钾增高.

1.2 方法 对 CO中毒伴有筋膜间隙综合征患者 在治疗原发病的基础

上 立即给予肢体制动 20 %甘露醇250 mL加 654-2 10 mg 快速静

滴 体外反搏治疗 同时应用抗生素抗感染 密切观察病情变化

做好手术准备 如病情不缓解 立即行筋膜切开减压. 病情较重者

注意保护肾功能 必要时给予血液透析治疗.纠正水和电解质平衡紊

乱. 有水泡者局部换药 抗炎治疗.

2   结果

本组14 例经治疗后意识全部转清.12 例肿胀肢体感觉和运动恢复正

常 2例出现痛觉 肾功能未完全恢复 运动功能未恢复出院而失访.

9 例张力性水泡全部治愈.

3  讨论

在CO中毒后 肢体可因固定体位而长时间受压 尤其昏迷患者 使

受压肢体静脉回流障碍 渗出增加 使筋膜间区内压增高 发展为筋膜

间区综合征.对多间区的肌肉丰富部位的筋膜间隙综合征不仅是局部表

现 还可出现全身反应 故应引起重视 我们报告的14例CO中毒患者

都因意识障碍 长期固定体位而造成肢体肿胀 剧烈疼痛 活动受限.

其中12例肢体制动 密切观察 临床症状无进展. 经过7-5 d的治疗 受

累肢体肿胀消失 感觉和运动完全恢复正常. 其余2例入院时发现一侧

上肢肿胀 但未引起重视 直到出现高血钾 急性肾功能衰竭才立即行

筋膜切开减张 部分肌肉已变黑.如再不行筋膜切开减张 大量肌肉将

坏疽. CO中毒的患者出现筋膜间隙综合征在临床上少见 1950年以来对

本病屡有报道 但仍不为医师普遍认识 内科医师往往注意CO中毒的

抢救而忽视对肢体的检查和治疗 延误了筋膜间隙综合征的诊断和治

疗. 所以 对 CO 中毒尤其是昏迷患者 应注意躯干及肢体的检查

如发现肢体肿胀 应密切观察 以早期诊断和治疗 如临床症状不缓解

立即行筋膜切开 充分减压 这对筋膜间区综合征的治疗和预后是非常

重要的.如果肌肉 神经缺血时间过长 则会发生永久性功能丧失. 应在

不同的阶段采取不同的治疗措施 以综合治疗为主.

      我们报告的14个病例中有9例出现张力性水泡.我们认为 在CO

中毒时机体高度缺氧 导致有氧代谢减少 无氧酵解增加 酸性代谢

产物增多 致使毛细血管扩张 通透性增强 浆液渗出增多.可能为CO

中毒伴张力性水泡的发病机制.
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Abstract
AIM: To study the mechanism of tetrandrine (TTD) on pro-
liferation and apoptosis of hepatic cell carcinoma (HCC)
cell line.

METHODS: MTT colorimetry was used to evaluate the in-
fluence of TTD on proliferation of cells. Flow cytometry
was used to test reactive oxygen species (ROS) levels in
cells. Electrophoresis in 1.5 % agarose gels was used to
assess the DNA laddering.

RESULTS: Proliferation rate of HCC cell line stimulated by
10 and 20 µmol/L TTD at 24 h, 48 h, and 72 h was 90.1±1.0 %,
77.5±2.0 %, 70.2±2.9 % and 56.6±1.6 %, 61.6±2.0 % and
47.2±1.9 %, respectively (F =40.025, P <0.001). O2

-
  and

H2O2. generated by HCC cell lines incubated with 0, 10 and
20 µmol/L TTD for 2 hours were 35 and 24.5 %, 36.6 and
40.5 %, 63.2 and 84.6 %, respectively. Typical DNA ladder
was observed after the cell line was incubated in 20 µmol/L
TTD for 48 hours.

CONCLUSION: TTD can induce the apoptosis of ROS of
hepatic cell carcinoma cell line by generation of ROS in a
dose dependent manner.

Jing XB, Li T, Yang QH, Guo GH, Hu H, Chen SZ. Inhibitory mechanism
on proliferation of hepatocellular carcinoma cell line by tetrandrine.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1223-1226

摘要

目的: 研究汉防己甲素(tetrandrine  TTD)对肝癌细胞的作

用及其机制.

方法: 采用MTT比色法观察了TTD对肝癌细胞增生的影响;

采用流式细胞仪法观察了TTD对肝癌细胞内活性氧的影

响; 采用琼脂凝胶电泳法观察了DNA片断化的梯形条带.

结果: 10 and 20 µmol/L TTD 作用于肝癌细胞系24  48
72 h 后其增生率分别为90.1 1.0 % and 77.5 2.0 %

70.2 2.9 % and 56.6 1.6 %  61.6 2.0 % and 47.2

1.9 % (F =40.025 P <0.001); 0 10 和 20 µmol/L TTD
作用于肝癌细胞系2 h后O2- 为35 % 36.6 % 63.2 %;

H2 O2.为 24.5 % 40.5 % 84.6 %. 48 h后 20 µmol/L TTD
组肝癌细胞出现典型的凋亡表现.

结论: TTD能够通过诱导肝癌细胞内活性氧的产生 而引

起细胞凋亡 呈明显的剂量依赖性.

荆绪斌, 李涛, 杨绮华, 郭光华, 胡辉, 陈素钻. 汉防己甲素抑制肝癌细胞增生
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0   引言

原发性肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一 [1-9] 发病率在

恶性肿瘤中居第二位. 因为起病隐匿 病情发展迅速

临床诊断时多为中晚期 化学治疗仍是重要的治疗手

段之一  许多化疗药物如 5-FU 阿霉素 顺铂

长春新碱等通过细胞凋亡的途径杀死肿瘤细胞[10-25]

但其毒副作用及多药耐药限制了其临床应用.恶性肿瘤

细胞凋亡的研究不仅对认识肿瘤的发病机制有积极意

义 而且在肿瘤治疗及预后方面具有重要意义. 汉防

己甲素(tetrandrine  TTD)是传统中药汉防己中的主要

成分 近年研究证实 其具有抑制肿瘤细胞增生的作

用[26-31]. 我们探讨了TTD对肝癌细胞作用的可能机制

为防治肝癌探索新的途径.

1   材料和方法

1.1 材料  汉防己甲素和噻唑蓝(MTT)购于 Sigma公司;

DMEM培养基购于Gibco公司; 核酸抽提试剂盒购于日

本Sepa Gene公司; 2 7 -dichlorofluorescein diacetate

(DCFH-DA)和 Dihydroethidium (HE)分子探针 购于

Egene OR公司. 人的肝癌细胞系Mahlavu 被培养在含

100 mL/L的胎牛血清(FCS; Gibco)  100  kU/L 青霉素

(Gibco) 和100 mg/L 链霉素(Gibco)的DMEM培养液中; 培

养条件为37 50 mL/L CO2 / 950 mL/L 空气.
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1.2 方法  培养细胞长满单层后 用胰蛋白酶消化并混

悬于含100 mL/L FCS 的DMEM培养液中 调整细胞

数为2 10  7/L 以每孔100 µL 加入96 孔培养板中
置于37 50 mL/L CO2 / 950 mL/L 空气的培养箱

24 h 后加入不同浓度的TTD 并设对照组加入等量

DMEM(每组设5个复孔) 继续分别孵育24 48 72 h

后 加入2 g/ L 的MTT溶液50 µL 振荡后继续培养
4 h 于每孔内加入DMSO 200 µL 使形成的甲月赞
Formazan 充分溶解 用酶标仪(NJ-2300 Japan)双波

长测定其A值 测定波长为570 nm  参考波长为630 nm.

酶标仪所示A值为570减去630 nm 以消除非特异性

光吸收效应A值换算成细胞增生率: 实验组A值 /对照

组 A值 100 % [24]. HE 是一个特异性的O2- 染料[33];

DCFH-DA常用于检测细胞内H2 O2[34] . HE和DCFH-DA

溶解于DMSO 用PBS稀释成5 µmol/L备用. 细胞被接
种在6 孔培养板中 生长至90 % 融合时 加入不同

浓度的TTD 1 h 后细胞被胰蛋白酶消化 PBS 洗涤

2次 用流式细胞仪(becton dickinson san jose CA)

检测细胞荧光强度. 在检测30 min前分别加入5 µmol/L
的HE和DCFH-DA. 激发波长488 nm 发射波长530 nm.

将细胞数调整为2 10 9/L 接种到100 mm培养板中

生长至90 %融合时 加入不同浓度的TTD 48 h 后

贴壁和黏附细胞被收集 采用硫氰酸胍酸 /酚 /氯仿法

抽提核酸 按说明书进行.抽提的DNA 被悬浮在70 mL/L

乙醇中 于-20  过夜后 高速离心2 500 g 5 min

除去乙醇 再悬浮DNA于含RNA酶(Rnase 100 mg/L

Sigma)的 Tris/EDTA缓冲液30 µl  37  2 h 孵育后
使用15 g/L 凝胶电泳 1 h后在紫外灯下观察细胞凋

亡的DNA梯形条带.

2   结果

经 TTD 处理的肝癌细胞 在 24 48 72 h 后 其

抑制效应与TTD剂量有良好的相关关系(图 1). 与对照

组(图2A)比较 TTD10 µmol/L组(图 2B)和 20 µmol/L组
(图 2C) O2- 和H2 O2阳性细胞百分比增加 20 µmol/L组
增加明显. TTD处理的肝癌细胞 20 µmol/L组 48 h后引
起了DNA片断化 出现了典型的梯形条带(图 3) 这

是细胞凋亡的晚期表现.

图1  采用MTT比色法观察了TTD对肝癌细胞增生的影响, 从 5组实
验数据中可知TTD对Mahlavu 增生抑制呈时间和剂量依赖关系.

图 2  用HE和DCFH-DA染色检测细胞内O2- , H2O2 . 细胞被接种在6
孔培养板中, 生长至90 %融合时, 加入不同浓度的TTD作用2 h, (a为对
照, b为10 µmol/L, c为20 µmol/L), PBS洗涤2次, 用流式细胞仪检测细
胞荧光强度, 在检测30 min前分别加入5 µmol/L的HE和DCFH-DA.
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图3  TTD处理的肝癌细胞48h后引起了DNA片断化 在15g/L凝胶
电泳中出现了典型的梯形条带 M 为100 单位碱基对标记组 带1
为对照组 带2 3为 TTD ( 10 mol/L and 20 mol/L)处理组

3   讨论

细胞凋亡是真核生物细胞最基本的生命过程之一 肿

瘤生长是由于异常的细胞分裂和凋亡的失衡 肿瘤诱

导分化中的细胞凋亡 肿瘤治疗中的细胞凋亡 肿瘤浸

润中的细胞凋亡是近年研究的热点[24, 25]. TTD对艾氏腹

水癌细胞 小鼠淋巴细胞白血病细胞 小鼠肉瘤细胞

Burkitt 淋巴瘤细胞等增生具有抑制作用[35] 其对肝癌

细胞的作用及机制 尚未见报道. 我们发现 TTD呈明

显的剂量依赖性抑制肝癌细胞的增生 引起肝癌细胞

DNA片断化 提示TTD可以诱导肝癌细胞的调亡 从

而抑制肝癌细胞的生长 增生. ROS是指氧的某些代谢

产物和一些反应的含氧产物 其中含O 2- O OH

H2O2等. 生理状态下 机体产生的自由基与抗氧化防

御系统处于相对平衡; 在各种病理因子作用下 机体产

生大量自由基 或机体抗氧化防御系统受到破坏 造成

细胞结构和功能的破坏 诱导细胞调亡的发生[34]. ROS

可能通过引起细胞脂质过氧化 损伤DNA分子或调节

细胞凋亡相关基因而诱导凋亡[35]. TTD作用于肝癌细胞

后 在 2 h 内 迅速引起细胞内ROS 的增加 48 h

后 20 µmol/L TTD组出现DNA片断化 具有典型的梯
形条带; 10 µmol/L TTD组未见明显梯形条带变化 具
有明显的量效关系 提示TTD可能通过干扰细胞线粒

体的功能而产生活性氧 进一步诱导肝癌细胞凋亡.

       总之 本研究提示 TTD能够通过诱导细胞内活

性氧的产生 而引起细胞凋亡 为临床应用TTD治疗

肝细胞肝癌提供了理论依据 也为进一步寻找更有效

的治疗药物提供了新的思路.

致谢: 感谢日本兵库医科大学第三内科波田寿一教授

上木升先生的指导.
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Abstract
AIM: To study the relationship between histopathology and
the surface microstructure of colorectal polyps detected
by the chromo-magnifying endoscopy with methylene blue.

METHODS: After 5 g/L methylene blue solution was
sprayed to the surface of colorectal polyps, the normal
mucosa and polypoid lesions were observed with the mag-
nifying electronic colonoscope. The pit pattern of colorectal
mucosa and polypoid lesion were recorded according to
Kudo’ s criteria. Then the polyps biopsy specimen or
resected samples were sent for histopathologic evaluation.

RESULTS: By conventional colonoscopy, 67 patients had
180 visible polypoid lesions, another 90 lesions with a size
of 1-3 mm were discovered by chromoendoscopy with
methylene blue. The detection rate of adenomatous lesion
can be raised obviously by chromomagnifying endoscopy
(χ2 =88.01, P <0.001). The pit pattern of 270 polypoid lesions
were classified into six categories. Two adenomas were
type II (0.7 %); 203 polypoid lesions are type IIIs (75.2 %),
49 adenomas (18.1 %) showed type IIIL, low or moderate
grade dysplasia were found in 7 cases; 11 adenomas dis-
played type IV (4.1 %), low grade dysplasia were found in
2 and 1 (9.1 %) mucosal carcinoma was discovered; 5
lesions showed type Vn (1.9 %), in which one was found
moderate grade dyplasia, 2 (40 %) mucosal carcinomas
were discovered. Each polyp was resected for histopathologic
evaluation.

CONCLUSION: After the methylene blue was sprayed, type
I pit pattern of normal mucosa can be observed clearly by
the magnifying colonoscope, which consists of roundish
pit, with a regular distribution. The agreement rate of the
pit patterns of the adenomatous lesion under magnifying
colonoscope and histological findings was 96.7 %. Magni-
fying colonoscope can improve the detection rate of
adenomatous lesions and can confirm that there is no tumor
tissue left.

Su L, Pan HZ, Weng JB, Xu YH, Chen F, Hong MY. Relationship
between histopathology and surface microstructure of colorectal polyps
under chromo-magnifying endoscope with methylene blue. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1227-1229

摘要

目的: 研究美蓝染色后用放大电子结肠镜观察结肠息肉的微

细结构类型与组织病理学的关系.

方法: 使用0.5 %美蓝对电子结肠镜检查到有息肉的部位进

行息肉及邻近的黏膜进行染色 然后用放大电子结肠镜观

察. 按Kudo s标准记录正常结肠黏膜和息肉 然后行活

检或息肉电切术 以便组织病理学评价.

结果: 本组共 67 人 普通电子结肠镜检查发现息肉180

颗 经美蓝染色后又发现了1-3 mm 大小的息肉90 颗

共计270颗息肉.  放大结肠镜可明显提高腺瘤性病变的检

出率 P <0.001. 270 颗病变的隐窝类型分为6种 呈 II

型者2颗(0.7 %);  IIIS型203颗(75.2 %);  IIIL 型49颗(18.1 %)

其中伴有轻 中度非典型增生者7颗;  IV型11颗(4.1 %)

伴有轻度非典型增生者2颗 黏膜癌1颗(9.1 %) Vn共

5颗(1.9 %) 伴有中度非典型增生者1颗 黏膜癌2颗

(40 %). 本组息肉均进行了电切术.

结论: 美蓝染色后用放大电子结肠镜可清晰地观察到结肠隐

窝 其大小一致 呈圆形或椭圆形; 诊断为腺瘤性息肉与病

理组织学的符合率为96.7 % 可明显提高息肉的检出率

并可鉴别电切息肉术后残留的基底部是否残留腺瘤组织或

癌灶.

苏鲁, 潘洪珍, 翁敬飚, 徐艺华, 陈芳, 洪梅燕. 美蓝染色放大电子结肠镜观察

结肠息肉与组织病理学的关系. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1227-1229

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1227.asp

0   引言

结肠镜的广泛使用 使得早期结直肠癌的检出率明显

提高[1-6]. 研究表明早期癌多由腺瘤性息肉转变而来[7, 8]. 因
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此 如何发现小的腺瘤性息肉病变和及早发现癌变的

腺瘤是提高早期癌检出率和治愈率的关键. 现报告我们使

用放大电子结肠镜进行腺瘤性息肉检查及治疗的结果.

1   材料和方法

1.1 材料  经电子结肠镜确诊为结直肠息肉67例. 男 48

例 女 19 例 年龄 3-81 平均 54±17 岁. 放大电子
结肠镜为日本富士能EC-450ZH型. 染色液为5 g/L美蓝

溶液 新鲜配制后使用.

1.2 方法  经电子结肠镜检查发现某段结直肠有息肉时

用喷洒管喷洒5 g/L美蓝溶液5-10 ml 于息肉表面及

其环周肠腔约10-20 cm长范围. 3 min后进行放大电子

结肠镜观察息肉的微细结构 按  Kudo s[9]方法分型.

记录息肉部位 大小 肉眼分型. 对于 3 mm 的息

肉行活检病理学检查. 对于>3  mm的息肉待3-7 d后行

息肉电切术 取出标本全瘤做切片. 对于肉眼观察为山

田 III 型或 IV型的息肉 在电切前仔细观察息肉头部

及颈部微细结构有无差别 电切时应切掉属于腺瘤部

分的组织 而留下染料为正常黏膜的部分. 对于腺瘤性

息肉合并轻-重度非典型增生者 在电切术后1-3  mo

复查结肠镜并用美蓝染色观察. 特别是电切息肉后的基

底部 观察染色是否为正常黏膜.

2   结果

本组67例中单发息肉26例 多发41例 3例合并有

结肠癌. 普通电子结肠镜发现息肉180颗 经美蓝染色

后用放大电子结肠镜检查又发现了1-3 mm大小的息肉

90颗 共计 270 颗. 美蓝染色后放大电子结肠镜检查

明显提高了息肉的检出率(P <0.001 χ2 =88.01)[10]. 息肉
位于直肠31.1 % ; 乙状结肠24.4 % ;  降结肠11.5 % ; 横

结肠24.8 % ; 升结肠7.5 % ; 盲肠0.7 %. 肉眼观察为山田

I型息肉68.9 %; 山田 II 型息肉18.1 %; 山田 III型息肉

7.8 % ; 山田 IV型息肉5.2 %. 正常黏膜染色后用放大电

子结肠镜观察隐窝开口呈均匀一致分布的圆形或类圆

形结构(图1). 呈 II型(图 2)者 2颗(0.7 %); IIIS型(图3)者

203颗(75.2 %);  IIIL型(图4)者 49颗(18.1 %); IV型(图 5)

者 11颗(4.1 %); Vn型(图 6)共 5颗(1.9 %) 美蓝染色后

电子放大结肠镜观察与组织病理学关系详见表1. 腺瘤

图1  I 型: 正常结肠黏膜美蓝染色后可见隐窝呈圆形 分布规则 大小一致.  图 2  II 型:染色后放大结肠镜观察见相对大的洋葱样隐窝.
图3  IIIS型:染色后放大结肠镜观察见小于正常黏膜的管状或类圆形隐窝.  图 4  IIIL型:染色后放大结肠镜观察见大于正常黏膜的管状或类圆形隐窝.
图5  IV 型:染色后放大结 肠镜观察见脑回状隐窝.  图 6  VN型:染色后放大结肠镜观察见无结构型或类型不清隐窝.
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性息肉大小与非典型增生及癌变的关系见表2. 13例腺

瘤性息肉并非典型增生及癌变者 于内镜电切术后1-

3 mo行息肉残端染色放大电子结肠镜观察 结果仅1

例原为30 mm的息肉并中度非典型增生者 其残端尚

存10 mm大的腺瘤组织. 再次电切术 术后未见再发.

其余患者病变残端均平坦 美蓝染色后未见异常.

表1  放大分型与组织病理学关系

放大     非瘤      腺瘤性           低度                     中度             黏膜癌
分型      n          息肉 n       非典型增生 n       非典型增生 n        n

II     2

IIIS 7 196

IIIL                      42 5 2

IV    8 2 1

Vn 1              1 1 2

表2  腺瘤性息肉大小与非典型增生及癌变的关系 n(%)

息肉最大径 非瘤   腺瘤     轻非典 中非典         癌变

2 mm      1 (1.1)   89 (88.9)

3 mm-              3 (2.6)   116 (96.6)          1 (0.8)

6 mm- 2 (5.0)     35 (87.5)     3 (7.5)

10 mm-    5 (71.4)    2 (28.6)

20 mm- 1 (9.1)       5 (45.5)    2 (18.2) 2 (18.2)          1 (9.1)

30 mm-            1 (33.3) 1 (33.3)        1 (33.3)

3  讨论

近来使用高分辨的电子结肠镜已使鉴别腺瘤性息肉成

为可能[11]或将0.35 g/L 靛蓝液加压喷洒到结肠息肉表

面 观察其渗血与否来判断是否为腺瘤[12] 其敏感性

为92 % 大于普通结肠镜. 使用染色剂染色后再用放

大结肠镜进行观察结肠黏膜隐窝形态对确定腺瘤性息肉

更具有指导性意义[13]. 靛蓝胭脂染色是一种色素对比

法 他可显示出黏膜微细的凹凸变性 再用放大结肠镜

观察 可较准确地预测腺瘤性息肉[14-19] 有无癌变[20,21]

以及确定早期结肠癌浸润的深度 对于制定治疗方法

的选择也有指导意义. 美蓝染色剂是一种可吸收色素

而腺管开口不染色 这样可清楚显示腺管开口形态 根

据其形态变化帮助鉴别病灶的性质. 我们介绍的美蓝染

色并经放大结肠镜观察后见正常结肠黏膜隐窝呈一致

类圆形开口 其他染色后类型也清晰地表现出来 并且

与组织学病理的结果相当一致. 我们检查的腺瘤性息肉

中 IIIS型占75.2 %; IIIL型占18.1 % 其中伴有轻中度

非典型增生者占14.3 % (7/49); IV 型占4.1 % 其中伴

有非典型增生18.2 % 早期癌占9.1 %; VN型占1.9 %

其中伴有中度非典型增生占20 % 早期癌占40 %. 此

结果与既往的报告类似. 即随着染色类型从III至V型

则早期癌的检出率逐渐增多. 由于染色放大观察对癌变

的腺瘤有较易识别的特性 因此 也可用于多发息肉

特别是息肉病患者检查癌变息肉提供准确的方法. 染色

后用放大结肠镜确定腺癌性息肉的准确率达到96.7 %

说明在进行病理检查前可预测其组织学类型. 对于发现

癌变的腺瘤也有较高的价值. 由于我国腺瘤性息肉癌变

的组织病理学诊断标准与日本相比存在较大差异. 因

此 早期癌的检出率低于日本文献报告的结果. 这也是

今后进一步深入研究的方向. 本结果显示经美蓝染色放

大电子结肠镜检查后明显提高了<3 mm的腺瘤性息肉的

检出率 这对于发现小的腺瘤并及早治疗起到了关键

的作用.
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Abstract
AIM: To investigate the mechanism of gastrointestinal dys-
function in patients with liver cirrhosis (LC) by determining
the plasma levels of motilin (MTL), cholecystokinin (CCK)
and somatostatin (SS) and gastric electrical activity.

METHODS: Plasma levels of MTL, CCK and SS were de-
termined with radioimmunoassay in 38 LC patients and 30
healthy volunteers. Gastric electrical activities in all the 68
subjects were observed with the electrogastrograph (3
CPM, USA) before and after water load tests. The indexes
of the gastric electrical activities included the percentage
of frequency, the main frequency, the ratio of power of
postprandial to preprandial, and the frequency spectrum
analysis.

RESULTS: Compared with those in the control group, the levels
of MTL and CCK in LC patients were increased (287±81 ng/L.
3.3±1.4 ng/L vs 131±27 ng/L. 1.1±0.5 ng/L. P <0.01, t =11.150,
n =38; P <0.01, t =9.146, n =38). There was a significant
difference between the levels of MTL and CCK with different
liver functions (P <0.05, F =87.570; P <0.05, F =47.506).
The levels of MTL and CCK tended to increase with the
liver function from Child-Pugh A to B to C. The levels of SS
in LC patients with Child-Pugh B and C liver function were
increased, which showed a significant difference compared

with those in the control groups (67±10 ng/L vs 28±13 ng/L.
P <0.01, t =7.652, n =16; P <0.01, t =9.428, n =12). But
the levels of SS in the patients with Child-Pugh A were not
apparently increased. At the same time, the degree of
disorder of gastric electrical activity in the patients with
Child-Pugh B and C  of liver function was higher than that
in the control group (P <0.01, t = -8.088, n =16; P <0.01,
t =7.697, n =16; P <0.01, t = -10.178, n =12; P <0.01,
t = 9. 817, n =12). The main frequency (P <0.01, t = -7.575,
n =16; P <0.01, t = -11.623, n =12) and the ratio of post-
prandial power to preprandial power (P <0.01. t = -3.987,
n =16; P <0.01. t = -4.330, n =12) in patients with Child-
Pugh B and C of liver function were lower than that in the
control group

CONCLUSION: The percentage of disorder of gastric elec-
trical activity in LC patients is increased compared with
that in healthy volunteers. The variation of the levels of
gastrointestinal hormone is one of the important causes
of gastrointestinal dysfunction in patients with liver cirrhosis.

Zhang R, Wen QS, Huang YX, Zhao HF, Tian L. Plasma levels of
motilin, cholecystokinin and somatostatin and gastric electrical activity
in patients with liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11
(8):1230-1233

摘要

目的: 通过测定肝硬化患者血浆胃动素(MTL) 胆囊收缩

素(CCK) 生长抑素(SS)及其胃电的变化 探讨肝硬化患

者胃肠功能障碍的主要机制.

方法: 应用放免法分别测定38例肝硬化患者和30名健康志

愿者空腹血浆MTL CCK及 SS4 浓度. 采用美国3CPM

胃电图仪观察所有入选者水负荷试验前后胃肌电活动情况

观察指标包括频率百分比 主频 餐后和餐前功率比以及

运行性频谱分析.

结果: 肝硬化患者MTL CCK水平较对照组明显升高(287

81 ng/L 3.3 1.4 ng/L vs 131 27 ng/L 1.1 0.5 ng/L;

P <0.01 t =11.150 n =38; P <0.01 t =9.146 n =38)

且不同肝功能状态时MTL CCK水平之间差异显著(P  <0.05

F =87.570; P <0.05 F =47.506) 呈现Child-Pugh C级>

B级>A级的趋势. 血浆SS水平在Child-Pugh B级和C级

患者明显升高 与对照组差异显著(67 10 ng/L vs  28

13 ng/L; P<0.01 t =7.652 n =16; P <0.01 t =9.428

n =12) 而在 Child-Pugh A 级患者升高不明显. 同时

Child-Pugh B级 C级患者胃电节律紊乱率明显高于对照

组(P <0.01 t = -8.088 n =16; P <0.01 t =7.697 n =16;



P <0.01 t = -10.178 n =12; P <0.01 t = 9.817 n =12)

主频(P <0.01 t = -7.575 n =16; P <0.01 t =-11.623

n =12) 餐后和餐前功率比(P <0.01 t = -3.987 n =16;

P <0.01 t = -4.330 n =12)低于对照组 差异显著.

结论:  肝硬化患者胃电节律紊乱百分比较正常人明显升高.

胃肠激素的变化是肝硬化患者胃运动功能障碍的重要原因

之一.

张蓉, 闻勤生, 黄裕新, 赵海峰, 田力. 肝硬化患者血浆胃动素 胆囊收缩素

生长抑素及其胃电的改变. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1230-1233

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1230.asp

0   引言

胃肠激素主要分布在消化系统和中枢系统 有着很广

泛的生物活性. 作为全身最大脏器的肝脏 不仅是多种

胃肠激素的靶器官 还是灭活降解许多胃肠激素的主

要场所. 胃肠激素与肝纤维化和肝硬化的关系早在20 a

前就有学者开始关注 尤以MTL 血管活性肽(VIP)

SS及促胃液素 /促胆囊收缩素族等的研究较多. 胃电图

是利用腹部体表电极记录胃肌电活动的电信号 通过

对胃电幅值 频率百分比 主频及运行性频谱分析的研

究以了解胃运动的情况. 我们测定了肝硬化患者和健康

对照组空腹血浆MTL CCK 及 SS 水平 同时进行餐

前 餐后胃电描记 旨在结合胃肠激素和胃电的变化

趋势更加合理的解释肝硬化患者胃运动异常的一些临

床表现 为临床诊治提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  肝硬化组患者 38 例 男 30 例 女 8 例

年龄31-70(平均 45.5)岁 诊断符合2000 年西安第10

次全国病毒性肝炎与肝病学术会议的标准. 其中肝炎后

肝硬化34例 酒精性肝硬化4例. 按肝功能Child-Pugh

分级 A 级 10 例 B 级 16 例 C 级 12 例 主要临床

表现为纳差 腹胀 嗳气 上腹疼痛 恶心等症状.

无上消化道大出血 肝性脑病 肝性肾病及恶性肿

瘤 观察前1wk内未使用过抑酸剂和促胃肠道动力药

物. 正常对照组 30 例 男 18 例 女 12 例 平均年

龄38.5岁 均为1 a内无任何消化系统症状的志愿者

肝功能及血清各型肝炎病毒标志物检测为阴性.

1.2 方法  所有入选人员均予清晨空腹抽血测定MTL

CCK及 SS浓度 检测方法采用放射免疫分析法. 检测

试剂盒由海军放免中心提供 具体操作过程严格按说

明书由同一操作者进行. 采用美国3CPM 公司胃电图

(EGG)仪进行胃电检测. 入选者禁食一夜后 于EGG记

录开始2 h前摄入苹果汁120 ml 和面包2片(总热量为

837.36 kJ) 然后再禁食2 h. 进行EGG记录前应按操作

说明正确放置各个电极和连接胸带 以提高胃电信号

的信噪比. 受试者置于安静环境 避免说话 咳嗽及

肢体的移动. 记录大约15 min 的餐前胃电活动 采用

水负荷试验(受试者喝水至感觉胃饱)刺激胃肌电活动

并记录30 min餐后胃电活动. 3CPM胃电图仪电脑分析

系统自动打印出相关检测资料: (1)EGG信号4种频率的

百分比: 过缓(1.0-2.5次 /min) 正常(2.5-3.75次 /min)

过速(3.75-10.0次/min)及十二指肠肌电-呼吸频段(10.0-

15.0次 /min); (2)运行性频谱分析; (3)某一频率段餐后和

餐前功率比 主频及平均功率等.

        统计学处理  数据以 sx ± 表示 两组间比较采用独
立样本的 t检验 多组间比较用单因素方差分析. 采用

SPSS10.0统计包进行数据处理.

2   结果

2.1 血浆MTL CCK及SS浓度的变化  肝硬化患者空腹

血浆MTL CCK浓度明显高于对照组(P <0.01 t =11.150

n =38; P <0.01 t =9.146 n =38). 随着肝功能的进行

性减退MTL 和 CCK 水平呈增加趋势 且不同肝功能

状态下二者浓度水平之间也存在显著差异(P <0.05

F =87.570; P <0.05 F =47.506) 即 Child-Pugh C级>

B级>A级. 血浆 SS水平在Child-Pugh B C级患者明

显升高 与对照组比较差异显著(P <0.01 t =7.652

n =16; P <0.01 t =9.428 n =12) 而在 Child-Pugh

A级患者升高不明显(表1).

表1   肝硬化患者血浆MTL, CCK及SS浓度变化 ( sx ± , ng/L)

分组          n           MTL         CCK           SS

Child-Pugh A级       10       204 22b     2.4 1.0b       30 9

Child-Pugh B级       16       285 56bd     3.2 1.0bc       58 12bd

Child-Pugh C级       12       359 74b     4.4 1.3b       67 10b

对照组       30       131 27     1.1 0.5       28 13

bP <0.01 vs对照组; cP <0.05, dP <0.01 vs A, C级.

表2  肝硬化患者胃电各指标变化( sx± )

   餐前 餐后
分组 n 餐后 / 餐前功率

正常(%) 过缓(%) 过速(%) 主频      正常(%) 过缓(%) 过速(%)  主频

A 10         54. 5±11.3 32.1±9.0 10.0±7.8         2.9±0.6     58.8±14.2 27.4±8.5           10.2±8.6 2.8±0.5 4.9±3.8

B 16 36.5±5.4b 49.3±9.2b 10.9±7.3         2.0±0.5 b     33.9±9.9b 52.3±13.6b 9.9±9.2 1.9±0.4b 0.9±0.8b

C 12 29.8±10.5b 56.8±32.7b   9.9±9.8         1.5±0.4b     20.4±13.2b 56.8±10.1b         19.6±4.9b 1.4±0.3b 0.5±0.5b

D 30 56.8±12.8 30.3±11.1 10.4±3.2         3.1±0.4     61.8±11.3 25.1±12.3 9.9±6.4 3.0±0.4 5.3±6.5

bP <0.01 vs D (对照组).
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2.2 胃电变化  肝硬化患者餐前 餐后正常胃电节律百

分比降低 胃动过缓节律百分比增加. 其中Child-Pugh

B C级患者二者的变化与对照组比较差异显著(P <0.01

t =-8.088 n =16; P <0.01 t =7.697 n =16; P <0.01

t =-10.178 n =12; P <0.01 t =9. 817 n =12). 而

Child-Pugh A级患者的变化不显著. Child-Pugh C级患

者餐后胃动过速百分比增加 与对照组比较差异显著

(P <0.01). Child-Pugh B C级患者餐前 餐后的主频

均低于对照组(P <0.01 t =-7.575 n =16; P <0.01

t =-11.623 n =12) 餐后和餐前功率比下降 与对照

组比较差异显著(P <0.01 t =-3.987 n =16; P <0.01

t =-4.330 n =12表 2).

3   讨论

肝硬化患者存在消化功能的减退及胃动力障碍 表现

为上腹饱胀 嗳气 恶心及呕吐等症状[1-3]. 大多数研

究表明 肝硬化患者存在餐后胃窦动力异常 胃固体和

液体排空延迟[4]. 由于已知消化道的正常胃肌电活动受肌

肉特性 神经及胃肠激素等多种因素调节 因此许多学

者在观察到肝硬化患者胃动力异常的同时研究了多种

胃肠激素的变化 发现肝硬化时血浆中多种肽类激素浓

度均升高[5, 6]. 我们测定了肝硬化患者血浆MTL CCK及

SS浓度较对照组升高 与多数文献报道一致. MTL是消

化间期的调节激素 诱发MMC 相胃的强烈收缩和小

肠分节运动 在胃肠道起着 清道夫 的作用 同时促

进胃窦 幽门 小肠和胆道运动的协调性[7-10]. 肝硬化时

由于肝脏灭活能力和肾脏排泄功能下降 侧枝循环的

作用以及因胃肠道瘀血水肿 消化间期胃肠动力减低

胃动素反馈性分泌增加而使血浆MTL升高. 但高浓度

MTL并未发挥正常的生理功能 推测与胃肠壁上MTL

受体减少 对MTL敏感性降低有关[11]. CCK对胃运动调

节有生理性意义 有文献报道: 生理浓度的CCK对餐

后胃运动有抑制作用 从而延缓胃排空[12, 13]. SS对胃肠

道内分泌 外分泌 小肠的吸收和运动具有广泛作用

对多种胃肠道激素分泌具有抑制作用 他能抑制MTL

的释放 使MTL刺激胃内固体食物排空受影响从而抑

制胃排空[14, 15]. 肝硬化时CCK及SS浓度升高 其升高

的原因也与激素灭活减少 侧枝循环作用等有关[5, 6, 16].

在本实验中Child A级患者血浆SS水平升高不明显 推

测是与样本较小有关系. 研究表明 胃排空的动力是胃

的收缩活动 胃十二指肠连接部的协调运动是胃排空

的生理基础. 正常胃电节律的破坏不仅影响胃的收缩

而且影响胃肠道不同部位收缩在时间和空间上的协调

性 从而导致胃排空延迟. EGG是检测胃肌电活动的一

种体表非创伤性方法 他能反映胃肌电活动的节律和

振幅变化. EGG的主频可反映胃的慢波频率 决定着胃

的最大收缩频率 餐前餐后振幅的相对变化与胃的收

缩有关 而餐后餐前功率比反映是餐后的胃动力. 所以

正常的胃电节律与正常胃动力有关 胃电节律紊乱与

胃动力障碍有较好的相关性 甚至可作为胃排空的一

项有用的间接预测指标[17-23]. 本实验显示肝硬化患者胃电

节律紊乱百分比较正常人高 且肝功能愈差的患者 其

胃电节律紊乱发生率愈高. 我们观察到随着肝硬化患者

胃动过缓百分比的增加 其主频多介于1-2.5 cpm 而

餐后餐前功率比较对照组明显减少 提示肝硬化患者

尤以Child B C级患者餐后胃排空能力明显下降 这

与大多数文献报道一致. 肝硬化患者胃电节律紊乱发生

的机制[24-31]: (1)肝功能受损后胆红素排泄障碍 各类激

素灭活减少; (2)门脉高压导致胃肠道长期淤血缺氧 胃

肠道平滑肌间神经元功能受阻 直接影响神经递质的

传递; (3)肝硬化内毒素血症 血清中NO浓度升高导致

胃排空延缓; (4)肝硬化患者易发生水 电解质紊乱从而

影响胃肠道平滑肌的电生理特性也是原因之一.
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Abstract
AIM: To understand the time cluster regularity of the patients
first caught by irritable bowel syndrome(IBS), and provide
clue for further research on etiologic agents.

METHODS: According to diagnostic criteria of Rome II,
402 cases of IBS were investigated by questionnaire, and
the onset month was analyzed with circular distribution.

RESULTS: The longest course of IBS was 54 years, and
the average course was 7.62 years. There was no difference
between males and females in course distribution (χ2=2.35,
P >0.05). IBS is a seasonal disease with high occurrences
in spring (Z =31.78, P <0.01). Males had high occurrences in
March (Z=18.37, P <0.01), however females in April (Z =16.55,
P <0.01). There was a significant difference between male
and female in the onset month. In IBS patients, diarrhea
predominance accounted for 36.6 %, and constipation pre-
dominance 18.4 %, and others 45.0 %. There was a sig-
nificant difference in predominance between males and
females (χ2=7.77, P <0.05). Abdominal pain was the most
common symptom.

CONCLUSION: IBS has seasonal occurrence, so season is
probably one of the influential factors of IBS.

Xu XX, Li DG, Song GH, Zhou HQ, Liu QH. Time cluster and symptom
character of 402 outpatients with irritable bowel syndrome. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1234-1236

摘要

目的: 了解肠易激综合征(irritable bowel syndrome IBS)

患者首次发病时间分布规律 为IBS进一步的病因研究提

供线索.

方法: 对消化专科门诊就诊的符合罗马 诊断标准的IBS患者

402例进行问卷调查. 对首次发病月份采用圆分布资料分析.

结果: IBS患者的最长病程达54 a 平均病程7.62 a 男

女患者病程分布差别无显著性(χ2 =2.35 P >0.05). IBS患
者发病有季节性 春季高发(Z =31.78 P <0.01) 男性

高发月份为3月份(Z =18.37 P <0.01) 女性高发月份为

4月份(Z=16.55 P <0.01) 男 女性高发月份差别有显

著性(t =3.32 P <0.01). 患者中腹泻型占36.6 % 便秘

型占18.4 % 其他 占 45.0 % 男 女亚型差别有显著

性(χ2=7.77 P <0.05); 腹痛是 IBS最常见特征 腹痛部位
以左下腹最多 其次为全腹痛 再次为右下腹痛 无单独

的左上腹痛.

结论: 门诊 IBS患者发病有季节高峰 季节可能是 IBS发

病的影响因素之一.

许小幸, 李定国, 宋光辉, 周惠清, 刘清华. 肠易激综合征402例发病时间分

布及症状特征. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1234-1236

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1234.asp

0   引言

肠易激综合征(irritable bowel syndrome IBS)为消化内

科门诊中常见的功能性疾病之一[1, 2]. 以往对IBS的发病

率 患病率 人口学特征及可能的危险因素开展了较多

研究[3-23] 而对于同样有助于病因研究的时间分布特

征缺乏研究资料. 我们对 IBS患者首次发病时间和症状

特征进行分析 旨在了解IBS发病的时间分布规律 不

同亚型的比例及症状特征 为进一步的病因研究提供

线索.

1   材料和方法

1.1 材料  2001-01/2002-01上海第二医科大学附属新华

医院消化内科门诊就诊的符合罗马 标准的 IBS 患者

402 例 男 171 例 女 231 例 男女比 1 1.35. 年

龄18-84(平均47岁)(表 1).

1.2 方法  调查内容包括: (1)一般项目: 年龄 性别

职业 学历 婚姻状况等. (2)发病相关情况: 相同症

状家族史 首次发病日期和影响因素 即往腹部手术



史和慢病史 生活习惯等. (3)症状有最近1 a中是否有

1/4 时间有腹痛 每周腹痛天数 腹痛部位 程度

排便后是否缓解; 最近1 a中是否有1/4时间有腹胀 每

周腹胀天数 腹胀部位 程度 排便后是否缓解; 最

近 1 a 中的大便习惯 大便次数 大便性状; 每周失

眠天数 精神状况 结肠外症状(头痛 腰背痛 尿频

尿急 痛经 嗳气反酸 烧心 恶心 呕吐 发热 厌

食 消瘦等). 采用问卷调查 调查员由消化道专科医师

组成 根据调查表内容逐项询问调查对象 同时填写

调查表. 由于发病相关情况为回顾性资料 受回忆偏倚

的影响较大 在病例的随访门诊中 随机抽取了40例

患者 对该部分调查内容进行了第2次调查 两次调查

的符合率为94.3 % (kappa=0.90 P <0.01).

        统计学处理  采用SPSS10.0软件包对资料进行统计

分析. 计数资料组间比较用χ2检验. 平均病程采用中位数
计算 采用圆分布资料分析方法对首次发病月份的分布

特征进行分析 两样本平均数之间比较采用Watson-

William检验法.

2   结果

2.1 IBS 患者一般情况  IBS 患者在年龄 职业 学历

上的构成不同(χ2=10.25-13.15 P <0.01); 男性患者以
61岁以上者所占比例最高 女性患者以41-50岁者所

占比例最高; 无论男女 IBS患者均以非体力劳动者和离

退休者多见 并随着学历的增高 所占比例增加. 男 女

性患者的婚姻状况差别无显著性(χ2=2.88 P >0.05 表1).

表1  IBS患者402例一般情况比较

        男                     女                合计

分析因素           n    构成比(%)    n 构成比(%)  n  构成比(%)  χ2    P

年龄(岁)18- 34 19.9 42     18.2      76    18.9

31- 35 20.5 38     16.5      73    18.2

41- 23 13.5 61     26.4      84    20.9  10.33   <0.01

51- 36 21.0 44     19.0      80    19.9

61-84 43 25.2 46     19.9      89    22.1

职业  体力 44 25.7 29     12.6      73    18.2

         非体力 54 31.6 88     38.1     142    35.3     13.15  <0.01

         离退休 48 28.1 85     36.8     133    33.1

         其他 25 14.0 29     12.5      54    13.4

学历 小学及以下10      5.8 15      6.5      25     6.2

         初中 32 18.7 37     16.0      69    17.2

         高中 24 14.0 53     22.9      77    19.2     10.25  <0.01

       大 中专 39 22.8 65     28.1     104    25.9

        大学及以上66 38.6 61     26.4     127    31.6

婚姻 未婚 27 15.8 27     11.7      54    13.4

状况  初婚       131 76.6     177     76.6     308    76.6     2.88   >0.05

         其他 13  7.6 27     11.7      40    10.0

合计            171       100.0      231   100.0    402  100.0

2.2 首次发病时间分布  IBS患者的最长病程为54 a 平

均病程为7.62 a 男性患者平均病程7.34 a 女性患者平

均病程7.87 a. 男女患者病程分布差别无显著性(χ2=2.35
P >0.05 表 2).

表2  402例 IBS患者首次发病年份(%)

年份(年) 病程 (a)   男 (%)  女 (%) 合计 (%)

2001-1997     <5 71 (41.52) 96 (41.56) 167 (41.54)

1996-1992  5-10 31 (18.13) 34 (14.72)  65 (16.17)

1991-1982 10-20 33 (19.30) 54 (23.38)  87 (21.64)

1981-1972 20-30   17 (9.94) 27 (11.69)  44 (10.95)

1971年前  30 19 (11.11)   20 (8.65)    39 (9.70)

合计          171 (100.00)         231(100.00)         402 (100.00)

IBS春季高发(Z=31.78 P <0.01) 男性高发月份为3月

份(Z=18.37 P <0.01) 女性高发月份为4月份(Z =16.55

P <0.01) 采用Watson-William法检验 男 女性高发

月份平均数之间差别有显著性(t =3.32 P <0.01) (图1).

图1  IBS患者402例首次发病月份分布.

2.3 症状特征  根据每天大便次数 将IBS患者分为腹泻

型 便秘型 其他型. 402例IBS患者中 腹泻型占36.6 %

便秘型占18.4 % 其他 型占45.0 % 男女患者的病型分

布差别有显著性 女性患者腹泻型和便秘型均较男性

患者多. 腹痛是 IBS患者的最主要症状 有93.0 %的

男性患者和98.7 %的女性患者均有腹痛. 按9区分位进

一步对腹痛部位进行分析发现 左下腹痛者最多 其次

为全腹痛 再次为右下腹痛 无单独的左上腹痛.

3   讨论

随着生活水平和医疗技术的提高 人们对生活质量的

要求越来越高 功能性疾病也越来越受到患者和临床

的重视. 由于在消化内科门诊所处理的患者中 IBS患

者占三分之一 [1] ; IBS虽不是致死性疾病 但对生活质

量的影响很大[24] ; 卫生经济学研究表明 IBS患者有较

高的医疗费用[25, 26]. 鉴于以上三方面原因 IBS已成为

消化道功能性疾病的代表 越来越受到胃肠病学专家

及流行病学工作者的关注. IBS患者的腹痛 排便不规

则与季节关系密切 但对发病的季节性变化规律尚无

许小幸, 等. 肠易激综合征402 例发病时间分布及症状特征                                                          1235
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研究资料. 本研究结果显示 IBS 患者发病有季节性

表现为季节性升高 全年均有发病 高发季节在春季.

圆分布资料平均角计算结果表明 高发季节男性在3月

初 女性在4月初(30o为1 mo 男性平均角为95.6o

女性平均角为128.5o) 男性高发月份较女性早1 mo左

右 经检验差别有显著性.

       对于时间分布的描述 由于就诊率受很多因素影

响 人群调查资料比医院门诊资料更有代表性. 但是

医院门诊患者的就诊数量是人群中疾病发生数量的代

表 人群中疾病发生数量的多少肯定能在医院门诊中

体现出来. 如果由于就诊率的影响 使门诊患者的代表

性产生了偏倚 对于首次发病时间分布的研究 这种偏

倚的影响应该是均匀分布在1 a的每个月中 故本研

究结果有代表性. 疾病的时间分布特征是一个能提供信

息资料的极有意义的描述特征. 从时间角度看 随着时

间的推移 病因的种类或分布会发生变化 围绕人群的

环境也在发生变化 个体不同的状态也同样改变着人

群的易感性. 所以研究疾病的时间分布是流行病学研究

中最基本最重要的一个方面. 季节性升高的原因较为复

杂 主要与病原体 家畜的生长繁殖和野生动物 媒介

昆虫的生活习性等有关 也与人们的生活方式 生产

劳动条件 营养等因素有关. 前者大多表现为严格季节

性 既疾病只在某个季节发生 且地区分布一般为农村

高于城市; 后者大多表现为季节性升高. IBS的病因目前较

为集中的有[16-23 27,28] : 社会心理(精神)因素 感染因素

神经内分泌因素 食物因素 遗传因素 药物因素等 从

IBS的发病有季节性升高的现象看 精神因素 感染因素

神经内分泌因素 食物因素可能起着更重要的作用.

        IBS的平均病程为7.62 a 这一病程可能比实际的

自然病程长 因为前来医院就诊的患者中 以反复间歇

性发作者为多. 有研究表明[5] 症状的持续时间对预后

有不利影响 尤其当症状持续超过5 a时 且女性患

者的预后比男性差. 我们的研究资料没有得到同样结

果 门诊IBS男 女患者的病程分布差别无显著性. 腹痛

是IBS患者最常见的症状. 人们一般认为IBS患者的疼痛

应位于左下腹与痉挛性乙状结肠相对应. 本研究显示IBS

患者的腹痛部位依次为左下腹 全腹 右下腹.
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编者按  关于乙型肝炎病毒(HBV)病毒的受体 HBV DNA 与肝细胞基因组DNA 之间的整合及

其后果 HBV蛋白在肝细胞中与肝细胞蛋白之间的相互结合和相互作用 HBV DNA RNA与

肝细胞中蛋白的结合及其调节作用 HBV蛋白对于肝细胞基因表达谱的影响等 目前尚不十

分清楚. 在HBV DNV 克隆化完成之后 立即确定了4个公认的开放读码框架(ORF) 但是HBV

DNA 中是否还会存在其他的ORF 这此 ORF编码的蛋白究竟起什么样的作用 一直是人

们怀疑和探索的焦点.

        中国人民解放军第302医院传染病研究所基因治疗研究中心对于HBV DNV 基因组结构进行

了系统研究 发现了新的 ORF. 同时利用现代分子生物学技术 发现并确立了羧肽酶N(CPN)

可以结合 HBV DNV 的核心启支子(CP)序列 并证实这种结合可以显著提高 HBV CP 的

转录活性. 利用酵母双杂交技术 筛选获得了HBV不同蛋白结合蛋白的新基因 为探索HBV在

肝细胞中的生物学效应 开辟了新的方向. 利用抑制性消减杂交(SSH) 基因芯片技术 对于HBV

基因编码的反式激活蛋白所作用的靶基因进行了筛选 从面为HBV感染引起肝细胞癌(HCC)的

分子生物学机制的研究提供了坚实的证据. 本专题研究对于进一步深入探索和研究HBV结构与

功能 表达与调控 以及HBV感染的发病的分子生物学机制的研究 将产生重要的推动作用.
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0   引言

与其他的慢性病毒一样 乙型肝炎病毒(HBV)与人类

长期共存 导致了彼此之间的相互适应. 针对HBV来

讲 为了生存 就得不断进行适应生存环境的变化.

这种变化的内因是HBV DNA聚合酶不仅是DNA聚合

酶 而且还是前基因组RNA逆转录为子代DNA的逆

转录酶. 这种逆转录过程和逆转录酶的活性 因为不具

备有效的校对功能 因此可以产生众多的基因变异[1].

但是 这些已经发生的基因变异并不是都能存活下

来 而是经过了外因的选择. 在进行有效的免疫预防之

前 在应用干扰素 (IFN ) 拉米夫定等核苷类似

物抗HBV 治疗之前 HBV 的生存仅仅是受到机体免

疫系统的压力 而目前HBV生存的环境则要经受更多

的考验. 这些因素就是对HBV的选择压力. HBV在内因

和外因的共同作用下生存 这种生存环境的复杂性和

不断变化 造成了HBV基因的异质性(heterogeniety)与

准种(quasispecies)的特点[2-5].

1   准种的基本概念

无论核酸成分为RNA还是DNA的病原微生物 在自

身复制过程中由于RNA聚合酶或逆转录酶缺乏严密的

自我校读功能 或同时在感染宿主的免疫压力或抗微

生物药物的选择压力下 其核酸成分在少数位点上发

生突变是长期以来存在的一种十分常见的现象. 在长期

的生存环境中 早期来源于同一个祖先的病原微生物

因为这种突变现象的不断累积 就可能发展为核酸成

分差别很大的病原微生物群 以致造成核酸序列的显

著差别 最终逐渐形成不同的基因型(genotype); 如果某

些核酸序列位点的改变导致其编码产物抗原性的改变

就逐渐构成了微生物不同的血清型(serotype). 这就是病

原微生物基因型和血清型形成的基本过程[6]. 但是 对

于感染单一病原体的具体患者来说 在相对较短的时

间内 病原微生物核酸的突变则造成体内同时存有基

因序列有微小差别的种群. 种群的各个成员之间 其差

别程度一般不会超过核苷酸总长度的2-5 % 这种差

别不足以构成病原体不同的基因型或血清型 但又的

确存在着基因序列的差别 这种现象就称为准种 [7]. 关

于病原微生物的准种现象 早期是在一些RNA病毒核

苷酸序列变化的规律中发现的 但是目前认为在DNA

病毒中也存在这种所谓的准种现象. 不仅病毒基因组的

变化存在准种的现象 在幽门螺杆菌及其他一些病原

微生物中也发现了准种. 看来准种的特点是病原微生物

界一个普遍存在的现象.

2   乙型肝炎病毒的准种特点

关于病毒的准种特点的认识是从人免疫缺陷病毒(HIV)

和丙型肝炎病毒(HCV)的研究中逐步形成的. 在慢性乙型

肝炎病毒的感染中 HBV是否有准种现象 一直没有

引起人们的广泛关注. 我们的研究表明 在慢性HBV

感染患者中 的确存在准种现象 同时也得到了文献的

证实. 我们首先研究了两个慢性HBV感染者血清中HBV

DNA序列 特别是相对保守的S基因区的核苷酸序列

不均一性的特点. 设计了S基因(包括前-S1 前-S2和

S区)的特异性引物 以HBV慢性感染者血清提取物为

模板 以多聚酶链反应(PCR)技术扩增 获得了1 400 bp

的DNA片段 将这种扩增的DNA片段尽可能多地克

隆到T载体中以实现克隆化 分别获得了29 和 28 个

克隆. 当以 EcoRI/XhoI 进行限制性片段长度多态性

(RFLP)分析时 在每1例患者中至少发现5种以上的

表现形式 这种RFLP特点经核苷酸序列的测定得到证

实. 对于所得到的克隆进行序列分析 结果表明每个克

隆之间的序列不完全一样 但同源性在98 %以上 遗

传学上高度相关[8-10]. 对于HBV其他的结构基因区如X

基因 核心基因 逆转录酶区等以及调节基因区如

SP1 SP2 CP 和增强子基因序列的异质性进行研

究 都证实了HBV在慢性感染个体中是普遍存在的

为慢性HBV感染者体内存在HBV DNA的准种特点提供

了直接的分子生物学证据[11-16].

3   乙型肝炎病毒基因异质性和准种研究的意义

关于HBV基因的异质性和准种特点的研究 对于HBV

生物学特性及临床研究都有十分重要的意义. 因为在此

之前对于HBV的研究 大多是以独立的HBV进行研究

的 而很少将HBV作为一个病毒的群体进行审视. 引入

群体的概念 替代个体的概念 以不断变化的动态观念

代替静态观念 使我们对HBV的认识更加深入而全面.

        第一 在HBV基因的异质性和准种的研究中 发

现了HBV基因序列存在着各种不同类型的基因突变

包括缺失突变 插入突变 碱基颠换突变 以及准种等

多种类型. 提示HBV在其复制的DNA-RNA-DNA的过

程中 由于存在着转录与逆转录的过程 HBV DNA P又

缺乏校读功能 因而存在基因变异. HBV DNA发生变

异 一方面是HBV DNA复制过程中存在校读偏差 这

是HBV DNA 序列异质性存在的根本原因 其次还要
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受到机体的免疫系统的选择力 抗病毒药物的选择压

力等因素的影响. 变异是绝对的 变异的程度和速度是

相对的. 在研究中我们在外周血中还发现了具有反式激

活功能的截短型表面抗原中蛋白缺失突变形式的存在

这一点具有十分重要的生物医学意义. 因为在此之前

关于具有反式激活功能的表面抗原中蛋白羧基末端缺

失突变体都是在HBV DNA阳性的肝细胞癌组织中发现

的 而在外周血中发现这种羧基末端缺失突变的HBV

表面抗原中蛋白是第一次 为慢性HBV感染引起的肝

细胞恶性转化的机制研究 提供了新的研究方向[17, 18].

        第二 HBV基因异质性与准种特点的研究 有助

于对HBV DNA全基因序列的认识. 早在1979年HBV研

究者就克隆了HBV DNA 的全基因序列 随后也有一

些研究陆续报道了不同基因型和不同血清型的HBV

DNA的全基因序列 从GenBank 中收录的HBV DNA

全基因序列达300 株 但是 从研究方法上来说 绝

大部分的研究 或者由于当时技术的局限性 或者对于

HBV 准种特点认识不够 都是分段克隆的 然后根

据重叠部分的序列 人工拼接完成HBV DNA的核苷酸

全序列. 这种HBV DNA的全序列虽然对于当时的HBV

分子生物学研究起到了不可磨灭的推动作用 但也存

在着严重的缺陷. 如果把HBV DNA序列的准种特点考

虑在内 那么如果进行分段克隆时 很可能得到来源

于不同病毒基因的核苷酸序列 每次克隆所采用的病

毒模板是随机的 很难通过控制实验条件保证扩增产

物的模板来源于同一种病毒. 换句话说 这样分段克隆

的HBV DNA 序列在自然界是不存在的 这只是一种

人工拼接的HBV DNA序列. 因此 只有通过设计特异

性引物 做长距离PCR 扩增 一次获得全长的HBV

DNA才能代表自然界存在的HBV DNA序列 目前我

们已经应用长距离PCR 技术 从HBV 慢性感染者血

清中获得了HBV DNA全基因序列. 这些HBV DNA的全

基因序列已经被美国生物信息学研究中心建立的核甘酸

数据库GenBank收录 收录号为: AF363961 AF363962

AF363963 AF384371 AF384372. 虽然获得的HBV

DNA全基因序列不一定就是该患者体内的优势HBV病

毒株 但却代表了真实存在的HBV DNA的全基因序列.

这种真正存在于自然界的HBV DNA序列的准确性是十

分重要的 目前关于HBV基因变异的研究及其临床意

义得到了空前的关注 但是HBV DNA序列的标准株或

参考株是一个重要的前提 真正全长的HBV DNA序列

是一个重要的参考[19-24].

        第三 HBV基因异质性与准种特点的研究 有助

于全面理解HBV基因突变的特点和规律. 如果从准种这

一角度来看HBV的基因变异 因为很难控制所得到的

HBV 基因片段总是来源于同一个病毒株 因此 关

于HBV基因突变及其生物医学意义的研究方法应该谨

慎选择. 如果仅仅是在病情变化前后或治疗前后 对于

少数的HBV 基因片段进行序列分析 然后据此做出

HBV基因突变的结论是不可靠的. 因为本来在血清中的

HBV的基因序列就是不一样的 如果不能保证在研究

过程中总能保证扩增获得的HBV基因序列来源于同一

个病毒株 那么这种基因序列的比较是没有任何意义

的 更不能做出这种基因突变的任何生物学和临床意

义的解释. 在我们看来 随着HBV病毒自身的突变

以及感染宿主免疫压力的筛选 以及抗病毒药物的作

用与筛选 HBV种群会发生漂变(shift) 而针对个体

病毒的基因序列的改变的意义并不显著. 因此 关于

HBV 准种概念的引入 使我们对于HBV 基因突变的

规律的认识 更加深刻而准确[25-28].

        第四 HBV基因异质性与准种特点的研究 有助

于研究和了解HBV DNA准种形成的原因以及与临床表

现和转归之间的相互关系 这是研究HBV DNA准种特

点重要意义所在. 关于机体的免疫压力以及抗病毒药物

的选择压力在HBV DNA 准种形成过程中的地位和作

用 以及HBV DNA准种的形成与急性HBV感染的慢

性化 慢性HBV感染的临床转归之间的相互关系的研

究 将为探索抗HBV感染的治疗方法研究提供重要线

索. 在我们的初步研究中已经发现了处于相对优势的种

群 这是一种在机体免疫压力和抗微生物化疗药物选

择压力下不断选择的结果. 在慢性HBV感染者体内

随着机体免疫功能状态的不同 特别是在应用不同的

抗HBV 化疗药物治疗以后 HBV 的优势种群也发生

变化 这是HBV 逃避机体免疫压力 形成慢性HBV

感染的重要机制之一[29-33]. 研究慢性HBV感染的治疗方

法 除了研究机体免疫状态的动态变化以外 也要重视

HBV准种特点以及优势种群的形成规律.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)持续感染导致全球性健康问题

目前全世界有3.5亿人感染HBV 约占全部人口的6 %.

其中相当一部分感染者发展为慢性肝炎 少数还发展

为肝硬化甚至肝细胞癌(HCC) 至今仍缺乏有效控制[1-4].

造成这一局面的原因多种多样 其中关于HBV与肝细

胞之间相互作用的分子生物学机制的研究进展相对滞

后是严重影响新型治疗技术和新型药物开发与研究的

重要原因之一. 进一步弄清HBV DNA的复制 转录及

调节的过程 对于我们研究乙型肝炎的发病机制具有

重要促进作用. 既往研究关于HBxAg蛋白和X基因较多

对于X启动子的研究较少 本文仅就乙型肝炎病毒X基

因启动子结构及调节近几年的研究进展作一综述.

1   乙型肝炎病毒基因组结构

HBV是很小的包膜病毒. HBV DNA和HBV聚合酶由核
壳包裹成为核心颗粒 再由含HBsAg的脂蛋白包裹. 病
毒基因组是部分双链DNA结构. 双链的长度不等 负链
与病毒的mRNA互补 较短的链为正链. HBV基因组结
构精密 仅约3 200个bp(3 182-3221 nt 3.2 kb) 但可
以最小容量发挥高效功能. HBV负链核苷酸序列至少有
4个开放读框(open reading frame ORF): C P S基因
(相当于逆转录病毒的gag pol 和 env基因)分别编码核
壳 聚合酶和外膜蛋白; 另一ORF因开始鉴定时对其基
因产物的功能不明确而称X. 正链序列上似无保守序列.
由双链DNA转录为RNA 是一个需要高度调节的过程.
因而病毒基因组不仅含有编码蛋白的结构基因 也有
调节元件(regulatory element). 作为调节元件的一段DNA
序列 可与某些细胞蛋白或病毒蛋白结合 正性或负性

调节转录. 分散在整个HBV基因组中有多个调节元件

包括 种启动子 种增强子 包装信号 糖皮质激
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素应答元件等[5]. HBV基因组分为结构基因序列和调节

基因序列两大部分. 调节基因序列和结构基因序列相互

重叠 即使结构基因序列本身也有部分重叠 因此

HBV具有结构紧密的特点. HBV序列是在C S S

和X启动子控制下转录的. 除了表面抗原基因启动子

(SP ) 所有其他启动子均缺乏TATA 盒.

2   X基因启动子结构及调节

X-ORF在1 374-1 837 nt之间. adr 亚型有27 bp的缩短

其基因产物反式激活增强子和启动子的转录功能[6]. X基

因启动子(Xp)在 1 235-1 374 nt 区段 调节转录0.8的

mRNA 无 TATA 盒 有不同的 5 - 端. Xp 的组织

特异性不如Cp和 Sp 的严格 可在肝细胞以外的组织

中起转录调节作用. X启动子调节编码HBxAg的 0.9 kb

mRNA转录[6]. 这个可调节的转录位于转录开始位点前

140 nt. 并且这个最小的启动子与3 -末端的增强子

成分相重叠 由20 nt 组成[7, 8]. 这个最小的启动子象大

多数HBV启动子一样与增强子 的转录是分开的 他

缺乏通常的TATA-盒或GC丰富的序列结构[9]. 但是

X启动子包含了广泛结合的位点和肝特异性转录因子

如调节作用蛋白X启动子结合蛋白(X-PBP)[10] 结合位点.

HBxAg表达具有调节作用的转录包含顺式相互作用位

点 能与转录因子NF1 C/EBP ATF 和 AP1/Jun-

Fos 结合. 而且肿瘤抑制基因产物p53可与之结合并抑

制启动子功能[11].

        Zhang et al [7]用瞬时转染分析的方法在不同的细胞系

Huh7 Hep3B PLC/PRF/5 HepG2 从去甲基化

的肝细胞瘤细胞系 HepG2.1和HeLa S3中测定了增强子

对X启动子的作用 在不同的肝细胞瘤系和HeLa S3

细胞系 组合在HBV 1 071 nt(-239)和 1 238 nt (-72)的

增强子 可提高组合在1 239 nt (-71)和 1 376 nt (+67)的

X 启动子超过 30 倍 在去甲基化肝细胞瘤细胞系

HepG2.1中大约为10倍 在不同的肝细胞瘤细胞系中

组合于1 117 nt (-193)和 1 204 (-106)增强子 亚种对于

增强子I的功能是很重要的 同时在所实验细胞系中组

合于1 222 nt (-88)和 1 238 nt (-72)的增强子 亚种需要

增强子活性. 在所有的细胞系中最小的X启动子成分组

合于1 222 nt (-88)和1 238 nt (-72)之间的138 nt. 从X启

动子开始的转录水平是细胞类型特殊机制.

        Treinin et al [8]将一系列的X基因上游质粒连接CAT

基因 转染细胞中标记的CAT基因表达实验证明X基

因前序列中包含 1个活动的启动子. 用引物延伸描绘

RNA证明编码RNA是由X基因启动子起始的 在乙肝

病毒基因组1 250-1 350 nt 的多个位点. HBV增强子成

分区域的缺失使X基因启动子活性下降 提示X基因

启动子需要增强子成分以达到最大活性.

        Takada et al [10]测定了一个HBV X基因20 bp的启动

子序列 并发现1个他的结合蛋白 然后用瞬时表达

技术测定从这 20 bp 启动成分开始的X 基因转录受

HBxAg蛋白和p53肿瘤抑制基因产物的影响程度. X蛋

白表达可促进X基因启动子的活性 正常p53转染可

抑制其活性. 另一方面 p53基因突变体产物无抑制作

用 甚至p53对X 基因转录的抑制作用由于X蛋白的

共同表达而消失. 没有结合X-PBP的启动子仍对X蛋白

和p53有应答 提示X蛋白反式激活和p53抑制作用

不依赖于X-PBP与启动子成分的结合. 实验数据提示在

X基因转染的细胞中 X蛋白可使正常p53 蛋白结构

破裂.

         Nakamura et al [11]用迁移率移动和胰脱氧核糖核酸

酶印迹实验的方法鉴定出一种蛋白 用氯霉素乙酰化

酶(CAT)测定实验证实这个具有启动子活性的 16 bp

(1 102-1 117 nt) 的结合位点在X基因中.  包含此结合位

点的58 bp (1 085-1 142 nt) DNA片段可被HBV增强子

增强. 用此58 bp的DNA片段作迁移率移动实验探针

实验显示1 105-1 112 nt 之间的回文结构被破坏后 其

丧失结合活性 启动子活性也显著下降. 结合位点与已

知的转录因子靶序列均不同. 因此认定此因子为HBV X

基因启动子结合蛋白. 经同源性搜索 此结合位点与人

层粘连蛋白受体启动子成分和脂蛋白受体相关蛋白

(LRP)基因有高度的同源性.

         Yaginuma et al [12]用人肝细胞瘤细胞系(HuH-7)发现

一种序列特殊的细胞因子 与X开放读框上游第1个

ATG(1 248 nt)的启动子区域结合. 胰脱氧核糖核酸酶

印迹分析实验显示结合序列位于1 097-1 119 nt 内有

一个 bp的回文结构. X基因转录子S1核酸酶分析证

实结合位点靠近X mRNA的两个主要起始位点1 117 nt

和 1 125 nt. 并进一步证明 在结合位点导入一个突变

可在8 bp回文结构以外引起X mRNA转录起始端结合

功能丧失的伴随变化. 当X mRNA翻译成X蛋白的时候

这个启动子结合蛋白似乎支配X启动子.

        Guo et al [13]报告HBV增强子 增强子元件与X基因

启动子重叠 经甲基化干扰实验发现4 个集簇在1 个

120 bp区域的蛋白因子结合位点 用来控制X启动子

活性和增强子 能力. 缺失定位实验显示2个上游的蛋

白因子结合位点构成一个基础增强模块 此模块可被

一个肝特异性因子和一个非特异性因子控制. 可被单纯

疱疹病毒胸腺嘧啶激酶基因启动子激活5-10倍 定向

依赖于一个肝来源细胞系(Huh7) 在其他试验的细胞

类型没有发现. 2个下游蛋白因子结合位点与上游基础

增强模块相互作用 通过定向和距离依赖机制可另增

大增强子活性10 倍. 除此之外 2个下游蛋白因子结

合位点中至少有一个是X启动子活性所必需的.

         Gustin et al [14]用接头分区诱变实验和删除分析实验

联合确定HBV 增强子 -X 启动子(1 042-1 354 nt

HBV adw2)表达单一蛋白结合位点的机制. 在HuH7细胞

EF-C位点接头分区诱变实验中X启动子活性下降67.5 %

但在HepG2和HepSK中没有作用. 在HuH7 HepG2和

HepSK细胞中 E成分突变导致X启动子大约下降50 %.
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删除分析实验显示EF-C位点(mp1163)需要X启动子全

部活性 涉及NF-1a位点时需足够的X启动子基础活

性. NF-1a位点的PCR定向接头分区诱变实验中并没有

使启动子活性下降 提示此位点并不是启动子必需成

分. 增强子 复杂甚至部分重复的蛋白质DNA相互作用

对于全部X启动子活性是必需的. 必需的基础启动子成

分的缺乏提示2个分离的HBV增强子成分是由基因整

合作用生成一个原始的增强子成分.

        Xu et al [15]将HBV质粒同p73 和 p73 β表达载体
共转染进HepG2细胞 表面抗原和e抗原用ELISA检

测 病毒转录合成用Northern blotting 评价. HBV调控

元件增强子 /X启动子活性用萤虫素酶测定来评价. 结

果显示p73 和 p73 β通过下调增强子 /X启动子活
性来抑制表面抗原和e抗原表达 但p73 β比p73 作
用更强. p73 和 p73 β均为p53家族成员.
        Choi et al [16]将激活转录因子2 (ATF2)表达载体与连

接了CAT的X启动子质粒共转染进HepG2细胞 结果

抑制了X启动子活性. 通过HBV E成分 活化的激活

蛋白1 (AP1)介导HBx 转录高达35倍 当ATF2 存在

时其激活活性被抑制 提示X启动子自活化的作用被

ATF2所抑制. AP1介导的基础转录和HBx 造成X启动

子自活化. 在HBV E成分中由于AP1和ATF2 结合位点

是重叠的 ATF2对X启动子活性的抑制作用与AP1结

合位点是竞争的 并且形成ATF2-Jun异二聚体与AP1

成分是一致的. X小启动子有1个ATF2结合位点 并

可被ATF2激活. ATF2对X蛋白有综合调节作用.

        Chol et al [17]用5 串行缺失分析的方法对X小启动

子进行研究 X小启动子位于X-ORF 中间的5 -端

实验发现了1 个X 小启动子的阳性调节序列 2 个细

胞的蛋白p110 和 p33 分别约束此调节序列的3 端-

和5 -端. p33和 p110分别的结合位点缺失突变分别

导致阳性成分活性的下降和升高 因此对p33的功能而

言 p33具有反式激活作用 p110具有抑制作用. P110

体外磷酸化减少了他的靶DNA结合能力可进一步证明

这一点.
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0   引言

基因组研究自从开展以来 已经取得了举世瞩目的成

就. 随着基因组测序工作的完成 接下来就是研究基因

的功能. 因为基因是通过蛋白质之间的相互作用而发挥

功能的 蛋白质之间的相互作用是很多生命现象的基

础 故基因表达的蛋白质的功能研究尤为重要. 乙型肝
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炎病毒(HBV)是嗜肝DNA 病毒 可以引起慢性肝炎

肝硬化及肝癌等 目前全世界有3.5 亿人感染 HBV

为了适应生存环境的变化 特别是在宿主免疫和抗病

毒药物的压力下 HBV 的 4 个基因区都可能发生突

变 有的突变改变了病毒的致病性 或影响宿主对病

毒的免疫应答 抗病毒药物的疗效和乙肝疫苗的免疫

效果 治疗及预防效果均不佳 且预后极差[1-7]. HBV

的四个结构蛋白开放读码框(open reading frame ORF)

S C P X 分别编码前 -S1 前 -S2 HB sAg

HBcAg HBeAg 病毒多聚酶及HBxAg等 7种蛋白质

1990 年代末以来 一系列的遗传 生化方法尤其是

酵母双杂交技术等的发展 为研究HBV与人体蛋白质

之间的相互作用打下了坚实的基础.在上述七种蛋白

中 由于HBcAg 结构和功能的特殊性 目前对其结

合蛋白的研究还比较少.

1   HBcAg的结构及功能

HBcAg 由HBV的 C基因编码 分子量为21-22 kD. C

基因可分为前-C(pre-c)区和C区 前-C区位于1 814-

1 901 nt之间 编码一段29个氨基酸残基(aa)组成的多

肽叫前C-蛋白. C区位于1 901-2 450核苷酸(nt)之间

编码 183 aa 组成的C 蛋白(乙型肝炎病毒核心抗原

HBcAg) 而由前-C和 C蛋白基因共同编码的212 aa

组成的多肽 称乙型肝炎病毒e抗原(HBeAg). C 基因

有两个ATG 起始码 形成至少四条多肽(p25 p22

p21及 p17)[8].

        HBV核壳由240个或180个HBcAg亚单位组成对

称的正二十面体结构 各亚单位间必须有确定的分子

界面方能形成如此特异的结构 其内侧与P蛋白及基

因组RNA结合 外侧面与HBsAg结合. p21 HBcAg自

C基因的第二个ATG起始合成 是组成核壳的主要成

分 由183-185 aa 组成 除负责形成特殊的结构外

尚参与RNA包装 DNA 合成 病毒成熟 识别包膜

蛋白以及病毒向细胞外释放等过程. p22蛋白能够形成

与p21 蛋白相似的核壳 二者也可以形成杂交核壳. 核

壳表面有特征性的刺突及核孔 推测其基本亚单位为

锤头状二聚物 且折叠成放射状排列的四条 螺旋

中间第78-82 aa是主要免疫区(MIR) 位于核壳刺突的

尖部.除刺突外 位于C 末端 螺旋尾部的127-133 aa

是除刺突外的另一个B细胞识别位点. 尽管HBcAg不象

其他许多病毒那样折叠成 β片层 但所形成的核壳仍
具有许多功能信息.

        HBcAg有稳定的三维结构 大致可分为核壳装配

区(1-149 aa)和核酸结合区(150-183 aa). HBcAg的双体

在装配区自发地组装进入核壳 有文献报道 在大肠

杆菌 酵母和哺乳动物细胞中表达C基因 均可得到

27 nm的核心颗粒 表明HBcAg不需任何其他蛋白的

参与即可自我装配成核心颗粒; 核酸结合区是精氨酸富

集区 可与前基因组RNA结合 将其包裹进入核心.

HBcAg的羧基末端是与RNA/ DNA的结合区段 也与

DNA聚合酶的包装信号 结合有关; 其具有鱼精蛋白样

亲胞核性 可介导细胞核内转运信号 当大量HBcAg

进入细胞核内后 其他嗜肝DNA病毒表达的核壳蛋白

都不能被转运至核内. HBcAg羧基端鱼精蛋白样精氨酸

丰富区第150-183 aa很重要 删除此段 虽仍能形成

颗粒样核壳 与全长形成的核壳在高分辨率冷冻电镜

下观察无明显差异 但较不稳定 并且通常为空壳.

应用核磁共振(NMR)分析HBcAg颗粒 发现C末端鱼

精蛋白样区在颗粒内部的位置不固定. Metzger  et al [9]研究

还发现在第150 aa后有很大的容量连接其他蛋白 仍

能形成大颗粒.

        Conway et al [10]通过HBcAg颗粒对蛋白酶耐性研究

发现仅有的蛋白酶敏感区145-147 aa位于装配区与核

酸结合区交界处 这一区域形成臂状结构. 如果138位

脯氨酸由甘氨酸所替代 则能阻止HBcAg 聚合成颗

粒 而替换第134 135 和 144 位脯氨酸 则对核壳

的形成无影响.

        Konig et al [11]研究辨认出两个相互作用区 一为78-

117 aa 可能形成二聚体的界面; 二是113-143 aa 与

HBcAg多聚体的形成有关. Kratz et al [12]发现第73-94 aa

之间对HBcAg自身装配并非必需 在此区插入238 aa

仍能暴露于核壳表面. Borisova et al [13]研究发现任意插入

一个仅5 aa的前-S1序列 如果删除HBcAg第79-88 aa

可产生特异性抗前-S1蛋白免疫力 而当未删除或删

除过多的氨基酸(79-93 aa)时 则免疫力很弱 删除79-

81 aa 尽管仍能被抗-HBc多克隆抗体所识别 已足以

避免HBcAg原有的免疫原性.

        HBcAg基因的进化最明显 他是唯一未被其他基

因覆盖的基因 其与狨猴HBV(WMHBV)的HBcAg序

列同源性约为85-87 %. HBV按基因结构分为A B

C D E F 6个基因型; 根据核心基因又可分为 I型

和II型 两种基因型的易变区分别为88-99和48-60 aa

大致HBcAg 74-101 aa属于高变区[14, 15].

        HBcAg有较强的免疫原性 对HBcAg的免疫应答

反应在宿主对病毒的清除过程中可能有重要作用.

HBcAg的表位主要决定于HBcAg的空间构型 有研究

表明  HBcAg的主要B细胞表位在第107-118 aa和77-

82 aa等区段; T淋巴细胞表位是一些在亲水区的较小的

(几个至几十个)寡肽; 细胞毒性T淋巴细胞的识别部位

由第84-101 aa和第17-28 aa等区段组成.

2   HBcAg的结合蛋白

HBcAg可组成Dane 颗粒 并释放入血 也可在肝细

胞膜上表达 或游离的HBcAg与抗-HBc-IgM 特异性

结合形成循环免疫复合物. HBcAg 具有很强的免疫原

性 既是T细胞依赖性又是非T细胞依赖性抗原 也

是杀伤性T细胞识别并清除HBV感染细胞的靶抗原.

       由于感染肝细胞中细胞质和核中存在核心抗原 核
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心蛋白肝细胞内的分布与病毒的复制状态和疾病的活

动状态高度相关. Huang et al [16]研究了HBV核心蛋白与

肌动蛋白结合蛋白的C末端区相互作用. 他们用核心蛋

白的羧基末端研究与细胞蛋白的相互作用 因为这一

段和病毒的复制周期有关如RNA 包装和DNA合成. 用

酵母双杂交的方法筛选出了一个cDNA 克隆编码人肌动

蛋白结合蛋白的C 末端区-ABP-276/278 这个相互

作用均用体内外实验所证实. 另外 ABP-276/278 的 C

末端区可以和核心蛋白的全长相互作用. 因为这个区域

既存在于核心区也存在于前核心区 所以HBV的核心

蛋白和前核心蛋白都可以和ABP-276/278 的 C 末端相

互作用. 与HBV 核心蛋白相互作用的ABP-276/278 的最

小区是C 末端的199 aa相应于ABPs中的间隔铰链区II

的24个重复的第23重复区. HBV复制中ABP潜在功能

和他在慢性肝炎患者中在病理改变中所起作用还在研究.

       核心蛋白是人乙肝病毒核心颗粒的主要组成部分

核心颗粒和核心蛋白在病毒的复制中起重要的作用

包括RNA 包装 DNA的合成及病毒包膜蛋白的识别

等. 核心蛋白大部分是含磷蛋白 如果不是 则在核

心蛋白C末端的3个SPRRR序列中的丝氨酸残基发生

磷酸化.  HBcAg 磷酸化后暴露出其核内定位信号

HBcAg与核小孔复合物结合进入核内 因此HBcAg磷

酸化是病毒基因进入核内所必需的.在包装了病毒聚合

酶和基因组RNA后 HBcAg 开始发生磷酸化 这可

以作为基因成熟的一个信号.

         Kau et al [17]从细胞内核糖体相关蛋白成分研究发现

一种丝氨酸激酶能特异地结合和磷酸化核心蛋白的C

末端部分 这一激酶被命名为核心相关激酶(Core-as-

sociated kinase CAK) CAK可被激酶抑制因子如肝

素及Mn2+等抑制 而不被亚麻酸 DRB H89 及H7

等抑制 表明可通过蛋白激酶A和C 将其区分开来; 其

还可通过肝素琼脂糖CL-6B和磷酸纤维素P11柱来部

分纯化; 通过Western 法检测出三种46 35 13 kD

的蛋白质 被证明与核心蛋白的C 末端有作用 且其

仅仅在被洗脱部分含有CAK活性; 通过胶内(in-gel) 法

激酶分析表明 46 kD的激酶的相同部分能激活和磷酸

化上述核心蛋白的C 末端 表明46 kD的CAK激酶最

有可能是核心相关激酶 同时还发现一种类似的46 kD

激酶 其表现为对CAK激酶的抑制. 在纯化的细胞内

核心颗粒和细胞外42 nm病毒中 均提示CAK是核心

颗粒相关激酶的候选子.

        乙肝病毒HBcAg可以与46 kD 的丝氨酸激酶结合而

发生磷酸化 乙肝病毒核心蛋白的磷酸化被证实对于

前基因RNA组装入病毒核壳是很必须的 但宿主细胞

激酶对介导HBV 的复制这必须的一步还没有被清楚了

解. Daub et al [18]在人肝细胞瘤HuH-7细胞裂解物中发

现两种激酶 Mr分别为95和 115 kD 他们能与乙肝

病毒核心蛋白特异性结合并使其富含精氨酸的C末端

磷酸化 95 kD 的激酶通过质量光谱测定法纯化后 发

现其性质类似于SR 蛋白特异激酶1(SRPK1). 依据这一

发现 通过免疫印迹法鉴定出115 kD 激酶为SRPK2相

关激酶. 两种激酶磷酸化乙肝病毒核心蛋白在体内外作

用于同一丝氨酸末端; 而且 在所有细胞裂解物内均发

现有乙肝病毒核心蛋白激酶 表明SRPK1 和 SRPK2的

生物化学性质是相同的 通过层吸法测量结合物 我们

也了解到他们既不是周期素依赖性蛋白激酶Cdc 2 和

Cdk 2 也不是蛋白激酶C. 多有文献报道乙肝病毒核心

蛋白的磷酸化与乙肝病毒核心蛋白激酶的活性有关

SRPK1 和 SRPK2是在乙肝病毒感染过程中介导乙肝病

毒核心蛋白磷酸化的最有可能的细胞内蛋白激酶.

        在病毒成熟过程中 核壳与外膜蛋白相互作用 形

成病毒颗粒分泌的信号. Poisson et al [19]通过体外实验发

现前-S1蛋白的第13位氨基酸的C末端可以与HBcAg

有效的结合 其他位点则不能结合 而且 还发现

HBsAg的第56-80位氨基酸也能与HBcAg有效的结合

这两种反应可能是乙肝病毒维持正常的形态功能所必

需. 其具体作用 有待作体内实验进一步证实.

        本实验室近来通过酵母双杂交技术研究发现  HBcAg

与线粒体核蛋白L41 NADH 脱氢酶亚基4 细胞色

素C氧化酶 细胞色素B等有相互作用 支持HBcAg

通过肝细胞线粒体介导HBV的复制和装配; HBcAg还可

与金属硫蛋白相互作用 推断可能是机体自身保护反

应的一种 是否具有阻断病毒复制 清除病毒的效应

还需要进一步验证 如果上述推断成立的话 将为抗

HBV治疗方法的寻找开辟新的道路 以上结果本室将

于近期内报道. 同时我们还发现HBcAg能与其他16种

蛋白基因相互作用 其中4种为未知蛋白基因 其具

体作用 尚在研究中.

        总之 乙肝病毒HBV和体细胞中的多种蛋白有相

互作用 HBV 结合蛋白的研究为HBV 的生物作用和

相关疾病的发病机制的研究提供了线索 说明了一些

蛋白质与人体相互作用后所能导致的结果 部分地解

释了乙肝病毒对人体的作用形式为什么如此多样变

化 所引起的病理生理改变为什么如此广泛. HBV结

合蛋白尤其是HBxAg对细胞的调节作用比较重要 研

究也比较多 HBcAg 在细胞调节中也起到一定的作

用 但目前对其报道较少. HBcAg 及其他乙肝病毒蛋

白与宿主蛋白之间的相互作用值得进一步研究.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)的感染 不仅引起急 慢性病毒

性肝炎 而且与肝纤维化 肝细胞癌的发生 发展

过程密切相关[1-5]. 病毒进入到肝细胞之后 肝炎病毒蛋

白在肝细胞内不是孤立存在的 病毒基因组在肝细胞

内具有两种调控方式: 其一是顺式调节 如启动子及增

强子序列 以直接方式影响另外一些基因组的功能

是基因组内部调节方式; 其二是反式调节 即基因组中

一部分基因片段通过其转录或翻译产物产生对另一部

分基因片段表达的调节方式 如病毒基因组表达的反

式激活蛋白 以其表达产物的间接方式参与另外一些

基因的功能调节 可以对基因组内部的基因片段 甚

至可以对另外细胞或病毒的基因组有调控作用. 这种病

毒蛋白对肝细胞基因组的反式调节作用 影响了肝细

胞的基因表达谱 是病毒感染慢性化以及引起感染的

肝细胞发生恶性转化的重要的分子生物学机制之一[6-8].

1   截短型乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白(MHBst)的反式调节

近年研究发现 从肝癌细胞系或肝癌组织甚至是外周

血中克隆出的截短型前-S2/S基因表达产物羧基末端的

截短型分子MHBst 能够调控肝细胞某些基因表达从

而影响细胞生长调节 也具有反式激活功能. MHBst的

反式激活效应可能与蛋白激酶C(PKC)依赖的信号传导

途径有关 前-S2区域与PKC /β结合发生磷酸化反
应 触发PKC依赖的c-Raf-1/MAP2-激酶信号传递链

式反应 结果激活了转录因子如激活蛋白-1(AP-1)

细胞核因子-κB(NF-κB) 激活蛋白-2(AP-2) 血清
应答因子(SRF) Sp1 和 c-myc c-fos启动子 参与

病毒感染后的炎症反应和肝细胞癌的发生[9-15].

        这种变异的病毒表面抗原中蛋白 缺失了位于C-

末端的膜定位信号 使MHBst 具备内质网(ER)定位功

能 未能进入分泌途径而在ER滞留 其前-S2 区指

向胞质区 从而有机会与胞质蛋白相互作用 发挥其

广泛的反式激活效应; 全长的乙肝病毒表面抗原中蛋白

(MHBs)的前-S2 区指向ER腔 进入高尔基复合体而

分泌. 所以说MHBst 的反式激活功能依赖于其N-末端

前-S2区的胞质定位功能. 具有反式激活功能的截短位

点是在一定的范围之内 缺失突变的范围是决定该截

短型分子是否具有反式激活作用的重要因素 MHBst

至少完全缺失蛋白C-末端S区的疏水区 才具有反

式激活功能; S区的N-末端疏水区 是反式激活所必需

的 因为蛋白与膜的结合是转录激活功能所必需的

这段核苷酸序列被称为 反式活性开启区 (trans-ac-

tivity-on region TAO). 进一步研究表明 MHBst的最

小反式激活单元定位于 4 - 5 3 氨基酸残基( a a )

MHBst53 是其中最小的转录激活因子 是一种非膜结

合类型的MHBst 就是说 仅前-S2区(1-55 aa)就足以

介导反式效应 说明作为反式激活因子的MHBst大小

范围是很大的[16-23].
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        羧基末端截短型乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白表现

出一定的反式激活作用. MHBst 反式激活剂可以分成2

种不同的类型: 一种是内质网分布型 其代表是羧基末端

截短76 aa的乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白(MHBst76) 一

种是细胞质分布型 代表是羧基末端截短63 aa的乙型

肝炎病毒表面抗原中蛋白(MHBst63). Hildt et al [24] 利用

杆状病毒载体-昆虫细胞系表达系统表达了MHBst76 和

MHBst63 蛋白 经过层析纯化以后可以获得高纯度的

蛋白. 从转染的HepG2细胞中也可以表达和纯化得到

MHBst76蛋白. 2种表达系统获得的重组MHBst蛋白都

是未经糖基化修饰的蛋白类型. 进一步的分析结果表

明 以昆虫Sf9 细胞系表达 纯化的MHBst76 是 N-

端发生乙酰化 磷酸化 硫酸化修饰的蛋白. 这些重

组的蛋白导入细胞之后具有明显的反式激活作用. Sf9 

HepG2不同细胞系表达的MHBst在反式激活作用上没

有显著的差别. 因此 重组MHBst蛋白的表达和纯化

为研究MHBst的反式激活作用提供了很好的物质基础.

以昆虫细胞系Sf9表达的MHBst76是内质网膜相关的蛋

白 在高尔基体中滞留并加工 分泌.  因此表达

MHBst76的Sf9的微粒体组分导入到的肝细胞Chang细

胞中时 即表现出显著的反式激活作用. 相反 全长

的MHBs蛋白不具备这一功能. MHBst76 是一种非糖基

化的蛋白类型 这种蛋白的糖基化修饰并不是其反式

激活作用所必须具备的结构特征. 因为第4位上的天门

冬氨酸残基的突变并不影响其反式激活功能. 从大肠杆

菌中分离纯化的重组MHBst76蛋白也具有相应的反式

激活作用. 因此认为非糖基化的MHBst76蛋白是其存在

的一个基本型.

       为了进一步研究MHBst 的反式激活功能 筛选和

克隆其反式激活的靶基因 我们选择编码167位氨基酸

残基以后的羧基末端截短分子-MHBst167 构建其真

核表达载体 并证明在真核细胞中瞬时表达的MHBst

蛋白具有反式激活作用[22] . 我们用抑制性消减杂交(SSH)

方法成功地构建了MHBst反式激活相关基因差异表达

的cDNA消减文库 对于得到的50个克隆进行生物信

息学分析 其中4个克隆未检索到任何对应的相似序

列 可能代表了MHBst反式激活新的靶基因 进一步

的分析和功能鉴定正在进行中. 另外还发现肿瘤发生密

切相关的基因如 c-myc 进一步用免疫印迹方法以抗

c-myc的单克隆抗体验证MHBst对c-myc基因表达的上

调作用 结果显示 c-myc是MHBst反式激活作用的靶

基因. c-myc基因是人的正常细胞基因组中一种高度保

守的细胞癌基因 具有能够使正常细胞发生恶性转化

的潜能.在大部分情况下 处于不表达状态或表达水平

不足以引起细胞恶性转化. 癌基因激活方式有多种 常

见的如基因放大 基因突变 异源启动子表达 基因重

排 基因过表达以及截短形式多肽的表达.我们的研究

结果显示MHBst 对 c-myc基因的表达具有上调作用

对于阐明MHBst反式激活作用及其在HBV感染的慢性

化及肝细胞癌发生之间的作用具有重要理论意义[23].

2   乙型肝炎病毒表面抗原大蛋白(LHBs)的反式调节

研究发现 乙型肝炎病毒表面抗原大蛋白(LHBs)同

MHBst 相似 具有同样的反式激活效应 并且也是与

依赖于PKC的信号传导途径有关 引发下游c-Raf-1/

MAP2-激酶信号传递链式反应 从而激活了转录因子

AP-1 NF-κB 等 调控细胞异常增生 引发HCC
的发生[24]. LHBs的反式激活作用与其独特的拓扑结构密

切相关 研究显示 LHBs 的前 -S1 和前 -S2 区有一

个与翻译不同步的转位过程 在横跨内质网膜时是指

向内质网的胞质侧 这种在胞质滞留的前-S2区 有

机会与细胞中信号转导相关因子相互作用 发挥其反

式激活作用. 另有一部分LHBs的前-S1和前-S2区在

翻译后转位跨过内质网膜 进入分泌途径 参与病毒

颗粒的组装. LHBs 转基因鼠的肝细胞呈现毛玻璃样

与其持续过表达 转录反式激活病毒的启动子元件而

促进病毒复制密切相关. 可见LHBs是一种多功能的蛋

白质 其反式激活作用对于阐明HBsAg 携带者发生

HCC的分子生物学机制具有重要意义[25, 26].

        LHBs和MHBst构成了前-S2基因编码的HBV反式

激活蛋白家族. 这些反式激活蛋白的反式激活作用都是

由前-S2蛋白位点在细胞质中的朝向所决定的. MHBst

反式激活剂是PKC 依赖性的 也是第28 位上的丝氨

酸位点依赖性的. 磷酸化位点的完整性是其反式激活作

用的机构基础. MHBst 触发PKC依赖性的c-Raf-1/Erk2

信号转导系统 进而激活转录因子AP-1和NF-κB.

3   羧基末端截短型乙型肝炎病毒表面抗原中蛋白反式

激活的原理

目前的研究结果表明 约三分之一的HCC 组织中有

HBV DNA的整合 并产生3 -末端截短型的反式激

活蛋白. MHBst 并不是分泌型的MHBs 在分泌过程中

滞留在ER中 因此考虑到在细胞内的朝向是否决定

其反式激活作用. 通过融合蛋白表达的策略 将MHBs

编码全长基因与 ER定位信号肽序列KDEL融合 结

果表明仅是将完整的 MHBs 滞留在ER中 并不能产

生反式激活作用. 应用蛋白酶对于微粒体中的蛋白成分

进行降解 表明MHBst的氨基末端部分直接朝向细胞

质一侧 而MHBs蛋白分子中的氨基末端是朝向ER腔

的. 这一结构特点在一定程度上解释了MHBst蛋白的反

式激活作用 而MHBs不具备反式激活作用的原因. 通

过缺失突变分析 证明MHBst的非膜相关部分也与其

反式激活作用有关 表明非膜相关的MHBst蛋白代表

了第二种类型的MHBst反式激活蛋白. 这些具有反式激

活作用的MHBst在细胞内均匀分布 在功能上与膜相

关性MHBst蛋白并没有差别. MHBst53 是目前为止已经

发现的最小的反式激活作用蛋白. 这 2种类型的反式激

活蛋白分子都能在生理条件下相互结合成同二聚体形
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式 形成二聚体相关的结构基础也是MHBst蛋白反式

激活作用的先决条件. 提示MHBst的二聚体化与反式激

活功能之间是密切相关的[27-29]. MHBst 与报告基因质粒

pSV2CAT的共转染实验研究结果表明 前-S2/S 基因

的缺失范围达到第III疏水区时才具备反式激活功能. 缺

失第 II 疏水区 甚至是全部的S区之后 也不影响其

反式激活作用. 如果缺失突变涉及到疏水区 I 则反式

激活作用消失. 因此HBV DNA的 221-573 nt 之间的核

苷酸区域与其反式激活作用密切相关.

       MHBst 具有广泛的反式激活作用 对于原癌基因

c-myc c-fos都具有显著的反式激活作用. 因此 MHBst

反式激活蛋白是以影响转录因子蛋白AP-1的活性来实

现其转录调节的. 如果在 c-myc基因启动子序列中将

AP-1转录因子蛋白的结合位点序列缺失掉 那么MHBst

反式激活蛋白对于原癌基因 c-myc 的反式调节作用就

受到显著影响. 对于MHBst反式激活作用的机制进行研

究发现: 第一 在一种MHBst反式激活没有应答的基因

启动子序列中 如果加入AP-1转录因子蛋白是别的核

苷酸序列 那么这种基因的表达就获得了被MHBst 反

式激活的能力; 第二 利用MHBst表达质粒的共转染实

验研究结果表明 AP-1可以显著提高 c-jun和 c-fos的

表达活性; 第三 转录因子激活的AP-1抑制因子 可

以减弱MHBst 的反式激活作用效果. 除了AP-1之外

MHBst 还能利用对NF-κB和AP-2 的调节实现其反式
激活作用. 说明MHBst反式激活蛋白可以通过几种不同

的机制对于基因表达的类型和水平进行调控. 因为AP-1

调节的靶基因类型中有许多是与肿瘤有关的基因类

型 这就不难理解MHBst 在 HCC 的形成过程中具有

十分重要的意义[30, 31].
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)是引起急 慢性肝炎的主要原

因 部分HBV 感染者还可发展为肝硬化 原发性肝

癌[1-3].  HBV 是很小的包膜病毒 病毒基因组结构精

密 约3 200个bp(nt) 含4个开放读码框架 X基因为

最小的一个 位于1 374-1 838 nt 编码一个Mr为16-

17 kD的145-154个氨基酸残基(aa)多肽. HBxAg蛋白在

病毒复制 肝细胞癌变方面具有十分重要的作用 可反

式激活病毒和细胞启动子进而调节病毒及细胞的转录

亦可调节细胞癌基因的表达和改变细胞的生长特性[4-7].

HBxAg蛋白的奇特之处在于: 结构简单 但却具有广泛

的反式激活作用. 目前对HBxAg蛋白反式激活作用途径

研究的较为广泛 就这方面的研究作一概述.

1   HBxAg蛋白与HBV复制

HBxAg蛋白可反式激活广泛的启动子 包括HBV基因

组 为比较反式激活效率和了解启动子特异的空间结

构是否影响转录活性 Nakatake et al [8]利用氯霉素乙酰化

酶( CAT)报告基因构建了8个载体质粒 其中 个质粒含

有相应的 个单独HBV启动子 而另外 个质粒 CAT

分别被插入HBV基因组4个启动子的下游 每一个载体

质粒与表达质粒pRSV-X共转染人肝癌细胞株HepG2 发

现所有这些启动子均能被X蛋白增强2-3.5倍. 基因框

内起始密码子变异分析表明内部翻译的启动导致反式激

活产物的产生 基因终止密码子变异的HBV基因组转

染HepG2后 病毒的复制水平下降; 当与野生型 基因

共转染时 病毒的复制水平将会得到恢复. Renner et al [9]

用含HBV增强子 C区启动子及CAT报告基因的质粒

与X基因重组表达质粒共转染肝癌细胞PLC/PRF/5

同样也发现X基因可反式激活HBV增强子.

2   HBxAg蛋白在细胞中的反式激活作用

HBV是原发性肝癌主要危险相关因素之一 瞬时转染

实验表明HBxAg蛋白具有广泛激活作用 影响细胞转

录 生长以及细胞凋亡[10-13]. 虽然不能与DNA结合[14]

但HBxAg 蛋白能激活多种顺式作用元件 如: AP-1

AP-2 NF-κB CRE[15-17]. 目前认为HBxAg蛋白广泛
的激活作用是由于其具有双重作用途径. HBxAg蛋白在

细胞内定位于细胞质和核内[18] 对HBxAg反式激活的

途径目前研究认为存在两种方式 即: 在胞质中通过信

号传导途径 如: Ras-Raf-MAPK级连反应调节基因的

表达; 在核内与TATA结合蛋白等相互作用而影响基因

的表达. Klein et al [19]报道HBxAg蛋白能直接激活Src酪

氨酸蛋白激酶的活性. 如将Src酪氨酸蛋白激酶抑制因

子CSK与HBxAg一起导入细胞内 则激活作用消失. Src

激酶被激活后能刺激Ras-Raf- AKP传导通路 促进

c-Fos和c-Jun的合成 c-Fos和c-Jun以异二聚体的方

式组成了AP-1 AP-1 直接结合序列特异的AP-1启

动子上游反应元件 使转录水平上调. Heissmeyer et al [20]

报道HBxAg可以激活转录因子NF-κB 主要是通过两
种不同的胞质传导方式: 作用于37 kD的I κ 阻止因子
和105 kD的NF-κB前体阻止蛋白. HBxAg诱导I κ 阻
止因子磷酸化 可使其活性下降3-4倍; 同时HBxAg介

导NF-κB 前体阻止蛋白水平下降 释放RelA 蛋白
进而发生NF-κB的激活. Benn et al [21]发现HBxAg蛋白
可明显升高GTP-Ras 水平 激活并使Raf 磷酸化 使

APK 酪氨酸磷酸化 阻断Ras Raf 活性时 由

HBxAg蛋白激发的转录因子AP-1的反式激活功能即被

阻止. 对NIH 3T3研究发现多重Ras-Raf-MAPK的激活

与细胞转变有关[22]. HBxAg 蛋白能够诱导细胞发生转

化 不仅与激活Ras-Raf-MAPK级连反应 促进细胞

进入 期有关 而且与HBxAg蛋白对JNK途径的激活

有关. JNK途径的激活与细胞转化和凋亡均有关系[23]. 为

了解HBxAg蛋白激活作用 Tarn et al [24]建立了两个表

达HBxAg蛋白永生化肝细胞系AML12 即: 高分化的

3pX-1和低分化的4pX-1细胞系 同时证明在3pX-1中

HBxAg蛋白可以诱导细胞发生转变 但在4pX-1细胞

却没有同样的现象发生. 即: 发生转变的3pX-1 中

HBxAg蛋白可诱导IEGs ATF3 c-fos的表达 但在无细

胞转化的4pX-1中 仅有c-fos低度表达. 从HBxAg蛋

白在细胞合成开始 采用动态生化检测评估HBxAg蛋

白对促有丝分裂原的激活作用 发现在HBxAg蛋白表

达的最初15 h内 3pX-1和 4pX-1细胞中HBxAg蛋白

可产生不同的促有丝分裂原效应. 在 3pX-1 细胞中

HBxAg蛋白介导持续的ERK1 2激活 而在4pX-1细

胞中HBxAg蛋白只表现出瞬时的ERK1 2激活和持续

的JNK激活. 在信号传导通路反式报告检测 动态分析

CERB和 c-Jun 磷酸化作用中 发现在3pX-1细胞中

HBxAg蛋白通过Ras-Raf-MAPK诱导Elk-1和 CREB激

活 在4pX-1细中 HBxAg蛋白选择性激活JNK通路

进一步支持了HBxAg蛋白在不同的细胞状态下 可通

过不同的信号传导通路介导基因的表达. 胰岛素样生长

因子 II(insulin-like growth factor-II IGF-II)与原发性
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肝癌的形成关系密切. 临床资料显示 在HBV引起的

的慢性肝炎 肝纤维化 肝癌中HBxAg的表达与IGF-

II 升高相关 IGF-II 基因的 个启动子中 启动子

3 4被激活[25]. Lee et al [26]研究发现HBxAg蛋白

能够提高 IGF-II 基因启动子3 4诱导的 IGF-II 的表

达 进一步研究发现HBxAg蛋白可以正向调节启动子

的转录活性 其中Sp1 结合位点与这种转录激活密

切相关. GAL4-Sp1融合蛋白实验证明HBxAg蛋白确可

以提高体内IGF-II的表达水平 HBxAg蛋白不能与Sp1

直接结合 但是HBxAg蛋白可以增加磷酸化的Sp1对

DNA的亲和性 而变异的HBxAg蛋白失去这种激活作

用. Kang-Park et al [27]报道由HBxAg蛋白介导的Sp1诱

导的 IGF-II P4转录激活 与PKC 和 p44/p42MAPK信

号传导途径有关 因为: (1)在HBxAg转染的HepG2细

胞中 PKC的激活和表达载体都能提高Sp1的磷酸化和

P4的活性 (2)在相同的细胞中 PKC被Go6976阻止后

Sp1磷酸化和P4的活性以及IGF-II mRNA水平均下降;

(3)MEK的激活被阻止后也产生同样的结果. Anand et al [28]

发现HBxAg蛋白能缩短细胞从 0期进入S期的时间

促进G0/G1和 1/M期之间的转化 这种作用与提高

CDK2和CDC2蛋白激酶水平有关 而这两种激酶主要

激活细胞周期蛋白A E B. 进一步研究显示HBxAg通

过激活ras和一个未知因子促进细胞增生 未知因子可

进一步激活JNK.

        除了通过信号传导途径影响细胞基因的表达外 位

于核内的HBxAg蛋白还可以直接通过蛋白-蛋白相互

作用对基因的表达产生反式激活作用. 一些研究发现很

多转录因子能够与HBxAg蛋白相结合 如: TATA结合

蛋白(TBP) RNA聚合酶亚单位5(RPB5)  oct-1 p53[29];

体外实验发现HBxAg蛋白在细胞提取物中可以激活转

录[30]; 将HBxAg 与 LexA或 c/EBP DNA结合域融合表达

时 顺式表达元件可以被激活[31]. Fischer et al [32]利用酵

母双杂交技术发现HBxAg能够与蛋白酶体 亚单位结

合 HBxAg蛋白128位的变异将会取消这种结合作用.

Lin et al [33]运用Western blotting GST-树脂结合试验和

免疫共沉淀在体内和体外均证实转录因子(transactivation

factor TF)TFIIB RPB5 HBxAg可以相互作用. 而

且每一个蛋白都有与其他二者结合的区域 三者之间

形成一个三聚体复合物. HBxAg的转录激活作用需要这

种复合物的形成 当HBxAg发生变异时 对TFIIB或

RPB5结合力下降 HBxAg蛋白的反式转录激活能力也

明显下降. TFIIB结构较为保守 与RNA聚合酶结合后

TFIIB能够决定转录起始位点. 激活后的TFIIB能够与

不同的基因特异性转录调节蛋白相结合 如: TFIID

TFIIF等. TFIIB可能是HBxAg作用的靶蛋白. HBxAg与

TFIIB两个直接重复区结合 HBxAg蛋白通过这种结合

诱导TFIIB空间构象变化调节TFIIB的功能. 含锌指结

构的TFIIB -末端是RPB5和RNA聚合酶(RNAP)结

合部位. 因此 Lin et al [34]认为HBxAg反式激活的方式

可能存在两种形式. 一种方式是在TFII 存在的情况下

TFIID首先与启动子结合形成TFIID 启动子复合物

该复合物被TFIIB识别. TFIIB作为一个桥梁进而连接

RNAPII/TFIIF HBxAg同时与RPB5 和 TFIIB结合后可

以促进RNAPII/TFIIF与启动子的结合 或使RNAPII/

TFII 启动子结构稳定. 另外一种方式是含有RNAPII

和激活因子如TFIIF TFIIB TFIIH的RNA聚合全酶

直接与启动子结合 HBxAg通过与TFIIB 和RPB5结

合促使全酶的结合或使其更加结构稳定.

        HBxAg蛋白细胞同时定位于胞质 胞核及其两种相

对独立的反式激活途径 使其在HBV感染 HBV相关

肝癌的发生和发展方面处于十分重要的地位 对其反

式激活途径 方式进行深入的研究 有助于了解HCC

发病机制 并对相应的治疗提供新的方法.
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0   引言

细胞周期(cell cycle)是细胞分裂增生的经典概念 过去

的研究主要集中在细胞周期的形态学描述上. 随着细胞

周期素(cyclin)和细胞周期素依赖性激酶(cyclin dependent

kinase CDK)的发现及其作用机制的研究进展 使得

我们对于细胞周期调节有了分子生物学水平上的深入

认识. 细胞周期的分子生物学调节机制的研究 也促进

了肿瘤形成的分子生物学机制的研究 同时对于肿瘤

病毒(oncogenic virus)引起正常细胞的恶性转化机制的研

究具有十分重要的促进作用.

        从广义上来讲 乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病

毒(HCV)都属于肿瘤病毒的范畴 因为这两种肝炎病

毒的感染与肿瘤的发生有着十分密切的关系 特别是

与肝细胞癌(hepatocellular carcinoma HCC)的发生发展

密切相关 这在分子生物学研究和临床流行病学调查

资料中都得到了很好的反映. 目前已经积累的研究资料

表明 这些病毒引起正常肝细胞的恶性转化 也与细

胞周期的异常调节有关. 其中肝炎病毒蛋白对于细胞周

期素A(cyclin A)的异常调节是其主要机制.

1   细胞周期素A的发现和生物学作用

目前关于细胞周期素和CDK的认识已经相当深入和系

统 已经发现了众多的细胞周期素和CDK分子类型

对于他们的作用机制也有了清楚的了解 大大推动了

肿瘤分子生物学的研究. 但是 关于细胞周期素的发现

首先还是从HCC的研究开始的. Wang et al [1]在研究肝

细胞癌时 发现HBV DNA在肝癌细胞基因组DNA的

整合位点 正好是一个肝细胞的编码基因区 对于这

一基因区的序列进行对比分析 发现这一段基因序列

正好是低等动物细胞周期素A 编码基因的同源基因

从而导致了人细胞周期素A基因的发现. 这一研究以及

之后的一系列研究结果表明 HBV DNA整合的位点正

是人细胞周期素A 的内含子(intron)区 从而形成了

HBV表面抗原基因与细胞周期素A的融合基因 这种
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整合造成了细胞周期素A基因的表达在HBV的表面抗

原基因启动子的控制之下 同时 由于融合蛋白中缺

失的氨基末端的序列 正好是与细胞周期素A蛋白降

解有关的序列 从而造成持续表达和不能降解 这样

细胞就受到持续的细胞周期素A的刺激 造成异常的

信号转导 与HCC的发生发展关系密切. Wang et al [2]

不仅发现了HBV DNA与肝细胞基因组DNA整合的位

点 而且据此还发现了细胞周期素A 随后又建立了

HCC的 cDNA文库 从中鉴定 分离到数个HBV-细

胞周期素A杂合子的分子克隆. 杂合分子 cDNA 编码

HBV-细胞周期素A的融合蛋白 在这一融合蛋白分

子中 在细胞周期素A的N-端缺失了一段功能序列

包括细胞周期素降解所必需的结构 代之以病毒的

前-S2/S序列 整个融合蛋白在病毒的前-S2/S启动子

的指导下进行. 这种融合蛋白在体外的细胞周期素降解

实验中不被降解 Northern blot杂交分析结果表明这种

杂合分子在肿瘤组织中的转录表达水平很高 但是在

同一患者的非肿瘤组织中却没有检测到这种融合蛋白

的表达. HBV DNA与细胞周期素A基因的整合造成了很

强的HBV-细胞周期素A杂种分子的转录表达 编码

一种不被降解的细胞周期素A分子 这种杂合分子在

肿瘤形成过程中具有十分重要的意义.

        细胞周期素A基因首先是在肝癌组织中HBV DNA

整合的位点研究中发现的 染色体定位在 4q27 与

原发性肝癌(PLC)经常出现基因重排的染色体位点4q32

距离不远. De Mitri et al [3]建立了细胞周期素A基因的TaqI

位点多态性研究手段 对于细胞周期素A 基因的等位

基因丢失情况进行了聚合酶链反应(PCR)检测. 50 例

PLC患者肿瘤和非肿瘤组织的检测结果表明 54 %为

A1 型纯合子 6 %为A2 型纯合子 40 % 为杂合子.

比较肿瘤和非肿瘤组织 5 %为纯合子. 认为细胞周期

素A等位基因的丢失在PLC中不是十分常见 当只有

有限的DNA标本时 PCR技术是检测细胞周期素A等

位基因丢失的可靠技术手段.

       目前已知细胞周期素A和B是细胞周期调节中最为

主要的调节因素. 这两种细胞周期素在细胞周期的调节

中均具有十分重要的调节作用 只是在细胞周期调节

过程中发挥作用的先后次序不同. 细胞周期素A主要作

用在细胞周期的早期阶段 而细胞周期素B主要作用

在细胞周期的晚期阶段. 其机制主要是通过与不同形式

的CDK分子的结合和调节. 此外 细胞周期素A主要

调节DNA的复制 细胞周期素B主要是抑制早期核内

体(endosome)以及 cdc25磷酸酶的激活. 细胞周期素A

B异常与肿瘤形成的关系也十分密切.

2   细胞周期素A与肝脏疾病之间的关系

Zhang et al [4]研究了HCC肝组织中细胞周期素A过表达

的情况 以及HBV X基因与肝细胞基因组DNA整合

的情况. 对于HCC癌组织和癌周组织细胞周期素A的

mRNA 蛋白表达水平以及HBV X基因的表达进行了

研究 结果仅在1/35例患者中检测到细胞周期素A基

因放大 mRNA 和蛋白的表达水平升高分别见于16/35

21/35 例患者 细胞周期素A基因的过表达与患者的

年龄 肿瘤大小 HBV X基因的整合显著相关. 因此认

为 细胞周期素A在HCC形成的早期阶段就有过表达现

象. 这也是HBV改变肝细胞的细胞周期调节的重要机制.

        在许多类型的肿瘤中 包括HCC 细胞周期素基因

放大是十分常见的 特别是细胞周期素D和E. 在HCC

中有一系列的细胞周期相关的蛋白激酶活性处于异常

状态. Masaki et al [5]对于LEC大鼠中HCC移植瘤的这些

蛋白激酶的活性进行研究. 对于不同期的HCC组织中细

胞周期素D1 E A H Cdk1 (Cdc2) Cdk4 Cdk6蛋

白水平以Western blot 技术进行检测. 对于细胞周期素

D1 E A Cdk4 Cdk6 Cdc2 Cdk7 Wee1激酶的

活性应用胶内激酶(in-gel kinase)活性分析技术检测. 细

胞周期素D1 E Cdk4 细胞周期素A和Wee1等的蛋

白水平和激酶活性升高与HCC的分期呈正相关 特别

是在慢性肝炎向HCC转化的过程中尤其如此. 尽管慢性

肝炎与正常的肝脏相比较Cdc2激酶活性轻度升高 但

在慢性肝炎向HCC转化的过程中却没有显著的改变. 在

正常的肝细胞向HCC的转化过程中 Cdk6和Cdk7活

性保持不变. 这些结果表明 Cdc2激酶活性的升高在正

常肝细胞的恶性转化过程中具有十分重要的地位 细

胞周期素D1 Cdk4 细胞周期素E 细胞周期素A和

Wee1在这些过程中可能没有特别重要的意义.

       Werling et al [6]对于慢性丙型肝炎患者的肝细胞的

DNA多倍体性质以及细胞的增生状态进行了研究. 45例

慢性丙型肝炎患者和27例非丙型肝炎患者的研究结果

表明 慢性丙型肝炎患者 S 期细胞数目比例轻度下

降 炎症指数和细胞周期素A蛋白表达水平也有一定

程度的下降 主要发生在几例重症肝炎患者中. 在非慢

性丙型肝炎患者中 细胞周期素A阳性细胞数目与炎

症程度相平行. 另外 HCV感染还可以引起接近二倍

体的非整倍体的细胞DNA 而病理指数与二倍体状况

无关. 这些研究结果表明 慢性丙型肝炎患者的肝细胞

增生状态受到抑制 且与炎症程度成平行的关系

DNA多成非整倍体状态. DNA的非整倍体状态是遗传不

稳定的表现和信号 最终会导致正常细胞的恶性转化.

        细胞周期素A是S和G2/M期中的调节蛋白 这些

调节蛋白的异常表达与正常细胞的恶性转化有关. Chao

et al [7]研究了细胞周期素A过表达以及其与HCC临床预

后之间的相互关系. 研究发现 39 % (12/31)的患者有

细胞周期素A的过表达 在6/12患者可以发现基因放

大 4/12 的患者是转录后效应 2/12 例患者是翻译后

效应. 与细胞周期素A表达水平正常的肿瘤组织相比

较 具有细胞周期素A过表达的患者 则具有更多的

处于S和G2/M期的细胞. Skp2是一种细胞周期素A作

用蛋白 在55 %(17/31)的患者中发现有过表达现象. 这
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些患者也具有较多的处于S期的肿瘤细胞. 经过非配对

Student s t检验 精确Fisher s 检验和 χ2分析
证实细胞周期素A的过表达与Skp2 表达水平升高有

关 同时与甲胎蛋白(AFP)表达水平升高有关 但是

与患者的年龄 肿瘤大小 是否合并肝硬化 HBsAg

检测结果是否阳性等因素无关. 在无病生存期分析中

有细胞周期素A过表达的患者平均是6 mo 而没有细

胞周期素A过表达的患者是29 mo. 总体的生存分析结

果表明了同样的趋势 即细胞周期素A过表达的患者

的生存期限较短. 多变量分析(multivariate analysis)结果

表明 根据 Skp2 过表达和AFP 水平进行调整之后

仍然发现细胞周期素A的过表达与无病生存期有显著

相关的关系. 这些研究结果提示细胞周期素A是HCC独

立的预后相关因素.

       在实验动物和肝脏疾病患者的临床标本中 无论

是良性还是恶性疾病 都可以检测到肝细胞生长因子

(HGF)及其受体c-met的过表达. 以免疫组织化学技术

对于20例HCC患者 5例局灶结节增生(focal nodular

hyperplasias FNHs) 4例爆发性肝炎(fulminant hepatitis

FH) 1例再生肝脏检测了HGF c-met 的表达. c-met

这种原癌基因在所有的组织中都有表达活性 尤其在

HCC表达水平更高. HGF在所有组织的肝脏贮脂细胞中

都能检测到 在45 % (9/20)的HCC组织也能检测到在

肝细胞中HGF的表达. 以细胞周期素A的多克隆抗体对

于增生指数进行研究 HGF和 c-met 表达水平和细胞

周期素A阳性细胞核比率进行比较 c-met 与细胞周

期素A的表达之间存在显著的相关性. 55 % (11/20)的

HCC组织中HGF和细胞周期素A阳性之间没有显著的

相关性. 研究提示HGF c-met 的表达是肝细胞增生的

最为明显的促进因素.

        细胞周期素A在细胞周期的S和G2/M期具有十分

重要的调节作用 其基因组也是HCC组织中HBV DNA

整合的常见位点. Paterlini et al [8]对于PLC肿瘤和非肿

瘤组织中的细胞周期素A进行了研究 包括肝脏肿瘤

组织中细胞周期素A的基因重排 细胞周期素A的表

达与增生细胞比率之间相关的特点等. 对43例患者的标

本进行了Southern blot 杂交检测. 细胞周期素A的RNA

水平的累积在18例患者是明显存在的 与S+G2/M期

细胞的比率显著相关. 本项研究中没有发现细胞周期素

A的基因重排现象 细胞周期素A的RNA水平与S+G2/

M期的细胞比率之间存在极为显著的相关性. 体内研究

证实细胞周期素A的RNA与PLC肝组织中增生细胞的

比率之间存在极为显著的相关性. 因此认为细胞周期素

A是肝脏肿瘤细胞显著增生的主要的生物学标志物.

        尽管目前已经确定HCV是非甲非乙型肝炎(non-A

non-B hepatitis)的主要病原体 但是仍然存在一部分

患者 组织学具有慢性病毒性肝炎的特征 但是血清

学标志物却是阴性. Romeo et al [9]应用PCR技术对于诊

断明确的慢性活动性肝炎患者的17份血清标本和6份

肝脏活检标本的HBV DNA和HCV RNA进行检测 4/

17血清标本中可以检测到HCV RNA 但HBV DNA全

部阴性. 3/6份肝脏活检标本中细胞周期素A和人白细胞

抗原(HLA)阳性. 其中 1例HCV RNA阳性 HBV DNA

阴性. 这一研究结果表明 除了HBV HCV之外 可

能还会存在其他类型的肝炎病毒.

3   肝炎病毒蛋白对于细胞周期素A的调节机制

细胞周期素A2主要存在于细胞周期G1/S转变期间的细

胞核之中 在核膜遭到破坏之后的有丝分裂期就开始

降解 先前的研究发现存在细胞周期素A2与HBV表

面抗原基因融合蛋白(S2A) 细胞周期素A2部分就是不

被降解的结构区 152 位于内质网膜上 可以逃避正

常大鼠成纤维细胞的降解途径 因此怀疑细胞周期素

A2在肿瘤形成过程中发挥一定的作用. Faivre et al [10]的

结果表明 如果将不易降解的细胞周期素A2- 152融

合蛋白 以细胞内质网定位信号PRL-A2将其固定在内

质网上 就可以与Ha-ras 一起促使正常细胞的恶性转

化. 持续表达PRL-A2的细胞REF52具有较高比例的多

核巨大细胞的比率 经常看到多倍体细胞和异常的中

心粒数目的细胞 产生多极的纺锤体. 将这些细胞注射

到去胸腺的小鼠中 可以引起肿瘤 有时在没有Ha-ras

辅助的情况下也能发生肿瘤. 这些研究结果表明 不易

降解的细胞周期素A2在细胞内质网内的异常分布 就

可以干扰正常的细胞周期 促进细胞产生非整倍体状

态 进而产生肿瘤.

        HBV X在慢性乙型肝炎患者的肝细胞癌的发生发展

过程中具有重要作用. pX主要是通过激活RAS-RAF-

MAPK和 JNK信号转导途径促进正常肝细胞的恶性转

化. 为了探讨pX在肝细胞恶性转化过程中的作用机制

Tarn et al [11]构建了受四环素调控的pX表达系统 并

建立了稳定表达的细胞系AML12 包括分化型细胞系

3pX-1和去分化型细胞系4pX-1. 研究结果表明 pX条

件表达只能使3pX-1细胞系发生恶性转化 体内外的

激酶活性分析结果表明 pX可以反向激活3pX-1细胞

系RAS-RAF-MAPK 和 JNK 的信号转导系统 而在

4pX-1细胞系中不同. 在 pX转化的3pX-1细胞系中观

察到持续的pX依赖性的RAS-RAF-MAPK信号转导系

统的激活. 在非转化的4pX-1细胞系中仅观察到pX依

赖性的JNK信号转导系统的激活. 不同的pX依赖性有

丝分裂原信号激活途径可以激活不同的cAMP应答元件

(CRP)的结合蛋白和c-Jun 决定了3pX-1和 4pX-1细

胞系不同的应答特点. 具有核定位信号的pX-NLS表达

型细胞系 可以激活RAS-RAF-MAPK 信号转导途

径 显著降低恶性转化的潜能 说明持续的pX 介导

的RAS-RAF-MAPK信号转导系统在肝细胞恶性转化过

程中具有十分重要的意义.

        多项研究证实HBxAg可促进多个信号转导途径 还

可以与多种转录因子蛋白结合 特别是cAMP应答元
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件结合蛋白(cAMP response element binding protein

CREB). HBxAg具有促进细胞周期早期进程的作用 可

能的机制是替代TATA结合蛋白相关因子250(TATA-

binding protein-associated factor 250 TAF(II)250)这种

转录激活共刺激因子的作用 或者是刺激细胞质中的

信号转导系统. 为了研究HBxAg在细胞周期早期阶段的

调节作用 Bouchard et al [12]研究了HBxAg对于G0/G1

期细胞检验点的异常. 发现TAF(II) 250是HBxAg激活细

胞周期素A基因启动子和促进G0/G1细胞周期进展的

必须依赖的因素. 因此 HBxAg在功能上不能替代TAF

(II)250 在转录激活和细胞周期调节中的作用 相反

HBxAg具有激活细胞周期素A基因启动子的活性 诱

导细胞周期素A-CDK2复合体的形成 促进静止期细

胞进入G1期 主要机制是通过对于Src酪氨酸激酶活

性的激活. HBxAg刺激Src激酶活性 促进细胞周期素

基因表达水平的提高 完成促进静止期细胞向G1期的

转化 但在S期附近就失去作用 这可能是病毒复制

过程中非常重要的事件.

         细胞周期素在真核细胞的细胞周期调节中具有十分

重要的作用. 人细胞周期素A的发现是在研究HCC的

HBV DNA整合位点的基因序列时实现的. 人细胞周期素

A与E2F 转录因子的活性相关 人乳头瘤病毒(HPV)

E1A癌基因蛋白也可以与之结合 这些发现说明细胞

周期素A与肿瘤的信号转导环节有关. 以抗人细胞周期

素A的抗体进行细胞内注射时 细胞的DNA合成受到

抑制 进入到有丝分裂期的进展也受到抑制. 细胞周期

素A与cdk2和cdc2结合 使得细胞周期素A具有2种

截然不同的激酶活性 一种是在S期 另外一种是在

G2期. 这些结果说明细胞周期素A对于人细胞的细胞周

期具有显著不同的调节机制.

       细胞周期素是细胞周期的重要调节因素 在正常细

胞的恶性转化过程中具有十分复杂的作用. Berasain et al [13]

描述了一种新型的细胞周期素肿瘤激活方式. 细胞周期

素A2的氨基末端部分如果被HBsAg部分编码序列所代

替形成融合蛋白S2A时 可以引起正常大鼠肾细胞的

恶性转化 还可以与 ras 一起转化大鼠胚胎成纤维细

胞. 但是病毒蛋白基因和全长的细胞周期素A2或者是氨

基末端缺失突变的细胞周期素A2都没有这种恶性转化

作用. 融合蛋白S2A的恶性转化作用主要是因为具备与

CDK 分子的结合和激活作用. 这种融合蛋白如果在

MRAIL序列发生突变 那么就可以导致恶性转化作用

的消失. 这种作用主要是与融合蛋白在内质网膜上的异

常分布有关. 这些结果提示病毒感染之后造成的细胞周

期调节蛋白在细胞内的分布异常 是病毒感染引起正

常细胞发生恶性转化的重要机制之一.

        HBV感染可引起从急性病毒性肝炎到HCC的各种

各样的临床表现. 在HBV基因组中存在数个启动子序

列 其转录活性受到肝细胞中转录因子蛋白的调控.

HBV基因组编码的pX蛋白是目前唯一已知的病毒调节

蛋白 在HBV的基因表达调节中具有十分重要的作用.

Haviv et al [14]研究了pX蛋白与细胞辅助激活因子之间的

相互关系. pX可以重建野生型蛋白的激活功能 代替

与TAFII250和激活剂结合活性较弱的TBPAS突变. 温

度敏感性细胞系 ts13在限制温度条件下发生生长停止

和细胞凋亡 但转染pX基因之后可以得到部分恢复

因此形成了pX依赖性的细胞生长. 这些研究结果表明

pX可以抑制某些TBP和 TAF(II)250 突变表性 说明

pX可以使细胞克服对于holo-TFIID转录复合物的需要.

        细胞周期素A可以结合p34cdc2和p33cdk2蛋白激

酶 在G1/S和G2/M两个检验点中都有十分重要的调节

作用. 这种细胞周期素自身结合成多聚体形式 并与

E2F转录因子复合物 p33cdk2蛋白激酶和p107结合成

蛋白复合体. 细胞周期素A是细胞周期的重要调节因子

同时也是连接癌基因与抗癌基因之间的联系蛋白. 细胞

周期素A在腺病毒感染细胞中与E1A病毒蛋白结合

说明与肿瘤的形成过程有关. 在肿瘤研究中 细胞周期

素A还可以作为肿瘤形成的一个标志. Wolowiec et al [15]

有丝分裂有关的细胞周期素构成了组蛋白H1激酶复合

物的调节亚单位. 根据其结构特点可以分成A B两大

类 对于有丝分裂过程都是必须的. 细胞周期素A激活

组蛋白H1激酶 降解过程早于细胞周期素B 在DNA

的复制过程中具有十分重要的作用. 细胞周期素A B

在肿瘤形成过程中的作用机制 或者是直接激活细胞

周期素A的表达 例如HBV DNA与细胞周期素A基

因的整合和过表达或是与调节细胞增生的调节因子相

结合 或者是间接引起一些癌基因 抗癌基因蛋白的

CDK依赖性的磷酸化修饰.

        Strassburg et al [16]的研究结果表明细胞周期素A还是

抗细胞核抗体(ANA)识别的一种靶抗原. 研究选择了I型

自身免疫性肝炎(AIH)患者61例 II型AIH患者21例

原发性胆汁性肝硬化(PBC)患者107例 还有风湿性疾

病如系统性红斑狼疮(SLE) 类风湿性关节炎(RA) 混

合型结缔组织病(MCTD)患者共 42 例和正常对照人群

100例. 以间接免疫荧光技术检测ANA 以杆状病毒载

体-昆虫细胞系表达的细胞周期素A作为抗原检测特

异性抗体. 结果表明 I型AIH患者和类风湿性关节炎

患者可以检测到ANA. 抗细胞周期素A抗体的阳性率分

别为12/61 (20 %)和 6/42 (14 %). 在 PBC患者 III 型

AIH患者和正常对照组ANA抗体阴性 抗细胞周期素

A自身抗体的阳性率为7-9 % II型AIH和SLE患者中

检测不到. 某些患者的血清中可以检测到细胞周期素A的

自身抗体. 抗细胞周期素A抗体可以识别45和50 kD等

2种分子量大小的蛋白 说明这一抗体识别不同的抗原

表位. 这一研究发现细胞周期素A是肝脏和非肝脏自身免

疫性疾病时产生的自身抗体识别的靶抗原. 进一步的研究

将阐明这一自身抗体的产生所具有的生物学和临床医学

意义. 细胞周期素A自身抗体的存在 说明这一细胞周期

调节因子的生物学活性还有其他类型的调节途径.
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       Blanc et al [17]对于人肝细胞受到表皮生长因子(EGF)

转化生长因子 (TGF ) 爆发型肝炎患者血清等刺

激时的应答及其机制. 人肝细胞在包被胶原的培养板上

培养. 铺板12 h之后 分别以EGF(1-100 ng/mL) TGF

(1-100 ng/mL)或血清(1-100 ml/L)刺激0-96 h. 以 3H-

胸腺嘧啶核苷掺入测定DNA的合成. 同时测定细胞周期

素A表达水平和DNA含量 对于细胞进行计数. DNA

高峰在刺激之后的 48 h 细胞在受到 20 ng/mL 的

EGF 40 ng/mL的 TGF 或 50-100 ml/L 的爆发性肝

炎患者的血清刺激之后 与未刺激的细胞相比较 其

生长指数分别提高4. 35 5. 4和 4-6倍. 细胞周期素A

表达的最高水平也是DNA合成的最高时间点. 72 h 之

后 DNA合成水平降低75-100 % 细胞数目降低50 %.

这些研究结果表明成人肝细胞对于有丝分裂原的刺激

具有明显的应答潜力.

       利巴韦林是一种鸟嘌呤核苷类似物 与干扰素联

合治疗慢性丙型肝炎可以显著改善慢性丙型肝炎患者

肝组织的病理改变 降低血清转氨酶的水平 即使单

独使用利巴韦林时也能取得一定的治疗效果. 利用体外

培养的原代人和大鼠的肝细胞 Ilyin et al [18]研究了利

巴韦林对于肝细胞的作用. 在10-60 µmol/L的浓度条件
下 利巴韦林可以抑制蛋白的合成与分泌 而且这种

抑制作用是时间和剂量依赖性的特点 这些作用通过

对血清白蛋白和肝脏球蛋白的测定得到证实. 3H-胸腺

嘧啶掺入实验结果表明 利巴韦林对于HGF EGF刺

激的效应具有显著的抑制作用. 利巴韦林对于DNA合成

的抑制 造成细胞进入细胞周期的S期进展缓慢. 这些

结果以流式细胞学技术得到证实. 细胞周期素A和cdc2

等在细胞周期S期表达的蛋白的水平也受到抑制[19-25].

50 µmol/L 的利巴韦林对于DNA合成的抑制 当加入
80 µmol/L鸟嘌呤时就可以得到逆转. 这些研究结果表
明 接近治疗剂量的利巴韦林 在体外就可以影响肝

细胞的功能 因此必须考虑应用补充鸟嘌呤的办法拯

救利巴韦林带来的肝细胞抑制作用.
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV) 丙型肝炎病毒(HCV)感染与肝细

胞癌(HCC)发生发展之间的密切关系 早已被大量的

临床医学和临床流行病学资料所证实[1]. 随着细胞周期

(cell cycle)调节的分子生物学机制研究不断深入 特别

是关于细胞周期素(cyclin) 细胞周期素依赖性激酶

(cyclin-dependent kinase CDK)的发现 使得细胞周

期这一经典的概念又有了新的内容 大大促进了肿瘤

形成的分子生物学研究的进展[2]. 多年来积累了丰富的

资料表明 HCC 与细胞周期调节紊乱有关 HBV

HCV感染可以引起细胞周期调节的紊乱 这种异常调

节 可以是肝炎病毒蛋白对于细胞周期素 CDK分子

的直接调节 同时也可以通过对于CDK激酶活性具有

广泛抑制作用的p21蛋白的异常调节[3-5].

1   肝细胞癌与细胞周期调节异常

哺乳动物细胞的细胞周期受到CDK和CDK抑制因子的

共同调节 这些蛋白表达水平异常或他们之间相互作

用的异常 都将导致肿瘤的发生. Kohzato et al [6]研究了

细胞周期素E和CDK2在肝细胞癌中的作用. 对一系列

的HCC 肝硬化组织和肝炎组织进行研究 对LEC

近交大鼠的HCC模型也进行了研究 石蜡切片免疫组

织化学技术检测细胞周期素E和CDK2的表达 人和

大鼠的HCC组织中有细胞周期素E和CDK2的共同表

达 Western blot 杂交以及CDK2蛋白激酶活性的分析

结果表明 细胞周期素E和CDK2蛋白 以及CDK2的

蛋白激酶活性都随着HCC的发展而逐渐升高 细胞周

期素E和CDK2与临床病理特点之间的相互关系研究结

果表明 细胞周期素E与肿瘤的分级 增生细胞核抗

原(PCNA)指数 以及CDK2表达等指标之间密切相关.

CDK2的过表达似乎与HCC的低度分化有关. 这些研究

结果表明细胞周期素E和CDK2在HCC中具有十分重

要的作用.

        在HBV相关的HCC发展中 通常需要20-40 a的

肝脏炎症 坏死的持续过程. 但儿童期HCC的发生机制

与之明显不同. Kim et al [7]发现癌基因c-met的突变仅在

儿童期HCC中发现 成人期HCC没有. 对 9例儿童期

HCC和9例40岁以上的成年期HCC进行对比研究 G1

期调节蛋白如细胞周期素D1 E和CDK4的表达以免疫

组织化学技术进行了研究. 同时对于染色体8p 13q

17p的杂合子丢失(loss of heterozygosity LOH)进行调查.

儿童期HCC的细胞周期素D1表达水平显著低于成年期

HCC患者 但细胞周期素E和CDK4表达水平无明显

差别. 染色体13q的LOH频率在儿童期HCC稍高 8p

和17p位点没有显著差别. 结果提示儿童期HCC可能与

细胞周期素D1表达水平的异常没有显著的相关性 但

是13q的LOH可能与之有关.

        在包括HCC的一些肿瘤中 经常见到细胞周期素

基因的放大现象 特别是细胞周期素D E 是正常

细胞恶性转化的重要步骤. 但是大多数细胞周期相关的

蛋白激酶的变化及其在肿瘤发生中的作用 目前还不

十分清楚. Masaki et al [8]利用Western blot杂交技术研究

了LEC大鼠HCC移植瘤的细胞周期素和CDK的活性

如细胞周期素D1 E A H CDK1 (Cdc2) CDK4

CDK6. 细胞周期素D1 E A CDK4 CDK6 Cdc2

CDK7 Wee1的活性以胶内激酶(in-gel kinase)活性分

析法测定. 在 HCC 移植瘤中 细胞周期素D1 E

CDK4 细胞周期素A Wee1蛋白和激酶活性显著升

高 与HCC 进展期显著相关 特别是在慢性肝炎向

HCC转化中尤其如此. 尽管Cdc2在正常 肝炎肝组织

中轻度升高 但在慢性肝炎向HCC的转换过程中却没

有显著变化 CDK6 CDK7的蛋白激酶活性也保持不

变. 表明Cdc2蛋白激酶在慢性肝炎向HCC的转化过程

中具有十分重要的作用 尤其是细胞周期素 D 1

CDK4 细胞周期素E 细胞周期素A 和Wee1 的变

化 可能在慢性肝炎逐渐发展为HCC的过程中具有十

分重要的作用.

     CDK相关的蛋白磷酸酶(CDK-associated protein

phosphatase KAP)是人的一种双特异性蛋白磷酸酶

可以催化CDK2在苏氨酸160 位点发生去磷酸化 而

且是一种细胞周期素依赖性的过程. Yeh et al [9]对于这种

蛋白酶是否在HCC中有突变的现象 利用逆转录聚合

酶链反应(RT-PCR)技术对HCC组织中KAP mRNA表达

进行了分析. 8/14例晚期HCC活检标本和6/13例外科

手术切除的HCC标本以及2例肿瘤周围组织中都有异

常的KAP转录表达. 随后对于这些突变的KAP基因进

行克隆分析 酵母双杂交技术分析结果 发现5/7 典

型的KAP突变体都失去与CDK2的相互作用. 说明在

HCC 的形成过程中 KAP 突变也是参与其中的一个

重要因素.

乙型和丙型肝炎病毒对细胞周期素及

细胞周期素依赖性蛋白激酶的调节

成   军, 刘   妍, 洪   源, 王建军, 杨   倩
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2   乙型肝炎病毒与细胞周期调节异常

有丝分裂细胞周期素组成了组蛋白H1激酶复合物的调

节亚单位. 根据细胞周期素的一级结构可以分成A B2

种 都是细胞有丝分裂调节所必需的调节蛋白. 细胞周

期素A激活组蛋白H1 激酶的活性 蛋白裂解破坏在

细胞周期素B之前 在DNA复制过程中具有十分重要

的调节作用. 细胞周期素A和B在肿瘤发生中具有一定

的作用 机制不同 象HBV DNA与细胞周期素A之

间的结合及功能异常 或者作为一种复合物形式产生

异常调控 或在癌基因或癌基因异常情况下 在CDK

催化作用下发生异常磷酸化修饰.

         细胞周期素在所有的真核细胞的细胞周期调节中都

具有十分重要的意义. 细胞周期素A在HBV DNA的整

合以及HCC的发生中具有重要的意义 此外与细胞周

期素A转录因子蛋白E2F结合成复合物形式 腺病毒

的E1A可以阻滞这种蛋白复合物的形成. 这些研究结果

表明细胞周期素A是肿瘤形成信号作用的一个靶点. 将

抗细胞周期素 A 的抗体注射入细胞内之后 细胞的

DNA合成及进入有丝分裂的细胞数目受到严重影响. 细

胞周期素A与CDK2和Cdc2都能结合 说明具有2种

不同的激酶活性. 一种活性在S期发挥作用 另一种活

性在G2期发挥作用. 这些结果表明 细胞周期素A是

人细胞周期调节的一个重要环节.

        HBV的pX蛋白在慢性HBV感染者的HCC发生中

有一定的作用. 为了研究pX在细胞恶性转化中的作用

Lee et al [10]应用永生化的AML12肝细胞建立了分化型细

胞模型 3pX-1 和去分化型细胞模型 4pX-1 但只有

3pX-1出现pX介导的恶性转化 信号转导涉及Ras-

Raf-MAPK的激活. 表达pX的非转化型4pX-1细胞表现

出持续的 pX依赖性的JNK信号系统的激活. 对于pX

介导的这 2 种不同的生长方式进行比较 对 3pX-1

4pX-1细胞周期的特点进行了研究. 表达 pX的转化型

3pX-1表现出pX依赖性的G1 S G2/M期进展 其

标志是细胞周期素D1 A B1 的诱导 Cdc2 激酶

的激活. 表达pX的非转化型4pX-1细胞系表现出pX依

赖性G1 S期的进入 之后是S期的停滞 没有Cdc2

激酶的激活. 有意思的是 4pX-1 具有 pX 诱导的 p21

(Cip1) p19 (ARF) bax 胰岛素样生长因子结合蛋

白3(IGFBP-3)的表达. 尽管pX介导的生长抑制和细胞

凋亡基因的表达 还有pX 依赖性Cdc2 激活的缺乏

4pX-1细胞并没有pX依赖性的G2/M的阻滞或细胞凋

亡. 诺考达唑(Nocodazole)处理后 G2/M期阻滞的4pX-1

细胞表现出pX依赖性的多形核细胞的形成 类似表达

人T嗜淋巴病毒I(HTLV-I)的Tax蛋白的细胞特征. 因此

认为4pX-1细胞中 因为pX异常调节了G2/M的细胞

周期检验点 因而免于pX表达诱导的细胞凋亡过程的

发生.

        几项研究结果提示HBxAg可与cAMP应答元件结合

蛋白(cAMP response element binding protein CREB)结

合 HBxAg也能促进早期的细胞周期进展 可能的机

制就是代替TATA结合蛋白相关因子250 (TATA-bind-

ing protein-associated factor 250 TAF(II)250)的功能

或者刺激细胞质中的信号转导系统. 为了研究HBxAg对

于细胞早期阶段的影响机制 Bouchard et al [11]研究了

HBxAg促进处于生长阻滞阶段细胞通过G0和G1期检

验点的作用和机制. 结果证实TAF(II)250是HBxAg激活

细胞周期素A启动子所必须具备的因子 也是HBxAg

促进细胞从G0到G1期的转变. HBxAg在功能上并不是

替代TAF(II)250 而是HBxAg激活细胞周期素A的启

动子转录活性 诱导细胞周期素A-CDK2复合物蛋白

激酶的活性 促进静止期细胞进入到G1 期 主要机

制就是通过Src酪氨酸蛋白激酶的激活. HBxAg刺激Src

蛋白激酶的活性以及细胞周期素的基因表达 强迫处

于静止期的细胞进入到G1期 但在S期速度减慢 更

有利于病毒的复制.

       HBxAg是一种分子量很小的转录激活因子 是病

毒的感染所必需的. HBxAg与HBV基因的转基因小鼠

肝脏肿瘤的发生发展有关. HBxAg激活Ras-Raf-MAPK

信号转导链 激活转录因子蛋白AP-1和NF-κB 刺
激细胞DNA的合成. Benn et al [12]的研究结果表明HBxAg

可以刺激细胞周期的进展 缩短细胞在G0的时间至少

12 h 加速进入到S期 同时也加速细胞通过G0/G1

和 G2/M2个细胞周期检验点. 与血清因子的刺激相比

较 HBxAg蛋白可显著增加CDK2和CDC2蛋白激酶的

活性 以及分别与细胞周期素E A 或B 结合而成的

复合物的蛋白激酶活性. HBxAg基因的表达可以导致细

胞克服细胞对于血清的依赖性或显著降低由此带来的

细胞生长抑制. HBxAg和血清刺激都需要RAS信号转导

通路的参与 但只有HBxAg可以缩短检验点所需要的

时间. HBxAg因此通过RAS信号转导途径促进细胞生

长 与此过程相关的另外第二种因素可以持续激活JUN

或p53蛋白 也参与了这一调节过程. 这些研究结果表

明HBxAg参与了HBV感染引起肝脏肿瘤的过程 主

要机制是导致细胞周期检验点的异常 对于遗传特性

不稳定的细胞进行选择 并积累不能进行修复的致癌

突变.

        HBV核心蛋白的磷酸化修饰是前基因组RNA包装

成病毒核颗粒的先决条件 但是究竟是细胞内什么样

的蛋白激酶催化HBV核心蛋白的磷酸化修饰一直不十

分清楚. Daub et al [13]对于HuH-7细胞中95和115 kD的

2 种蛋白激酶的活性进行研究 因为研究提示这2 种

蛋白可以与HBV核心蛋白结合 而且可以使HBV核

心蛋白的富含精氨酸残基的羧基末端发生磷酸化修饰.

95 kD 的蛋白激酶纯化以后 发现是与SR蛋白特异性

激酶1(SR protein-specific kinase 1 SRPK1) 基于这

些发现 115 kD的蛋白激酶可以看作是相关的一种蛋

白激酶 即SRPK2. 在体外 这 2种 SRPK 都可以催

化HBV核心蛋白的磷酸化修饰 而且磷酸化修饰的位
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点相同 都是同一个丝氨酸位点 与体内的磷酸化修

饰一样. 在总的细胞裂解液中 主要的HBV核心蛋白

激酶活性与SRPK1 SRPK2蛋白激酶活性相同. 研究

结果还清楚地表明 以前曾经认为在HBV核心蛋白磷

酸化修饰中具有重要作用的蛋白激酶Cdc2 CDK2

PKC都没有催化HBV核心蛋白磷酸化修饰的活性. 研

究结果表明 SRPK1 SRPK2 是HBV 感染过程中催

化HBV核心蛋白磷酸化修饰的主要的蛋白激酶 可能

是设计抗HBV治疗药物的一个新型靶位.

        嗜肝病毒都是具有包膜的病毒 其基因组DNA包

裹到核壳体中 完成病毒DNA的复制和合成. 当有病

毒包膜蛋白时 含有DNA的核壳体可以装配成完整的病

毒 但当没有病毒的包膜蛋白时 核壳体就将其中的病毒

DNA运送到细胞核中 这一步就象是病毒刚开始感染时

病毒DNA的运送方式 但是触发亚病毒核壳体中DNA向

细胞核运送的机制目前还不十分清楚. Barrasa et al [14]在

HBcAg分子的结构中鉴定出一类似丝氨酸或苏氨酸激

酶的识别位点 是核壳体形成的一个关键结构位点. 应

用鸭乙型肝炎病毒(DHBV) 证实这一位点的突变对于

DNA的装配 DNA的复制和核心蛋白的稳定性等都具

有十分显著的影响. 这一结构位点的序列特征还是病毒

复制所在的细胞类型依赖性的.

3   丙型肝炎病毒与细胞周期调节异常

HCV核心蛋白在肝细胞癌中具有十分重要的地位. Cho

et al [15]对HCV核心蛋白通过对细胞周期素E的调节

促进细胞增生的作用进行了研究. HCV核心基因稳定转

化的大鼠细胞系Rat-1与母本细胞相比较细胞增生率显

著升高 细胞周期素E的表达与相关的蛋白激酶的活

性在HCV核心基因稳定转染的细胞系中显著升高. 在

HCV核心基因转染的细胞系中 细胞周期素E mRNA

的转录水平也显著提高. 认为HCV核心蛋白具有促进细

胞增生的作用 主要机制就是通过对细胞周期素E表

达的调节 说明HCV 核心蛋白在HCC的形成过程中

具有十分重要的作用.

4   肝炎病毒与p21基因调节异常

肝细胞增生率的增加是发生肝细胞癌的一个危险因

子 Lee et al [16]研究了小鼠成纤维细胞NIH 3T3中HCV

核心蛋白对于CDK抑制因子p21蛋白编码基因启动子

的活性的抑制作用. 通过p21基因启动子报告基因表达

载体的瞬时转染实验结果表明 转化生长因子β(TGF β)
应答元件(TGF-β-responsive element Tβ RE)位于p21
基因启动子的-83~-74 nt之间的核苷酸序列 是其应

答的结构基础. TGF 诱导p21启动子的转录活性 受

到HCV核心蛋白的显著抑制 在Smad7存在条件下

这种抑制作用几乎是完全的. HCV 核心蛋白可以刺激

NIH 3T3细胞的生长 可以克服TGF β诱导的生长抑
制作用 但不能克服丁酸盐(butyrate)的生长抑制作用

表明HCV核心蛋白是通过TGF β信号途经抑制p21的
转录表达来实现促进细胞的生长作用的.

        HBV和HCV重叠感染十分常见 而且可以引起更

重的肝病 增加罹患HCC的几率. Han et al [17]的研究

结果表明 HBxAg与HCV核心蛋白在抑制p21基因表

达方面具有相加作用 p21基因启动子序列中的T βRE
和Sp1位点分别是HCV核心蛋白和HBxAg的调节作用

位点. 这 2种病毒蛋白对于细胞生长的促进作用也具有

相加性质 可以认为是HBV和HCV共同促进HCC的

发生.

        Yoshida et al [18]研究了HCV核心蛋白对于培养的细

胞中的p21/Waf1/Cip1/Sdi1(p21/Waf1)的调节作用 尽管

没有证据表明HCV核心蛋白与p21/Waf1蛋白在细胞内

分布在同一位点 表达HCV核心蛋白的细胞比正常对

照细胞中p21/Waf1的表达显著减弱 但Northern blot

结果表明2种细胞p21/Waf1 mRNA水平很接近 说明

HCV核心蛋白抑制p21/Waf1的表达发生在转录后水平.

p21/Waf1 蛋白的降解在2种细胞系中没有显著差别

表明p21/Waf1蛋白在2种细胞系中的稳定性没有显著

差别 但这种蛋白在细胞中积聚时 HCV 核心蛋白

对之没有显著的影响. 因此要考虑到p21/Waf1蛋白的合

成 成熟 细胞和转运等环节是否有障碍 或仅仅

是对新合成的蛋白有降解作用. 在 2种细胞系中 p21/

Waf1在细胞内的积聚可以部分地被蛋白体抑制物和钙

相关蛋白(calpain)抑制物所抑制. 体外激酶活性分析结果

表明 p21/Waf1对 CDK2激酶活性具有抑制作用 而

HCV核心蛋白可以部分恢复这种抑制作用. 综合上述结

果 HCV核心蛋白抑制p21/Waf1蛋白表达的作用是在

转录后水平上 影响p21/Waf1 在细胞中的功能.

         HBV X蛋白可以改变细胞对于细胞凋亡诱导因素

作用的敏感性 也可以对于细胞周期进行异常调节.

Park et al [19]对于p53基因发生突变的HCC细胞系Hep3B

进行了研究 在稳定表达X蛋白的Hep3B 细胞系中

p21(waf1/cip1)蛋白和mRNA水平显著升高 与CDK2

之间的结合能力增加 但显著抑制细胞周期素 E 与

CDK2之间的结合 以及组蛋白H1的磷酸化修饰. 利

用基因突变技术证实 X蛋白对于p21启动子应答的序

列在转录起始位点上游的-1185至-1482 nt之间. 对p21

启动子基因区的突变研究结果表明 HBV X蛋白的应

答位点位于 ets 因子结合位点处. 这一研究结果表明

在肝癌细胞中 X蛋白可以克服p53基因丢失的效应

直接引起其下游信号转导途径的改变 因此认为p21

(waf1/cip1)在HCC发生过程中 特别是在p53基因缺

失条件下 具有十分重要的地位和作用.

        p21蛋白是一种CDK蛋白激酶广谱的抑制因子 在

肝再生过程中对于肝细胞的细胞周期也有显著的调节

作用. Crary et al [20]应用免疫组织化学技术对p21蛋白

Ki-67在肝脏疾病中的作用和意义进行了研究. 正常的

肝细胞和非酒精性脂肪肝炎(NASH)肝脏中p21 Ki-67
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表达水平很低 在酒精性肝炎肝脏中表达水平显著升

高. 在慢性丙型肝炎患者中 p21表达与Ki-67显著相

关 而且与炎症和肝纤维化的分级 分期显著相关.

说明在炎症中 肝损伤可以诱导p21 的表达 而且与

肝脏炎症和肝纤维化的程度有关[21-24].
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0   引言

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)的感染 不

仅引起急 慢性病毒性肝炎 而且与肝纤维化 肝

细胞癌的发生密切相关. 虽然HBV和HCV感染与肝细

胞癌之间的关系已经得到确定 但是具体的分子生物

学机制还有许多工作要做. 肝炎病毒蛋白可以与自身结

合形成同二聚体 或者与病毒的其他蛋白 肝细胞蛋

白结合形成异二聚体 从而对肝细胞的生长 代谢及

恶性转化产生影响 [ 1 ,  2 ] .  丝裂原活化蛋白激酶激酶

(MAPKK)是信号转导途径中的重要成员 肝炎病毒蛋

白与MAPKK作用可以改变信号转导 可对细胞的分

化 增生等产生影响.

1   MAPK的级联反应

丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)是介导细胞反应的重要信

号 普遍存在于多种生物 包括酵母和哺乳动物细胞.
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自1991年 Sturgill et al [3]从动物细胞中鉴定出细胞外信

号调节激酶(ERK) MAPK信号转导通路的研究取得迅

速发展. 除ERK外 还发现克隆了c-jun氨基末端激酶

(JNK)/ 应激激活蛋白激活酶(SAPK) p38 和 ERK5等

MAPK亚族. 该激酶级联首先在促细胞分裂素所致的微

管结合蛋白(MAP)激酶活化的途径中发现 故称MAP激

酶级联. MAPK 级联的核心由3 个 Ser/Thr 蛋白激酶:

MAPK MAPKK MAPKKK组成.级联方向为MAPKKK-

MAPKK-MAPK. MAPK信号转导通路采用高度保守的三

级激酶级联转导信号 细胞外刺激通过某些环节使

MAPKK激活 转化MAP激酶激酶(MAP kinase kinase,

MAPKK) 然后通过对苏氨酸和酪氨酸双位点磷酸化激

活MAPK. 细胞外刺激作用于细胞 通过多级激酶级联

使MAPK激活 激活的MAPK可通过磷酸化转录因子

细胞骨架相关蛋白 酶类等多种底物调节细胞生理过

程. 因此 促细胞分裂素刺激的胞内信号级联反应概括

为4步连续反应: (1)Ras 的活化; (2)Raf-1 的活化; (3)

MAPK级联的活化; (4)核效应. 哺乳动物细胞中 存在三

条平行的MAPK级联反应 有ERK途径 JNK/SAPK

p38途径. 后两条途径主要对抑制细胞生长的刺激产生

应答 如化学制剂 渗透压改变 热休克 蛋白合成抑

制剂 脂多糖(LPS)和肿瘤坏死因子(TNF)等. 三条MAPK

级联的Ser/Thr蛋白激酶具有相似的一级结构 活化机

制和被底物识别的最小序列(TYY). 同一刺激能引起不同

的平行级联的应答 表明这些平行的途径之间存在互

相影响的通路. 三条途径重要的区别在于MAPK级联上

游激酶活化的机制不同 ERK途径的MAPK级联上游

激酶Raf-1被Ras直接活化 在凋亡信号启动的细胞凋

亡过程中 PAK65可能是JNK和p38途径的MAPK级联

上游激酶 受Ras的间接调节而被活化[4].

2   MAPKK活性的调节

除了蛋白酪氨酸激酶外 在信号转导中起着重要作用

的是丝氨酸/苏氨酸磷酸化激酶. MAPKK磷酸化并激活

MAPK 而MAPKK被上游的蛋白激酶如Raf Mos 和

MAPKK激酶(MAPKKK)激活[5]. 最常见的如Raf-1 是

已知的许多激活MAPKK的细胞激酶之一 在细胞对

刺激产生增生响应的Ras 信号转导通路中起着关键作

用. 被激活的Ras (即Ras-GTP)就结合在Raf-1的N-末

端域上. 在与Ras-GTP结合并且其酪氨酸被磷酸化后

Raf-1就激活MAPKK. 例如 在白介素-2(IL-2)刺激

下 Raf-1的酪氨酸被激活的SRC激酶(pp60SRC)磷酸化.

这个磷酸化作用对于Raf-1与Ras-GTP结合 并激活

激酶MAPKK是绝对必须的[6]. 许多因子都可以充分地激

活Raf-1 例如 蛋白激酶C(PKC) ras-GTP和被激活

的SRC激酶. 然而 这些因子并不总是导致同样的最终

结果 相反地 常常产生各种各样不同的响应. 比如 蛋

白激酶C将Raf-1磷酸化 随后用佛波酯处理 尽管这

使得Raf-1的自身磷酸化增加了 但是 MAPKK没有

激活. 而一旦MAPKK被Raf-1激活 他就会把目标瞄

准MAP激酶的异构体. 这些胞质丝氨酸/苏氨酸MAP激

酶的异构体 即Erk-1和 Erk-2被激活和向细胞核转

移是信号转导通路上游Ras 激活的最终结果. 如上所

述 Raf-1 激活了MAPKK 后者则将MAPK 的苏氨

酸和酪氨酸磷酸化而将他激活. 然后 MAPK磷酸化 并

激活细胞核的转录因子 包括 c-myc c-jun c-fos

核因子-IL-6(NF-IL-6) 细胞质磷脂酶A2(cPLA2) 

表皮生长因子受体(EGF-R)和蛋白质激酶 如c-Raf-1

MAPKK和 p90rsk(蛋白磷酸酯酶-1 PP-1的糖原结合

亚基)[4, 6]. 用MEK2作为酵母双杂交的诱饵 除c-Raf和

KSR外 A-Raf 是和MEK2作用的新配体. 体外结合实

验证实了这种作用 作用点位于代表A-Raf 激酶区的

255-606氨基酸残基(aa)末端[7]. Mos是生殖细胞特性的丝

氨酸 /苏氨酸激酶 是卵母细胞成熟必需的. Mos 刺激

MAPK通过直接磷酸化和活化MAPKK MAPK被双特

异激酶MEKs激活[8]. MAPKK是一种双特异蛋白激酶 磷

酸化和激活MAPK 本研究用四种鼠单克隆抗体(Y1-6

Y1-7 Y3-6和Y3-11)特异结合爪蟾MAPKK. 在体外

Y1-6 Y1-7 Y3-6有效的抑制MAPKK活性. Y1-6抑

制诱导的MAPK活性 将其注入爪蟾卵母细胞可致生发

中心破裂 而突变的Y1-6却不能. 三种中和抗体 Y1-6

Y1-7 Y3-6与MAPKK的NH2末端1-23 aa结合 而无

中和作用的Y3-11与MAPKK的33 aa和67 aa结合. 合成

多肽对应MAPKK的2-17 aa压抑野生型Y1-6的中和作

用 说明中和抗体结合MAPKK的NH2末端抑制MAPKK

的激酶活性[9].

3   MAPKK的生物学作用

丝裂原活化蛋白激酶MAPK是介导细胞反应的重要信

号 普遍存在于多种生物 包括酵母和哺乳动物细胞.

在哺乳动物细胞鉴定出细胞外信号调节激酶ERK c-

jun 氨基末端激酶(JNK)/ 应激激活蛋白激活酶(SAPK)

p38和ERK5等MAPK亚族. 每种MAPK被不同的信号分

子活化 如ERK 被MAPKK 的MKK1 MKK2 激活;

p38MAPK被MKK3和MKK4-MKK6激活; JNK被MKK4激

活[10, 11]. JNK通过苏氨酸-183和酪氨酸-185的双磷酸化

而被激活 MKK4是唯一的JNK信号转导通路的成员的

MAPKK[12-14]. 生物化学研究证明MKK4磷酸化和活化

JNK[12-14]. 然而MKK4的功能并不仅仅局限在JNK信号转

导通路 因为MKK4也磷酸化和激活p38MAPK [10, 11].

MKK4激活JNK和p38MAPK的特性提供一种机制 其

说明用细胞因子或环境应激处理的细胞中这些MAPK

活化的统一[15]. 然而活性统一不总被观察到 如在肝中

用氧化应激观察细胞内的新陈代谢和以AP-1为目标的

蛋白-DNA复合体的形成 证明肝中氧化应激下的JNK

和p38MAPK的信号转导路径机制不同[16]. 原癌基因Raf

的产物MAPKK1和MAPKK2在信号通路的功能影响细
胞增生和分化. 其亚型以两种途径调节: (1)MAPKK1
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而不是MAPKK2被周期素依赖激酶p34cdc2磷酸化而失
活; (2)p21Ras和Raf/MAPKK1形成三重复合体 而不是
和Raf/MAPKK2. 为进一步研究两种形式的调节和功能特
性 比较v-Mos的活化形式 检测在培养细胞中介导的
转录及形态学反应. v-Mos增强全部形式的酶活性 约有
600倍. MAPKK2变异可激活MAPKK1 说明构象改变
导致活性相似[17]. JNK的酪氨酸和苏氨酸磷酸化而被激
活 报道新的MAPKK家族的MKK7作为JNK的激活剂
在体外证明MKK7磷酸化JNK 而不是p38和ERK MKK7
在培养细胞中的表达激活 JNK 信号转导通路 因此

MKK7是 JNK通路中的新成员[18].

4   乙型和丙型肝炎病毒与MAPKK的信号转导

MAPKK活性在表达HCV核心的细胞. MAPKK是JNK活化
的上游调节剂. MAPKK活性的缺陷可显示下游JNK和
AP-1功能的缺失. 在表达丙型肝炎病毒核心蛋白的细胞
中观察到MAPKK活性被TNF诱导. 不同时间用TNF刺激
对照和试验组. TNF处理30和60 min即可检测到磷酸化
的提高. 随后 对照组和转染HCV核心DNA的细胞组用
TNF处理30 min 磷酸化的MAPK 用Western blot分析. 在
0.1 nmol/L的TNF处理时对照组的MCF-7细胞MAPK活
化发生 但是转染HCV核心DNA的细胞有高的基础活性
而用TNF刺激不会进一步激活MAPKK[19]. HCV基因型1 a
和3的核心蛋白激活MEK1及Erk1/2 而且HCV核心的
表达导致Raf1 和MAPKK高度活化 体外实验证实Erk1/
2和下游的转录因子Elk1对表皮生长因子(EGF)的反应延
长[20]. MAPK在细胞分化 转化及应激反应中起着关键作
用 HCV核心蛋白具有致癌作用 在BALB/3T3表达的
核心蛋白激活MEK-ERK通路 为进一步说明其作用 在
几种细胞系瞬时表达核心蛋白 用Gal4-Elk1萤虫素酶实
验研究信号转导通路 发现核心蛋白增强MEK下游的
Elk1活化作用 而不影响ERK活性和Elk1的磷酸化[21]. 乙
型肝炎病毒X蛋白对病毒复制是必需的[22, 23] 被广泛地
认为是转录激活者[24]. X蛋白依赖他的亚细胞定位可以通
过两种不同的机制刺激基因表达[25]. 许多依赖RNA聚合酶
II启动子 如包含AP-1和NF-κB位点的启动子 在细
胞质X蛋白刺激Ras-Raf-MAPKK (MEK)- MAPK级联反
应和JNK通路的活化诱导其表达[26-28].

5      参考文献
1 成军, 杨守纯. 现代肝炎病毒分子生物学. 第 1 版. 北京: 人民军
医出版社, 1997:86-198

2 成军. 慢性病毒性肝炎发病机制的分子生物学研究. 世界华人消
化杂志   2002;10:125-128

3 Sturgill TW, Ray LB, Anderson NG, Erickson AK. Purification
of mitogen-activated protein kinase from epidermal growth
factor-treated 3T3-L1 fibroblasts. Methods Enzymol  1991;
200:342-351

4 成军. 肿瘤相关基因. 第 1版. 北京: 北京医科大学出版社, 1999:
96-100

5 Cook JG, Bardwell L, Thorner J. Inhibitory and activating func-
tions for MAPK Kss1 in the S. cerevisiae filamentous-growth
signalling pathway. Nature  1997;390:85-88

6 方福德, 杨焕明. 分子生物学前沿技术. 第 1 版. 北京: 北京医科
大学中国协和医科大学联合出版社, 1997:54-56

7 Yin XL, Chen S, Yan J, Hu Y, Gu JX. Identification of interaction

between MEK2 and A-Raf-1. Biochim Biophys Acta  2002;1589:71-76
8 Chen M, Li D, Krebs EG, Cooper JA. The casein kinase II beta

subunit binds to Mos and inhibits Mos activity. Mol Cell Biol
1997;17:1904-1912

9 Darnell JE Jr, Kerr IM, Stark GR. Jak-STAT pathways and
transcriptional activation in response to IFNs and other extra-
cellular signaling proteins. Science  1994;264:1415-1421

10 Whitmarsh AJ, Davis RJ. Transcription factor AP-1 regula-
tion by mitogen-activated protein kinase signal transduction
pathways. J Mol Med  1996;74:589-607

11 Dérijard B, Raingeaud J, Barrett T, Wu IH, Han J, Ulevitch RJ,
Davis RJ. Independent human MAP-kinase signal transduc-
tion pathways defined by MEK and MKK isoforms. Science
1995;267:682-685

12 Opazo P, Watabe AM, Grant SG, O’Dell TJ. Phosphatidylino-
sitol 3-kinase regulates the induction of long-term potentia-
tion through extracellular signal-related kinase-independent
mechanisms. J Neurosci  2003;23:3679-3688

13 Lin A, Minden A, Martinetto H, Claret FX, Lange-Carter C,
Mercurio F, Johnson GL, Karin M. Identification of a dual
specificity kinase that activates the Jun kinases and p38-Mpk2.
Science  1995;268:286-290

14 Sanchez I, Hughes RT, Mayer BJ, Yee K, Woodgett JR, Avruch
J, Kyriakis JM, Zon LI. Role of SAPK/ERK kinase-1 in the
stress-activated pathway regulating transcription factor c-
Jun. Nature  1994;372:794-798

15 Davis RJ. MAPKs: new JNK expands the group. Trends
Biochem Science  1994;19:470-473

16 Mendelson KG, Contois LR, Tevosian SG, Davis RJ, Paulson
KE. Independent regulation of JNK/p38 mitogen-activated
protein kinases by metabolic oxidative stress in the liver. Proc
Natl Acad Sci USA  1996;93:12908-12913

17 Mansour SJ, Candia JM, Gloor KK, Ahn NG. Constitutively
active mitogen-activated protein kinase kinase 1 (MAPKK1)
and MAPKK2 mediate similar transcriptional and morpho-
logical responses. Cell Growth Differ  1996;7:243-250

18 Tournier C, Whitmarsh AJ, Cavanagh J, Barrett T, Davis RJ.
Mitogen-activated protein kinase kinase 7 is an activator of
the c-Jun NH2-terminal kinase. Proc Natl Acad Sci USA  1997;
94:7337-7342

19 Shrivastava A, Manna SK, Ray R, Aggarwal BB. Ectopic ex-
pression of hepatitis C virus core protein differentially regu-
lates nuclear transcription factors. J Virol  1998;72:9722-9728

20 Giambartolomei S, Covone F, Levrero M, Balsano C. Sustained
activation of the Raf/MEK/Erk pathway in response to EGF
in stable cell lines expressing the Hepatitis C Virus (HCV)
core protein. Oncogene  2001;20:2606-2610

21 Fukuda K, Tsuchihara K, Hijikata M, Nishiguchi S, Kuroki T,
Shimotohno K. Hepatitis C virus core protein enhances the
activation of the transcription factor, Elk1, in response to mi-
togenic stimuli. Hepatology  2001;33:159-165

22 Chen HS, Kaneko S, Girones R, Anderson RW, Hornbuckle
WE, Tennant BC, Cote PJ, Gerin JL, Purcell RH, Miller RH. The
woodchuck hepatitis virus X gene is important for establishment
of virus infection in woodchucks. J Virol 1993;67:1218-1226

23 Zoulim F, Saputelli J, Seeger C. Woodchuck hepatitis virus X pro-
tein is required for viral infection in vivo. J Virol  1994;68:2026-2030

24 Yen TS. Hepadnaviral X protein: Review of recent progress. J
Biomed Sci  1996;3:20-30

25 Doria M, Klein N, Lucito R, Schneider RJ. The hepatitis B virus
HBx protein is a dual specificity cytoplasmic activator of Ras
and nuclear activator of transcription factors. EMBO J  1995;
14:4747-4757

26 Benn J, Schneider RJ. Hepatitis B virus HBx protein activates Ras-
GTP complex formation and establishes a Ras, Raf, MAP kinase
signaling cascade. Proc Natl Acad Sci USA  1994;91:10350-10354

27 Benn J, Su F, Doria M, Schneider RJ. Hepatitis B virus HBx
protein induces transcription factor AP-1 by activation of
extracellular signal-regulated and c-Jun N-terminal mitogen-
activated protein kinases. J Virol  1996;70:4978-4985

28 Natoli G, Avantaggiati ML, Chirillo P, Puri PL, Ianni A,
Balsano C, Levrero M. Ras- and Raf-dependent activation of
c-Jun transcriptional activity by the hepatitis B virus
transactivator pX. Oncogene  1994;9:2837-2843

1260                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 8月 15日  第 11卷  第 8期



张忠东, 成军, 钟彦伟, 中国人民解放军第302医院传染病研究所基因
治疗研究中心, 全军病毒性肝炎防治研究重点实验室  北京市 100039
张树林, 西安交通大学第一医院传染科  陕西省西安市 710061
项目负责人: 成军, 100039, 北京市西四环中路100号, 中国人民解放军第
302医院传染病研究所基因治疗研究中心, 全军病毒性肝炎防治研究重点实
验室.  cj@genetherapy.com.cn
电话: 010-66933391    传真: 010-63801283
收稿日期: 2003-03-08    接受日期: 2003-04-16

张忠东, 成军, 钟彦伟, 张树林. 乙型和丙型肝炎病毒蛋白对蛋白酪氨酸激酶

信号转导的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(8):1261-1264

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1261.asp

0   引言

生物细胞每时每刻都在接触着来自细胞内或者细胞外

的各种各样信号. 信号只是个诱因 生理反应是信号作

用于细胞的最终结果. 相同的信号作用于不同的细胞可

以引发完全不同的生理反应; 不同的信号作用于同一种

细胞却可以引发出相同的生理反应. 细胞的一切生命活

动都与信号有关 信号是细胞一切活动的始作俑者. 因

此 对信号转导的研究非常重要. 由于肝炎病毒可以影

响细胞信号转导 引起细胞的病变及恶性转化[1] 而

蛋白酪氨酸激酶是重要的细胞信号转导激酶 因此深

入研究二者的相互关系对肝炎病毒的发病机制会有进

一步的了解.

1   蛋白酪氨酸激酶的分类

蛋白酪氨酸激酶(protein tyrosine kinase PTK)是一组催

化酪氨酸残基磷酸化的酶 他们通过从三磷酸腺苷上

转移一个磷原子到酪氨酸残基上 而使底物蛋白活化.

目前 已发现PTK 有 100 多个家族成员 他们通过

活化底物蛋白 参与细胞的信号转导 最终 这些

信号转导入细胞核内 引起某些基因表达水平的改

变 使诸如细胞生长之类的复杂的细胞功能得以调节.

因此在调节细胞的分化 生长和激活中起到重要作用.

根据PTK的结构 可分为受体型和非受体型PTK两大

类 前者又称跨膜PTK 后者又称细胞内PTK. 生长

因子受体PTK(受体型酪氨酸激酶或RTK): 这一类蛋白酪

氨酸激酶为跨膜蛋白 其胞外部分为配体结合区 中

间有跨膜区 胞内部分含有蛋白酪氨酸激酶的催化结

构域. 根据他们的结构不同可分为表皮生长因子受体

(EGFR)家族 胰岛素受体家族 血小板衍生生长因

子(PDGF)受体家族和成纤维细胞生长因子受体(FGFR)

家族. 这些信号转导分子的结构有利于信息从细胞外单

向地流入细胞内 这个过程有配体 受体的专一性.

RTK 的胞内域都有一个或者几个专一的酪氨酸残基

他们在配体与RTK胞外域结合时被磷酸化. 这些酪氨酸

残基通常位于PTK域的C-末端和蛋白分子的C-端末

尾之间的区域内[1-3]. 蛋白酪氨酸激酶受体与配体结合后

往往形成二聚体 继而发生酶活性的增高 使受体胞内

部分的酪氨酸磷酸化增强 磷酸化的受体酶活性进一

步增强. 此外更重要的是 磷酸化的受体可以募集含有

SH2结构域的信号分子 从而将信号转导至下游分子.

非受体型的蛋白酪氨酸激酶: 非受体型的蛋白酪氨酸激

有 8 个亚族 即 Src Tec Csk Fes Abl Syk/

ZAP-70 Fak和 JAK.其中Src家族有Src Fyn Lck

Lyn 等[1,2] 与受体结合存在 当配体与受体结合后被

激活; Tec 家族有Btk Itk Tec 等 与受体结合或不

结合存在 配体结合后被激活; ZAP70家族有ZAP70和

Syk 与磷酸化的受体结合后被激活.  JAK 家族有

JAK1 JAK2 JAK3和 TYK2等. 这些PTKs或者直接

与受体形成复合物 或者间接地依次被激活 在转导受

体信号过程中起着接力棒的作用. 其中经典的是Src和

JAK家族 SRC激酶家族具有3个基本结构域: SH1

SH2和 SH3. SH结构域是Src同源性结构域的简称 非

受体型Src的N端是由70-80个氨基酸残基组成的M段

结构因不同PTK而异 随后的两个功能区SH3和SH2

结构相对稳定 其中SH3和富含脯氨酸的基序结合

SH2则专门识别并结合发生了磷酸化的酪氨酸. SH1是

一个结构高度保守的功能区 特点是带有一个能发生

自身磷酸化的酪氨酸残基(Y)和一个结合着ATP的赖氨

酸残基 后者通过释放ATP使底物发生磷酸化 因而

SH1是激酶PTK 的活性中心. 另外 PTK的C端还有

一个具有负调节功能的酪氨酸残基(Y) 当他发生磷酸

化时 PTK活性处于抑制状态. JAK激酶其近羧基端的

结构域具酪氨酸蛋白激酶的全部保守序列 可能有酪

氨酸蛋白激酶的活性 其氨基端是另一个酪氨酸激酶

样结构域 包含全部激酶的各个亚结构域 但可能不会

有激酶活性 其功能有待证明. 大部分的酪氨酸蛋白激

酶位于胞膜上或胞质内 近年来却发现核内也存在着

酪氨酸蛋白激酶 这对于信号在核内的转导有重要意

义. 重要的细胞核内PTKs有Abl和Wee. Abl既存在于胞

核内 也存在于胞质中 已发现其参与转录过程和细胞

周期的调节; Wee 只存在于核内 他可调节细胞周期

素-2(CDK2)的活性 抑制其磷酸化 对细胞进入有

丝分裂期具有调节作用[1].

2   蛋白酪氨酸激酶的活化

受体型的PTK被分子间二聚机制激活 而非受体型的

PTK被分子间和分子内2种二聚机制激活[1,3]. 蛋白酪氨

酸激酶的活化过程可包括两步反应: 第一步是配体结合

诱导的受体二聚化作用 受体二聚化可能是由于二价

的配体结合作用导致受体二聚化; 或由于配体的结合诱

导受体发生构象改变 成为稳定的活化型二聚体. 受体

的二聚作用对于激活他们内在的催化活性和生长因子

受体的自身磷酸化作用是必须的. 聚合可以是同源的

乙型和丙型肝炎病毒蛋白对蛋白酪

氨酸激酶信号转导的影响
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也可以是异源的 由于聚合体中的每个成员都能够罗

织不同的信号转导分子. 二聚作用提高受体型PTK催化

活性的机制是其催化域内的活性环(A环)中的一个或者

多个酪氨酸被磷酸化了. 许多细胞质型PTK的催化活性

也因其A 环中酪氨酸残基的转磷酸化作用而被激活;

PTK活化作用的第二步是受体的自动磷酸化作用 磷

酸化作用主要发生在PTK二聚体中2个受体分子胞质

激酶结构域内保守的酪氨酸(Tyr)残基上 磷酸化酪氨

酸残基(TyrP)不仅可大大提高激酶的活性 并且每个受

体分子可有多个磷酸化位点 为下游含SH2结构域的

蛋白或激酶提供停泊位点[3].

       SH2是无催化功能的蛋白组件 其大小约100 aa.

PTK 发现之初 认为仅仅是一种分布胞质中保守的结

构域 后来在病毒癌基因v-fps/fes 和 v -src 中也有发

现. 虽然他们看来不具有内在的催化活性 但是很快就

发现这个亚域在信号转导过程中是非常重要的 因为

在被激活的 癌基因来源的PTK的下游分子中都有这

个结构域. 在正常情况下 Fujinami肉瘤病毒编码的转

化蛋白 p130gag-/fps 可以将细胞转化为癌细胞 但

是 如果这个蛋白的SH2域发生突变 其转化细胞的

能力就被抑制[4]. 因此 PTK的信号转导既需要有功能

的 活化的PTK域 又需要有功能的SH2域. 总而言之

PTK域/ SH2域组合对于真核细胞中信号转导专一性的

产生是至关重要的.

3   PTK对细胞信号转导的影响及机制

许多生长因子和细胞因子通过激活PTK转化信号. 大多

数生长因子受体内部都具有酪氨酸激酶结构域 因而

细胞因子受体能够与细胞内酪氨酸激酶耦联 通过一

些递质和衔接于酪氨酸激酶能进一步激活一系列下游

丝氨酸 / 苏氨酸激酶 后者又能进一步刺激细胞核和

细胞质中转录因子[5, 6]. 大量的证据表明 激酶级联反

应通路在细胞分化 增生和生存方面起着十分重要的

作用. 由配体-受体 二聚体激活的PTK能够导致一

系列下游信号通路的激活 包括PI3激酶通路和Ras-

Raf-MAP激酶通路. PI3激酶和MAP激酶被认为可能介

导细胞生存和细胞分裂反应[6, 7]. 大多数生长因子能够激

活PTK-PI3激酶和PTK-Ras-MAP激酶通路 这样他们

可以作为促分裂剂作用各种细胞 剥夺生长因子或细

胞因子 可以导致细胞生长停止或调亡 因此生长因子

IGF-1 EGF和FDGF又被认为是存活因子 但是EGF

也能诱导细胞发生调亡[8]. 因此PTK信号转导可能在细

胞生长存活方面具有双重作用. 在研究干扰素诱发基因

表达时发现了一条从细胞表面受体到转录因子的直接

信号通路[9, 10]. 在这条通路中 STAT介导了信号转导.

STAT具有SH2结构域 能够直接与酪氨酸磷酸化修饰

的受体结合[11]. 然后STAT蛋白被PTK(如 JAK酪氨酸激

酶)磷酸化和活化[12, 13] 被激活的STAT转换成有活性

的转录因子 并转移至核内 可与核内DNA 结合因

子形成一个有活性的转录复合体 从而调控细胞的基

因表达[8, 14].

        ABL基因编码一个非受体型PTK 即ABL蛋白. c-

ABL原癌基因最初是作为Abelson 鼠白血病病毒基因在

人类细胞的同源基因而引起注意的. 目前已证实 BCR-

ABL和 TEL-ABL这两种融合基因与人类白血病有关.

BCR-ABL融合基因由 和22号染色体相互易位形成.

体外实验的结果表明: BCR-ABL融合基因产物可使造

血细胞由生长因子依赖性转变为非依赖性 从而发生

恶性变[15]. BCR-ABL融合基因产物还阻止髓系细胞发生

凋亡[16]. 多项体内实验都表明 单是BCR-ABL融合基因

产物就足以使实验动物发生CML样的骨髓增生性疾病.

        和 T细胞激活信号转导有关的两类PTK src家族:

lck 蛋白(p56lck)和 fyn 蛋白(p59fyn) 皆为细胞癌基因产

物; Syr家族: ZAP-70. T细胞通过两条主要途径识别信

号胞内转导 T细胞受体(TCR) /β链识别抗原肽和主
要组织相容性复合物(MHC)分子后 发生TCR/CD3

CD4和CD45的分子多聚现象 使结合于CD4分子胞内

段的56lck和结合于TCR/CD3的p56fyn两种PTK激活. 激

活的 lck和 fyn蛋白藉SH1使CD3 链胞内段上的酪氨

酸发生磷酸化形成酪氨酸激活基序(TAM) 后者通过与

SH2的结合 一方面使带有SH2结构的ZAP-70活化

引发信号转导的第一途径 即磷酯酰肌醇途径; 同时

TAM和SH2的结合可以活化其他带有SH2结构的蛋白

(SH2-containing protein SHC) 引发信号转导的第二条

途径 又称 ras 信号转导途径[1-3].

        脂多糖(Lps)是一类具有高度活性的大分子物质 可

依赖LBP/CD14系统作用于细胞 特别是单核细胞 巨

噬细胞和中性粒细胞(PMNS)等通过一系列胞内信号转

导系统诱导细胞产生多种生物活性分子 如: 肿瘤坏死

因子(TNF) 白介素 前列腺素等 在革兰氏阴性菌

感染的发病机制中扮演着十分重要的角色. Lps与CD14

的结合导致PTK的活化 从而激活下游的MAPK. 一些

实验表现 PTK 抑制剂能抑制Lps 诱导巨噬细胞产生

TNF- Il-b及其杀瘤细胞活性.

        Ito et al [17]为研究c-Src 在肝细胞癌(HCC)和肝内胆

管癌中的致癌作用 运用免疫组化技术识别活化的c-

Src 结果提示活化的c-Src与肿瘤发生有关.为进一步

了解PTK和HCC的关系 Ito et al 又研究表皮生长因

子受体(EGF-R) c-erbB-2 c-erbB-3和 c-erbB-4在

HCC中的表达 说明他们在HCC的进展中起着重要作

用. Csk 是胞质的蛋白酪氨酸激酶 通过分析Csk的定

位 含量和酶的活力调查Csk在HCC中的作用 发现

Csk的活性明显降低[18].

4   乙型和丙型肝炎病毒蛋白与蛋白酪氨酸激酶的信号转导

HBxAg具有反式激活作用. HBxAg激活的转录因子包括

NF-κB NF-AT AP-1和ATF/CREB[19, 20]. HBxAg因
此是许多转录元件和因子的激活剂[21  22]. 许多报告表明
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HBxAg的活性是因其能激活细胞质信号转导途径的能

力 特别是MAPK通路 JNK通路及Src酪氨酸激酶家

族[23]. HBxAg激活Src对病毒复制非常重要 Klein et al [24]

证明HBxAg激活Src 酪氨酸激酶启动高水平的病毒复

制. HBxAg通过Src介导的途径刺激病毒前基因组mRNA

逆转录为基因组DNA 抑制Src 酪氨酸激酶活性可以

有力的破坏病毒的逆转录. 结果表明HBxAg刺激Src 酪

氨酸激酶进而刺激病毒聚合酶活性. 抑制HBxAg活化的

Src 信号不能损害包含前基因组mRNA 病毒粒子 仅

轻度减少病毒复制水平; 而HBxAg活化的Src信号能刺

激病毒前基因组mRNA的逆转录和次级基因组DNA合

成. 结果提示哺乳动物肝炎病毒对Src型激酶的特异需

求. 与 SH2/SH3相关的信号蛋白分为两类: 包含具有酶

活性的如细胞质PTK的Abl Csk Src和 Syk 非酶活

性的接头蛋白如Crk2 Grb2 Nck和 Shc. 他们形成多

蛋白复合体使细胞外信号转导给下游效应子而调节各

种细胞反应. 许多研究显示在转染细胞内HBxAg是体内

信号转导通路的激活剂[25-31] 其影响信号转导通路的

能力对HBV的感染和复制非常重要. HBxAg激活MAPK

信号通路 这是HBxAg转录活性的基本 包括激活转

录因子AP1/Fos-Jun和NF-κB[32, 33]以及RNA聚合酶 III
指导的转录[34]. HBxAg也通过刺激信号转导通路的方式

刺激细胞周期控制点的降解[35].

        人巨细胞病毒可以通过增强Jak蛋白的降解而抑制

IFN 诱导的Jak-STAT信号[36]. IFN 和 IFN β与异二
聚体的 IFN /β 受体结合 配体结合导致两种与
IFNARI 和 IFNARII 有关的细胞质PTK激酶(Tyk2 和

Jak1)的活化[37]. Heim et al [38]在UHCV细胞种表达HCV

并用干扰素处理细胞 通过Western blotting和EMSA

证明HCV蛋白能抑制干扰素诱导的Jak-STAT信号通

路 但对TNF 经NF-κB诱导的通路无影响. HCV干
扰 IFN诱导的信号通路可能是一种逃避宿主免疫的策

略. Kato et al [39]认为在HCV和HBV的结构和非结构蛋

白中 HCV核心蛋白对细胞内的信号最有影响 包括

NF-κB AP-1和 SRE相关通路. Yoshida et al [40]报告
HCV核心蛋白直接与STAT3结合并经酪氨酸残基的磷

酸化结合STAT3 在NIH 3T3细胞内HCV核心蛋白活

化的STAT3 引起细胞的快速增生及Bcl-XL和细胞周期

素-D1的上调 说明HCV核心蛋白与STAT3协同导致

细胞的转化.
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0   引言

从基因的分子生物学角度 病毒性肝炎也是一种基因

病 相对于正常肝细胞来说 从肝炎患者的肝细胞中
获得了肝炎病毒的基因 因此 病毒性肝炎的治疗也

可以采取象遗传病那样的基因治疗(gene therapy)策略[1-5].
与遗传病的基因治疗策略不同 遗传病往往是因为某

一或某些基因发生缺陷 利用基因治疗技术进行补充
或者校正; 而病毒性肝炎的基因治疗 往往是需要采取

另外的策略 即阻断有害的病毒的基因表达的策略. 因
为病毒性肝炎的发病机制 主要是进入肝细胞的肝炎

病毒基因编码产生相应的肝炎病毒蛋白 作为靶抗原
激活机体的免疫应答机制 这种原本是要清除肝细胞

中肝炎病毒的正常的免疫应答机制 却造成了持续的
肝细胞的免疫损伤 引起各种类型的肝脏疾病. 特别是

乙型肝炎病毒(HBV) 丙型肝炎病毒(HCV)感染引起的
慢性病毒性肝炎 迁延不愈 释放的各种炎症因子导

致肝脏内贮脂细胞(stellate cell)的激活 转化 增生
分泌过量的细胞外基质(ECM) 并引起肝脏纤维化的

形成 某些情况下通过复杂的生物学机制导致肝细胞
的恶性转化 引起肝细胞癌(HCC)的发生[6-10]. 因此 从

肝炎病毒引起的一系列肝脏疾病谱来看 主要的源头
就是肝细胞中肝炎病毒基因的存在 因此采用基因治

疗技术阻断肝炎病毒基因在肝细胞中的复制和表达
是我们应该考虑的主要治疗靶点[11-16].

       关于阻断肝细胞内肝炎病毒基因复制和表达的策
略 已经进行了许多的基因治疗实验研究的尝试 如反

义寡聚脱氧核糖核苷酸(ODN) 反义RNA 核酶(ribozyme)
等曾经是人们关注的焦点 以人源化单链可变区抗体

(scFv)为目的基因的细胞内免疫(intracellular immunization)
基因治疗技术也是非常具有吸引力的策略. 最近研究表

明 RNA干扰(RNA interference)可能是进行抗肝炎病毒

基因治疗的新策略[4, 5].

1   RNA干扰的机制与策略

1995年Guo et al [17]在研究美丽隐杆线虫(C. elegans)的

par1基因功能时 将par1基因的反义RNA表达载体导
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入到美丽隐杆线虫中 引起par1基因的缺陷现象 同

时发现导入par1 基因的有义链基因进行表达时 也产

生了par1基因的缺陷现象 表明反义和有义RNA的表达

都有类似的抑制效应 但是机制却明显不同. Fire et al [18]

对这一现象的机制进行了细致深入的研究 比较了反

义RNA 有义RNA和双连RNA(dsRNA)在美丽隐杆线虫

中的抑制效应 发现dsRNA产生至少是10倍以上的抑

制靶基因表达的效果 并将dsRNA抑制同源基因的表

达的现象称为RNA干扰 从此RNA干扰现象得到了空

前的重视 并在各种病原微生物的基因表达抑制方面

进行了许多有益的尝试.

        干扰RNA是生物系统在长期进化过程中形成 天

然存在的防御机制之一. 当一种生物系统受到异源性病

原体的入侵时 可以自动开启属于RNase III 的核糖核

酸酶 即RNA切割酶(dicer)的活性 将入侵病原体的

RNA成分 切割处理成21-25 nt 的 RNA小片段 发

挥RNA干扰(iRNA)的抑制性生物学作用 参与构筑生物

系统的防御机制. 这种生物防御机制 从低等生物到高等

生物都普遍存在 是生物系统天然存在的重要机制[19-25].

2   RNA干扰与病原微生物基因表达的抑制

在美丽隐杆线虫中发现RNA干扰现象之后 很快发现

在许多类型的病原微生物中都存在同样的RNA干扰现

象.  如果蝇 锥虫 涡虫 线虫 以及高等的哺乳

动物细胞 甚至是人的细胞中也都发现类似的RNA干

扰现象. 对其作用机制进行研究 发现是一些22-25 nt

大小dsRNA产生抑制或降解靶RNA分子的作用 统称

为小干扰RNA(small interference RNA  siRNA) 根据

其发挥RNA干扰现象的dsRNA的具体长度又可以分成

2类: 24-25 nt的长 siRNA和21-23 nt的短 siRNA. 这两

种类型的siRNA都可以通过与靶mRNA分子进行序列

特异性的结合 抑制与降解 阻断或破坏靶基因的表

达. 另外一种可能作用的机制就是dsRNA诱导同源基因

的甲基化 从而使目的基因表达关闭. 另外 小分子

的dsRNA同时也是很强的干扰素诱导酶如PKR RNase

L 的激活剂 可以产生类似干扰素的抗病毒效应[26-37].

        有多位学者对于人免疫缺陷病毒-1(human immuno-

deficiency virus-1 HIV-1)的siRNA进行了研究. Jacque

et al [38]根据HIV-1基因组核苷酸序列 如长末端重复

序列(long terminal repeat LTR) vif 和 nef 基因 设

计了序列特异性的21 nt 的 siRNA 无论是人工合成

还是表达载体在细胞内表达的siRNA分子 都能够在

HIV-1阳性的CD4+ Hela细胞中抑制HIV-1的复制 导

致复制水平下降了30-50倍. 如果siRNA序列与结合的

HIV-1序列不配对时 这种抑制作用有显著降低. 说明

siRNA与靶RNA分子之间的配对结合是非常重要的. 除

了转染细胞系之外 siRNA在分离的原代HIV-1阳性

的淋巴细胞中也具有明显的抑制HIV-1的复制和表达

的作用. 更进一步提示了 siRNA策略的实际应用前景.

Novina et al [39]对于dsRNA分子对于HIV-1的抑制作用进

行了研究 针对gag基因的dsRNA在转染48 h 之后

p24蛋白的表达水平显著下降 即使在HIV-1前基因组

DNA与细胞基因组已经发生整合的HIV-1细胞系中

dsRNA也具有显著的抑制HIV-1的复制和表达的作用.

        脊髓灰质炎病毒(poliomyelitis virus  PMV)是一种高

水平复制的RNA病毒 siRNA策略同样可以产生对于

PMV的抑制效应. Gitlin et al [40]分别设计了针对PMV衣

壳蛋白 聚合酶编码基因序列的siRNA 在Hela细胞系

上 可以使PMV的复制水平下降97-99 % 说明产生

了非常显著的抑制效应. Caplen et al [41]对于siRNA抑制

塞姆利基森林病毒(semliki forest virus SFV) 登革热病

毒(dengue fever virus DFV)的效果进行了研究. 证实

dsRNA策略可以显著抑制C6/36细胞系中SFV DFV的

基因复制和表达.

3   RNA干扰与抗肝炎病毒治疗的应用前景

RNA干扰策略在抗肝炎病毒治疗中首先在HCV的研究

中获得了成功. McCaffrey et al [42]设计合成了针对HCV

NS5B基因区的dsRNA 当与NS5B表达载体进行共转

染时 在鼠肝细胞中观察到dsRNA对于NS5B基因的

表达水平抑制率达到75 % 如果dsRNA与NS5B的表

达载体进行共转染 抑制率可以达到98 %. 说明siRNA

策略在抗HCV基因治疗中的应用前景. 多年来由于缺乏

合适的HCV感染 /转染细胞模型 因此对于抑制HCV

的研究进展缓慢. 近年来关于HCV复制子(replicon)的建

立 使得在细胞系水平上研究siRNA的效果成为可能.

Randall et al [43]就利用HCV的复制子细胞模型对于dsRNA

抑制HCV RNA复制的效果进行了研究. 在Huh-7细胞

系中 dsRNA对于HCV RNA的复制水平具有显著的

抑制作用 而且是剂量依赖性的. 对于 dsRNA作用的

序列依赖性的特点进行研究 2株HCV变异株仅有3

nt 的序列差别 只有dsRNA与作用的靶HCV RNA序

列完全同源时才具有抑制作用 因此 dsRNA对于靶

基因的表达抑制具有严格的序列特异性的特点. dsRNA

对于HCV RNA抑制的作用效果是指数性的 在4 d之

内 就可以降低HCV RNA的复制水平达80倍. 导入

siRNA之后 可以使98 %以上的有HCV RNA复制的

细胞不再有HCV RNA 的复制 这些细胞中再也检测

不到HCV的抗原表达和HCV RNA的复制. 这些研究结

果表明 基于siRNA的抗HCV 治疗是十分有希望的.

        但是 由于对siRNA的认识时间尚短 因此目前

还没   有具体的siRNA抑制乙型肝炎病毒的研究结果

但是从目前关于HCV的部分研究结果来看 从其他类

型的病毒的抑制效果来看 siRNA还是具有希望的抗

肝炎病毒治疗的新策略. 当然 由于肝炎病毒RNA分

子在体内的二级结构特点 针对不同基因区段的

siRNA 的抑制作用效果也肯定有所差别 因此针对

HBV HCV 基因序列的特点 还需要进行优化 寻
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找最为有效的抑制靶点. 作为一种新型的抗肝炎病毒的

可能的策略 siRNA也具有其相当明显的局限性[43]. 例

如HBV和HCV基因序列高度变异 存在明显的基因

准种(quasispecies)群 而 siRNA对于靶RNA分子的识

别 又是以碱基配对方式进行的 因此要想全面控制

HBV HCV 的复制 我们就需要无数种序列不同的

siRNA 分子 显然是很难做到的. 因此 我们还必须

针对这一特点进行深入细致的研究 克服这一困难

使siRNA抑制靶基因的表达策略更能切合临床抗肝炎

病毒治疗的需要.
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摘要

目的: 总结胃黏膜相关淋巴瘤的临床特点 提高诊治水平.

方法: 回顾性分析21例胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤病例资料.

结果: 在本组病例中 18 例以腹痛 食欲不振为主要症

状 2例以出血为首发症状 另1例主要表现为腹胀 消瘦.

病理分期(Arbor 标准) E期11例 E期4例 E期4

例 E期2例. 其中 15 例行手术治疗 术后均行抗Hp

治疗及化疗 5 a生存率为86.7 % 4 例未进行手术及化

疗及2例行单纯化疗的患者均于3 a内死亡.

结论: 对胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤的早期诊断 手术切

除胃原发病灶加抗Hp治疗是提高胃黏膜相关淋巴瘤生存率

的关键.

樊丽琳, 陈东风. 胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤21例. 世界华人消化杂志  2003;

11(8):1267-1268

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1267.asp

0   引言

胃是结外淋巴瘤最多见的部位 英国病理医生Isaacson

于1983年首先提出胃肠道淋巴瘤来自黏膜相关淋巴组

织(mucosa-associated lymphoid tissue MALT) MALT

淋巴瘤属于一种特殊类型的肿瘤 其准确定义为: 在黏

膜和腺体组织发生的 具有边缘区B细胞分化和表型的

结外B细胞淋巴瘤.来源于胃黏膜相关淋巴组织的B细

胞淋巴瘤被称为胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤(胃MALT

淋巴瘤). 近年来该病的发病率有增加的趋势 由于该

病的早期发现和治疗可以达到临床痊愈 但其临床表

现又缺乏特异性 故如何早期诊断和治疗是提高该病

治愈率和生存期的关键. 我科 1990-01/2002-10 共收

治胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤21例 现总结诊治经过

如下:

1   材料和方法

1.1 材料  本组的病例均经过X线等检查 胃镜病理 /

术后病理检查 均符合1994年确定的胃MALT淋巴瘤

诊断标准 外周血象 上腹部B超及CT均无异常发现.

男 12 例 女 9 例 年龄 28-68 岁 平均 45.8 岁. 临

床症状主要有中上腹隐痛 恶心 呕吐 消瘦及消

化道出血等 其中出现上腹痛者占81.8 1 例表现

为右上腹痛 发热 结合腹部B超 多次就诊均诊断

胆囊结石 直至出现黑便. 胃镜资料及病理: 所有

病例均通过胃镜检查明确诊断 病灶位于胃窦部14例

胃体5例 胃底体2例 镜下观察呈黏膜隆起 表面糜

烂或溃疡(单个或多个)19例 2例为巨大包块. Hp检测

采用活检标本快速酶实验及活检标本改良Giemsa 染

色 两项均为阳性的才确定有Hp感染. 结果: Hp阳性

18例 占85.7 . 病理免疫组化染色LCA阳性18例

占85.7 CD20阳性11例 占52.4 . 病理分期(Arbor

标准) E期 11 例 E期 4 例 E期 4 例 E期

2例.

1.2 方法  全胃切除 8 例 胃大部切除7 例 术后均

进行抗Hp治疗(方法为羟氨苄青霉素750 mg 甲硝唑

500 mg 3次 /d 部分病例加奥美拉唑40 mg 2次 /d

连续服用14 d) 化疗方案为CHOP. 4例未进行手术及

化疗及2 例行单纯化疗 随访21 例 时间 2-12 a.

2   结果

按Ann Arbor 分期法 本组 E期11 例 5 a 生存率

为 90.9 E期 4 例 1 例在起病后第 3 年死亡

3例正于随访中 E期4例 2例随访时间为2 a 和

3 a 另 2 例于 3 a 内死亡 E期 2 例均于 2 a 内死

亡. 15例行手术加化疗 抗Hp治疗 5 a生存率为84 

(本组病例5 a内死亡者病理分期均为 E期以上). 4例

因各种原因未进行手术及化疗及2例行单纯化疗的患

者均于3 a内死亡.

3   讨论

胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤较为少见 但近年来发病

率有增高趋势. 发病年龄多在50岁以上 表现与胃癌

相似 出现疼痛 贫血 体重减轻等[1]. 其病因尚不甚明

了. 大量研究显示 Hp感染可能在胃淋巴瘤的发病机制

中起到一定作用. 正常胃黏膜缺乏淋巴样组织 但Hp长

期感染后慢性胃炎出现淋巴滤泡 并与胃MALT淋巴瘤

的发生有密切联系[2] 有研究者认为该肿瘤的发生可

能是由Hp感染后形成的一个细胞克隆演化而来 Hp

抗原的刺激对该克隆的形成和生长起主要作用 慢性

Hp 感染经历多阶段的分子生物学事件最终发展为

MALT 淋巴瘤[3, 4] 并且有报道根除Hp后胃黏膜相关

淋巴组织淋巴瘤消退 甚至有报道还引起胃外的黏膜

相关淋巴组织淋巴瘤一起消退[5-7]. 国内外的报道均显示

胃MALT 淋巴瘤患者的 Hp感染率高于其他胃良性病
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变 本组病例结果也与其相符合 Hp阳性18例 占

85.7 并在术后治疗时予以抗Hp治疗 疗效较佳.

但并非所有胃MALT 淋巴瘤患者均有 Hp感染 国外

某些研究表明Hp阴性的胃MALT淋巴瘤存在高 t (11;

18)(q21; q21)发生率 且易位阳性的胃MALT淋巴瘤更

具有侵袭性倾向 故对于胃MALT淋巴瘤的分子生物学

特征的检测有利于指导选择临床治疗方案[8-10].

        病理分期目前多采用Ann Arbor会议标准 胃黏膜

相关淋巴瘤的病理分期对预后有显著影响. 在本组病例

中 在治疗方法相同的情况下 病理分期 E E期

患者的生存率明显比 E期 E期长 国外学者有

的研究认为对于早期胃黏膜相关淋巴瘤单纯手术切除

足够而进展期( E E)的胃黏膜相关淋巴瘤需结合术

前化疗[11]. 本组研究也表明手术治疗加化疗的患者平均

生存期最长.

       胃黏膜相关淋巴瘤的传统治疗是手术切除 近年来

由于对Hp与胃MALT淋巴瘤的关系的进一步认识 部

分学者认为对早期低度恶性的病例首先力争消除Hp感

染 如无效再考虑手术治疗. 但不少报道认为单纯行抗

Hp治疗容易因再次感染Hp而复发或根除Hp后仍残存

微小病灶 治疗后需要观望和等待的阶段[12] 有的学

者提出内镜超声在长期的治疗后随访中应起重要作用[13].

Radman et al [14]对28例胃MALT淋巴瘤患者研究后认为

单纯的化疗是很成功的 外科手术可只作为一些急诊

情况下的治疗手段 预后主要取决于原发灶的部位及

病灶的范围. Park et al [15]认为对于没有Hp感染证据或

根除Hp治疗无变化的低度恶性MALT淋巴瘤单纯放疗

效果也较好.但国内大部分学者认为应尽量切除原发

灶 术后抗Hp治疗或联合化疗. 本组病例手术切除联

合化疗 抗Hp治疗的患者生存期明显长于单纯化疗.

我们认为对于高度恶性胃MALT淋巴瘤 即使不能行

根治术也可行姑息切除术 术后抗Hp治疗联合化疗

可望延长生存期 提高生存质量.
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