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Abstract: S100A6 has been found expressed in a variety of tumors. S100A6 may function through many downstream proteins.
This study aims to investigate the expression status of S100A6 in relation to the clinicopathological features of gastric cancer patients.
The results showed that the S100A6 expression was increased in gastric cancer tissues compared with that in non-cancerous tissues.
Statistical analysis demonstrated a correlation between S100A6 high expression and various clinicopathological features, such as posi鄄
tive lymph node involvement, and liver metastasis, and also revealed that S100A6 was significantly related to prognosis. Further ex鄄
ploration found a close relationship between S100A6 expression and the methylation status of the CpG sites in promoter /first exon,
and the level of histone H3 acetylation status. In conclusion, our results suggested that S100A6 plays an important role in the progres鄄
sion of gastric cancer and may serve as a potential therapeutic target.

Keywords: gastric cancer; S100A6; survival; methylation; histone

胃癌防治研究：
S100A6作为胃癌肿瘤标志物

张连海，王晓红，季加孚
(北京大学肿瘤医院，北京市肿瘤防治研究所，北京大学临床肿瘤学院，北京市 100142)

摘要：已有报道发现 S100A6在多种肿瘤中表达异常。 S100A6可以通过与靶蛋白结合发挥多种生物学功能。 本

文研究 S100A6 在胃癌中的表达并探讨其临床意义。 结果发现 S100A6 在胃癌中的高表达率高于对照标本，S100A6

与淋巴结转移和肝脏转移等因素相关。S100A6的表达与胃癌患者的生存相关。在转移性淋巴结标本中，S100A6显著

增高。 针对 S100A6的表达异常的组织中，S100A6基因表达与部分 CpG位点的甲基化以及组蛋白修饰状况有关。 干

预该基因的表达有望成为药物治疗的新靶点。

关键词：胃癌；S100A6；预后；甲基化；组蛋白

S100A6 MAY SERVE AS A BIOMARKER
FOR GASTRIC CANCER

ZHANG Lianhai, WANG Xiaohong, JI Jiafu
(Beijing Cancer Hospital, Beijing Institute for Cancer Research, Peking University School of Oncology,
Beijing 100142, China)
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胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一， 严重威
胁着人民群众的生命健康。 胃癌的复发和转移是
影响疗效的重要因素， 多数胃癌患者死于肿瘤复
发或转移。 普遍认为只有深入研究胃癌的分子机
理才能从根本上有效地判断预后，提高诊疗效果。
我们前期利用高密度基因芯片技术对胃癌相关基
因进行了较为全面、大样本的研究。在既往的试验
基础上，我们选择其中几个候选基因例如 S100A6
作为下一步验证研究的重点。

首先， 我们选取胃癌石蜡组织标本为研究对
象，利用免疫组化验证了 S100A6 在胃癌组织中表
达水平的改变。 进一步扩大样本，选取配对的 28
例胃癌肝转移标本以及 30 例转移性淋巴结，利用
免疫组化验证了 S100A6 在胃癌转移标本中的表
达情况。 研究结果表明，与正常组织相比，在胃癌
组织中 S100A6 的 mRNA 和蛋白质水平均上调。
免疫组化结果显示，S100A6在肿瘤细胞核和/或细
胞浆中高表达（67.5%，112/166）。 在转移性淋巴结
标本中，S100A6 高表达率为 100%（30/30）显著高
于对应的胃癌标本（66.7%，20/30， P=0.001）。而在
肝转移结节中，

S100A6 的高表达率（26/28, 92.9%）高于配对
的胃癌标本(24/28, 85.7%)，但两者没有显著差异
(P=0.388)。 进一步对临床资料分析结果表明，
S100A6 与淋巴结转移（P=0.037）和肝脏转移（P=
0.024）等因素相关。 应用 Kaplan-Meier 单因素分
析 S100A6 与胃癌患者 5 年生存率的相关性。
S100A6 高表达组病例 5 年生存率（49.65%）明显
低于低表达组的 5 年生存率（18.62％，P=0.0004）。
经过 Cox 回归分析表明，S100A6 是一个独立预后
因子（P=0.026）。

为明确其上调的原因我们研究了 S100A6 基
因 CpG 位点的甲基化以及组蛋白修饰状况。 此
外， 为了明确其在胃癌中作用的机制， 我们通过
ChIP-Chip方法筛查了其可能影响的下游因子。表
观遗传对肿瘤相关基因的表达调控对肿瘤的发生
发展起着重要的作用。 目前关于 S100A6 表达调
控的研究主要集中与 CpG 位点的甲基化以及组
蛋白的修饰，但关于影响 S100A6 表达调控的具体

CpG 位点以及组蛋白修饰方法尚未被筛选出。 为
了研究 S100A6 在胃癌中表达上调的原因，我们首
先通过免疫组化、RT-PCR 以及 Western-blot 检
测了 S100A6 在胃癌细胞系中的表达， 挑选出
S100A6 低表达以及高表达的细胞系并检测了不
同细胞系中 S100A6 基因启动子及外显子和内含
子区 CpG 位点的甲基化状态的不同。 同时我们采
用染色体免疫共沉淀法（ChIP）检测了组蛋白 H3
甲基化以及乙酰化修饰对 S100A6 表达的影响。
结果显示， 在胃癌细胞系中大多数 S100A6 的
CpG 位点呈去甲基化状态。 只有在 S100A6 低表
达的细胞系中 promoter/exon1 （P/E１） 区 7th 和
8th 以及 exon2/intron2（E2/I2）区的 2nd-5th 位点
呈现甲基化状态。 此外，组蛋白 H3 的乙酰化修饰
在 S100A6 表达差异的细胞系中有明显不同。 为
了进一步确认 CpG 位点甲基化以及组蛋白修饰
对 S100A6 表达调控的作用，我们在 S100A6 低表
达细胞系中加入了 5-azacytidine 和 trichostatin A，
结果显示二者均可显著影响 S100A6 表达水平。
总之， 表观遗传调控参与了 S100A6 的表达。
S100A6 可调节细胞骨架成分、 细胞生长以及分
化，并对细胞增殖发生作用，但关于其机制还不是
很明了。 我们探讨了 S100A6 是否可以通过刺激
rRNA 基因的转录进而影响胃癌细胞的增殖。 首
先， 我们通过免疫电镜以及激光共聚焦显微镜观
察了 S100A6 在核仁的表达定位。 结果发现
S100A6 表达于细胞浆中内质网、线粒体等细胞器
和胞核，包括核仁。 通过 S100A6 细胞转染观察体
外 S100A6与细胞增殖的关系，并分析其在胃癌石
蜡组织切片中其与 Ki67的表达相关性。 统计结果
显示，S100A6与肿瘤细胞增殖（Ki-67 增殖指数）
相关（P=0.043）。 S100A6 转染后通过 MTT 实验也
发现 S100A6 过表达后细胞增殖能力明显增强。随
后的研究我们证明 S100A6 表达与 45S pre-rRNA
的表达水平呈正相关。 此外，S100A6 在 rDNA 可
能的结合位点也被检测，结果表明 S100A6 在整个
rDNA 范围均具有结合力，尤其在 8kb 区域特别丰
富，且在两个 S100A6 不同表达水平的细胞系之间
结合明显不同。总之，S100A6 可能会结合到 rDNA
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序列，然后促进 rDNA 到 rRNA 的转录，进而影响
胃癌细胞的增殖。

此外，我们还观察了体外 S100A6 对细胞转移
以及侵袭的调控。将 S100A6基因转染入胃癌细胞
株 AGS 后，通过细胞侵袭实验检测了细胞侵袭能
力的改变。 结果发现 S100A6 高表达后细胞侵袭
能力较细胞转染前明显升高。 通过 ChIP-Chip 方
法，应用启动子芯片，我们检测了 S100A6 可能的
下游因子。对其进行 GO 分型后结果显示 1328 个
细胞因子被筛查出，其中 57 个因子与细胞增殖相
关，25 个因子与细胞迁移相关，2 个因子与细胞浸
润有关。 挑选 Cdk5、FLJ12438、 CCNB1 和 MCM7
等因子，检测 S100A6 过表达后对其表达的影响，
进一步检测 S100A6 可能与这些因子启动子部位
的结合位点， 分析发现可能的结合位点附近均有
Sp1 结合位点。所以我们推测 S100A6 可能间接地
结合到 Sp1 结合位点进而调节一些下游相关因子
的表达。

总结：S100A6 在胃癌中表达上调， 肿瘤组织
S100A6 高表达预示患者预后不佳。 肿瘤组织中
S100A6 基因表达的机制可能与部分 CpG 位点的
甲基化以及组蛋白修饰状况有关。
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一种早期诊断癌症新方法的
应用基础研究

徐汉友
(河南省南阳纺织集团有限公司职工医院内科，河南省南阳市 473125)

摘要：总结一种早期诊断癌症新方法的方案，以利于进一步研究和临床应用及预防。 方法：根据当今肿瘤研究成

果，设计一种新的癌症早期诊断方法的方案。 结果：分别用两种不同的抗一种正常抑癌基因所产生的蛋白质抗体，

如： Ｒｂ蛋白质和 ｐ５３蛋白质，通过亲和层析，分别和放射性同位素元素标记的病变标本的 Ｒｂ 蛋白质和 ｐ５３ 蛋白质

发生抗原抗体反应，分别测定 ４次抗原抗体反应的 Ｒｂ蛋白质和 ｐ５３ 蛋白质的放射性强度， 而不发生抗原抗体反应

的 Ｒｂ 蛋白质和 ｐ５３ 蛋白质则不能被测定， 从而判断 Ｒｂ 蛋白质及其基因和 ｐ５３ 蛋白质及其基因的结构及功能异

常，由此来早期诊断癌症。 结论：目前， 肿瘤学研究的成果认为，Ｒｂ和 ｐ５３蛋白质及其基因发生异常改变是引起癌

症的起始原因，因此，本文作者设想通过放射性同位素、免疫学等方法来测定患者病变组织 Ｒｂ 和 ｐ５３ 蛋白质发生异

常的改变，从而确诊患者此处病变已经发生极早期癌变或早期癌变，达到早期手术治愈治疗和预防的目的。 这种临

床应用方法理论上来说非常有意义，值得进一步研究及应用于临床和推广及预防。 但在临床应用之前，需要通过大

量精确的实验室研究，从而确定各实验阶段的剂量标准，同时，应同数字化电脑化等高科技相结合，制成一个高精密

的仪器，来实行此种科学快速早期癌症的诊断。 Ｒｂ基因和 ｐ５３基因及其所表达的蛋白质是否发生异常改变检测后，

就可以根据检测结果来指导临床进行早期治愈治疗或作观察及预防治疗，其判断方法如下：① 若 Ｒｂ 基因和 ｐ５３ 基

因及其所表达的蛋白质全部发生异常改变，就可以进行早期手术治愈治疗。 ②若仅 Ｒｂ 基因或 ｐ５３ 基因及其所表达

的蛋白质发生异常改变，就可以作临床重点观察及重点预防治疗，同时定期复查。③若 Ｒｂ基因和 ｐ５３基因及其所表

达的蛋白质全部未发生异常改变，只作临床观察及一般预防治疗。 本研究方法适用于对食管癌、胃癌、乳腺癌、小细

胞肺癌、直肠癌、结肠癌、骨肉瘤等癌症的早期诊断的研究及临床应用及预防。 依照上述实验方案，其它抑癌基因及

其所产生的蛋白质，当必要时，也可以测定。 另外，本方案的研究方法也值得重视和进一步研究，她用抗原抗体免疫

反应的方法，来探测蛋白质的结构和功能是否发生异常改变，从而探测相应基因的结构和功能是否发生异常改变，

她是一种新的、简单的和特殊的分子生物学研究方法。

关键词：癌症；分子诊断； Rb蛋白质； p53；免疫学；蛋白质构型
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A NOVEL MOLECULAR METHOD FOR
EARLIEST DIAGNOSING CANCERS

XU Hanyou
(Department of Internal and Emergency Medicine, Workers' Hhospital of Nanyang Textile Corporation, Nanyang
473125, China)

１ 前言

癌症给人的生命健康造成了极为严重的危害，

使患者早死、致残及忍受巨大的痛苦，等，众多危害

大大降低了患者的生活质量， 人类在与癌症做漫长

的斗争中，花费了大量的人力和财力，在世界范围内

通过几代人的艰苦不懈努力， 在癌症的研究中取得

了一些可贵的成绩，但到目前为止，癌症的发病机理

仍没有搞清，癌症的治疗效果仍不理想。 因此， 人类

在攻克癌症难关的过程中不得不边研究癌症的发病

机理， 同时研究癌症的早期诊断及提高癌症的临床

治疗效果，期望癌症研究中的机理研究、诊断研究及

治疗、预防研究能互为帮助，互为利用，不断总结经

验，使癌症研究防治更有效和有意义。

在目前癌症研究的现状下， 癌症的发病机理还

没有搞清，癌症的治疗绝大部分效果仍很差，癌症的

预防效果不好。 因此，在此现状下癌症的早期诊断就

显得非常重要， 若有一种癌症的早期诊断方法能在

癌症发生的原位癌期或其之前就能把其确诊， 或在

Abstract: The author of article invented a molecular method for diagnosing cancers in earliest stage of carcinogenesis to treat
the cancer well. Referenced the scientific achievements of cancer research up to now, the author designed the novel invention. Up to
now, the mortality and morbidity of majority cancers have not been controlled. Some kinds of cancers' mortality and morbidity even
are going up. As the cancer control has not reached satisfied achievements. The early diagnosing cancer has been being much too im鄄
portant and imperative. If one earliest diagnosing method could diagnose the cancers in situ or before the stage of cancers in situ. The
cancers treatment might almost be cured. The author of this paper has been studying and learning the oncology from his graduate
study time and his working time when he created a new invention for diagnosing cancers in situ or before the stage of cancers in situ.
Using two different normal Rb protein antibodies and two different normal p53 antibodies, develops antigens and antibodies immune
reactions respectively, with specimen of Rb proteins and p53 by special analysis method. After comparing the two reactions of Rb
proteins' and the two reactions of p53's by application of Affinity Chromatography and Flow Scintillation Counter, the structures and
functions of Rb genes and proteins, p53 genes and proteins can be judged. So the cancers can be diagnosed earliest. This invention for
diagnosing cancers in earliest stage of carcinogenesis could be used for many kinds of cancers to be diagnosed in the same method.
The new research method of molecular biology used by author in this paper is worth to be developed further. It is first reported by the
author in this article. Which is identified through a MEDLINE search of the English-language literature on the title or on the key
words.

Keywords: Cancer; Molecular diagnosis; p53; Retinoblastoma protein; Immunoassay; prevention; Molecular method, structure
of protein.
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癌症发生的癌前病变期就能确诊患者病变必将要发

展为癌症，那么，在此期间的及时确诊和治疗，癌症

的治愈率理论上将几乎达到 １００％。

本文就作者在从事肿瘤学的专科学习和研究

中，及以后的工作中，设想了一种早期诊断癌症的新

方法，从分子生物学水平进行癌症的早期诊断，现未

见此方面的研究报导， 望本人的此项设想研究能使

广大同行参考利用，为攻克癌症做贡献。

２ 癌症早期诊断设想的原理

目前，发病机理的研究，大多数癌症科学工作者

主张细胞癌基因和抑癌基因功能异常学说， 这一学

说的基本而简单的解释就是：人体细胞在外界生物、

物理和化学等因素长期不断地作用下， 使细胞的抑

癌基因功能被异常抑制， 而细胞癌基因功能被异常

激活，致使细胞癌变。

在目前癌症细胞分子生物学抑癌基因的研究

中，Ｒｂ 基因和 ｐ５３ 基因研究得最多， 被认为是最主

要的抑癌基因。研究发现有很多种常见的癌症 Ｒｂ基

因和 ｐ５３ 基因有丢失或突变等功能异常改变现象，

Ｒｂ 基因和 ｐ５３ 基因功能的异常抑制改变是癌变的

起始原因。 Ｒｂ基因和 ｐ５３基因的丢失或突变等功能

异常改变， 表现在其表达的蛋白质的结构一定要发

生相应的改变， 这种改变大部分是分子量变小和构

型改变，无论 Ｒｂ 基因和 ｐ５３ 基因发生哪一种异常改

变，其翻译的蛋白质的相应肽段将不被翻译、异常翻

译、构型异常或蛋白质完全不能表达。

本文作者设想，用不常发生异常变化的 Ｒｂ 基因

和 ｐ５３ 基因各一个外显子表达的蛋白质的相应肽链

制备相应的抗体（Ｉ 抗），同时，用常发生异常变化的

Ｒｂ 基因和 ｐ５３ 基因各一个外显子表达的蛋白质的

相应肽链制备相应的抗体（ＩＩ 抗），分别用 Ｒｂ 蛋白质

和 ｐ５３ 的肽链制备相应的 Ｉ 抗和 ＩＩ 抗， 分别同用放

射性同位素硫或碘标记的同等量可疑癌症标本表达

的 Ｒｂ蛋白质和 ｐ５３ 进行抗原抗体免疫反应，在用适

当的方法分别测定发生抗原抗体免疫反应的 Ｒｂ 蛋

白质和 ｐ５３ 的放射性强度， 以此来分析 Ｒｂ 基因和

ｐ５３基因所表达的蛋白质的结构是否发生异常改变，

从而推测 Ｒｂ 基因和 ｐ５３ 基因是否发生异常改变，若

Ｒｂ 基因和 ｐ５３ 基因及其所表达的蛋白质的结构发

生异常改变，就可确定此标本所取的器官组织处，将

发生或已经早期发生恶性肿瘤， 应立即采取有效措

施治愈它。

为了简明期间，本文作者只以 Ｒｂ 基因和其蛋白

质有关方面内容为例， 来阐明如何推测 Ｒｂ 基因和

ｐ５３ 基因是否发生异常改变，因为，在这方面 Ｒｂ 基

因和 ｐ５３基因及其所表达的蛋白质是类同的。

制备的 Ｉ 抗和 ＩＩ 抗，分别同时和标本中的 Ｒｂ 蛋

白质发生抗原抗体免疫反应后， 再分别测定发生抗

原抗体免疫反应的 Ｒｂ 蛋白质的放射性强度，就可对

Ｒｂ 蛋白质的性质作出分析，分析方法如下：① 若用

ＩＩ 抗检测的放射性强度比 Ｉ 抗的低或 ＩＩ 抗检测的放

射性强度完全缺失，就说明此患者有 Ｒｂ 蛋白质结构

和功能异常，因此，可以推断此患者有 Ｒｂ 基因已发

生丢失，突变等结构和功能异常改变。 ②若用 Ｉ抗检

测的放射性强度比 ＩＩ 抗的弱或 Ｉ 抗检测的放射性强

度完全缺失，就说明此患者有 Ｒｂ 蛋白质结构和功能

异常，因此，可以推断此患者有 Ｒｂ 基因已发生丢失，

突变等结构和功能异常改变。 ③若 Ｉ 抗和 ＩＩ 抗无抗

原抗体免疫反应发生，那么，就不能检测到 Ｒｂ 蛋白

质的放射性强度，就说明此患者有 Ｒｂ 蛋白质结构和

功能异常，因此，可以推断此患者有 Ｒｂ 基因已发生

丢失，突变等结构和功能异常改变。 ④若 Ｉ抗和 ＩＩ抗

抗原抗体免疫反应发生后，检测到 Ｒｂ 蛋白质的放射

性强度一样，基本上可以排除 Ｒｂ 基因和其蛋白质有

异常改变，对于此种情况的病变，可观察一段时间或

进行改换 ＩＩ抗和（或）Ｉ抗后，再进行检测。

用同样的方法再检测 ｐ５３ 基因及其所表达的蛋

白质是否发生异常改变。
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Ｒｂ 基因和 ｐ５３ 基因及其所表达的蛋白质是否

发生异常改变检测后， 就可以根据检测结果来指导

临床进行早期治愈治疗或作观察及预防治疗， 其判

断方法如下： ① 若 Ｒｂ 基因和 ｐ５３ 基因及其所表达

的蛋白质全部发生异常改变， 就可以进行早期手术

治愈治疗。②若仅 Ｒｂ基因或 ｐ５３基因及其所表达的

蛋白质发生异常改变， 就可以作临床重点观察及重

点预防治疗，同时定期复查。 ③若 Ｒｂ 基因和 ｐ５３ 基

因及其所表达的蛋白质全部未发生异常改变， 只作

临床观察及一般预防治疗。

根据上述癌症早期诊断设想的原理和判断方

法，就能对仅发生分子水平病变，开始发生癌变，但

还没有瘤变的极早期癌变病变，做极早期诊断，达到

早期手术治愈治疗的目的。

３ 试验研究方案

根据以上原理及当今可以开展的实验研究条件

和技术， 制定本早期诊断癌症新方法设想的试验研

究方案，为了简明起见，本文作者只以 Ｒｂ 蛋白质有

关方面内容为例，来阐明试验研究方案，因为，在这

方面， Ｒｂ 基因和 ｐ５３ 基因所表达的蛋白质是类

同的。

３．１ 抗原的制备

要想制备 Ｒｂ 蛋白质为抗原的抗体， 用于本研

究的抗原抗体免疫反应，就必须先制备 Ｒｂ 基因适当

外显子生成的肽段， 现 Ｒｂ 蛋白质的氨基酸序列已

经搞清， 选择适当外显子翻译生成的两个肽段作为

抗原，选择的原则已如前所述。肽段目前有能力人工

合成，可能将有肽段作为商品出售。

３．２ 抗体的制备

目前有关 Ｒｂ 蛋白质抗体的制备方法和抗体的

种类很多，有多克隆的，也有单克隆的，多克隆和单

克隆抗体的制备方法各不相同。根据 Ｒｂ蛋白质肽段

抗原不同而制备出相应的不同种抗体。 用于本研究

的抗体，无论是多克隆或单克隆，都可以用，但制备

多克隆抗体成本要低得多。

抗体制备简单的流程图如下： 肽段制备→肽段

加抗原佐剂， 制成完全抗原→抗原免疫兔→提取相

应的抗体→验证并提纯抗体，备用。

３．３ 标本的制备

对于可疑癌变的组织， 特别是癌前病变和原位

癌，应尽快、尽早活检取标本，组织标本的取材方法，

应根据现代或现有最有效的方法来进行。

３．４ 标本放射性元素的标记

对于 Ｒｂ 蛋白质的标记，有两种方法，一种是放

射性同位素 Ｓ 元素的标记， 此元素的标记需要把活

体标本与含有放射性同位素 Ｓ 元素的培养液进行短

时间的活体细胞培养，使 Ｒｂ 蛋白质含有放射性同位

素 Ｓ 元素。 另一种方法是放射性同位素 Ｉ 元素的标

记， 此种放射性元素的标记是把活体标本细胞粉碎

处理， 放射性同位素 Ｉ 元素直接标记到 Ｒｂ 蛋白质

上。 这两种方法哪一种最好？ 本文作者认为，可能用

放射性同位素 Ｓ元素标记较精确。

３．５ 亲和层析方法的应用

用同等量放射性同位素元素标记的 Ｒｂ 蛋白质

抗原，在亲和层析的实验方法下，分别与 Ｉ 抗和 ＩＩ 抗

发生抗原抗体免疫反应， 达到分离及提纯有放射性

元素标记的 Ｒｂ蛋白质的目的，才能准确地完成下一

步的研究和应用。

３．６ 流式闪烁记数器的应用

按照该仪器的使用方法， 测出分别和 Ｉ 抗和 ＩＩ

抗发生抗原抗体免疫反应、 亲和层析分离及提纯的

Ｒｂ 蛋白质的放射性强度， 从而判断出 Ｒｂ 蛋白质的

结构和功能是否异常。 在测定时应设空白对照。

用同样的方法再准备、 检测及判断 ｐ５３ 蛋白质

是否发生异常改变。

４ 临床应用探索

从上述一系列实验研究准备， 到患者病变用本

方法进行诊断，以现有肿瘤学研究的成果作原理，可
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以从理论上来说本早期诊断癌症的方法直接应用于

临床有相当高的应用价值。 但为了更科学地、更精确

地防治癌症研究，有必要进行临床应用试验研究，即

进行随机临床病例对照研究， 以确定本研究方法有

切实可行的科学效果应用于临床。 随机临床病例对

照最好以同种癌症大规模的用本方法进行早期诊断

和治疗为研究组，研究组包括 Ｒｂ 和 ｐ５３ 蛋白质同时

发生异常改变的患者和仅 Ｒｂ 或仅 ｐ５３ 蛋白质发生

异常改变的患者。而对照组为 Ｒｂ和 ｐ５３蛋白质的发

现同研究组的患者，但研究组做上述方法治疗，而对

照组做常规方法治疗， 然后统计学处理两组病例的

癌症发病率和死亡率，进行显著性检验，从而可清楚

地验证本早期诊断癌症方法的科学性。

５ 结论

目前， 肿瘤学研究的成果认为，Ｒｂ 和 ｐ５３ 蛋白

质及其基因发生异常改变是引起癌症的起始原因，

因此，本文作者设想通过放射性同位素、免疫学等方

法来测定患者病变组织 Ｒｂ 和 ｐ５３ 蛋白质发生异常

的改变， 从而确诊患者此处病变已经发生极早期癌

变或早期癌变， 达到早期手术治愈治疗和预防的目

的。 这种临床应用方法理论上来说非常有意义，值得

进一步研究及应用于临床和推广及预防。 但在临床

应用之前，需要通过大量精确的实验室研究，从而确

定各实验阶段的剂量标准，同时，应同数字化电脑化

等高科技相结合，制成一个高精密的仪器，来实行此

种科学快速早期癌症的诊断。

本研究方法适用于对食管癌、胃癌、乳腺癌、小

细胞肺癌、直肠癌、结肠癌、骨肉瘤等癌症的早期诊

断的研究及临床应用及预防。

依照上述实验方案， 其它抑癌基因及其所产生

的蛋白质，当必要时，也可以测定。

另外， 本设想的研究方法也值得重视和进一步

研究，她用抗原抗体免疫反应的方法，来探测蛋白质

的结构和功能是否发生异常改变， 从而探测相应基

因的结构和功能是否发生异常改变，它是一种新的、

简单的和特殊的分子生物学研究方法。
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基于癌周免疫微环境的
预测模型的建立与验证

周 闯，董琼珠，周海军，王 骥，贾户亮，钦伦秀
(复旦大学附属中山医院肝癌研究所，上海 200032)

摘要：目的：肝癌患者预后预测仍然困难，本研究建立基于癌周免疫微环境的预测模型，检验其对肝癌预后预测

的效果。 方法：实时定量 ＰＣＲ技术（ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测肝癌癌旁组织中 ２７个免疫炎症相关因子（包括 １７ 个预测标签因

子和文献报告的 １０ 个复发转移相关因子）ｍＲＮＡ 表达水平，应用生物信息学机器学习方法构建有效的预测模型，分

析肝癌患者细胞因子表达水平与肝癌复发及预后的关系，检验其预测效果。 结果：选取 １８０ 例肝癌切除患者癌旁肝

组织，分为训练组（ｎ＝８０）和测试组（ｎ＝１００）Ｃｏｘ 风险比例回归模型分析 ２７ 个因子分别对预后的影响，影响大小排序

后 ＣＳＦ－１，ＨＬＡ－ＤＲＡ，ＴＮＦ，ＳＰＰ１，ＩＬ－６为前 ５位，构建预测模型。 以 ｍＲＮＡ表达水平的中位数为临界值，训练组根据

临界值分为高风险组和低风险组，Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ分析显示高风险组总生存期短于低风险组（Ｐ＜０．０００１）。 测试组分为

高复发风险组（６８例）和低复发风险组（３２例）。 高复发风险组总生存期显著低于低风险组（Ｐ＝０．００２）。 单独应用预测

因子的对测试组 １００例的预测效能通过 ＲＯＣ曲线评价， 预测准确率 ７４．７％。 在另一个随机、 独立的肝癌患者队列

（２００例）中进行验证，预测准确性 ７２．３％。 结论：５个细胞因子的预测模型预测肝癌术后 ３ 年总生存期有较高的准确

率，有助于预测高危患者，对其进行重点检测和有效干预，为临床个体化干预治疗提供有效的依据。

关键词：外科学；肝细胞肝癌；预后预测

PREDICTION OF TUMOR SURVIVAL
IN PATIENTS OF HEPATOCELLULAR
CARCINOMA BY DETECTING IMMUNITY
CYTOKINE GENE EXPRESSION LEVELS
IN NONCANCEROUS HEPATIC
MICROENVIRONMENT
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Abstract: Objective: Hepatocellular carcinoma (HCC) is a common malignancy, but the prognosis remains poor due to metas鄄
tasis and recurrence after curative hepatectomy. The aim of this study is to explore whether a more refined cytokine gene expression
profile of noncancerous liver tissue could predict survival of HCC after curative hepatectomy. Methods: 27-cytokine gene expression
profile in noncancerous liver tissue from 180 patients was analyzed with RT-PCR arrays. Supervised hierarchical clustering and log-
rank test to were used analyze the prognostic ability of the cytokine gene profile. Methods of bioinformatics were used to build a pre鄄
dicting model, then optimal factors were explored. Results: Cox analyzed effect on survival CSF-1，HLA-DRA,TNF，SPP1，and IL-6
were ranked in the first five sites. The mRNA-based predictor with logistic regression method, which employed the 5 cytokine gene
expression, was excellent survival predictor in gene dataset accuracy（74.7%） on testing dataset. The survival predictor was validated
by real timeRT-PCRonanother independent cohort of surgiealHCCpatients（accuracy=72.3%）．Conclusion:5-cytokine predictmodel of
immunity-associated gene signature should allow a sensitive and specific monitoring of survival in HCC after curative hepatectomy.

Keywords: surgery; hepatocellular carcinoma (HCC); prognosis prediction

ZHOU Chuang, DONG Qiongzhu, ZHOU Haijun, WANG Ji, JIA Huliang, QIN Lunxiu
（Liver Cancer Institute and Zhongshan Hospital, Institutes of Biomedical Sciences,

Fudan University, Shanghai, 200032 China）

原发性肝癌(简称肝癌)是全球最常见的恶性肿

瘤之一，在中国，肝癌的发病率占肿瘤发病率的第三

位，而其死亡率为第二位。 虽然肝癌研究与治疗己取

得很大进展， 根治切除术后的十年生存率已提高到

30%左右， 但肝癌根治性切除术后 5 年转移复发率

为 61.5%，即使是小肝癌也达 43.5%。 因此发现肝癌

的预后因子，准确区分患者，已成为进一步提高肝癌

生存率的关键。 有研究表明，肿瘤的复发转移与肿瘤

周围微环境有密切关系。 我所前期发现癌旁组织 17

个免疫炎症相关细胞因子表达谱可以准确预测肝癌

术后早期复发。 基于前期研究成果，本研究拟进一步

在转录水平分析癌周免疫细胞因子表达构成、 优化

肝癌预后预测指标，为其向临床应用转化奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 研究对象

选取 2002~2006 年在复旦大学附属中山医院肝

外科实施根治性手术切除的肝癌患者的癌旁组织，

患者为首次诊断肝癌， 术前术后未接受其他化学治

疗、生物治疗、无门脉、静脉主干转移。 有完整的临床

病理和随访资料,末次随访时间为临床 2010年 6月。

手术后切取距离肿瘤边缘 2cm 以上新鲜标本， 体积

约 0.5cm3 大小，液氮冻存，后转移至-80℃保存，避免

反复冻融。 患者签订了知情同意书。

1.1.2 子生物学试剂及仪器

Trizol：购自 Invitrogen，USA。

PCR 仪 :GeneAmp PCR system9700HT 型， 美国

ABI公司产品。

1.2 方法

1.2.1 癌旁肝组织总 RNA提取和 cDNA制备

1.2.2 Taqman探针 RT-PCR检测 27个因子表达

按表 1配制实时定量 PCR反应混合液
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表 2���180例肝癌患者的临床病理特征

ABI7900HTPCR仪使用程序设定：

95℃ 10 min;

94℃ 15 s， 60℃ 30 s， 进行 40个循环。

运行结束后，导出结果包括扩增曲线，Ct 值。 通

过传统的△Ct 法（即目的基因的 Ct 值减去内参照基

因的 Ct值），计算目标基因在癌旁组织中的表达量。

1.3 统计学方法

用 SPSS16.0 统计软件进行统计学分析。 Cox 比

例风险模型用于单、 多因素分析。 生存率曲线用

Kaplan-Meier 法绘制并以 log-rank 法进行组间比

较，受试者工作特征曲线(receiver operator character－

istic curve，ROC)及曲线下面积(area under the curve，

AUC)用于判断预测指标作为诊断标准的可行性。 利

用生物信息学分析，应用支持向量机（SVM）学习法

对进行患者分类构建预后预测模型。

生存期按月计算， 它被定义为从诊断至患者死

亡或末次随访信息的时间。单因素分析采用 Kaplan-

Meier生存分析和 Log-rank检验。对单因素分析有意

义的变量进行多因素 Cox 回归分析。 所有结果均以

双尾检验 P<0.05为显著性差异。

2 结果

2.1 肝癌患者临床病理特征分析

见表 2。 2.2 RT-PCR 检测 27 个细胞因子基因表达结果

及预测分子标签构建、验证

2.2.1 180 例早期 HCC 癌旁组织免疫炎症细胞

因子表达分析

应用 RT-PCR 相对定量法分析 27 个基因表达

情况， 首先应用 Cox 风险比例回归模型分析它们对

复发的影响，27 个因子排序后 CSF-1，HLA-DRA,

临床病理特征 复发组 R
(n�=�91)

无复发组 RF
(n�=�89)

P�值
(R�vs�RF)

性别
男 80 75 0.523
女 11 14

≤5 50 59 0.130

>5 41 30

肿瘤数目(个)

单个 75 78 0.405

多个 16 11

HBsAg

阴性 3 4 0.719

阳性 88 85

BCLC分期

极早期 6 6 0.460

早期 41 48

中期 44 35

肿瘤大小(cm)

镜下 26 46 0.002

无 65 43

癌栓

Ⅰ～Ⅱ 65 64 1.000

Ⅲ 26 25

包膜

完整 45 43 0.883

不完整 46 46

AFP（ng/mL）

<20 32 33 0.877

≥20 59 56

组织学

年龄（岁）
>50 45 55 0.102
<=50 46 34

各组成部分 每个反应所需体积（μl）

cDNA�template 4.5

Taqman�master�mix 5

Taqman�探针 0.5

表 1 实时量 PCR反应混合液的配制
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TNF，SPP1，IL-6 为前 5 位， 即应用这 5 个免疫炎症

相关细胞因子可以区别患者预后（图 1）。

2.2.2 基因 mRNA表达谱复发预测模型的构建

基于 CSF-1，HLA-DRA,TNF，SPP1，IL-6 最显著

基因表达情况，应用有监督的聚类分析表明，这 5 种

基因的表达谱可以较有效的区分肿瘤术后预后情况

（图 2）。

无监督系统聚类构建预后预测模型。 应用三种

分类器：支持向量机（SVM）、Rweka（Ｊ４８）、Logistic 回

归机器学习法对训练组进行训练， 最终得到 5 个预

测基因列表及其贡献度如表 3所示。

（1） 利用 SVM 算法对 5 个预测基因做预测模

型，并选用径向基核函数（radical basis function）：

k（xixj）=exp（-γ|x-xi|2）

其中，k（xixj）表示径向基核函数，x 表示某个病

人的基因表达值，xi 表示每个基因的表达值，核参数

γ=19。

（2）预测计算公式如下：

P=∑k（xixj）Yi+C

其中，k（xixj）表示径向基核函数，Yi 为基因的贡

献度，C为惩罚因子（为 LIBSVM中对错误分类的惩

罚常数）。 根据 SVM 的预测结果和基因的贡献度加

权投票后的总分 P值，如果 P值大于等于 0.879为高

风险，小于 0.879为低风险。

2.2.3 预测模型在测试组验证

我们进一步在测试组（100 例）中检验 5 个 mR－

NA细胞因子预测因子的检测效能，Cox 风险比例模

型分析预测因子与生存、复发的关系。基于 mRNA表

达谱可以将测试组分为高复发风险组（68例）和低复

发风险组（32 例）。 为了验证模型的稳定性， 运用

Leave-one-out及 10倍交叉验证方法， 结果显示：高

复发风险组总生存期显著低于低分显著（P=0.002）。

5 因子 mRNA 表达预测标签的复发预测效能通过

ROC 曲线评价，准确度 74.7%，敏感度 73.6 %，特异
图 2��CSF-1，HLA-DRA,TNF，SPP1，IL-6 表达系

统聚类图

基因名称 贡献度 P 值

IL6 0.299212598 0.001

HLA_DRA 0.141732283 0.125

CSF1 0.244094488 0.074

SPP1 0.188976378 0.035

TNF 0.125984252 0.147

SPP1 OS生存曲线 IL-6�mRNA�OS生存曲线

HLA-DRA�OS生存曲线 CSF-1�OS生存曲线

TNF��OS生存曲线

图 1�� CSF-1，HLA-DRA,TNF，SPP1，IL-6� mRNA�
OS生存曲线

表 3 预测基因列表及其贡献度
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度 75.1 %。

本实验所有患者临床病理特征在复发多因素风

险回归中仅有肿瘤大小具有意义显著（P<0.0001），

一般病理特征对于患者复发预测显然没有显著意

义， 我们应用 Cox风险回归分析 5个细胞因子 mR－

NA表达预测因子是否作为独立预测因子。多因素分

析发现 5 个基因预测因子对生存影响 HR=2.346,

(95%CI=1.731-3.179；P=0.0001)。 其他临床病理特征

均无显著性。

2.3 独立样本（200例）验证

为了检验这一模型的预测效能，在另一个随机、

独立的肝癌患者队列进行了预测能力的检验， 以及

中位数值作为高危复发和低危复发组的分界点。 结

果显示： 高复发风险组总生存期显著低于低分显著

（P=0.002）。 5个细胞因子 mRNA表达预测因子的复

发预测效能通过 ROC曲线评价，敏感度 74.1 % 特异

度 70.1 %准确度 72.3 %（图 4）

3 讨论

肝癌是一种异质性很强的恶性肿瘤， 具有相同

临床病理特征的患者，预后却千差万别。 目前常用的

肝癌预后预测标记包括肿瘤分期和组织病理学指

标， 其中组织病理学指标往往不能提供足够的预后

信息，而肿瘤分期，如 TNM 分期，虽是目前最常用的

肿瘤预后标记，但对肝癌预后的预测尚显不足。 众多

基于基因芯片的分子预测模型中， 不仅没有相互重

合的基因，而很多基因无明确功能[1]。 因此，临床上迫

切需要更准确地预测肝癌复发转移的方法或手段。

相对于异质性极高的癌细胞来说， 微环境非肿瘤细

胞基因组较稳定， 在不同类型肿瘤间的差异小。 因

此，基于免疫/炎症微环境预测模型的稳定性、预测效

能将超过传统的以癌细胞为基础的预测模型， 甚至

可以在不同的肿瘤之间通用。

近年来癌周微环境在肿瘤发生及进展中的作用

成为肿瘤研究的热点。 肿瘤细胞与微环境之间动态

的相互作用是肿瘤发生发展过程中必不可少的:微环

境调控肿瘤细胞生长、 决定其转移潜能和转移靶器

官、并影响疗效[2]。 Hoshida 等[3]利用 200 多例石蜡包

埋癌旁组织的表达谱筛选出 132 个基因预测肝癌晚

期复发。 通过基因芯片表达谱研究，我研究所发现一

组与肿瘤预后相关基因， 其中很多包含在炎症免疫

相关通路，进一步应用实时荧光定量 PCR 技术检测

17个细胞因子表达情况，最终构建 17 个细胞因子表

达谱预测模型，可以准确预测肝癌术后复发[4]。 Chew

等[5]研究发现肝癌免疫微环境与 HCC 的术后生存密

切相关， 肿瘤浸润淋巴细胞的活化与增值对于肝癌

的进展起到非常重要的作用。 虽然探索这些预测模

型在实验室取得巨大的成功， 但是从实验室到临床

依然需要优化与筛选。

本研究在前期研究的基础上运用高通量、 高精

度的 RT-PCR 技术优化细胞因子表达谱， 筛选出一

组由 5 因子组成的有效的预后预测标签， 可以较为

准确的预测术后的生存情况。 在不同的预后患者之

间 IL-6，TNF,SPP1，HLA-DRA 及 CSF-1 在癌周肝组

织中的表达具有显著差异。 此预测模型在与临床预

后相关的指标同时纳入多因素风险回归模型中时，

它可以作为独立的预后因子。

既往的研究多关注于肝癌术后复发转移， 但现

今临床实际中最关注的是怎么样能够获得较好的总

生存率，即使是带瘤生存。 我们的研究得出的结果显

图 4��独立验证组 200 例患者 OS 生存曲线及

ROC曲线
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示癌周的炎症免疫状态与 HCC 术后的总生存明显

相关，它独立于肝硬化程度及肝功能等临床指标。 通

过这项研究发现，发现了的癌周预后预测基因标签，

则可判断患者愈后的差别。 基因工具将被用于选出

易感人群而进行个体化治疗；另外，对于经过手术治

疗的患者中， 基因标签内某些特定的基因也有望成

为辅助治疗的靶点。 Kulbe 等通过采用 RNA 干扰技

术发现，当 TNFα 的产生被阻断时，肿瘤的生长及播

散被明显抑制[6]。通过反义寡核苷酸和 SiRNA等技术

抑制 CSF-1的表达将可以延长负瘤小鼠的生存时间

并且减少肿瘤相关巨噬细胞的浸润和新生血管的生

成[7-８]。

为了检验这一模型的预测效能，在另一组随机、

独立的肝癌患者队列中进行了预测能力的检验。 结

果发现， 此模型同样可以将验证组患者区分复发转

移风险显著不同的高风险和低风险组， 即验证了该

模型的稳定性、有效性和通用性。 由于微环境非肿瘤

细胞基因组较稳定，在不同类型肿瘤间的差异小，这

一基于免疫微环境特征的预测模型必将在肝癌中有

着广泛的应用前景，可加速科研向临床转化速度，指

导临床治疗。
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肿瘤近年有不断增加的趋势，早发现、早诊断、

早治疗是关键。 肺癌是发病率较高的恶性肿瘤，5 年

生存率仍低于 15%，因此早治疗就显得更为重要。但

是单项肿瘤标志物检测阳性率低， 联合检查可以明

显提高诊断阳性率。 蛋白芯片是一种集微电子、微机

械化学物理论技术计算机为一体， 分析过程为连续

化、集成化、微型化的蛋白分析技术，具有高速度、高

通量、高灵敏的特性[1]。 本研究对 89例肺癌患者应用

蛋白芯片进行的 12 项肿瘤标志物联合检查结果进

行分析，并评价各项指标的临床应用价值。

Abstract: Objective: To investigate the multi-tumor marker proteinchip detection of lung cancer diagnosis. Method: 89 cases
of lung cancer protein microarray analysis. Results: CA19-9, CEA, CA125, SF positive expression rate was higher, 17.9%, 38.2%,
26.9%, 22.4%,the joint testing positive was 55.1%. Conclusion: C-12protein chip method checks multiple tumor markers in lung
cancerdiagnosis, monitoring has important clinical value.

Keywords: tumor markers; protein chip; lung cancer

12项肿瘤标志物蛋白
芯片法检测肺癌的临床价值

刘锦程，施常备，陈其亮
(陕西省结核病防治院陕西省第五人民医院，西安 710100)

摘要：目的：探讨多肿瘤标志物蛋白芯片检测法在肺癌诊断中的应用。 方法：对 89 例肺癌患者蛋白芯片结果进

行分析。 结果：CA19-9、CEA、CA125、SF 阳性表达率较高， 分别为 17.9%、38.2%、26.9%、22.4%， 联合检测阳性率为

55.1%。 结论：C-12蛋白芯片法多肿瘤标志物检查在肺癌诊断、监测中有重要的临床价值。

关键词：肿瘤标志物；蛋白芯片法；肺癌

LIU Jincheng, SHI Changbei, CHEN Qiliang
(Shaanxi TB Prevention and Treatment Hospital, Xián 710100, China)

12 TUMORMARKER PROTEIN CHIP
ASSAY VALUE OF LUNG CANCER
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肿瘤标志物 均值±标准差 正常参考值 阳性率 /%

CA199 27.42±54.29 ＜35.00�KU/L 17.9（16例）

NSE 4.25±9.15 ＜13.00�ng/mL 4.5（3例）

CEA 16.26±35.10 ＜5.00�ng/mL 38.2（34例）

CA242 13.35±38.06 ＜20.00�KU/L 6.7（6例）

铁蛋白 2.9.29±268.29 ＜322�ng/mL 22.4（20例）

β-HCG 0.72±1.26 ＜3.00�ng/mL 2.2（2例）

AFP 9.57±30.86 ＜20.00�ng/mL 4.8（4例）

1 材料与方法

1.1 临床资料

收集 2009 年 5 月至 2010 年 5 月在本院病理证

实为肺癌患者 89 例。 男性 67 例，女性 23 例，年龄

23~77岁，平均年龄 51.3岁。其中腺癌 41例，鳞癌 35

例，腺鳞癌 2例，未分化癌 6例，小细胞肺癌 5例。

1.2 检测方法

空腹采集外周血 2mL， 离心分离血清，4℃冰箱

保存且在 4 d内检测完毕。检测时取待测血清或标准

品 100uL 加入芯片的小方格内， 按照蛋白芯片说明

书步骤操作， 最后用 HD-2001A 蛋白芯片检测仪检

测。 试剂盒来自湖州数康有限公司。

1.3 阳性判断标准

一项或一项以上肿瘤标志物的检测值高于正常

值视为阳性，以下两项情况需要排除：（1）单独一项

铁蛋白值增高；（2） 全部指标都呈强阳性， 或除了

PSA、F-PSA外其他指标都呈阳性者的携带嗜异性抗

体者[2]。

1.4 统计学分析

所有指标以均值（x±s）表示，选用 SPSS13.0 进行

分析。

2 结果

对各项检查结果、 单项阳性率及联合阳性率进

行统计。

3 讨论

肿瘤标志物是指在恶性肿瘤发现和增殖过程

中， 由肿瘤细胞的基因表达而合成分泌的或是由机

体对肿瘤反应而异常产生或升高的， 反映肿瘤存在

和生长的一类物质， 这类物质在正常人体内并不存

在或含量很低，而在肿瘤患者体内含量明显升高，其

在肿瘤的辅助诊断、鉴别诊断、疗效观察、监测复发

以及预后评价具有很高的应用价值。 肿瘤细胞生物

的复杂性和多态性， 使同一种肿瘤可以表现出几种

肿瘤标志物， 而不同肿瘤又可以出现同一种肿瘤标

志物， 因此联合检测多种肿瘤标志物血清检测是必

要的[3]。

蛋白芯片技术的多种肿瘤标志物定量检测系

统，已经广泛应用于临床，该检测系统在肺癌的疗

效评价和预后判断是否有一定价值， 目前缺乏相关

报道[4]。

本研究结果显示， 单个肿瘤标志物表达阳性率

普遍较低，CEA 也只有 38.2%，CEA 存在于多种肿

瘤，肺腺癌能直接产生，检测准确率为 40%~50%，其

与 CA125、CA153、CA242 联合诊断肺癌有意义 [5]，12

项肿瘤标志物联合检查阳性率为 55.1%， 明显高于

单项指标。

国际多中心研究和国内部分学者研究证实，当

肺癌组织类型不明确时， 联合检测 CEA、NSE、

CYFRA211筛选诊断可明显提高敏感性[6]。 本实验所

用 HGH、FPSA、PSA、HCG 阳性率低， 而特异指标

CA125 52.11±120.29 ＜35.00�KU/L 26.9（24例）

HGH 2.37±4.17 ＜7.50�ng/mL 4.8（4例）

CA15-3 13.08±4.6 ＜35.00�KU/L 4.9（5例）

12项联合检查 55.1（49例）

PSA 1.71±3.13 ＜5.00�ng/mL 1.1（1例）

F-PSA 0.28±0.39 ＜1.00�ng/mL 1.1（1例）
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CYFRA211、FGF、M2-PK等未选用。病理类型分析可

知，腺癌居多，因此 CEA、SF、CA125 三者联合检出率

稍高，未列入鳞癌敏感指标，这可能也是影响阳性检

出率的原因之一。

也有学者认为[7]，蛋白芯片法也存在局限性，其

线性范围窄，特异性并不很高，不适于临床确诊，还

需要结合临床及影像提高早期诊断率。 但作为疗效

评价、预后判断和复发监测而言，蛋白芯片法有较好

的临床应用价值。
参考文献
[1] Sanders G.h.w,ManzA.Chip-based Microsytems for genomic

and proteomic analysis[J]. Trends.And chem.,2000;19(6):364-378.
[2]路丹，赵晓丹，姜秋颖，等.肿瘤标志物蛋白芯片检测系统在

肺癌诊断中的价值[J].中国肺癌杂志，2006，2，9（1）：84-86.
[3]孔宪涛，肿瘤标志物应用进展与评价[J].实用肿瘤杂志，

2002，17：289-292.
[4]王伟，汪安兰，刘建国，等.Ⅲ期非小细胞肺癌中 C-12 的检

测及其预后意义[J].现代肿瘤医学，2006，3，14（3）：281-283.
[5]王容丽，李代渝.联合检测 CA125 和 NSE 在肺癌诊断和预

后的竟义[J].实用肿瘤杂志，1999，13（2）：145.
[6] Toa p,Fomier M,Micel R,et al Tumour markers CEA NSE

SCC TAP and.CYFRA211 in respectable non small cell lung can－
cer [J],Anticancer Res,1999;19(4c):3613-3618.

[7]沈云松，赵崇吉，台虹，等.C-12 多种肿瘤标志物蛋白芯片
检测系统的临床评价[J].现代检验医学杂志，2003，12，18（6）：11-
12.
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携带人癌胚抗原（576-669段）和
热休克蛋白 70样分子融合基因的
重组腺病毒治疗肿瘤的实验研究

刘书逊，江金霞，刘 娟，夏 梦，于益芝，曹雪涛
(第二军医大学，医学免疫学国家重点实验室 &免疫学教研室，上海 200433)

摘要：本文的前期研究发现，含有癌胚抗原 CEA576-669 段和全长的 Hsp70L1蛋白的融合蛋白能够有效地诱导 CEA

抗原特异性 CTL的产生和 Th1免疫应答反应，因此可以用于 CEA 阳性肿瘤的治疗。 鉴于 Hsp70L1 蛋白是胞内天然

表达的分子，并且肿瘤抗原主要通过抗原的胞内途径进行加工呈递，因此我们通过同源重组方法构建了携带特异性

肿瘤抗原 CEA576-669 和 Hsp70L1 融合基因的腺病毒载体(AdCEA576-669hsp70L1)，并利用此重组腺病毒载体转染人树突

状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ，ＤＣ）和外周血单个核细胞（ｐｅripheral blood monoclear cell, PBMＣ），观察 AdCEAhsp70L1 修饰的

树突状细胞 (AdCEA576-669hsp70L1-DＣ） 的表型特点、 功能状态以及诱导 CEA 特异性 CTL 的活性， 以及 AdCEA576-

669hsp70L1修饰的 PBMＣ（ＡｄCEA576-669hsp70L1-PBMＣ）对肿瘤细胞的杀伤活性。 研究证明，AdCEA576-669hsp70L1-DC

具有成熟 DC 的表性特征和功能，可以有效诱导针对 CEA576-669 抗原特异性的杀伤性 T 细胞生成，后者能够有效

的杀伤 CEA+肿瘤细胞。 此外，AdCEA576-669hsp70L1-PBMC 能够有效地杀伤多种肿瘤细胞，其中 NK 细胞的活性明显

增强。因此， AdCEA576-669hsp70L1-DC或者 AdCEA576-669hsp70L1体内直接应用可以作为治疗性疫苗，应用于 CEA+或者

多种肿瘤的治疗。

关键词：热休克蛋白 70样分子；癌胚抗原；重组腺病毒；树突状细胞；肿瘤免疫
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Abstract: Objective: Recombinant fusion protein containing the CEA576-669 fragment of the carcinoembryonic antigen and
human heat shock 70-like protein 1 (Hsp70L1) has been revealed to have potent capability to induce CEA-specific CD8+ CTL and
Th1 responses. The aim of this study is to investigate whether intracellular expression of CEA576-669hsp70L1 has the ability to in鄄
duce CEA-specific CTL and Th1 response, and thereby to induce anti-tumor immunity. Methods: Recombinant adenovirus carrying
fusion gene of CEA576-669 and Hsp70L1 were constructed, and anti-tumor activity of AdCEA576-669hsp70L1-transfected den鄄
dritic cells (AdCEA576-669hsp70L1-DC) or peripheral blood cells (AdCEA576-669hsp70L1-PBMC) was evaluated. Results: Ad鄄
CEA576-669hsp70L1-transfected DC displayed mature DC feature, characterized by high expression of CD86 and HLA-DR and po鄄
tent induction of allo-T responses, and had potent capability to induce CEA-specific CTL which mediated cytotoxicity to CEA+ tumor
cells. AdCEA576-669hsp70L1-transfected PBMCs had potent cytotoxicity to several tumor types, of which CD56+ NK cells were ob鄄
viously activated. Conclusion: In vitro adminstration of AdCEA576-669hsp70L1 or AdCEA576-669hsp70L1-DC provide potential
novel therapeutic methods to be used in the treatment of tumors.

Keywords: heat shock protein 70-like protein; CEA; recombinant adenovirus; dendritic cell; tumor immunity

THE THERAPEUTIC EFFECT OF
RECOMBINANT ADENOVIRUS CARRYING
FUSION GENE ENCODING HUMAN CEA576-669

AND HEAT SHOCK PROTEIN 70-LIKE
PROTEIN ON TUMOR：ACT ON DENDRITIC
CELLS AND NK CELLS

LIU Shuxun, JIANG Jinxia, LIU Juan, XIA Meng, YU Yizhi, CAO Xuetao
(National Key Laboratory of Medical Immunology & Institute of Immunology,
Second Military Medical University, Shanghai 200433, China)

１ 前言

肿瘤视为当今社会威胁人类健康的首位死亡因

素， 探索其发病机制以及寻找有效的治疗手段是当

今生物医学领域所面临的巨大挑战之一。 对肿瘤抗

原的免疫识别和免疫应答是诱导抗肿瘤免疫应答的

中心环节， 因此如何增强机体对肿瘤的免疫识别和

应答能力，激发出有效的抗肿瘤抗原的免疫应答，成

为攻克肿瘤的关键，这是当前免疫学领域的共识，也

成为抗肿瘤新药研发的一个中心环节。 机体内的抗

肿瘤免疫主要来自于： 属于适应性免疫系统的识别

肿瘤抗原的特异性杀伤性 T 细胞以及属于固有免疫

系统的 NK 细胞。 如何增强这两大类免疫效应细胞
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对肿瘤抗原的识别以及激活它们的杀伤功能是肿瘤

免疫治疗的宗旨。

树突状细胞是机体中功能最多样性的抗原提呈

细胞，是联络固有免疫和适应性免疫的桥梁[1]。 成熟

树突状细胞主要发挥激发和增强免疫应答的功能，

介导体内抗感染和抗肿瘤免疫应答； 未成熟的树突

状细胞主要发挥负向调控免疫应答的功能， 介导自

身免疫耐受[1]。 树突状细胞的成熟状态受控于体内微

环境， 当微环境因素激活树突状细胞内的促进成熟

的信号后，树突状细胞则成熟；反之，激活其内部抑

制成熟的信号后，树突状细胞则展现未成熟特征。 许

多肿瘤疾病患者存在免疫功能的低下， 这源于肿瘤

释放的多种免疫抑制性因子， 这些免疫抑制性因子

强烈抑制了树突状细胞的成熟， 此外一些肿瘤细胞

具有低免疫原性的特点， 这些特点共同导致了肿瘤

逃避和抑制机体免疫系统的识别和攻击[2]。 因此，如

何改善肿瘤患者体内的免疫抑制状态和增加肿瘤抗

原的免疫原性是设计和发展抗肿瘤新药的先进手段。

热休克蛋白（Heat shock protein, hsp）是一类在生

物进化中高度保守、 广泛存在于原核及真核生物中

的一类蛋白质， 是生物细胞应激反应的诱导产物，

hsp在机体的免疫反应过程中发挥着重要作用，通过

参与抗原加工递呈、 促进抗原提呈细胞和 T 细胞活

化等重要的生理过程，与机体的抗肿瘤免疫、抗感染

免疫、自身免疫性疾病等生理及病理机制密切相关，

是一类重要的免疫分子[3]。

我们经对人树突状细胞的大规模测序， 自主发

现的一种新型免疫分子，与热休克蛋白 70 分子具有

同源性， 命名为人热休克蛋白 70 样分子(Hsp70L1)。

前期研究发现， 重组的 Hsp70L1分子在体外应用能

够诱导人树突状细胞成熟活化， 非特异的增强 Th1

型免疫应答的功能[4]。 将人癌胚抗原 CEA 的部分基

因与 Hsp70L1 全长基因的融合基因， 经体外原核表

达的融合蛋白（ＣＥＡｈｓｐ７０Ｌ１）在体内和体外应用可以

显著地诱导出抗 CEA 特异性的 CTL 应答[5]。 虽然该

融合蛋白显示了具有很好的诱导抗 CEA 特异性免

疫应答的活性， 但是该融合蛋白体外表达的效率较

低，目前尚未建立成熟的大规模的制备工艺。 更重要

的是，hsp70L1是天然表达在胞内的分子， 而且肿瘤

抗原的加工递呈主要通过 MHC-I 介导的胞内途径

进行， 而许多研究表明热休克蛋白可以作为伴侣分

子促进 NHC-I类途径介导的胞内抗原的加工递呈[6]，

是否 Hsp70L1分子也具有这种功能， 目前是能够不

清楚。 在此基础上，我们构建了携带该融合基因的重

组腺病毒，研究了该重组腺病毒(AdCEAhsp70L1)经

体外转染树突状细胞(AdCEAhsp70L1-DC) 的诱导抗

原特异性免疫应答以及抗 CEA 阳性肿瘤的活性，以

及 AdCEAhsp70L1转染的外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）

中 NK细胞的活性以及对肿瘤细胞的杀伤活性。

２ 实验试剂和方法

2.1 主要实验试剂和仪器

人外周血单个核细胞主要购于长海医院血库。

人重组 GM-CSF 和 IL-4 主要购置于 Peprotech 公

司。 免疫磁珠购于 Miltenyi Biotech 公司。 CAP-1-

HLA-A.1 四聚体购自 ProImmune 公司； ELISPOT 试

剂盒（IFN-γ）和免疫荧光抗体购自 B.D.Pharmingen

公司。 流式细胞仪(FACSCalibur)购自 B.D.Biosicense

公司。

2.2 单核细胞来源 DＣ（ＭｏＤＣ）的诱导

MoDC的体外诱导详见参考文献[4]。

2.3 重组腺病毒转染

收集培养 6d 的 MoDC 或新鲜分离的 PBMC，调

整浓度为 107 个细胞/mL； 按照 MOI＝10-1000：1，分

别用 AdLacZ或 AdCEAhsp70L1感染，4h后洗去游离

病毒，继续培养 24h，然后收集 MoDC或 PBMC。

2.4 CEA抗原特异性 CTL的诱导

选取 HLA-A2 阳性外周血单个核细胞， 如上获

得 HLA-A2+MoDC，并进行重组 Ad感染，48h后收集
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MoDC，分装成 4 份；一份与自身 CD3+T 淋巴细胞按

照 1:20 的比例混合培养， 其余 3 份冻存。 培养 7 d

后，复苏一支冻存的 MoDC，将其按照同样比例加入

到混合培养体系中，培养 3 d 后，添加人 IL-2（100U/

mL），继续培养。 同法进行第 3个循环的刺激。 在 21

d后，进行如下检测：1) HLA-A2.1-CAP-1 四聚体；2）

CEA576-669 抗原特异性 CD8+ T 细胞分泌 IFN-γ

的 ELISPOT检测；3）杀伤 CEA阳性肿瘤检测。

2.5 流式细胞仪检测

细胞表面和胞内分子标记和检测参见文献[4]。 在

杀伤实验中，肿瘤细胞预先用 CFSE 标记，在杀伤结

束后，于上机前 5 min 加入 7-AAD，然后分析 CFSE+

7-AAD+细胞比例。

2.6 WB检测

抗 CEA576-669hsp70L1 由京天成生物技术有限公

司制备。 蛋白裂解物制备、SDS-PAGE电泳、转膜、免

疫印记和检测见参考文献[4]。

2.7 ELISPOT检测

分离 AdCEA576-669hsp70L1 转染的自身 MoDC 与

T 共培养体系中的 CD8+T 淋巴细胞， 与复苏的 Ad

CEAhsp70L1 转染的自身 MoDC 按照 5∶1 比例培养，

体系中添加人 CEA576-669 蛋白（１0μg/mL），培养至包被

有抗人 IFN-γ 的 96 孔培养板， 培养 3 d 后终止，按

照 ELISPOT说明书进行 IFN-γ分泌斑点的检测。

3 实验结果

3.1 重组腺病毒转染的人树突状细胞表达

CEA576-669hsp70L1的水平

应用重组腺病毒分别感染人 MoDC， 在 48 h 后

采用 WB 检测融合基因和蛋白 CEA576-669hsp70L1 的

表达。 如图 1， AdCEA576-669hsp70L1 感染的人 MoDC

表达 CEA576-669hsp70L1 融合蛋白的水平显著高于未

转 染 组 和 Ad LacZ 转 染 组 。 表 明 ，AdCEA576 -

669hsp70L1 感染的人 MoDC 可以特异性的在胞内高

表达 CEA576-669hsp70L1蛋白。

AdCEA576-669hsp70L1 分别以 MOI=10，１0０，300 感

染人 MoDC，48h 后 WB 检测 CEA576-669hsp70L1 的表

达（66KD）。 上述结果来自 3次独立实验中的一个代

表性实验。

3.2 AdCEA576-669hsp70L1 基因修饰的人 MoDC 具

有成熟 DC的表型和功能

我们应用流式细胞仪检测了 AdCEAhsp70L1 转

染的人 MoDC 的表型以及刺激同种 T 淋巴细胞增殖

的水平。 AdCEA576-669hsp70L1转染的人 MoDC表达共

刺激分子 CD86，MHCII 分子-HLA-DR，以及粘附分

子 CD54，结果显示，与未感染组和 AdLacZ 组比较，

重组腺病毒 AdCEA576 -669hsp70L1 基因修饰的人

MoDC 表达共刺激分子 CD54、CD86 和 MHC-II 分子

的水平上调（图 ２Ａ）。与未感染组和 AdLacZ组比较，

重组腺病毒 Ad CEA576 -669hsp70L1 基因修饰的人

MoDC 刺激同种 CD3+ T 淋巴细胞增殖的水平上调

（图 ２Ｂ）。 上述结果表明，重组 AdCEA576-669hsp70L1基

因修饰的人 MoDC的具有成熟活化 DC的功能特点。

图 1��AdCEA576-669hsp70L1�感染的人 MoDC 特异
性高表达 CEA576-669hsp70L1蛋白。

图 ２ ＡｄＣＥＡ５７６－６６９ｈｓｐ７０Ｌ１ 基因修饰的人 ＭｏＤＣ
高表达 ＣＤ８６， ＨＬＡ－ＤＲ和 ＣＤ５４，以及具有更强的刺
激同种 T淋巴细胞增殖的活性
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Ａ：ＦＡＣS 检测 AdCEA576-669hsp70L1 基因修饰的

人 MoDC 表达 CD8６，ＨLA-DR 和 CD54 的水平；B：

AdCEA576-669hsp70L1 基因修饰的人 MoDC 与 CFSE 标

记的同种 CD4+T 细胞以 1:20 比例共培养 5 d， 然后

FACS检测 T细胞的增殖。上述结果来自 3次独立实

验中的一个代表性实验。

3.3 AdCEA576-669hsp70L1 基因修饰的人 MoDC 能

够诱导 CEA 抗原特异性 CTL 产生， 并杀伤 CEA 阳

性肿瘤细胞

因为 CEA576-669 含有人 HLA-A2.1 限制性表位

CAP-1（CEA605-613）， 因此我们选取 HLA-A2+的

MoDC， 进行 AdCEA576-669hsp70L1 转染， 获得 HLA-

A2+的 AdCEA576-669hsp70L1 基因修饰 MoDC。 然后与

自身 CD3+T淋巴细胞混合培养。 在完成 3个循环的

自身 AdCEA576-669hsp70L1 基因修饰 MoDC 刺激后，我

们分别采用 Tetramer 染色和 FACS 方法、ELISPOT

方法、以及杀伤实验证实经的 AdCEA576-669hsp70L1 基

因修饰 HLA-A2+MoDC刺激的自身 T 细胞中是否含

有识别 HLA-A2.1-抗原肽（CAP-１）的特异性 T 淋巴

细胞、以及对 CEA阳性肿瘤的杀伤活性。如图 ３Ａ：与

未感染、AdLacZ 感染组比较，AdCEA576-669hsp70L1 基

因修饰 MoDC 组能够明显诱导识别 HLA-A2.1-抗原

肽（ＣＡＰ－１）的特异性 CD8+T 细胞的生成；如图 3B：

与未感染、AdLacZ 感染组比较， AdCEA576-669hsp70L1

基因修饰的人 MoDC诱导的 CD8+T 细胞在 CEA576-669

抗原刺激后， 出现 IFN-γ 斑点的数量和斑点大小明

显增加； 如图 3C： 与未感染、AdLacZ 感染组比较，

AdCEA576 -669hsp70L1 基因修饰的人 MoDC 诱导的

CD8+T 细胞杀伤 CEA+肿瘤细胞株 （ＬＳ174T 和

SW48０） 的水平显著增加。 综上表明，AdCEA576 -

669hsp70L1 基因修饰的人 MoDC 组能够显著诱导识

别 CEA抗原特异性的 CD8+T细胞生成，并能够杀伤

CEA+肿瘤细胞。

AdCEA576 -669hsp70L1 基因修饰的人 HLA2.1 +

MoDC 与自身 T 淋巴细胞在 1:20 比例共培养 7 d，然

后补充 AdCEA576-669hsp70L1 基因修饰的人 HLA2.1+

MoDC，继续培养 7 d，如此经过 3 个循环共 21 d，进

行如下检测：A：FACS 检测 T 细胞中识别 HLA-A2.1

限制性 CAP-1-抗原肽特异性 CD8+T 细胞比例；B：

在抗原 CEA576-669 存在下， 共培养体系中的 T 细胞与

自身 MoDC 共培养 3 d，ELISPOT 检测 IFN-γ 水平；

C：共培养体系中的 T细胞与 CFSE标记的 CEA阳性

肿瘤细胞共培养 18 h，FACS 检测肿瘤细胞的凋亡情

况。 上述结果来自 3次独立实验中的一个代表性实验。

3.4 重组 AdCEA576 -669hsp70L1 基因修饰的人

PBMC，对肿瘤细胞的杀伤能力明显增加

鉴于机体内的抗肿瘤免疫主要效应细胞是

CD8+CTL 和天然免疫系统的 NK 细胞，此外，将来应

用重组 AdCEA576-669hsp70L1 治疗肿瘤有可能采用静

脉途径，因此我们观察了 AdCEA576-669hsp70L1 介导的

CEA576-669hsp70L1基因修饰的 PBMC是否对肿瘤细胞

具有杀伤效应。 如表 1，与未转染组和 AdLacZ 转染

组比较，AdCEA576-669hsp70L1 转染的 PBMC 对各种肿

瘤细胞均具有更强的杀伤效应， 提示 AdCEA576-

669hsp70L1 有可能通过作用于 NK 细胞， 介导 NK 细

胞的功能活化，非特异性的杀伤肿瘤。 为了验证此设

想， 我们进一步观察了 AdCEA576-669hsp70L1 转染的

图 3 AdCEA576 -669hsp70L1 基因修饰的人

MoDC能够诱导识别 HLA-A2.1限制性 CAP-1-抗原

肽特异性 CD8+T产生，诱导 CEA抗原特异性 Th1 应

答，以及杀伤 CEA阳性肿瘤细胞的 CTL
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表 1��重组腺病毒转染的人 PBMC对肿瘤细胞的

杀伤

肿瘤类型
CFSE+7-AAD+ 肿瘤细胞比例(%)

未转染组 AdLacZ
转染组

AdCEA576-669

hsp70L1 转染组

7721 9.33(1.56) 26.77(5.86) 38.44(6.89)*

Lovo 22.62(18.26) 30.99(15.63) 49.20(12.47)*

LS174T 8.38(4.23) 15.49(4.85) 49.87(18.65)*

MCF7 16.47(5.63) 7.69(2.56) 30.77(6.96)*

SW48 19.05(6.83) 28.57(7.86) 57.88(3.69)*

SW480 17.18(12.03) 27.27(10.36) 41.76(5.89)*

SW620 28.70(12.63) 22.84(13.10) 45.58(7.97)*

注： 采用重组腺病毒 （AdLacZ 和 AdCEAh－

sp70L1） 分别转染人 PBMC（MOI=300），24 h 后与

CFSE 标记的肿瘤细胞（100:1）共培养 18 h，FACS 检

测肿瘤细胞的死亡情况（CFSE+7-AAD+%）。 *：P<0.05。

NK 细胞分泌 IFN-γ 水平， 发现与未转染组和 Ad－

LacZ 转染组比较，AdCEA576-669hsp70L1 转染的 PBMC

中分泌 IFN-γ的 CD56+NK细胞比例显著上升（图 4）。

表明 AdCEA576-669hsp70L1 介导的 CEA576-669hsp70L1 基

因修饰可以增强 NK细胞杀伤肿瘤细胞的功能。

采用重组腺病毒（AdLacZ 和 AdCEAhsp70L1）分

别转染人 PBMC（MOI=300），24 h 后加入 BFA，6 h 后

FACS 检测 CD56+NK 细胞分泌 IFN-γ 的比例。 上述

结果来自 3次独立实验中的一个代表性实验。

4 讨论

本文课题进行了携带融合基因的重组腺病毒治

疗肿瘤的体外药效学研究。 该融合基因兼具免疫佐

剂效应和肿瘤特异性抗原两个特征： 免疫佐剂效应

是由 hsp70L1 基因所编码的产物介导； 肿瘤抗原由

多种肿瘤疾病都表达的肿瘤相关抗原-CEA 的部分

基因所编码的一段 CEA蛋白介导，这段 CEA 蛋白含

有已证实的肿瘤抗原肽和潜在的肿瘤抗原肽。 研究

证实， 携带这两种基因的重组腺病毒具有潜在的抗

肿瘤效果， 其作用机制一方面通过作用于树突状细

胞诱导肿瘤抗原特异性免疫应答反应， 另一方面通

过激活 NK 细胞， 以抗原非特异性方式杀伤肿瘤细

胞。 因此，AdCEA576-669hsp70L1 或者经转染患者自身

DC，可以作为治疗性疫苗激发体内抗肿瘤免疫应答，

为临床治疗肿瘤提供了新的药物设计思路。

以上的体外药效学研究结果为进一步深入研究

基于 hsp70L1 的免疫识别和免疫活化机制提供了支

持依据。 前期研究发现，细胞外 hsp70L1的佐剂效应

可能通过 TLR4 和 CD40 分子介导的信号途径诱导

DC 的功能成熟[4]。 然而，基于重组腺病毒转染，该分

子主要以胞内表达形式存在， 是否这种胞内过表达

还是通过外吐 hsp70L1 然后通过上述受体介导 DC

成熟，还是通过胞内某种途径介导 DC 成熟，还需要

进一步甄别和探讨。 此外，重组腺病毒转染的树突状

细胞可以通过激发出抗原特异性的免疫应答， 是否

hsp70L1 也能够作为分子伴侣参与到 NHC-I 类途径

介导胞内抗原的加工递呈过程， 也需要进一步的研

究。 除了作用于 DC，我们还发现，该重组腺病毒转染

的 PBMC 具有很强的抗肿瘤活性， 其中 NK 细胞的

功能发生明显的活化。 NK细胞的功能活化取决于其

细胞表面的活化受体和抑制性受体介导信号的强

弱[7]，因此我们的研究发现提出了一个令人感兴趣的

问题，是否胞内的 hsp70L1能够诱导 NK 倾向于表达

活化性受体，或者抑制抑制性受体的表达，如果是，

其分子机制是什么？

许多肿瘤细胞可以通过下调 MHC-I 分子而逃

图 4��AdCEA576-669hsp70L1 转染的 PBMC 中分泌

IFN-γ的 CD56+NK细胞比例

112



《癌症流行趋势和防控策略研究》研讨会第十三届中国科协年会第 18分会场

肿瘤基础

避抗原特异性 CTL的识别。既然 AdCEA576-669hsp70L1

转染的 DC能够上调 DC表面的 MHC-I-抗原肽的表

达， 是否该重组腺病毒转染肿瘤细胞后也具有这种

效果。 如果是，这就为我们基于该重组腺病毒的基因

治疗方案提供了另一个可以尝试的途径-瘤内注射，

探讨瘤内注射、或联合静脉注射等其他途径方式，观

察基于该重组腺病毒的多种基因治疗方案的抗瘤效

果。 因此，在临床前研究中还需要完善多种免疫治疗

方案，寻找到具有最佳抗瘤效果的免疫治疗方案。

在应用 AdCEA576-669hsp70L1 治疗肿瘤的新药研

发中，还有许多尚未解决的问题，我们的最为担心的

一个问题是， 因为 Hsp70L1 具有非特异性的免疫佐

剂效应，是否增加体内产生自身免疫应答的危险性。

由于腺病毒介导了 CEA抗原的转移，是否 CEA 抗原

能够异位表达在其他正常组织， 从而激发体内的针

对自身组织的免疫应答。 所以，在该重组腺病毒的安

全性评价中，需要着重考虑这种可能性，观察体内产

生针对自身组织的自身抗体等自身免疫应答反应

指标。

综上， 本文课题进行了一个兼具免疫佐剂效应

和肿瘤特异性抗原两种特点的重组腺病毒的抗瘤药

效学研究， 发现该重组腺病毒能够在体外激发出肿

瘤抗原特异性 CTL 和 NK 细胞介导的非特异性杀伤

肿瘤的活性， 为我们下一步完善基于该重组腺病毒

的基因治疗方案提供了可靠的依据， 也为我们提出

了深入探讨基于 Hsp70L1 的分子机制的问题， 同时

在推动该重组腺病毒进入临床治疗肿瘤过程中还需

要关注自身免疫应答等危险性， 相信随着上述问题

的逐步阐明， 有可能为将来的临床治疗肿瘤提供一

个新的基因治疗新药。
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Abstract: Objective: To study the adjustment and repiremet effect of Life Enzyme in CP-destoried mice model, and to explove
the possible mechanisms. Changes in the physiological function of experimental animals were observed by feeding Life Enzyme and
administrating CP at the same time. Methods: The whole experimental animals were divided into four groups including the control,
CP, Life Enzyme and Life Enzyme +CP. Results: There were significant differences in weight, PLT, SOD in liver and swimming time
of experimental groups compared with the control. (P<０．０１，P＜０．０５，P＜０．０５，P<0.05). Conclusion: When cells were destoried by CP,
Life Enzyme could restorate it.

Keywords: enzyme; glutathione(GSH),superoxide dismutase(SOD),oxygen radicals,cyclophamid(CP), swimming time（ST）

饲喂来福美胶囊后小鼠对
药物损伤的耐力实验

赵 岩，赵维诚
(辽宁省肿瘤医院，辽宁省肿瘤研究所，沈阳市)

摘要：目的：观察饲喂来福美胶囊后小鼠对抗药物对机体损伤的调节与修复作用，并从氧化损伤角度探讨其可

能机制。 方法：饲喂来福美后小鼠使用环磷酰胺建立损伤模型，观察不同剂量来福美对上述模型动物不同指标

的影响。结果：实验数据显示了来福美胶囊的调节作用。结论：来福美具有明显增强机体对抗药物损伤后的细胞修复

作用。

关键词：生物酶；谷胱甘肽；超氧化物歧化酶；氧自由基；环磷酰胺；游泳时间

THE PRIMARY RESTORATION
MECHANISM OF LIFE ENZYME ON
CP-DESTORIED MICE MODEL

ZHAO Yan，ZHAO Weicheng
(Cancer Hospital of Liaoning Province, Cancer Institute of Liaoning Province, Shenyang, China)
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观察喂服来福美胶囊后小鼠对抗药物对机体损

伤的调节与修复作用， 并从氧化损伤角度探讨其可

能机制。 来福美是一种从发芽玉米中提取的纯天然

植物保健品，含有丰富的植物激素、天然色素、蛋白

多肽、微量元素、生物酶（谷胱甘肽是唯一可抵御非

生物自由基的物质）等，对机体有较强的抗氧化、抗

衰老及免疫增强作用， 这些天然物质具有预防细胞

和器官衰老和抗病生理功能； 可在脂质氧化过程中

清除氧自由基（生物氧自由基和非生物氧自由基）对

细胞和器官造成的损伤；有文献报道：在对临床患者

遇到辐射损伤，药物损伤后有较强的修复能力，本产

品可诱发机体产生强有力应激反应， 而宿主的应激

反应，对控制相关病变具有十分重要的作用。 为了验

证来福美胶囊对机体损伤的调节与修复作用， 课题

组采用 SPF 级 KM 种小鼠， 经来福美胶囊进行干预

后，制造药物损伤模型，再用来福美胶囊进行修复作

用的观察实验。 同时每组 6只小鼠进行耐力实验，观

察受试动物游泳开始至死亡的时间。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 受试药物：来福美为白色胶囊，批号：2009/

12/23，批准文号：卫食健字（2003）第 0457 号，执行标

准：O/DKLF.J.001-2002， 胶囊内为白色疏松颗粒，易

溶于水，含量以 sod 计为 378800U/100 克，样品由辽

宁成大生物技术有限公司提供，实验室普通冰箱 4℃

下避光、密封保存，实验前去胶囊用生理盐水配制。

化疗药物：注射用环磷酰胺针剂（CP），0.2g/支，内为

白色粉末，透明玻璃瓶包装铝塑封口；批号 08071721，

批准文号：国药准字 021057，购自江苏恒瑞医药股份

有限公司。 对照药物： 匹多莫得口服液， 规格 400/

7mL/每支，样品内为红色透明液体，透明玻璃瓶包装

白塑封口；批号：09013，进口注册证号：H20070015，

购自普利化学工业公司 意大利多泊药业有限公司。

溶剂对照：氯化钠注射液，批号：07080604，批准文

号：国药准字 H21020984，250mL/支，购自沈阳志鹰

制药厂。 剂量分组：实验组的高剂量为 1.8g/kg，中剂

量为 1.2g/kg，低剂量为 0.6g/kg；对照组的匹多莫得口

服液低剂量为 13.3mg/kg；中剂量为 133mg/kg；高剂

量为 ２67mg/kg；生理盐水对照（NS），使用等容量的生

理盐水。 剂量确定：1）来福美药物剂量根据厂家提供

临床有效剂量 0.6g/kg（人体质量按 60kg 计）；2）匹多

莫得口服液， 说明书提供临床有效剂量为 13.3mg/

kg； 3）化疗剂量根据《医学动物学实验方法》。

1.1.2 试剂盒：谷胱甘肽（GSH）(除蛋白)测定试

剂盒购自南京建成科技有限公司， 批号：20110104。

超氧化物歧化酶（SOD）测试盒购自南京建成科技有

限公司，批号：20110104。

1.1.3 仪器：20-2型日立分光光度计。

1.1.4 实验材料：动物：SPF 级 KM 种小鼠，体质

量（20±2）g，每次实验用同一性别，由中国科大学实

验动中心提供。 实验动物生产许可证号：SYXK（辽）

2008-0005 ，小鼠随机分组，每组 16 只（其中 6 只用

于耐力实验），实验室饲养观察 1 日后用于实验。 饲

料为小鼠颗粒料，由沈阳实验动物颗粒饲料厂提供。

实验室温度：22~24℃ ，相对湿度 40%~45％，塑料鼠

盒体积 29cm×18cm×12cm，不锈钢丝顶盖，白色塑料

水瓶，不锈钢嘴胶塞封口，饮用水为实验室饮用水。

1.1.5 实验：实验组分高、中、低三个剂量，以生

理盐水配制，每日口服灌胃给药 0.2mL/只, 连续 45 d

后，制做损伤模型（化疗模型全过程停药 10 d；放疗

模型全过程停药 3 d）；继续给药 45 d。 对照组分高、

中、低三个剂量，以生理盐水配成 ng/mL，每日口服罐

胃给药 0.2 mL/只, 连续 45 d，制做损伤模型（化疗模

型全过程停药 10 d；放疗模型全过程停药 3 d）；继续

给药 45 d。 每天上午观察记录小鼠的一般体症，摄食

量，饮水量及死亡情况，发现有中毒反应及行为异常

的动物，取出单笼饲养，重点观察，如有死亡或频临

死亡的动物，及时做尸检，行大体观察及病理组织学

115



肿瘤基础

检查。 100 d后观察各组受试动物游泳开始至死亡的

时间。 血清及肝脏、脾脏、肾等脏器做超氧化物歧化

酶（ＳＯＤ）活力测定（黄嘌呤氧化酶法）。 小鼠损伤模

型建立：化疗药为环磷酰胺（江苏恒瑞医药股份有限

公司 0.2g/瓶）以生理盐水配成 2mg/mL，备用，腹腔给

药 0.2mL/只，共用药 5 d。

1.2 统计方法

采用 EXCEL 数据库录用数据，SPSS11.5 进行实

验数据处理及统计分析。 数据统计描述主要以形式

表示。 根据数据的正态性和方差齐性，采用单因素方

差分析，LSD进行组间多重比较。 检验水准 α=0.05。

2 结果

2.1 实验动物一般状态观察

来福美胶囊各剂量组及其他各组一般状态良

好，实验组前 5 d尿量正常，后逐渐增多，十余天后尿

量明显高于其他组尿量。 实验组每日饮水量明显高

于其他组，饮食量各组间无显著差异。 体质量在各组

间未见显著性差异（P>0.05，图 1）

2.2 来福美胶囊对小鼠游泳时间（ST）的影响

饲喂来福美胶囊能延长小鼠游泳时间， 增加小

鼠的耐力（表 1）。

2.3 对抗氧化物酶类超氧化物歧化酶 SOD的影响

来福美大中小剂量组对比正常组， 血清中代表

机体抗氧化状态的 SOD 值皆降低，且降低程度依次

减少，说明来福美的 SOD 未被机体吸收，被吸收的

是其他可被吸收的抗氧化物， 机体对其他可被吸收

的抗氧化物吸收增多，意味着对自身 SOD 的需求减

少。 肝脏、肾脏的 SOD值也遵循同样的规律，但脾脏

SOD 值不同，由于脾脏是机体的第二造血器官，一旦

环磷酰胺对造血系统产生损害时， 脾脏马上出现应

激反应，病理切片中可见到脾脏的应激反应能力；因

此， 来福美的口服抗氧化作用主要来自非 SOD 成

分。 对照组有相似的现象（表 2）。

2.4 病理结果

由于环磷酰胺对机体所造成的毒副损伤， 机体

各脏器必然产生一系列的应激反应，肝、肾细胞在进

行损伤后的修复时， 由于实验动物予先给与支持性

干预， 所以肝、 肾损伤和修复的能力都优异于空白

组，脾脏作为机体的血库，产生的生理应激反应非常

强，从病理切片中可见脾窦充血，大量的巨噬细胞，

注：与空白组相比，*�P<0.05

表 1��来福美胶囊对小鼠游泳时间的影响（x±s）

组别 动物数 / 只 游泳时间 /m 延长率 /%

空白 6 23.94±11.31

实大 6 39.87±10.32 63.50

实中 6 40.26±6.49 73.91

图 1��来福美胶囊对动物体质量的影响（x±s）

表 2��不同浓度来福美对鼠血清、肝脏、肾脏及脾脏对
超氧化物歧化酶 SOD��的影响（x±s，n=６）

组别 血清(u/mL) 肝脏(u/mg) 肾脏(u/mg) 脾脏(u/mg)

实大 112.72±33.074 105.158±6.980 143.318±4.010 299.176±33.033

对中 112.89±24.304 81.856±8.417 104.608±5.267 187.748±5.870

实中 141.66±13.658 104.984±3.258 143.650±14.646 270.900±24.515

正常 183.22±12.499 152.204±6.600 144.570±8.556 201.292±15.535

实小 160.68±22.544 109.206±2.838 128.770±8.164 193.534±29.990

对大 128.66±8.090 104.228±2.417 140.712±17.062 216.530±20.473

对小 168.11±12.900 102.260±2.775 141.064±6.483 174.752±12.143

实小 6 43.77±8.99 86.95

对大 6 36.54±10.26 56.52

对中 6 37.81±6.94 60.86

对小 6 38.42±5.36 65.22
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实验组优异于空白组。

3 讨论

来福美胶囊是由玉米中提取的纯天然植物保健

品， 在发芽过程中富含大量的多不饱和脂肪酸和维

生素 E[1-2]、蛋白多肽、微量元素、生物酶等人体必需

的营养素， 这些天然物质进入机体后可调动机体产

生一系列的应激反应， 具有预防细胞和器官衰老和

抗病生理功能；说明书提示本品含有大量 SOD、GSH

等酶类，在机体内,由超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘

肽过氧化物酶（GPx）、谷胱甘肽 S-转移酶（GST）等组

成的抗氧化酶系统的协同作用, 能够清除多余的活

性氧物种（ROS）使得 ROS浓度维持在正常的生理范

围内,维持氧化-抗氧化平衡,这对于细胞行使正常的

生理功能及适应各种生长环境至关重要。 SOD（超氧

化物歧化酶）是一种源于生命体的活性物质，能消除

生物体在新陈代谢过程中产生的有害物质；SOD 具

有抗衰老的特殊效果。 SOD 是生物体内抗氧化能力

最强的酶类，其活性的高低与衰老、肿瘤和突变密切

相关[3]。 而自由基的活性之一,表现在脂质过氧化作

用，主要攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸，造成组织

细胞膜毒性反应[8]，化疗剂则可能通过活性氧自由基

发挥这种细胞毒作用。 饲喂来福美补充了多不饱和

脂肪酸和维生素 E 等营养素， 可能阻断了这种攻击

作用，或干扰细胞氧化和脂质过氧化的途径[4]，从而

保护和促进了抗氧化活性。

饲喂来福美补充了大量的多不饱和脂肪酸和维

生素 E[1-2]、蛋白多肽、微量元素、生物酶等人体必需

的营养素，使小鼠游泳时间延长，这种抗疲劳的作用

可能与多不饱和脂肪酸有关[5]。

总之，来福美对生物体的免疫、抗氧化、抗疲劳

肾小球及肾小管分布规则，肾小管细胞及肾小球
细胞无异常

肝小叶结构正常，肝细胞索环绕中心静脉，肝细
胞大小均匀

脾结构正常，淋巴细胞分布正常，脾窦规则 胰腺小叶结构正常，腺上皮细胞大小均匀
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有一定影响，产生不同的调理作用，但其详细的作用

机制尚待研究。
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新疆维吾尔族妇女子宫颈鳞癌
C/EBPα基因突变分析

潘泽民，郑威楠，张鑫芝，李冬妹，高蕊，刘引引，李星，
康华丽，蒋旭鹏，张东辉

(石河子大学医学院生物化学教研室，新疆地方与民族高发病教育部重点实验室，新疆石河子 832002)

摘要：目的：本研究探讨新疆维吾尔族妇女子宫颈鳞癌组织Ｃ/ＥＢＰα 基因启动子 ５００ｂｐ 和外显子区域基因突变

和多态性。 方法：收集 １２例维吾尔族子宫颈鳞癌组织和 ２例子宫颈正常组织。 提取基因组 ＤＮＡ， Ｃ/ＥＢＰα基因启动

子 ５００ｂｐ和外显子区域共设计 ６对引物，扩增 ６个片段。结果：通过 ＰＣＲ扩增和基因测序，在维吾尔族子宫颈鳞癌组

织发现 Ｃ／ＥＢＰα基因 ６个已知 ＳＮＰ位点，２ 个新发现多态位点和 １ 个突变位点； 而在维吾尔族正常子宫颈组织未发

现突变位点。 结论：新疆维吾尔族子宫颈鳞癌的发生可能与 Ｃ／ＥＢPα基因突变有关。

关键词：子宫颈鳞癌； C/EBPα基因；突变分析；维吾尔族妇女

ANALYSIS OF MUTATION OF C/EBPΑ
GENE IN CERVICAL SQUAMOUS

CELL CARCINOMA OF UIGURWOMEN
IN XINJIANG

PAN Zemin, ZHENG Weinan, ZHANG Xinzhi, LI Dongmei, GAO Rui, LIU Yinyin, LI Xing, KANG Huali, JIANG
Xupeng, ZHANG Donghui

(Department of Biochemistry and Molecular Biology, School of Medicine, Shihezi University, Xinjiang Endemic and
Ethnic Disease and Education Ministry Key Laboratory, Shihezi 832002,China)
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Abstract: Objective: To explore C/EBPα gene mutation and polymorphism in the promoter of 500bp region and exon region in
cervical squamous cell carcinoma of Uigur women in Xinjiang.Methods: Twelve cervical squamous cell carcinoma tissues from Uigur
women and 2 normal cervical tissues were collected. Genome DNA was extracted, 6 pairs of primers in the promoter of 500bp region
and exon region of C/EBPα gene were designed, and 6 fragments were amplified. Results: Six known SNPs, 2 new SNPs and 1 muta鄄
tion site were detected on C/EBPα gene in cervical squamous cell carcinoma of Uigur women by gene sequencing, however, no muta鄄
tion site was detected in normal cervical tissues of Uigur women. Conclusion: C/EBPα gene mutation maybe related to cervical car鄄
cinogenesis of Uigur women in Xinjiang.

Keywords: cervical squamous cell carcinoma; C/EBPα gene; mutation analysis; Uigur women

子宫颈癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤，在

世界范围内， 子宫颈癌严重危害广大妇女的生命健

康 [1]。 我国子宫颈癌患病率和病死率都很高，约占世

界的三分之一[2]。 维吾尔族妇女患病率为 459/10万～

590/10万，病死率为 15.78/10 万，明显高于汉族和其

他民族[3]。 在研究维吾尔族子宫颈癌差异表达基因

时，用消减抑制杂交实验发现 CCAAT 增强子结合蛋

白 α（CCAAT/enhancer binding proteinsα，C/EBPα）基

因在子宫颈癌组织中 mRNA表达水平降低， 利用半

定量逆转录聚合酶链反应实验（RT-PCR） 发现 C/

EBPα 基因在维吾尔族子宫颈癌组织中 mRNA 表达

水平降低。 本研究分析新疆维吾尔族妇女子宫颈癌

组织 C/EBPα基因突变情况。

1 材料与方法

1.1 收集标本和引物设计

收集 12 例新疆维吾尔族妇女子宫颈鳞癌组织

标本（标本号为：31、38、43、44、45、47、48、49、50、54、

55 和 56 号） 及 2 例维吾尔族正常子宫颈组织标本

（标本号为：15和 20号）。 提取子宫颈组织 DNA。 在

C/EBPα 基因启动子 500bp 和外显子区域（长度为

3276bp）设计引物,共设计 6 对引物，扩增 6 个片段。

引物用在线 Primer3 软件设计（http://frodo.wi.mit.edu/

cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi）。

1.2 PCR反应

PCR反应体系总体积为 20 μL： 双蒸水 6.4 μL，

2x GC buffer I （TAKARA）10 μL，dNTP 0.4 μL， 正向

和反向引物各 1 μL，1 U HotStarTaq 聚合酶（Ｑｉａｇｅｎ

Ｉｎｃ．）0.2 μL，模板 DNA 1 μL 。

PCR 反应条件：95℃，15 min；94℃，15 ｓ， ６8℃，

60 s，35个循环。

1.3 PCR产物使用 SAP和 Exo I纯化

将 1U SAP和 6U Exo I 加入 8 μL PCR产物。 混

合物放入 37℃，60min,接着放在 70℃，10min。

1.4 DNA测序

反应混合物包括：2 μL BigDye3.1 mix， 2 μL 测

序引物（０．４ μＭ）和 1~2 μL 纯化后的 PCR 产物。 反

应条件为： 96℃，1 miｎ； 96℃，10 s；50℃，5 s；60℃，4

min， 进行 28 个循环。 测序产物上 ABI3130XL 测序

仪，测序文件用 Polyphred 软件分析，并结合人工校

对记录后整理出结果。

2 结果

2.1 C/EBPα基因启动子 500bp和外显子区域分

六段 PCR扩增电泳结果

将 C/EBPα 基因启动子 500bp 和外显子区域分

为 6段，设计引物，ＰCR 扩增后，进行 1%琼脂糖凝胶

电泳分析，可见 PCR 扩增片段大小正确，可以进行
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表 1 子宫颈鳞癌 C/EBPα 基因突变位点及 SNP 位点分布表

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1645 2683 2699-2700 2800 3489 3624 3896 3902 4304

15 G/G C/C -/- G/G C/C A/A G/G C/C C/C

20 G/G C/C -/- G/G C/C A/A G/G C/C C/C

31 G/G C/C -/N G/G C/C A/A G/A C/C C/C

38 G/G C/C -/- G/G C/C A/A G/G C/C C/C

43 G/G C/C -/- G/G C/C A/A G/G C/C C/C

44 G/G C/T -/- G/G C/C A/A G/G C/C C/C

45 G/G C/C -/- G/G C/C A/A G/G C/C C/C

47 G/G C/C -/N G/G C/C A/A G/G C/C C/C

48 G/G C/C -/- G/G C/C A/A G/G C/C C/C

49 G/G C/C -/- G/G C/C A/A G/G C/C C/C

50 G/G C/C -/- G/T C/C A/G G/G C/G C/T

54 G/G C/C -/- G/T C/C A/G G/G C/G C/T

55 G/G C/C -/N G/G C/C A/A G/G C/C C/C

56 G/A C/C -/- G/G C/T A/A G/G C/C C/C

碱基位置

标本号

N=acccgc

DNA测序分析（图 1）。

2.2 C/EBPα 基因启动子 500bp 和外显子测序

结果

对 14个标本 C/EBPα 基因启动子 500bp 和外显

子进行了测序， 在新疆维吾尔族妇女子宫颈鳞癌组

织中 C/EBPα 基因上检测出 6 个已知 SNP 位点和 2

个新发现的或低频的多态位点，以及一个突变位点；

而在维吾尔族正常子宫颈组织中， 未发现突变位点

（表 1）。

从表 1可知，C/EBPα基因位于 2 683 碱基位置，

44 号标本发现新的多态位点 C/T； 在 3 896 碱基位

置，31 号标本发现新的多态位点 G/A；位在 2 699~

2 700碱基位置；31、47和 55号标本发现新的突变位

点，3 例子宫颈鳞癌标本在 C/EBPα 基因第一外显子

插入 ACCCGC 6 个碱基， 造成 195 号组氨酸和 196

号脯氨酸重复出现的插入突变（p.His195_Pro196dup

突变）。

2.3 C/EBPα基因第一外显子基因突变结果

通过基因测序发现， 子宫颈鳞癌 31、47、55 号 3

例标本在 C/EBPα 基因第一外显子插入 ACCCGC 6

个碱基，造成 p.His195_Pro196dup突变（图 2）。

3 讨论

CCAAT/增强子结合蛋白属于基本的亮氨酸拉

链转录因子家族成员。 蛋白质结构中包含一个基本

的 DNA 结合域和亮氨酸拉链域。 C/EBPα 蛋白质在

图 1 第 31号样本 C/EBPα基因 6个片段电泳图
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图 2 子宫颈鳞癌 C/EBPα 基因第一外显子突变

测序图

多种细胞中，调节细胞代谢和细胞增殖、分化[4]。 目前

研究发现 C/EBPα 基因在急性髓样白血病有突变存

在，并影响 C/EBPα基因的功能[5]。研究表明在急性髓

样白血病中 C/EBPα基因存在相对低的频率[6]。 核型

异常的的 C/EBPα 基因突变的急性髓样白血病患者

表现出较短的存活时间[7]。 C/EBPα 基因在急性髓样

白血病患者可以出现基因编码的蛋白质 N 末端和 C

末端氨基酸变化，可以通过 C/EBPα基因突变来判断

疾病的预后 [8]。另外，研究表明，细胞核型正常的急性

髓样白血病的 C/EBPα 基因突变的基因型与患者治

疗的疗效有关[9]。

C/EBPα 基因突变在新疆维吾尔族子宫颈鳞癌

人群中的分布， 是否与新疆维吾尔族子宫颈鳞癌的

发生有关，国内外均未见文献报道。 为此，我们选择

维吾尔族子宫颈鳞癌作为研究对象，检测 C/EBPα基

因的突变情况， 为进一步深入研究维吾尔族患者子

宫颈鳞癌的分子发生机制奠定基础。

C/EBPα 基因多态性变化是否与新疆维吾尔族

患者子宫颈鳞癌的发生相关， 还有待于扩大样本研

究这些多态性位点在正常人群中的发生频率。 因此，

通过大样本和选择不同人群进行 C/EBPα 基因多态

性研究十分必要。通过基因测序发现的 C/EBPα基因

多态性位点是否是新疆维吾尔族患者子宫颈鳞癌的

遗传易感性位点，尚需扩大样本进一步研究。

3例维吾尔族妇女子宫颈鳞癌组织中，均检测出

C/EBPα 基因第一外显子插入 ACCCGC 6 个碱基，造

成 p.His195_Pro196dup 突变， 提示新疆维吾尔族子

宫颈鳞癌的发生可能与 C/EBPα基因突变相关，但尚

需扩大样本进一步研究。
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卵巢肿瘤组织中端粒酶活性的表达

李红霞
(首都医科大学附属北京世纪坛医院妇产科，北京 100038)

摘要：目的：分析端粒酶活性在卵巢肿瘤中的表达，探讨端粒酶活性作为卵巢肿瘤诊断肿瘤标记物的意义。 资料

和方法：取冰冻肿瘤组织，采用端粒重复序列扩增法（Telomeric Repeat Amplication Protocoｌ），结合银染，共测定了 27

例卵巢癌、5例良性卵巢肿瘤、22 例卵巢癌癌旁组织以及 12 例正常卵巢组织中端粒酶活性， 并分析其与组织分级、

FIGO分期、病理类型以及有无转移的关系。 PCR 产物以采用聚丙烯酰胺凝胶电泳分析，以出现特征性的 6-bp 间隔

的特征性阶梯状条带为阳性。 出现>100bp的条带为强阳性，出现<99bp的条带为中低阳性。 结果：本实验共对 66份

标本进行了检测，12例正常卵巢组织中，仅有 2例表达端粒酶活性；5例卵巢良性肿瘤中，1例表达端粒酶弱阳性。 27

例卵巢恶性肿瘤标本中，有 23 例表达端粒酶活性（其中强阳性 16 例）；在检测的 22 例卵巢上皮癌的癌旁组织中，有

12例表达端粒酶弱阳性。卵巢恶性肿瘤的端粒酶活性表达阳性率显著高于卵巢良性肿瘤（P=0.0090）和正常卵巢（P=

0.0000）。 Ⅰ-Ⅱ期患者端粒酶活性阳性率 71％，Ⅲ-Ⅳ期患者端粒酶活性阳性率 90％（P=0.269）。 而强阳性率Ⅲ-Ⅳ期

明显高于Ⅰ-Ⅱ期（P=0.009）。在肿瘤类型和组织学分级中，端粒酶阳性表达率均没有显著差异。结论：在卵巢恶性肿

瘤组织中端粒酶活性有较高的表达率；早期和晚期卵巢肿瘤组织中端粒酶活性阳性率没有明显差异，但晚期卵巢肿

瘤组织中的端粒酶活性程度较高；端粒酶活性有可能作为早期诊断卵巢肿瘤的标记物之一，并可以作为卵巢肿瘤判

断预后的指标。

关键词：卵巢肿瘤 端粒 端粒酶
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Abstract: High grade gliomas are the most common and devastating primary brain tumours. Despite important progresses in
gliomas treatment includes surgery combined to radio- and chemotherapy, high grade gliomas patients' prognosis remains very poor.
Adoptive and active immunotherapies using lymphokine-activated killer cells, cytotoxic T cells, tumour-infiltrating lymphocytes, au鄄
tologous tumour cells, and dendritic cells have been tested in clinical trials with glioma patients, which may become a important ad鄄
junctive therapy for gliomas patients.

Keywords: glioma; immunotherapy; dendritic cells

脑胶质瘤的免疫治疗
李文斌，陈慧媛，康 勋
(首都医科大学附属北京世纪坛医院，北京 100038)

摘要：脑胶质瘤的免疫治疗，尤其是以树突状细胞为基础的主动免疫治疗在基础研究和临床试验中已经显示出

良好的疗效。 免疫治疗可能成为除手术、化疗、和放疗以外的，治疗胶质瘤和防止肿瘤复发的手段。

关键词：胶质瘤；免疫治疗；树突状细胞

IMMUNOTHERAPY FOR GLIOMAS

LI Wenbin, CHEN Huiyuan, KANG Xun
Beijing Shijitan Hospital, Capital Medical University
(10 Tieyi Rd, Yangfangdian, Haidian district, Beijing 100038)

目前治疗胶质瘤的主要手段是手术治疗辅以

放、化疗。 近几十年来手术技术和辅助治疗已经有了

很大的发展，但由于脑胶质瘤富有高度的侵袭性，浸

润到毗邻的脑组织的肿瘤细胞极易导致复发， 胶质

瘤患者的预后仍不乐观。 尤其是胶质母细胞瘤，目前

其术后患者的两年生存率只有 27.2% [1]，中位生存期

仅为 14个月左右[2]。 如何杀死残留的瘤细胞，是留给

神经肿瘤学者的一个难题。 而由于这些瘤细胞具有

高度的选择性和长效的记忆性， 使得免疫治疗可能

成为一个防止肿瘤复发的非常好的治疗手段。

1 胶质瘤的免疫学特征

血脑屏障的存在， 典型的树突细胞（Dendritic

Cells, DCs）和淋巴引流系统的缺乏，以及有研究显示

中枢神经系统（central nervous system, CNS）在接受同

种异体移植时缺乏排斥反应， 这些现象使得人们之

前认为 CNS 是“免疫特惠器官”（Immunologically
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Privileged Organ）。 但是越来越多的研究表明实际情

况并非如此。 小胶质细胞已被发现可以表达一些巨

噬细胞相关的表面标志物， 其中包括 MHC 抗原，因

此人们认为它在脑中可以作为提呈细胞（Antigen

Presenting Cell，APC）来发挥作用[3]。 此外，尽管有血

脑屏障的存在， 活化的 T 细胞实际上是可以通过

BBB进入中枢神经系统的[4]。大多数的胶质瘤组织中

可以发现有淋巴细胞的浸润（Tumor-Infiltration Lym－

phocyte, TILS），而且这种现象往往预示着好的预后[5]。

体外培养 TILS 的研究发现有肿瘤特异性抗原淋巴

细胞的存在， 这表示在胶质瘤中已经发生了比较成

熟的获得性免疫反应。

尽管如此， 胶质瘤患者显示了一定的免疫反应

性的缺陷， 胶质瘤细胞能够逃避宿主免疫系统的杀

伤作用。 表现在以下几个方面：（1）研究显示胶质瘤

患者全身整体的免疫系统功能缺陷， 表现在 T 细胞

反应性降低、循环中调节 T 细胞（regulatory T cells, T

reg）的增加及单核细胞和 DCs功能缺陷。（2）胶质瘤

细胞本身分泌免疫抑制因子， 包括可溶性免疫抑制

因子和胶质瘤细胞表面免疫抑制因子。前者如 TGF-

β、PGE2、IL10、GANGs 等， 后者如 Fas-FasL、B7-H1

(PDL-1)、RCAS1、HLA-G、CD70等。 这些因子或通过

抑制免疫细胞的活化和成熟， 或通过诱导免疫细胞

的凋亡， 起到了帮助胶质瘤细胞免疫逃逸的作用[6]。

（3）肿瘤微环境中存在的免疫抑制细胞如 T reg、胶质

瘤中浸润的巨噬细胞/小胶质细胞（Glioma-infiltrating

macrophages /microglia, GIM）、髓系抑制细胞（myeloid-

derived suppressor cells, MSDC）也均参与了胶质瘤免

疫抑制的过程。

这些免疫缺陷的共同作用下， 肿瘤患者本身很

难对肿瘤发起有效的免疫反应， 在这种免疫抑制的

微环境下，肿瘤不断生长。 而通过各种手段来增强免

疫系统对胶质瘤细胞的靶向作用， 就成为了我们对

抗肿瘤的重要手段。

2 主动免疫治疗（active immunotherapy）

主动免疫治疗实际上就是人工导入肿瘤细胞的

特异性抗原， 用来激活体内的主动免疫功能的一种

治疗。 抗原的来源包括完整的肿瘤细胞、肿瘤蛋白提

取物或肿瘤洗脱多肽以及人工合成的多肽。 这些抗

原或直接注射使用， 或致敏树突细胞（树突细胞疫

苗）后注射使用，以启动抗肿瘤的 T 细胞免疫反应。

这种治疗手段特异性强，疗效高，是当今肿瘤免疫治

疗的发展方向， 而树突细胞疫苗是目前胶质瘤免疫

治疗中研究最多的方法。

2.1 树突状细胞疫苗

免疫反应中专职抗原提成细胞（APC）的发现和

其作用的阐明为肿瘤疫苗发展带上了一个新台阶。

在 CNS 中，小胶质细胞有 APC 的作用，但是提取这

种细胞技术上还有困难。 因此，人们转而从外周循环

中提取树突状细胞。 树突状细胞是体内最重要的

APC,表达高水平的 MHC1、2 类分子，共刺激分子如

B7-1（ＣＤ８０）、 B7-2(CD86)、CD40，黏附分子如 LFA-

1α 等，是体内免疫反应的启动者，具有摄取各类抗

原的能力，并分泌 IL-2，激活初始 T 细胞，产生免疫

应答。

2.1.1 树突状细胞疫苗的理论基础

在胶质瘤中只有很少的 APC, 即使有小胶质细

胞的存在， 其抗原提呈的能力也是很弱的。 然而

CD4+Th细胞的活化和 CD8+细胞毒性 T 细胞的活化

都需要抗原提呈过程。 因此， 在这样的肿瘤微环境

中，这两种 T 细胞活化就受到影响，从而影响下一步

的免疫反应。 为了解决这个问题，人们将各种类型的

肿瘤抗原在体外冲击致敏 DCs，然后回输体内，来诱

导肿瘤抗原特异性免疫应答。

2.1.2 树突状细胞疫苗的临床试验

2.1.2.1 肿瘤洗脱多肽冲击致敏的树突状细胞

Liau[4]等用肿瘤洗脱多肽冲击致敏的树突状细胞

治疗 12 名胶质瘤患者，结果 1 名患者出现了非常明
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显的临床好转。 6 名患者出现了抗肿瘤细胞毒性反

应。 这种治疗对进展较慢的和 TGF-β2 低表达的肿

瘤细胞，治疗的效果较好。

2.1.2.2 肿瘤细胞与 DCs融合

肿瘤细胞与 DCs 的融合细胞荷载了整个肿瘤细

胞的抗原肽，它既能表达 MHC-I和 MHC-II类抗原、

共刺激分子、粘附分子和肿瘤表面标记物，又具有处

理和呈递肿瘤特异性抗原的能力。 Kikuchi 等[7]运用

融合瘤苗联合重组人白细胞介素 12（rhIL-12）治疗

15例胶质瘤患者， 磁共振检查显示 4 例患者的肿瘤

体积缩小超过 50%。 虽然该方法在部分病人身上出

现明显的抗瘤反应，且无明显不良反应的报道，但缺

乏对 rhIL-12在抗瘤作用方面的对照研究。

2.1.2.3 肿瘤细胞溶解产物致敏的 DCs

肿瘤洗脱多肽致敏的 DCs 和肿瘤细胞-DCs 融

合的治疗需要数量很多的自体肿瘤细胞， 也需要很

多时间。 为了克服这个缺点，一些学者直接用肿瘤细

胞溶解产物来致敏树突细胞，他们发现 [8]，60%的肿

瘤细胞溶解产物来致敏树突细胞免疫接种后的患者

出现了 T 细胞介导的细胞毒性反应， 比洗脱多肽致

敏树突细胞组的 40%高。

Yamanaka 等[9]选择 24 例复发恶性胶质瘤患者，

接受了肿瘤细胞溶解产物来致敏树突细胞免疫皮下

和瘤内接种。 一些同时接受瘤内注射，一些皮下注射

者，其树突细胞还使用 OK-432 促进成熟，结果 1 例

有部分临床反应、3例有微弱的反应。和对照组相比，

实验组的生存期延长， 特别是那些接受成熟 DCs 接

种的和同时接受皮下和瘤内接种者。 而最近，

Wheeler 等[10]也报道了 GBM 患者接受肿瘤溶解产物

致敏的树突细胞疫苗接种后其介导的免疫反应与肿

瘤进展和生存期之间存在着有统计学意义的相关

性。 目前参与例数最多的 DC疫苗的临床试验 [9]，报

道了 56 例复发 GBM 接受了至少三次的自体肿瘤溶

解产物致敏的 DC免疫接种。 试验表明，疫苗接种间

隔越短的患者其无进展生存期越长。

2.1.2.4 人工合成的肿瘤抗原致敏的 DCs

人工合成的肿瘤抗原也可用于致敏 DCs， 最近

报道的有 EGFRVⅢ [11]，其他合成多肽致敏的 DC 也

在研究当中。 此外，由于肿瘤干细胞在肿瘤复发中的

重要作用，使用肿瘤干细胞所表达的抗原致敏 DC可

能是非常有意义的应用前景 [12，１3]。

这种肿瘤洗脱多肽和肿瘤细胞提取物冲击致敏

的树突状细胞接种的方法， 不需要鉴别特异性的肿

瘤抗原，在理论上可以减少肿瘤免疫逃逸的发生，但

是可能增加了自身免疫病的风险。 在一组黑色素瘤

患者接受肿瘤溶解物所致敏的树突细胞后， 有两例

患者患上了白斑病 [14]。 目前为止胶质瘤患者中应用

DC 疫苗尚未报道严重副作用，这个问题还需要人们

继续关注。

2.1.2.5 肿瘤细胞 RNA或 cDNA致敏 DC

Yamanka等[15]研究发现，这种方法不但可延长荷

瘤小鼠生存期， 而且还可抑制肿瘤的种植转移。 但

是，这种技术要求较高，非特异性影响因素较多，操

作复杂，其发展受到了一定程度的限制。

综上所述，目前对于 DC作为脑胶质瘤免疫治疗

尚处于起步阶段，已经显示出了广阔的应用前景。 但

是 DC瘤苗真正广泛应用于临床尚有一段距离，仍存

在许多的问题：如何诱导出数量大、纯度高的 DC；特

异性肿瘤抗原的选择及合适的 DC瘤苗回输时间、方

式、 次数和剂量的选择； 脑胶质瘤缺乏特异性的抗

原， 而用肿瘤全抗原制备的疫苗又有引发自身免疫

疾病的危险等， 所有这些都需要我们去做进一步的

研究。

2.2 肿瘤细胞疫苗

DCs 疫苗的制备都是在体外进行的。 但是 DCs

的分离和体外培养有很高的技术要求、 需要严格的

培养条件和昂贵的费用。 而肿瘤细胞的体外培养则

要容易的多， 如果能通过肿瘤细胞疫苗在体内高效
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的向 DC递送肿瘤抗原则可大大降低治疗费用。

人们通过对自体肿瘤细胞进行遗传修饰， 赋予

其更多的免疫原性。 如 B7-1、GM-CSＦ（ｇranulocyte-

macrophage colony-stimulating factor）[16] 和新城病毒

(Newcastle disease virus NDV)转染胶质瘤细胞。

Steiner等[17]对 28例胶母患者在接受放射治疗后，

皮下免疫接种转染 NDV 的肿瘤细胞，结果，一例术

后有肿瘤残留的患者看到了完全的影像学上的改

变。 总的中位生存期是 23个月，比常规治疗结果要好。

此外，8例复发胶质瘤手术患者中有 5位出现显著的

CD8+淋巴细胞浸润。 这个结果是非常令人鼓舞的。

全胶质瘤相关抗原疫苗的优点是它具有胶质瘤

自然表达的肿瘤肿瘤抗原成分， 对肿瘤治疗有较全

的免疫原性， 但因其制作工艺的繁琐和引起自身免

疫性疾病的可能性而限制了其在临床方面的应用。

2.3 多肽类疫苗。

在 50%的胶质瘤患者中， 存在着 EGFR 的变异

以及过表达其中 EGFRvIII 是最常见的变异型，可导

致酪氨酸激酶的持续的活性，进一步导致肿瘤生长。

一组临床试验将针对肿瘤变异的 EGFRvIII 的肽类

疫苗与 GM-CSF 一同注入 19 例原发胶母细胞瘤患

者颅内，结果患者无进展生存期为 12 个月，中位生

存期超过 18 个月。 而且当这些病人复发胶质瘤时，

体内就不再有 EGFRvIII 的表达了[18，19]。 虽然结果令

人鼓舞，但是这个试验选择病人的标准十分严格，要

求肿瘤全部切除，KPS 评分（Karnofsky performance

score）大于 70。而最新的另一组临床 1期和 2期研究

也表明， 新诊断的 GBM 患者接种针对 EGFRvIII 变

异区域多肽的疫苗后， 介导产生了有效的 EGFRvIII

特异性免疫反应， 而且患者的生存期明显好于历史

对照[20]。

还有一种疫苗是从患者切除的肿瘤组织中提取

热休克蛋白 gp96 及其相关多肽（heat-shock protein-

peptide complex, HSPPC-96）。 这种疫苗已在肾细胞

癌和黑色素瘤中有了比较成熟的研究。 在胶质瘤中

的研究刚刚起步。 这种疫苗的安全性已经得到证实，

也已发现肿瘤特异性免疫反应的证据[21]。

主动免疫治疗可以导致体内的抗肿瘤的细胞毒

性反应，使得一部分患者从中获益。 但是还有很多待

解决的问题， 如细胞体外培养的成功率、 回输的频

率、 注射细胞的数量和注射途径以及鉴定合适的肿

瘤抗原仍需进一步研究。

3 过继免疫治疗（adoptive immunotherapy）

过继免疫治疗是指将已激活的免疫效应细胞输

注给肿瘤患者， 使其直接在患者体内发挥抗肿瘤的

作用，以达到治疗肿瘤的目的。 目前研究较多的是运

用 T细胞的过继免疫治疗。

应用较为广泛的过继免疫治疗手段之一是采用

淋巴因子激活的杀伤细胞 （lymphokine-activated

killer cell，LAK）治疗。LAK细胞就是自体的淋巴细胞

在 IL2 的条件下体外培养的细胞。 在手术切除后的

空腔内注入 LAK，由于其杀伤作用并非特异性，往往

只有有限的疗效，并有很大的神经毒性。 一组临床试

验在 40 例复发胶质瘤患者的术中的空腔内， 注入

LAK， 结果显示患者的中位生存期仅为 9 个月，1 年

生存率为 34%[22]。

相比之下， 抗原特异性细胞毒性 T 淋巴细胞

（Cytotoxic T lymphocytes, CTL）可以选择性的杀死肿

瘤细胞。 CTL来源有两种，分别由体外肿瘤特异性抗

原反复的刺激外周血单核细胞 （peripheral blood

monouclear cells, PBMC） 和肿瘤浸润淋巴细胞（TIL）

得来。 随着各种胶质瘤相关抗原（glioma-associated

antigens, GAA）的陆续发现，使得即使在没有肿瘤细

胞的情况下也能在体外培养针对这些 GAA 的 CD8+

T 细胞。 这些抗原包括 IL-13Rα2, TRP-2, AIM-2,

HER-2, gp100, MAGE-1,EGFRvIII, EphA2, EphB6 [6]

和 MRP3 [23]。

最近的进展是使用基因工程修饰的淋巴细胞[24]，
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特异性的表达针对胶质瘤细胞特异抗原的 T 细胞受

体， 这种方法为从外周血淋巴细胞中培育大量的肿

瘤特异性淋巴细胞提供了可能， 并显示了很好的治

疗前景。

其他的过继免疫治疗还用到了自然杀伤细胞、

同种异体 T淋巴细胞等。尽管 T细胞治疗前景广阔，

但还是有很多问题含待解决，例如：T 抑制性细胞对

T 细胞的调节， 以及中枢神经系统的血脑屏障和免

疫抑制因子对 T 细胞作用的影响等。 但与主动免疫

相比，T 细胞治疗又有着自己独特的优势，即通过对

T 细胞进行体内操作可赋予 T 细胞一定的功能来克

服脑组织微环境的一些限制。 值得一提的是 CD4+T

细胞和 NK 细胞也可以作为 T 细胞治疗的主体，使

得 T细胞治疗不局限于 CD8+T细胞[25]。

4 其他类型的免疫治疗

4.1 抗体

由于分子量大而难以穿越血脑屏障等原因，抗

体在胶质瘤免疫治疗中的应用还存在挑战， 尽管如

此，目前针对这方面的研究仍取得了一定进展。 针对

EGFR 和 EGFRvIII 的单克隆抗体—西妥昔单抗可增

强放化疗的抗肿瘤效应。 更有研究显示， 复发的

EGFR 阳性的胶质瘤患者对单纯应用西妥昔单抗有

效[26]。

4.2 放射免疫治疗（ｒadioimmunotherapy, RＩＴ）。

RIT是将放射性同位素与抗体结合，以肿瘤相关

抗原为靶点的治疗方法，从而将辐射量集中于肿瘤，

而对正常组织影响较小。 此种治疗的给药途径一般

是在切除肿瘤后注入术后空腔。 胶质瘤中研究较多

的肿瘤相关抗原靶点是 Tenascinc。 研究已显示抗

Tenascinc 的抗体 81C6与 I131 结合可以提高胶质瘤

患者的生存期[27]。

研究中的其他抗原靶点还有 DNA/histone HI

complex，fibronectin, IL-2受体，EGFR等。

4.3 配对导向毒素

研究发现包括 IL-4R 和 IL-13Rα2 在内的多种

细胞因子受体在胶质瘤细胞中上调。 因此人们通过

将细胞因子与毒素融合以达到特异性的杀死肿瘤细

胞的目的，称为配对导向毒素（Coupled Targeted Tox－

ins）。 现在研究当中的有以下几种：IL4-假单胞菌外

毒素（IL4- Pseudomonas exotoxin, PE）, IL13-PE, TG－

Fα-PE，运铁蛋白-白喉毒素（Transferrin-Diphtheria

Toxｉｎ）。

4.4 其他免疫调节疗法

T 细胞表面表达的细胞毒性 T 细胞相关抗原 4

（cytotoxic T-lymphocyte A-4，CTL-A４）对 T 细胞可起

到了抑制性的作用，它与 APC 表面的共刺激分子 B7

结合而导致其不能发挥正常作用，T 细胞就会呈现

“无能”状态。 因此，阻断 CTL-A4可以促进 T细胞反

应性和抗肿瘤免疫性。 关于这种治疗的临床试验，对

其他肿瘤治疗中有报到，但还没用于胶质瘤的治疗；

TGF-β 是一种胶质瘤细胞分泌的免疫抑制因子，因

此抑制 TGF-β 也可能是一种有效的治疗方法，现在

已有几种方法如反义寡核苷酸技术、TGF-β 受体 I

激酶抑制剂及抗 TGF-β 抗体等；T reg 可以抑制 T 细

胞的激活和增殖， 因此通过抑制这种 T 细胞的活性

也可以增加机体抗肿瘤免疫反应。

5 小结

综上所述， 胶质瘤特别是恶性胶质瘤一直是困

绕临床的难题,免疫治疗是除手术治疗和放、化疗之

外的又一种治疗方法， 经过大量的基础和临床研究

也证明了其有效性和可行性。 随着人们对免疫学、胶

质瘤免疫生物学、分子生物学的研究不断深入,研究

者们也提出了一些新的治疗策略,部分动物实验也显

示了令人鼓舞的结果。 虽然目前还是一种有待成熟

的治疗方法， 但其广阔的应用前景值得我们继续研

究和实践。
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P120连环素及 Bmi-1在
乳腺癌中的表达及临床意义

张建兵 1,黄 荣 2,朱兴华 1,何 松 1,陶 玉 1,陆晓云 1

(1.江苏省南通大学附属肿瘤医院病理科，江苏南通市 226361；2.江苏省海门市第四人民医院病理科)

摘要：目的：探讨 P120及 Ｂｍｉ－１在乳腺浸润性导管癌中的表达及其与临床病理特征的关系。 方法：采用免疫组

化方法检测 １３５ 例乳腺浸润性导管癌组织中 Ｐ１２０，Ｂｍｉ－１ 及 ＥＲ，ＰＲ，ｃ－ｅｒｂＢ－２ 表达情况， 并检测了 ２０ 例乳腺增生

症中 Ｐ１２０，Ｂｍｉ－１表达情况。 结果：Ｐ１２０异常表达率及 Ｂｍｉ－１高表达率在 １３５例乳腺浸润性导管癌中分别为 ６７．４％

和 ４８．１％，在 ２０ 例乳腺增生症中分别为 ５％和 １０％，以上两组之间有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。 Ｐ１２０ 异常表达与高组织

学分级、淋巴结转移、和临床较晚分期均有明显相关性（Ｐ＜０．０５）。 Ｂｍｉ－１ 高表达与淋巴结转移、临床较晚分期均有明

显相关性（Ｐ＜０．０５）。 并且，Ｐ１２０ 异常表达与 Ｂｍｉ－１ 高表达呈显著正相关（ｒ＝０．２５９，Ｐ＜０．０１）。 结论：Ｐ１２０ 异常表达与

Ｂｍｉ－１高表达在乳腺癌的发生及发展过程中可能发挥了协同或相关的作用。 Ｐ１２０与 Ｂｍｉ－１有可能成为预测乳腺浸

润性导管癌生物学行为及指导靶向治疗的新的分子标志物。

关键词：乳腺肿瘤；P120；Bmi-1；免疫组织化学；临床病理

EXPRESSION AND CLINICAL
SIGNIFICANCE OF P120 CATININ AND
BMI-1 IN INVASIVE MAMMARY
DUCTAL CANCER

ZHANG Jianbing1, HUANG Rong1, ZHU Xinhua1, HE Song1, TAO Yu1, LU Xiaoyun1

（1. Department of Pathology, the Affiliated Cancer Hospital, Nantong University, Jiangsu Province, Nantong
226361, P. R. China；2. Department of Pathology, The Fourth People`s Hospital of Haimen City）
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Abstract: Objective: To investigate the relationship between the expression of P120，Bmi-1 and clinicopathological charac鄄
teristics in invasive mammary ductal cancer. Methods: The immunohistochemical staining was performed to detect the expression of
P120, Bmi-1 and ER, PR, c-erbB-2 in 135 cases with invasive mammary ductal carcinoma and detect the expression of P120，Bmi-
1 in 20 cases of mammary adenosis. Results: The rate of P120 aberrant expression and Bmi-1 overexpression were 67.4% and
48.1%, respectively in 135 cases with invasive mammary ductal carcinoma, and were 5% and 10% , respectively in 20 cases of mam鄄
mary adenosis. Significant relationships were found among P120 aberrant expression and high histologic grades, lymph node metasta鄄
sis and TNM staging(P<0.05), among Bmi-1 overexpression and lymph node metastasis and TNM staging(P<0.05). Furthermore, the
aberrant expression of P120 was correlated with the overexpression of Bmi-1(r=0.259, P<0.01). Conclusion: The aberrant expression
of P120 and overexpression of Bmi-1 are likely to have synergistic or related effect in the genesis and progression of invasive mam鄄
mary ductal cancer. P120 and Bmi-1 may have the possibility to serve as new biomarkers for predicting the biological behavior and
targeting treatment for the patients with invasive mammary ductal carcinoma.

Keywords: Breast; neoplasm; P120; Bmi-1; Immunohistochemistry; Clinicopathology

乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤， 近年来其发病

率呈上升趋势，发病年龄呈年轻化趋势。 侵袭和转移

是恶性肿瘤最重要也是最本质的生物学特征， 是恶

性肿瘤患者死亡的主要原因。 深入研究乳腺癌侵袭

和转移的分子生物学机制可以加深对乳腺癌侵袭转

移调控机制的认识， 同时也为乳腺癌侵袭转移的早

期诊断、 预测预后及发现治疗靶标提供必要的理论

基础。

连环素（Catenin）可与 E 钙粘素（E-Cadherin）形

成连环素－钙粘素复合体（Catenin Cadherin Complex，

CCC），CCC 中任何一种分子表达异常都可能反映其

正常结构和（或）功能受到破坏并可能导致细胞恶性

转化。 P120连环素（P120）是 Catenin家族新成员，其

与 E- Cadherin 的连接具有特殊性[1]研究认为，在细

胞粘附、发育和肿瘤发生过程中，p120ctn 可控制 E-

Cadherin的表达水平[2-4]。已有许多研究证实，p120ctn

和 E- Cadherin 的异常表达与多种肿瘤的浸润和转

移等恶性特征具有明显相关性[2-7]。

Bmi-1 基因（Ｂ cell-specific MLV integration site-

1）是多梳基因家族（ｐｏlycomb group, PｃＧ）中重要成

员之一，参与干细胞的增殖、分化与衰老, 并在多种

肿瘤形成过程中起重要作用。 近年来，在人类多种恶

性肿瘤中已发现有 Bmi-1基因[8]，如胃癌、结肠癌、非

小细胞肺癌、乳腺癌及部分淋巴造血系统肿瘤等。

本研究旨在通过检测 P120、Bmi-1、雌激素受体

（estrogen receptor, EＲ）、孕激素受体（progesterone re－

ceptor, PR）及 c-erbB-2基因蛋白在乳腺润性导管癌

组织中的表达,分析 P120、Bmi-1表达与乳腺癌 ER、

PR、c-erbB-2 表达及临床病理特征的相关性， 探讨

能反映乳腺癌侵袭和转移能力的客观指标及治疗乳

腺癌的潜在分子靶标。

1 资料与方法

1.1 标本来源

收集南通大学附属肿瘤医院 2008 年 1 月至

2010年 12月进行乳腺癌改良根治手术、且临床资料

完整的女性乳腺浸润性导管癌患者病例 135 例，所

有病例术前均未行放化疗。 135例乳腺癌中，患者年

龄 32～79 岁，>50 岁者 71 例，≤50 岁者 64 例， 中位

年龄 54岁。无淋巴结转移 81例，发生淋巴结转移 54

例（1~3 枚淋巴结转移 36 例，≥4 枚淋巴结转移 18

例）。 肿瘤直径：≤3cm者 69例，>3cm者 66例。 组织

学分级：Ⅰ～Ⅱ级 87例，Ⅲ级 48例。TNM分期：Ⅰ～Ⅱ

期 108例，Ⅲ～Ⅳ期 27例。 对 135例乳腺癌均用免疫

组化方法检测了 P120、Bmi-1、ER、PR 及 c-erbB-2
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的表达。 收集本院 20例乳腺增生症住院手术病例均

检测了 P120、Bmi-1 表达作为对照，患者年龄 27～72

岁，中位年龄 46 岁。 所有组织标本均经 10%中性甲

醛固定,石蜡包埋。

1.2 试剂与方法

1.2.1 免疫组织化学方法

所有组织块均为常规固定包埋，进行 4 μm 厚切

片，经脱蜡、水化后，Bmi-1 标记采用免疫组化 SP 法

染色，EDTA 高压锅热修复；P120 及其余标记采用免

疫组化 Envision 二步法染色， 枸椽酸盐高压锅热修

复。 DAB显色，苏木素复染胞核。用 PBS代替一抗作

阴性对照，用已知阳性标本切片作阳性对照。 鼠抗人

单克隆抗体 Bmi-1（1∶50）购自美国 Abcam 公司；鼠

抗人单克隆抗体 P120（1∶60）、兔抗人单克隆抗体 ER

（1∶170）、兔抗人单克隆抗体 PR（1∶150）、兔抗人单克

隆抗体 c-erbB-2（1∶150）及 SP 试剂盒购自北京中杉

金桥生物技术公司；Envision 试剂盒购自 DaKo

公司。

1.2.2 结果判断标准

P120 棕黄色颗粒定位于细胞膜为正常表达，细

胞膜表达缺失、显著减弱或/和细胞质明显表达为异

常表达。 Bmi-1棕黄色颗粒定位于细胞核和细胞质，

采用半定量方法判断结果， 即根据阳性细胞百分比

以及阳性细胞染色强弱判断免疫组化结果。 A:按阳

性细胞百分比记分，阳性细胞数≤10%为 0 分，阳性

细胞数 11%～25%为 1 分，阳性细胞数 26%~50%为 2

分，阳性细胞数 51%～75%为 3 分，阳性细胞数 76%～

100%为 4 分。 B：按细胞染色强弱记分，无阳性反应

细胞为 0 分，浅黄色为 1 分，棕黄色为 2 分，棕褐色

为 3分。根据 A、B两项之乘积判断其结果，如在同一

病变中存在多个不同评分的视野， 则取最大值和最

小值的平均值作为免疫组化评分，≤4分判断为低表

达（-），>4分判断为高表达（+）。

ER、PR 阳性物质定位于细胞核, c-erbB-2 阳性

物质定位于细胞膜, 每例切片至少观察 10 个高倍视

野, 将肿瘤细胞超过或等于 30%阳性染色的病例定

为阳性表达（+），小于 30%阳性染色的病例定为阴性

表达（-），

1.3 统计学方法

采用 STATA10.0 统计软件包进行统计学分析，

率的比较采用 χ2 检验，当样本含量较小，且有理论频

数小于 5 时， 采用 Fisher 确切概率检验。 应用

Spearman 等级相关分析处理不同指标间的相关性。

以 P值<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 P120 蛋白在乳腺浸润性导管癌及乳腺增生

症中的表达

135 例乳腺浸润性导管癌中，P120 免疫标记 44

例（３2.6％） 为细胞膜正常表达（图 １－１ａ），９１ 例

（６７．４％）为细胞异常表达（细胞膜表达缺失、显著减

弱或/和细胞质明显表达， 图 1-１ｂ）。 ２0例乳腺增生

症中 P120在细胞膜正常表达 19例（占 95.0%），在细

胞膜表达缺失 1 例(占 5%），两组之间有显著性差异

（P<0.01）。 P120 表达与肿瘤组织学分级、 淋巴结转

移、临床分期均有明显相关性（P<0.05），即在组织学

分级为低级别组、无淋巴结转移组、临床 TNM 分期

为Ⅰ～Ⅱ期的肿瘤组织中可见 P120 蛋白高表达，反

之亦然（表 1）。而 P120蛋白表达与患者年龄、肿瘤大

小、 及 ER、PR、c-erbB-2 表达间均未见明显相关性

（P>0.05）。

2.2 Bmi-1 蛋白在乳腺浸润性导管癌及乳腺增

生症中的表达

135 例乳腺浸润性导管癌中，Bmi-1 蛋白高表达

65 例（占 48.1%， 图 1-1c-1d），20 例乳腺增生症中

Bmi-1蛋白高表达 2 例（占 10.0%），两组之间有显著

性差异（P<0.01）。 Bmi-1蛋白表达与淋巴结转移、临

床分期均有明显相关性（P<0.05），即在无淋巴结转

移组、 临床 TNM 分期为Ⅰ～Ⅱ期的肿瘤组织中可见
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表 1 P120、Bmi-1 蛋白表达与乳腺浸润性导管

癌临床病理特征的关系

组别 n
P120 Bmi-1

异常表达（％） P 值 高表达（％） P 值

＞50 岁 71 47（66.2） >0.05 34(47.9） >0.05

≤50 岁 64 44（68.7） 31（48.4）

肿瘤大小

≤3cm 69 43（62.3） >0.05 29（42.0） >0.05

＞3cm 66 48（72.7） 36（54.6）

组织学分级

低级别组 87 51（58.6） 0.002 38（43.7） >0.05

高级别组 48 40（83.3） 27（56.3）

淋巴结转移

无转移 81 47（58.0） 0.005 25（30.9） 0.000

有转移 54 44（81.5） 40（74.1）

TNM 分期

Ⅰ、Ⅱ期 108 67（62.0） 0.010 46（42.6） 0.017

Ⅲ、Ⅳ期 27 24（88.9） 19（70.4）

ER

阳性 70 44（62.9） >0.05 28（40.0） >0.05

阴性 65 47（72.3） 37（56.9）

PR

阳性 58 37（63.8） >0.05 24（41.4） >0.05

阴性 77 54（70.1） 41（53.3）

cerbB-2

阳性 55 42（76.4） >0.05 24（43.6） >0.05

阴性 80 49（61.2） 41（51.3）

年龄

表 2 乳腺浸润性导管癌组织中 P120 异常表达

与 Bmi-1高表达的相关性

P120 n
Bmi-1

χ2 P 值 r 值
高表达（％） 低表达（％）

异常表达 91 ５２（５７．１） ３９（４２．９） 9.048 0.003 0.259

正常表达 44 １３（２９．６） ３１（７０．５） 44

Bmi-1蛋白低表达，反之亦然（表 1）。 而 Bmi-1 蛋白

表达与患者年龄、肿瘤大小、肿瘤组织学分级及 ER、

PR、c-erbB-2表达间均未见明显相关性（P>0.05）。

2.3 乳腺浸润性导管癌中 P120蛋白异常表达与

Bmi-1蛋白表达的关系

本组 135 例乳腺浸润性导管癌组织同时进行了

P120 及 Bmi-1 免疫组化标记，在 44 例 P120 免疫标

记为细胞膜正常表达病例中，13 例（２９．６％）为 Bmi-1

高表达；在 91 例 P120 免疫标记为异常表达病例中，

52例（５７．１％）为 Bmi-1高表达。 经统计学分析显示，

乳腺浸润性导管癌组织中 P120 异常表达与 Bmi-1

高表达呈显著正相关（ｒ＝０．２59，Ｐ＜0.01)，见表 2。

图 1 P120 及 Bmi-1 在乳腺浸润性导管癌组织

中的表达

1a: positive expression of P120 of cell membrane in

invasive mammary ductal cancer; 1b: aberrant expression

of P120 of cytoplasm in invasive mammary ductal cancer;

1c and 1d: overexpression of Bmi-1 of nucleus and cyto－

plasm in invasive mammary ductal cancer.

1b：Envision法×4001a：Envision法×400

1c：SP法×200 1d：SP法×400
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3 讨论

已有研究显示，多种基因相互激活与失活、各种

信号转导通路的相互作用在乳腺癌的发生、 发展过

程中构成了一个复杂的基因调控网络结构。

连环素（Catenin）是一组具有相似结构的链蛋白

家族，P120属于连环素家族的成员，在正常成熟细胞

中能与 E 钙粘素（E-Cadherin）形成连环素－钙粘素

复合体（Catenin Cadherin Complex，CCC），在维持上

皮细胞的结构完整性和抑制肿瘤的侵袭转移过程中

发挥重要作用。 研究表明在乳腺癌细胞中 E- Cad－

herin 表达的减少或缺失，主要是通过激活 Wnt 信号

传导通路引起的[9]。 而 P120与 E- Cadherin胞质近膜

端（ｊｕxtamembrane domain, JMＤ）结合 [10]，并且能调

控E- Cadherin 的表达水平[2-4]。 研究显示 P120 的异

常表达与结肠癌、 肺癌的较强侵袭性和不良预后有

关[11-12]。

本研究发现， 在 20 例乳腺增生症中 19 例

（95.0%）P120 免疫组化标记呈细胞膜正常表达，而

在 135 例乳腺浸润性导管癌中，44 例（３２．６％）P120

免疫标记为细胞膜正常表达，91例（６７．４％）为细胞异

常表达，两组之间具有显著性差异（P<0.01）。 提示在

乳腺上皮恶性转化过程中，P120 蛋白在乳腺上皮细

胞膜表达显著减低、 失表达或异常表达。 P120 表达

与肿瘤组织学分级、淋巴结转移、临床分期均有明显

相关性（P<0.05），即在组织学分级为高级别组、有淋

巴结转移组及临床分期为较晚期患者的肿瘤组织中

P120异常表达率显著增高。由于 CCC复合体是细胞

间粘附的主要调节因子，因此 CCC 中任何一种分子

表达异常（包括了 Ｐ１２０ 表达异常）都可能导致细胞

失分化，并有利于恶性肿瘤细胞脱离原有部位，浸润

周围组织，转移到淋巴结和远处器官，使得患者预后

较差。

Kim 等[13]研究发现，Bmi-1 高表达与乳腺癌腋下

淋巴结转移和 ER阳性呈正相关。Silva等[14]首次报道

了乳腺癌病例血浆中 Bmi-1 检测分析，研究显示，血

浆中 Bmi-1 高表达与乳腺癌 P53 阳性及 PR 阴性呈

正相关，并与晚期乳腺癌患者的不良预后有关。

本研究显示， 在 20 例乳腺增生症中 2 例

（10.0%）Bmi-1 蛋白免疫标记呈高表达，而在 135 例

乳腺浸润性导管癌中 65 例（48.1%）Bmi-1 蛋白高表

达，两组之间有显著性差异（P<0.01）。 提示在乳腺上

皮恶性转化过程中，Bmi-1蛋白呈显著高表达。 Bmi-

1蛋白表达与淋巴结转移、临床分期均有明显相关性

（P<0.05）， 即 Bmi-1 蛋白高表达的患者更容易发生

淋巴结转移及处于临床较晚期。

Bmi-1 是多梳基因家族中重要成员之一, 参与

干细胞的增殖、分化与衰老, 在多种肿瘤发生发展过

程中发挥重要作用。 Suling 等[15]研究显示, Hedgehog

信号通路调节人体乳腺干细胞的自我更新可能是通

过 Bmi-1介导的。 因此乳腺癌细胞中 Bmi-1 高表达

可能反映肿瘤细胞具备了肿瘤干细胞（Ｃａncer Stem

Cells）样的特征，从而获得了更强的自我更新能力和

侵袭转移能力。

本研究表明，乳腺浸润性导管癌组织中 P120 异

常表达与 Bmi-1 高表达呈显著正相关（r=0.259，P<

0.01）， 并且 P120 异常表达与 Bmi-1 高表达均与乳

腺癌患者淋巴结转移及临床较晚分期有关（P<

0.05）， 提示在乳腺癌的发生发展过程中，P120 与

Bmi-1 可能发挥了协同或相关的作用，P120 与 Bmi-

1 有可能成为预测乳腺浸润性导管癌生物学行为及

指导靶向治疗的新的分子标志物,但其具体机制有待

进一步研究。
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Abstract: This study aims to compare alterations in the proteomes of human epithelial ovarian cancer xenografts between the
stressed and non-stressed immunodeficient mice. Also, to explore the molecular mechanisms linking chronic psychological stress to
ovarian cancer oncogenesis and progression. Methods: SK-OV-3 cells were injected subcutaneously into nude mice. The stress
group was subjected to a chronic physical restraint protocol for 6 h on 35 consecutive days, while the control group was unrestrained.
All mice were sacrificed on Day 36 after SK-OV-3 cell injection, and tumors were excised. Tumor tissues were processed for 2D gel
electrophoresis, mass spectrometry (nanoUPLC-ESI-MS/MS) and western blotting. Results: The expression of twenty proteins was
found to be significantly altered between the stress and control groups, of which fourteen were up-regulated, five were down-regulat鄄
ed, and one protein was found only in the stress group. All proteins were identified by UPLC-ESI-MS/MS, and western blotting results
were consistent with those of proteomic methods. Conclusions: The present results provide new evidence relating to the molecular
mechanism underlying the relationship between psychological stress and tumor progression.

Keywords: proteomic; psychological stress; ovarian cancer; 2-D electrophoresis; UPLC-ESI-MS/MS

PROTEOMIC ANALYSIS OF HUMAN
EPITHELIAL OVARIAN CANCER
XENOGRAFTS IN IMMUNODEFICIENT
MICE EXPOSED TO CHRONIC
PSYCHOLOGICAL STRESS
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(Department of Gynecology, General Hospital of CAAC, Beijing 100012, China)
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肝癌转移分子机制与
分子预测的研究进展和趋势

周海军综述，钦伦秀审校
(复旦大学附属中山医院，上海 200032)

转移是恶性肿瘤最重要的生物学表型， 是影响

恶性肿瘤预后的首要因素。 癌转移的过程是一个多

因素参与、多阶段发展极其复杂的动态过程，涉及癌

细胞本身（肿瘤细胞异质性等）、癌与微环境及机体

（包括免疫、内分泌、神经、代谢等）之间相互作用等

多方面因素。 肿瘤转移可以简单地概括为以下的连

续过程：1）原发灶的肿瘤细胞获得侵袭转移潜能。 2）

侵袭转移能力的癌细胞离开原发瘤进入血循环。 3）

癌细胞到达转移靶器官后定居并生长。 近年来围绕

肿瘤转移的机制各国学者已进行了大量的研究，取

得了许多进展。 在研究转移复发分子机制的同时大

量的潜在分子预测标志物也应运而生。 肝细胞癌

（ｈepatocellular carcinoma, HＣＣ）是世界上常见的癌症

之一, 其发病率仍在上升。 本文以肝细胞癌为例, 围

绕肿瘤转移的主要过程， 简要介绍肿瘤转移复发分

子机制和分子预测的发展现状与趋势。 同时鉴于炎

症免疫在肿瘤转移中的重要作用以及它贯穿于肿瘤

转移的各阶段，故将癌相关炎症免疫单独讨论。

1 癌细胞侵袭转移潜能的获得

1.1 肿瘤细胞自身遗传学特性与肿瘤转移潜能

的关系

癌细胞获得侵袭转移能力是完成转移过程的前

提， 但并非所有癌细胞都有这种能力并完成整个过

程。 经典理论认为转移是癌细胞高度克隆选择的过

程，在原发瘤中仅少数细胞具有转移潜能，癌进展中

部分细胞获得更多的遗传学改变， 从而获得转移能

力，因此转移发生在晚期[1，２]。 一方面笔者曾利用全基

因组分子遗传学技术比较 10 对原发瘤与转移灶基

因组变化，发现染色体 8p 缺失与肝癌转移关系最为

明显，可预测转移复发[3]。 新近我们证实 8p上的肿瘤

抑制基因 HTPAP 的特殊基因型与肝癌的转移和临

床预后密切相关[4]。 另一方面，临床上常见肿瘤很小、

很早即已出现远处转移， 甚至原发瘤隐匿不现而全

身转移，且许多病理诊断相同、临床特征相似的患者

预后完全不同。 近年笔者及其团队利用 cDNA 微阵

列技术研究发现肝癌转移基因改变在原发瘤阶段即

已存在[5]，并成功建立了由 153 个基因组成的肝癌转

移分子预测模型。 此后其它的肝癌基因表达谱研究

也有相似结论[6-8]。 这些发现提示转移潜能的获得是

癌的早期事件[9]。 如何理解这两种不同的结论？ 笔者

及其团队通过对肝癌转移复发分子机制研究的系统

解析，提出“肿瘤转移潜能在原发瘤阶段即已获得，

在进展进程中， 受内外因素等影响而调变” 的新观

点，进一步完善和充实经典的肿瘤转移理论。

1.2 干细胞与肿瘤转移潜能的关系

肿瘤干细胞（ｃancer stem cells, CSＣ）是肿瘤群体

中具有自我更新、分化和稳态控制能力的细胞亚群，

尽管它们占全部肿瘤细胞的微小一部分， 然而正是

137



肿瘤基础

这些 CSCs亚群是肿瘤恶性进程的关键起始者[10]。 目

前我们已从乳腺癌、肝癌、大肠癌、前列腺癌、胃癌、

肺腺癌、 胰腺癌等实体瘤中根据各自不同的表面标

记分离出具有干细胞特征的细胞亚群[11]，但问题是：

这些 CSCs是癌固有的还是进展中诱生的？ CSC与肿

瘤侵袭转移的关系？ Brabletz等[12]提出转移癌干细胞

的概念（Migrating cancer stem，MCSC），认为并非每个

CSC都有转移能力，仅小部分 CSC具有转移能力。近

年研究表明， 肿瘤干细胞及其微环境之间相互作用

不容忽视。 肿瘤细胞的微环境或 CSC 的微环境是由

多种间质细胞以及其分泌的细胞因子构成的，对

CSC 的存活及干性的维持起到了重要的调控作用，

其机制有待于深入研究[9]。 最近发展的将终末分化细

胞诱导为干细胞样细胞的“重编程”技术为 CSC 研究

提供了独特的研究思路和平台[13-14]。 人工诱导具有多

向分化潜能的癌细胞（induced pluripotent cancer，

iPC）具有 CSC 特性，目前已成功诱导直肠癌等多种

癌症患者的 iPC[15-16]。

随着对肿瘤干细胞的研究， 人们也发现肿瘤干

细胞相关分子也有预测肝癌预后的潜能。 通过免疫

组化的分析发现肿瘤干细胞相关标志物 CD133对肝

癌预后有预测价值[17]。 Villanueva 等[18]发现肿瘤抑制

基因 TP53 基因的突变会使肝癌细胞具有了干细胞

样基因表达特征,这些能预示肝癌患者的预后。 Ya－

mashita 等[19]研究发现用肝癌组织表达的肝癌干细胞

相关标志物 EpCAM 结合 AFP 可以对肝癌患者进行

预后的分层，并可能指导术后治疗。 另有研究报道肝

癌干细胞中 GEP 和 ABCB5 的表达明显与肝癌患者

对化疗的抵抗和总生存时间[20]。

1.3 癌细胞上皮－间质转化(EMT）与肿瘤细胞转

移潜能的关系

在癌进展过程中， 进展的癌细胞常表现出内皮

标志物的明显下调以及细胞间连接的缺失， 导致细

胞极性的缺失、细胞间黏附降低和运动能力的增强。

这一过程称为上皮细胞间质转化（Epithelial-mes－

enchymal transitions，EMT）。 研究发现细胞可通过多

种途径启动并进行 EMT。肿瘤细胞发生 EMT即可以

是瞬时的，也可以是永久的，而且是不同程度的，有

时还可以出现逆转化（mesenchymal - Epithelial tran－

sitions，MET）[21]。 已发现的调控 EMT 的转录因子有

Snail、Slug、Twist、Goosecoid、ZEB1、SIP1、FoxC2、HOXB7、

TCF3、CBF-A 和 E12/E47 等十种以上， 其中研究较

多的是 Snail、Twist 和 ZEB1。 其下游激酶， 如 Ras、

Src、PI3K、MAPK等均被认为可促进恶性表型。Src激

活可增加侵袭性并促进 E-cadherin 的降解[22]。 而且

越来越多的证据表明肿瘤细胞与邻近的肿瘤相关基

质细胞之间的相互作用诱导肿瘤细胞 EMT 也是通

过上述转录因子。 最近研究证实 EMT 能诱导非癌

SCs进入 CSCs状态，肿瘤 EMT进程的激活通常需要

癌细胞和邻近基质细胞间的信号互换,进展的原发癌

细胞可募集各型细胞：成纤维细胞，肌纤维细胞,粒细

胞,巨噬细胞间叶细胞和淋巴细胞，进入周围基质,这

些募集的细胞形成了一种“反应性”基质,诱导 EMT

信号释放,通过激活 EMT 转录因子(EMT-TFs)而起始

肿瘤细胞 EMT进程[9，23]。因为捕获肿瘤进展的某一瞬

间，在技术上有很大难度所以目前 EMT 在肿瘤侵袭

转移中的作用仍未证实。

在研究 EMT 在肝癌转移复发中作用的过程中，

人们也发现了一些可预测肝癌转移的重要分子。 信

号转导分子 STAT5b 可通过诱导 EMT 过程增加肝癌

细胞的运动和侵袭能力， 并且与患者的预后相关[24]。

Niu 等报道 EMT 过程的转录因子 Twist 在肝癌组织

中高表达预示着肝癌患者更容易肝内或肝外转移，

而 Snail 的表达也与患者的坏预后相关[25-26]。 另有报

道 P28蛋白可促进肝癌细胞的 EMT， 是肝癌转移复

发的有力预测分子[27]。

2 循环肿瘤细胞

肿瘤细胞脱离原发瘤部位到达远处转移靶器官
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之前要先进入血液循环， 许多进展期肿瘤患者血液

中能够监测到循环肿瘤细胞（Ｃirculating tumor cells，

CTCｓ），ＣTCs 和播散肿瘤细胞（Disseminated tumor

cells，DTＣｓ）与肿瘤的进展程度以及临床复发密切相

关， 而且对于临床诊断和预后评估有着重要价值[28]。

目前对 CTCs 以及它们在转移中作用的理解还很不

清楚, 主要因为 CTCs 和 DTCs 的检测技术敏感性低

等技术问题。 另外肿瘤细胞表面的组织蛋白可吸引

血小板集聚, 聚集的血小板掩盖了 CTCs 的表面抗

原，增加了检测 CTCs 的难度[29]。 尽管很复杂,从血循

环中分离 CTCs 是一个相对无损伤的诊断措施,而且

CTCs主要来源于原发瘤，通过监测肿瘤病人的 CTCs

会帮助我们对治疗效果进行评估。 目前分离循环肿

瘤细胞（ＣＴＣ）的标准方法是基于肿瘤细胞表面上皮

性抗原的磁性激活细胞分选技术（ｍａgnetic-activated

cell separation，MACS）。 由于缺乏针对肝癌细胞表面

特异性抗原的单克隆抗体， 迄今鲜见 MACS 用于分

离循环肝癌细胞的报道。 基于上皮细胞粘附分子

（EpCAM）抗体磁珠的 CellSearch 系统已被美国 FDA

批准用于检测乳腺癌、 结肠癌和前列腺癌循环肿瘤

细胞[30]。 尽管肝癌细胞属于上皮性细胞，但 EpCAM

仅在约 35%的 HCC中表达。 因此，CellSearch系统并

不适合用于分离、检测循环肝癌细胞。最近，Yin等基

于去唾液酸糖蛋白受体及其配体相互作用的原理创

建了一种较为特异和敏感的循环肝癌细胞磁性分离

方法。 并证实其对肝癌的诊断和转移复发预测具潜

在临床应用价值[31]。

3 转移癌细胞在靶器官定居与生长

循环肿瘤细胞会特异地归巢到远处靶器官，一

旦到达新组织的毛细血管床, CTCs 不久就从血管侵

出到新组织。 癌细胞和组织的特殊生物学特性在靶

向性转移中起了一定的作用， 转移癌细胞所表达的

蛋白（如 integriｎ）在这个过程中起了一个关键的作

用[32-33]。 但目前癌细胞靶向性归巢的机理仍不清楚。

笔者所在复旦大学肝癌研究所近期已优化建立了基

于人肝癌高转移潜能细胞株 HCCLM9的肝癌肺转移

裸鼠模型和纵膈淋巴结定向转移的裸鼠模型， 为靶

向转移的机理研究和靶向转移的分子预测提供了有

利的研究工具。

癌细胞在靶器官定居与拓殖性生长必须先主动

适应并改造微环境， 形成利于其定居与生长的环境

（即转移小生境，metastatic niche）。 而微环境对癌细

胞进入也发生反相适应并可能调变癌细胞特性[34]。癌

细胞与微环境间的互动对话（cross-talk） 被广为关

注。 我们在建立人肝癌转移模型过程中发现“土壤反

过来可改变种子的特性”。 目前人们正尝试破解癌细

胞与其微环境间相互作用的“语言密码”，最终阻断

其“对话”[35]。

在这一时期肿瘤已发生转移， 故基于此期的分

子预测意义不大， 但研究这一时期有助于探索抗癌

转移疗法。

4 炎症免疫反应与肿瘤的侵袭转移

癌相关炎症免疫反应是一新热点。 越来越多的

证据表明炎症可促进癌的发生、生长与转移。 炎症免

疫在肿瘤的免疫逃逸中起重要作用,当炎症细胞被募

集到进行性生长的肿瘤位置时,受到肿瘤产生的产物

（如 VEGＦ）的激活，可以抑制保护性的抗肿瘤免疫[36]。

肿瘤微环境存在大量炎性细胞，它们分泌细胞因子、

趋化因子及生长因子等在对损伤免疫应答的同时，

更为癌的发生发展、 特别是侵袭转移提供了必要的

炎性微环境[37]。我们与美国合作研究发现微环境炎症

免疫失衡是影响转移的重要方面、 炎症免疫因子标

签可预测转移 [38-40]；巨噬细胞分泌的 CSF-1 促癌转

移[41]。 但炎症免疫反应的作用复杂多变，促癌与抗癌

作用并存， 例如，ＩＬ-1 和 MyD88 在鼠模型实验中有

明显的促肿瘤形成作用,但在肿瘤形成的后期它们却

起相反作用。 最新提出“癌的免疫编辑”（ｃancer im－

munoeditinｇ）概念，其相互转化机制并不清楚，对其
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深入研究有望找到调变炎症免疫微环境防治癌转移

的新策略[23]。

综上所述，尽管肿瘤转移的研究进行了多年，在

肿瘤转移的理念上发生了很大的变化。 但转移过程

具有相当复杂性，仍有许多问题不清，如：肿瘤细胞

转移能力是先天固有的， 还是后天经克隆筛选或受

环境作用影响获得的？ 诱生或重编程肿瘤干细胞样

细胞的来源，EMT 和 MET 的转换？ 播散癌细胞

（DTC）如何逃避机体免疫攻击以及如何抗凋亡？ 癌

细胞靶向性归巢的机理？ 器官组织微环境包括炎症

微环境对肿瘤细胞的识别， 及其相互诱导和对话机

制？ 肿瘤血管及代谢的适应性变化等病理过程的触

发、维持和进展的机制？ 等，仍然是肿瘤转移的研究

重点和热点。 尽管迄今为止已经发现了许多与肿瘤

患者预后和转移复发相关的分子指标， 但这些发现

重叠性小， 特别是通过基因和蛋白表达谱筛选的结

果，实验方法、病例的选择标准以及结果的统计分析

方法等的不同都可能造成结果的偏差。 今后在肝癌

分子预测的研究上，以下几个方向值得探索：①对已

有分子指标继续扩大样本验证优化；②开展“由因及

果”的前瞻性临床研究，才能明确真正可用于临床预

测的分子标志物；③血清学标志物因其创伤小、可重

复，仍然是目前生物标志物发展的主要方向；④目前

肝癌的临床分期主要是基于肿瘤的临床和组织病理

特征来划分的， 将大样本验证优化后的分子标志物

与这些临床病理特征相结合， 可能会提高现有临床

分期的预测准确率； ⑤肝癌的复发可分为早期复发

和晚期复发，其术后辅助治疗方案有所不同[42]，因此

针对两种复发的精确预测， 也将会有效的指导术后

治疗，使肝癌患者更为受益。
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抑制 LOX下调荷胃癌
裸鼠肿瘤 MMP-2、9

韩 梅，马百箐 1

(1.�宁夏医科大学，免疫学系，宁夏银川 750004)

摘要：目的：研究用 β-氨基丙腈（BAPN）抑制赖氨酰氧化酶（Lysyl Oxidase，LOX）后，对荷胃癌裸鼠肿瘤组织基质

金属蛋白酶-2 和 9（Matrix Metalloproteinase-2 and 9，MMP-2 and 9）的表达及酶活性的影响，以探讨在肿瘤发生发展

过程中 LOX与 MMP-2、9的关系。方法：6周龄的裸鼠随机分为对照组和 BAPN预处理组（实验组），每组 10只。其中

实验组每天用 LOX的抑制剂 BAPN腹腔注射，对照组每天用相同体积的无菌 PBS腹腔注射。 两周后，两组小鼠均以

胃癌细胞 SGC-7901细胞接种于背部皮下。 接种 4周后取肿瘤组织。 分别检测肿瘤 MMP-2、9的蛋白含量和酶活性.

结果：当 LOX活性被抑制后，对照组的 MMP-2 酶原及活性形式表达高于实验组。 明胶酶谱检测 MMP-2 的酶活性，

对照组明显高于实验组。对于 MMP-9，对照组的表达和酶活性明显高于实验组。结论：BAPN抑制 LOX活性后，荷胃

癌裸鼠肿瘤中的 MMP-2和 MMP-9的蛋白表达和酶活性均下降。 提示抑制 LOX可下调 MMP-2和 9，LOX与 MMP-

2和 9可能同步表达，在胃癌的发生发展中协同作用。

关键词：赖氨酰氧化酶；基质金属蛋白酶 2；基质金属蛋白酶 9；胃癌
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江西省美沙酮维持治疗
海洛因依赖者的生活质量及

各维度影响因素研究
颜兴伟 1，杨玉金 2，龚俊平 3，闵建华 1，李国恩 4

(1.南昌市东湖区疾病预防控制中心，江西南昌 33008；2.南昌大学第二附属医院；
3.江西省疾病预防控制中心中心；4.南昌市药物维持治疗西湖门诊部)

摘要：目的：分析江西省南昌市和九江市接受美沙酮维持治疗（MMT）前后的海洛因依赖者生活质量各维度的变

化及其影响因素，为 MMT综合治疗提供理论依据。 方法：选择江西省南昌市东湖区、西湖区及九江市三个美沙酮门

诊 2008年 1-6月新入组的海洛因依赖者为调查对象，使用阿片类药物成瘾者生活质量量表对调查对象进行问卷调

查， 用 Excel软件建立数据库，SPSS软件进行数据资料的统计分析。 结果：MMT治疗前后海洛因依赖者身体健康状

况、家庭关系与社会支持、毒品依赖 3个维度生活质量得分有统计学意义（P<0.01），其它 3个维度及总体生活质量得

分无统计学意义（P>0.05）。身体健康状况改变的单因素分析影响因素有地区、经济来源和治疗期间家庭精神支持。多

元逐步回归分析显示影响因素有地区、治疗前经济来源是否为临时工、治疗期间家人那里得到精神支持、年龄和维

持治疗累计服药天数。 家庭关系与社会支持改变的单因素分析影响因素有地区、治疗期间家庭精神支持、治疗期间

家庭经济支持和治疗期间朋友精神支持。 多因素分析结果为治疗期间家人精神支持、地区和治疗期间朋友经济支持

是家庭关系与社会支持改善的影响因素。毒品依赖改变的单因素分析影响因素有地区和美沙酮首日剂量。多因素分

析结果为首日剂量、既往强制戒毒次数和吸毒时间长短是毒品依赖改善的影响因素。结论：长期坚持 MMT可以改善

海洛因依赖者的生活质量。 家人的精神支持对患者身体健康状况、心理健康状况及家庭关系和社会支持改善程度影

响显著，家人用于治疗费和生活费等经济支持对患者满意度改善影响显著，吸毒时间较长患者经过 1 年 MMT 后毒

品依赖改善程度更高。

关键词：美沙酮维持治疗（MMT）；海洛因依赖者；生活质量 ；影响因素
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Abstract: Objective: To analyze the Methadone Maintenance treatment (MMT) for heroin addicts’s life quality dimensions be鄄
fore and after the treatment in Nanchang and Jiujiang City in Jiangxi province, and also about the influencing factor of it. to provide a
theoretical basis for comprehensive treatment of MMT. Methods: Choose Three methadone clinics in Jiujiang City and Donghu Dis鄄
trict and Xihu District of Nanchang city, Jiangxi Province in 2008, in the first 6 months of patient as the new group survey, Opioid ad鄄
dicts using the quality of life questionnaire for the survey questionnaires, Excel software with a database, SPSS software for statistical
analysis of data. Results: MMT treatment of heroin addicts before and after the physical health status, family relationships and social
support, drug dependence 3 dimensions of quality of life scores was statistically significant (P<0.01), the other three dimensions and
the overall quality of life scores was not significant (P>0.05). Changes in physical health impact of single factor analysis of regional
factors, economic resources and family emotional support during treatment. Multiple stepwise regression analysis showed that there
are regional factors, economic resources before treatment whether temporary, treatment received moral support during the family, age,
and medication maintenance treatment of cumulative number of days. Changes in family relationships and social support of single-
factor analysis of regional factors, treatment, emotional support during the family, family economic support during treatment and psy鄄
chological support during treatment friends. Multivariate analysis showed the spirit of support for the family during treatment, regional
and economic support during treatment is the family friends and social support factors of improvement. Drug-dependent changes in
factors of univariate analysis of the first region and the daily dose of methadone. Multivariate analysis led daily dose, previous number
of compulsory treatment and drug abuse is the length of time to improve the impact of factors of drug dependence. Conclusion: Insist鄄
ed for a long time after MMT may improve heroin used patient's quality of life. Family member's spirit supports to the patient overall
quality of life improvement, the health condition, the psychologically healthy condition and the diplomatic relation and the society
supports the improvement degree influence to be remarkable, the family member uses in economies and so on cost of treatment and
living expenses supports to the patient degree of satisfaction improvement influence is remarkable, after the taking drugs time long
patient passes through 1 year MMT, the narcotic dependence improvement degree is higher.

Keywords: methadone maintains the treatment (MMT) ; heroin addicts ;quality of life; influencing factor

THE INFLUENCING FACTOR OF
DIFFERENT DIMENSIONS OF THE
METHADONE MAINTENANCE
TREATMENT FOR HEROIN ADDICTS’S
LIFE QUALITY AFTER TREATMENT

YAN Xingwei, YANG Yujin, GONG Junping, et al

(Donghu District of Nan Chang City Provincial CDC, Nanchang Jiangxi 330008, China)
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表 1 MMT 治疗前后海洛因依赖折生活质量得

分比较
治疗前 治疗后 t P

身体健康状况 71.23±13.71 75.35±15.34 -2.739 0.007

心理健康状况 72.46±15.64 74.54±14.58 -1.400 0.164

家庭关系与社会支持 72.11±17.31 76.23±16.76 3.340 0.001

日常生活活动与经济状况 62.20±14.09 61.07±13.60 0.783 0.435

毒品依赖 68.20±21.79 86.43±13.38 -8.936 0.000

满意度 60.70±15.51 61.42±16.44 -0.437 0.663

总体生活质量 67.82±12.25 70.84±10.86 -2.647 0.009

已有研究表明， 海洛因依赖者血液微量元素及

肝肾功能等生化指标发生改变[1-2]，生活质量明显降

低[3]。美沙酮维持治疗（MMT）是针对阿片类药物依赖

的一种替代治疗方法。 我们从江西省已开展的 13个

MMT 门诊点中选择较早开展美沙酮维持治疗服务

的东湖区、 西湖区和九江市门诊作为研究现场，从

2008年 1-6月所有新入组接受治疗的海洛因依赖者

为研究对象， 研究其治疗 1 年前后生活质量改变及

各维度影响因素，为提高 MMT 患者的生活质量提供

理论依据。 现报告如下：

1 对象和方法

1.1 研究对象 确定南昌市东湖区、 西湖区和九

江市社区维持治疗门诊为研究现场，选择从 2008 年

1～6 月所用新入组接受 MMT 的海洛因依赖者为跟

踪研究对象，跟踪期限为 1 年，即到 2009 年 6 月底

止仍保持在门诊接受 MMT 的研究对象为最终研究

对象，共 182 人，其中男 132 人（72.53%），女 50 人

（27.47%），男女性别比为 2.64:1。 年龄为 37.66±6.427

岁，最大为 53 岁，最小为 22 岁，吸毒年龄主要集中

在 30~50年龄段最多，有 161人。 全部病例均符合美

国精神病学协会制定的精神障碍诊断和统计手册第

三版修订版（DSM-Ⅲ-R）海洛因依赖者和药物滥用

诊断标准[4]。

1.2 研究方法 采用自填式问卷调查方法。 填写

问卷前统一的培训，说明本次调查目的和意义, 受试

者在指定的时间里以自评的方式集中填写问卷, 答

题后回收问卷,筛除无效问卷。 调查工具包括：（1）自

编问卷： 内容包括海洛因依赖者的基本情况和药物

滥用情况等；（2）生活质量测定量表（QOLDA-61）[5]：

共 61 个条目，包括身体健康状况、心理健康状况、家

庭关系与社会支持、日常生活活动与经济状况、毒品

依赖、生活满意度 6 个维度构成，该量表克郎巴赫系

数为 0.958,重测信度为 0.917。

1.3 统计分析 用 Excel 软件进行数据的录入，

将数据 SPSS13.0软件，对数据进行描述性统计，计量

资料用均数±标准差（x±s）表示，进行 t 检验、单因素

方差分析，计数资料用构成比表示，生活质量总分与

各自变量的关系采用逐步筛选法进行多元线性回归

分析，检验水准 α=0.05，双侧检验。

2 结果

2.1 研究对象一般情况

本次研究 182名接受 MMT的人员， 其中男 132

人（72.53%），女 50 人（27.47%），男女性别比为 2.64:

1。 年龄平均为 37.66±6.427 岁， 主要集中在 30~50

岁，东湖区、西湖区、九江市三地接受 MMT 的人群年

龄无统计学差异（P>0.05）。民族全部为汉族。文化程

度小学及以下 18 人（9.89%），初中 104 人（57.14%），

高中/中专 57 人 （31.32%）， 大专及以上 3 人

（1.65%）。 居住情况 ： 与家人同住的有 138 人

（75.82%），与朋友同住的有 8 人（4.40%），独自居住

36 人（19.78%）。 经济状况：治疗前一个月自己有工

作或做生意的工作生意的 43 人（23.63%），其中主要

经济来源是固定工作的 22人（12.09%），临时工的 21

人（11.54%），没有的 139人（76.37%）。

2.2 MMT治疗前后生活质量比较

MMT 治疗前后海洛因依赖者身体健康状况、家

庭关系与社会支持、 毒品依赖 3 个维度生活质量得

分有统计学意义（P<0.01），其它 3 个维度及总体生

活质量得分无统计学意义（P>0.05）。 见表 1。
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表 2 MMT门诊治疗者生命质量改善（x±S）影响因素的单因素分析结果

变量
身体健康状况

改变
心理健康状况

改变
家庭关系与

社会支持改变
日常生活活动与
经济状况改变

毒品依赖改变 满意度改变

地区

东湖门诊 -4.80±17.36 -2.79±17.85 -10.52±19.32 -4.62±15.43 20.20±27.15 -1.42±15.14

西湖门诊 8.71±15.73 5.87±16.42 -0.81±20.34 3.27±15.84 25.30±18.99 2.72±18.98

九江门诊 7.42±15.40 0.71±14.95 -10.68±18.77 -6.15±17.64 -2.08±13.01 -0.65±23.55

F 9.418 3.529 4.020 4.618 15.820 0.695

男 4.63±17.42 1.56±16.84 -6.40±19.35 -.67±16.42 19.27±22.45 1.17±19.33

女 2.77±16.85 3.41±17.36 -4.50±22.41 -2.33± 15.47±25.71 -0.47±17.64

t 0.548 -0.556 -0.481 0.512 0.831 0.446

P 0.584 0.579 0.632 0.610 0.408 0.656

年龄

<30 5.32±16.50 2.85±14.55 -4.84±20.48 -1.81±14.87 14.54±29.64 5.19±27.45

30-40 3.88±18.42 2.09±17.16 -5.54±21.18 -.96±16.48 16.68±22.46 .11±19.40

>40 4.22±15.59 1.84±17.44 -6.71±18.73 -1.24±17.27 21.71±23.29 .63±15.40

F 0.034 0.016 0.063 0.014 0.799 0.346

P 0.966 0.984 0.939 0.986 0.452 0.708

文化程度

小学及以下 -1.31±24.67 -1.75±16.95 -3.41±22.25 3.53±12.78 22.19±17.42 1.75±19.98

初中 6.19±16.58 3.61±16.93 -5.36±20.38 -2.13±16.65 18.85±24.37 0.41±19.74

高中/中专 2.36±15.66 0.94±17.31 -8.07±19.79 -0.53±17.14 16.86±23.46 1.81±17.10

大专及以上 -2.14±13.13 -7.85±5.05 3.33±7.85 -6.00±28.28 -2.85±8.08 -17.14±8.08

F 1.023 0.715 0.376 0.508 0.729 0.660

P 0.385 0.545 0.770 0.677 0.537 0. 578

P 0.000 0.032 0.020 0.012 0.000 0.501

性别

2.3 MMT 治疗前后生活质量改变各维度的单因

素分析

MMT 治疗前后海洛因依赖者单因素分析发现

身体健康状况改变的影响因素有地区、经济来源和

治疗期间家庭精神支持有统计学意义（P<0.01 或<

0.05）。心理健康状况改变影响因素有地区及治疗期

间家庭精神支持有统计学意义（P<0.05）。 家庭关系

与社会支持改变的影响因素有地区、治疗期间家庭

精神支持、治疗期间家庭经济支持及治疗期间朋友

精神支持有统计学意义（P<0.01 或<0.05）。 日常生

活活动与经济状况改变的影响因素有地区、治疗期

间朋友精神支持及治疗期间门诊支持和帮助有统

计学意义（P<0.01 或<0.05）。 毒品依赖改变的影响

因素仅有地区及美沙酮首日剂量有统计学意义（P<

0.01 或<0.05）。 未见满意度改变的影响因素。 见

表 2。
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婚姻状况

未婚 3.63±16.70 1.49±16.02 -8.88±21.05 -4.04±15.89 16.53±24.20 1.15±20.22

已婚 5.43±18.69 1.81±17.80 -3.65±20.87 1.35±17.05 17.50±22.51 2.34±17.05

离异或丧偶 2.51±15.53 3.24±17.03 -5.85±17.75 -1.63±16.20 21.64±24.02 -2.59±20.01

F 0.320 0.109 0.807 1.312 0.488 0.729

P 0.727 0.897 0.449 0.273 0.615 0.484

居住状况

与家人 3.83±17.30 2.02±17.12 -5.88±21.31 -0.08±17.12 17.05±23.98 0.46±17.76

与朋友 7.61±28.62 4.04±18.91 -0.37±9.87 -3.33±7.55 15.71±18.67 17.61±18.90

独自居住 4.39±14.21 1.81±16.43 -7.17±-7.17 -4.61±15.49 23.29±21.82 -2.19±21.40

F 0.139 0.044 0.275 0.830 0.769 2.813

P 0.871 0.957 0.760 0.439 0.466 0.064

工作

有 0.78±18.17 0.50±16.30 -4.01±21.84 -2.32±16.99 17.60±24.33 -1.19±22.65

无 5.31±16.89 2.68±17.22 -6.48±19.80 -0.86±16.48 18.96±22.65 1.47±17.59

t -1.279 -0.622 0.592 -0.425 -0.286 -0.686

P 0.203 0.535 0.555 0.671 0.775 0.494

经济来源

固定工作 7.58±18.57 1.87±17.43 2.08±20.48 -4.50±19.02 18.03±25.03 5.53±19.39

临时工 -9.04±16.26 -5.14±19.20 -6.37±17.79 0.80±14.88 15.80±23.63 -6.85±28.21

家庭或朋友供给 5.99±16.12 2.78±16.06 -6.88±20.12 -1.08±16.91 17.49±23.12 2.25±15.88

其他 3.60±17.93 4.88±18.23 -7.95±21.84 0.00±14.52 23.45±23.87 -3.90±20.16

F 3.679 1.134 0.967 0.315 0.393 1.750

P 0.014 0.338 0.410 0.815 0.758 0.160

治疗期间家人的精神支持

根本没有 -8.00±21.24 -8.57±19.31 -23.77±21.84 -5.40±15.11 22.00±19.52 0.85±24.24

偶尔 -2.58±14.73 -3.12±16.91 -8.47±16.23 -2.50±12.68 23.92±30.91 -7.67±15.74

有时有 2.52±16.09 -0.21±15.80 -10.98±18.01 -5.23±14.22 15.04±25.87 -0.16±15.21

经常 8.87±17.45 5.83±17.65 -1.94±21.06 1.33±18.47 18.84±21.16 3.30±18.11

总是 5.00±12.56 5.81±9.68 6.19±12.30 3.42±17.06 14.28±19.05 1.83±27.07

F 3.218 2.503 4.896 1.316 0.564 1.099

P 0.015 0.046 0.001 0.268 0.689 0.360

治疗期间家人的经济支持

根本没有 -1.87±17.81 2.94±16.91 -16.38±21.23 -4.37±18.21 29.82±26.08 -6.78±25.05

偶尔 1.63±16.08 -3.06±16.70 -17.93±21.25 -5.57±11.92 15.71±26.34 -6.32±17.65

有时有 5.62±16.33 2.46±17.96 -10.90±18.09 -1.75±15.41 15.93±23.78 -0.43±15.56

经常 5.26±20.06 1.90±18.59 -0.37±18.56 -0.79±17.54 14.94±21.30 3.57±19.19

总是 5.42±10.61 4.71±10.98 6.00±15.69 4.80±16.87 22.42±21.70 6.71±15.92

F 0.696 0.451 6.386 1.071 1.530 1.997

P 0.596 0.771 0.000 0.374 0.197 0.099
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治疗期间朋友的精神支持

根本没有 0.23±15.03 -2.46±17.22 -15.18±20.12 -7.33±14.09 22.06±26.88 0.95±17.55

偶尔 0.38±19.78 -3.37±18.78 -12.72±19.30 -7.21±13.80 17.40±21.88 -2.94±16.09

有时有 4.76±15.75 4.25±15.78 -6.46±19.24 0.570±16.63 17.07±26.23 -1.58±17.83

经常 9.65±18.40 7.08±19.54 7.91±18.13 8.32±16.81 20.80±18.58 9.25±16.37

总是 6.71±13.19 5.85±11.23 1.55±12.74 -1.20±17.51 12.85±20.87 1.42±32.72

F 1.348 2.103 5.971 4.319 0.360 1.814

P 0.256 0.084 0.000 0.003 0.837 0.130

治疗期间朋友的精神支持

根本没有 7.46±15.35 5.86±15.26 -5.06±16.81 -1.47±12.30 21.55±23.71 3.10±19.73

偶尔 -0.25±17.50 0.12±17.66 -12.18±23.83 -1.45±18.50 18.00±23.10 -3.20±18.01

有时有 1.72±15.38 -4.34±15.84 -3.14±21.50 -1.00±21.99 13.45±26.15 -2.61±16.20

经常 3.40±25.29 1.09±22.92 -3.07±20.45 1.38±14.45 13.84±18.69 5.05±19.34

总是 9.28±17.55 5.71±8.49 8.88±15.50 -2.50±27.73 15.71±17.68 5.00±25.59

F 1.295 1.782 1.566 0.089 0.660 0.999

P 0.276 0.137 0.188 0.986 0.621 0.411

治疗期间社区的支持和帮助

根本没有 4.26±15.68 1.95±16.42 -4.80±19.01 0.35±14.98 22.35±21.31 -0.04±16.51

偶尔 3.36±18.72 -0.35±16.68 -11.42±20.85 -4.21±14.76 19.18±25.67 -0.30±18.70

有时有 8.00±19.72 5.21±19.24 -5.88±22.31 -4.10±18.05 11.57±23.55 4.28±18.24

经常 -1.02±19.86 2.24±20.36 -6.50±21.90 1.71±20.78 8.36±27.73 1.83±18.70

总是 5.10±12.11 3.46±9.43 7.93±13.62 0.85±23.66 16.73±15.85 -0.81±38.28

F 0.578 0.322 1.416 0.653 1.558 0.244

P 0.679 0.863 0.232 0.626 0.189 0.913

治疗期间门诊的支持和帮助

根本没有 2.85±15.81 2.66±19.02 -3.55±22.18 -4.93±15.02 30.85±22.18 7.61±16.78

偶尔 2.65±14.18 2.75±14.95 -3.65±16.13 0.71±16.03 33.06±26.74 0.20±14.50

有时有 3.33±18.56 0.29±14.09 -6.20±16.77 -3.16±17.28 10.00±21.64 -6.07±17.67

经常 3.93±18.15 1.72±17.41 -5.70±22.08 2.75±16.34 13.31±21.20 1.77±17.79

总是 6.85±17.22 3.77±19.20 -8.62±20.86 -6.16±16.33 20.68±22.38 1.14±24.06

F 0.212 0.141 0.205 1.680 4.307 1.345

P 0.931 0.967 0.935 0.159 0.003 0.257

治疗期间公安的支持和帮助

根本没有 3.26±17.11 4.36±17.22 -4.05±17.30 1.50±14.42 22.91±23.97 -0.10±19.41

偶尔 7.03±13.34 2.30±13.91 -8.88±17.49 -5.69±16.91 14.50±20.03 2.08±15.59

有时有 1.51±19.48 -2.10±14.54 -12.67±29.60 -3.52±14.58 17.14±24.34 -5.04±22.86

经常 2.75±19.59 -1.53±19.77 -5.31±22.28 0.50±20.83 14.79±25.13 3.36±18.27

总是 10.53±16.79 7.85±17.74 4.44±8.31 -4.00±14.38 14.28±20.77 4.64±18.70

F 0.629 1.049 1.273 1.045 0.903 0.676

P 0.643 0.385 0.284 0.387 0.465 0.610
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2.4 MMT 治疗前后生活质量改变各维度的多因

素分析

2.4.1 身体健康状况的改善 多元逐步回归分析

显示有地区、经济来源是否为临时工、治疗期间家庭

精神支持、 年龄和维持治疗累计服药天数是身体健

康状况的改善的影响因素（P<0.01 或<0.05），方程 R2

为 33.3%。 见表 3。

2.4.2 心理健康状况 多元逐步回归分析显示有

从家人那里得到精神支持（β=6.085，P<0.01）作为保

护因素进入方程，尿检阳性率（β=-43.122，P<0.01）作

为危险因素进入方程，方程的 R2 为 33.4%。符合退出

MMT治疗标准（P<0.05）的人员心理健康状况改善程

度相对更高。 见表 4。

2.4.3 家庭关系与社会支持 多元逐步回归分析

显示有治疗期间家人精神支持、地区、治疗期间朋友

经济支持是家庭关系与社会支持改善的影响因素

（P<0.01或<0.05），方程的 R2 为 38.3%。 见表 5。

2.4.4 日常生活活动与经济状况 多元逐步回归

分析显示有治疗期间朋友精神支持和尿检阳性率是

日常生活活动与经济状况改善的影响因素（P<0.01

或<0.05），方程的 R2 为 10.5%。 见表 6。

2.4.5 毒品依赖 多元逐步回归分析显示有首日

剂量、 既往强制戒毒次数和吸毒时间长短是毒品依

赖改善的影响因素（P<0.01 或<0.05）， 方程的 R2 为

18.1%，见表 7。

2.4.6 满意度 多元逐步回归分析显示有是否与

朋友居住、尿检阳性率和家人的经济支持是 MMT 治

疗满意度的影响因素（P<0.01 或<0.05），方程的 R2 为

16.4%。 见表 8。

表 6 日常生活活动与经济状况改善的多因素

分析结果

β 标准误差 t P R2

常量 -6.450 4.429 -1.456 0.149

治疗期间朋友精神支持 3.696 1.391 2.657 0.009

尿检阳性率 -15.243 6.759 -2.255 0.026

0.105

表 5 家庭关系与社会支持改善的多因素分析结果
β 标准误差 t P R2

常量 14.113 22.643 0.623 0.536

治疗期间家人精神支持 9.087 2.150 4.227 0.000

地区 -27.706 11.927 -2.323 0.025

治疗期间朋友经济支持 4.307 2.082 2.069 0.044

0.383

表 7 毒品依赖改善的多因素分析结果

β 标准误差 t P R2

常量 -2.873 8.872 -0.324 0.747

首日剂量 0.478 0.212 2.258 0.026

既往强制戒毒次数 -5.014 1.643 -3.052 0.003

吸毒时间长短 1.277 0.595 2.145 0.035

0.181

表 8 满意度改善的多因素分析结果
β 标准误差 t P R2

常量 -5.439 4.926 -1.104 0.272

是否与朋友居住 18.960 7.102 2.670 0.009

尿检阳性率 -19.615 7.200 -2.724 0.008

治疗期间家人经济支持 3.498 1.365 2.563 0.012

0.164

表 3 身体健康状况改善的多因素分析结果

β 标准误差 t P R2

常量 -27.302 11.277 -2.421 0.017

0.333

地区 6.262 2.178 2.875 0.005

治疗前经济来源是否为临时工 -27.798 8.542 -3.254 0.002

治疗期间家人精神支持 3.778 1.314 2.875 0.005

年龄 0.560 0.245 2.282 0.025

维持治疗累计服药天数 -0.025 0.012 -2.025 0.046

表 4 心理健康状况改善的多因素分析结果
β 标准误差 t P R2

常量 -3.675 6.276 -0.586 0.561

家人精神支持 6.085 1.676 3.631 0.001

尿检阳性率 -43.122 12.524 -3.443 0.001

是否符合退出 MMT 标准 18.309 6.798 2.693 0.010

0.334
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3 讨论

3.1 加强家人的支持 家人的精神支持是改善身

体健康状况、 心理健康状况及家庭关系和社会支持

的因素， 而满意度的提高与获得家人的用于治疗费

和生活费等经济支持频率有关。 心理干预是提高戒

毒者的心理稳定性、依从性的重要措施，且可减少复

吸[6]。 来自家人的精神支持和必要的物质支持是患者

坚持治疗，配合治疗的重要动力[7]。 因此，提高家人的

参与度， 在 MMT 治疗中做好家属的工作， 可能是

MMT成败与否的重要因素。

3.2 控制朋友间的经济支持 吸毒人员的朋友非

常少[8-9]，且多为毒友，这决定了朋友间的经济支持有

正反两方面的意义：如果过于频繁的经济支持，虽然

可以获得一定程度的归属感， 但可能带来对海洛因

欣快感的渴求，从而加剧偷吸风险或中途间断 MMT

天数，降低了生活质量改善的程度，另一方面，正如

本次研究结果所示：朋友间的经济支持越多，家庭关

系和社会支持改善程度越高。

3.3 美沙酮用量适度， 控制尿检阳性率 尿检阳

性率越高，日常生活活动与经济状况的改善、心理健

康状况和满意度改善程度均越差。 要控制好尿检阳

性率，也就是要减少患者偷吸海洛因的现象，需要有

适度的美沙酮用量， 使之对海洛因的渴求感得到充

分控制。 广西研究发现服用美沙酮剂量与维持治疗

时间呈高度正相关（Ｐ＜０．Ｏ１）[10-11]， 甘肃研究结果显

示：当美沙酮的维持剂量达到 77.60mg 水平时，能够

有效降低 MMT 患者吗啡尿检阳性率，从而提高患者

的依从性。 本研究发现首日剂量越高，患者毒品依赖

的改善程度更高，所以不能一味的追求低剂量，应该

结合患者的婚姻状况、进入 MMT 之前海洛因每日实

际用量、吸毒频率、家人精神支持的频率综合确定。

3.4 增强吸毒时间较长患者的信心 通过本课题

研究发现，吸毒时间较长患者经过 1年 MMT 后毒品

依赖改善程度更高。 所以，对长期吸毒患者应该说明

MMT也能对其产生明显作用。 对毒品依赖的显著降

低是恢复其正常生活工作极其有利因素， 使之对以

后恢复家庭功能和社会功能持乐观态度， 从而坚持

MMT。

总之，本文研究显示 MMT 治疗前后生活质量改

变各维度生活质量改善的影响因素有治疗期间朋友

精神支持、治疗期间朋友经济支持、治疗期间家人经

济支持、治疗期间家人精神支持、地区、尿检阳性率、

第一天服用剂量、既往强制戒毒次数、吸毒时间长短

等多个方面，但是，影响吸毒者生活质量改善的因素

较多，MMT 治疗开始，就应针对可能存在的问题，综

合考虑多个因素，MMT治疗才会确有成效。
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