
与声束夹角的调节 、操作者探头对观察部位加压 、彩色血流取

样的熟练程度 、患者体型胖瘦以及配合程度均可直接影响到肿

物内部及周边血流的显示和频谱多普勒的记录。提示我们在

操作时应对以上因素加以关注。

　　综上所述 , 肿物的边缘 、内部回声 、点状钙化 、后方声衰减

以及淋巴结形态 ,彩色多普勒技术提供的肿物及淋巴结内部血

流丰富程度的非定量指标和血流动力学的定量指标对乳癌及

其转移淋巴结的诊断有重要的意义。

　　关键词:乳癌;转移淋巴结;二维声像图;彩色多普勒血流

　　中图法分类号:R730.41;R737.9　　　文献标识码:B
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人小肠粘膜防御素-5 cDNA的克隆与序列分析

The cDNA cloning and sequencing analysis of human defensin-5 from human small in-
testinal mucosa

李广阔 ,粟永萍 ,刘晓宏 ,艾国平 ,王军平 ,程天民　　(第三军医大学预防医学系防原医学教研室 、全军复合伤研究所 ,重庆
400038)

　　小肠粘膜 Paneth 细胞合成 、分泌的天然抗菌物质防御素-5

(HD-5), 因具有独特的杀菌/抑菌作用而颇受国内外学者关注。

我们采用 RT-PCR方法 , 从人回肠粘膜中获得了 HD-5编码序列

HD-5 cDNA , 并进行了克隆和测序分析 , 为重组防御素 5(rHD-5)

的高效表达奠定了基础[ 1] 。

1　材料与方法

　　低温无菌条件下 ,自右半结肠癌根治性切除患者的回肠末

端剥离粘膜组织 ,置液氮中保存备用。根据 Jones 等[ 1] 的经验 ,

合成上游引物:5′-ACCGGATCCATGA GGACCATCGCCATCCT TG-

3′(31 bp),下游引物:5′-GCGGAATTCTTAGCG ACAGCAGAGTCTG-

TAG-3′(31 bp), 分别引入 BamHⅠ和 EcoRⅠ酶切位点。

　　按照 RNA 提取试剂盒(TaKaRa)和 PolyA tractR mRNA分离

试剂盒(Promega)的说明进行回肠粘膜总 RNA提取和 mRNA 的

分离 ,并进行 RT-PCR 反应 , 反应体系:5.0 μl 10×反转录缓冲

液 , 10.0μl 25mmol/ LMgCl2 , 5.0μl 10.0 mmol/ L dNTP , 1.0μl RNA

酶抑制剂 , 1.0 μl AMV反转录酶(2×108 U/L), 2.0 μl 引物 P1 ,

2.0 μl 引物 P2 , Taq 酶 1.0μl ,mRNA 2.0μl(1.0 μg),最后加超纯

水至50μl。反应条件:50 ℃ 30 min , 94℃ 2 min;94℃变性 30 s ,

　　作者简介:李广阔(1968-),男 ,重庆市梁平县人 ,博士 ,主治医师 ,主要从事
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58 ℃复性 30 s , 68 ℃延伸 45 s;35 循环后 , 68 ℃延伸 7 min。 反

应产物通过低熔点凝胶电泳后回收 HD-5 cDNA 片段 , 用 BamH

Ⅰ和 EcoR Ⅰ进行双酶切 , 常规方法重组入 pcDNA3.1(+)中 ,

酶切鉴定正确的质粒送 TaKaRa公司测序。

2　结果

　　所获得的 HD-5 cDNA 序列大小约 300 bp , 与预期片段长度

303 bp(包括酶切位点12 bp ,保护性碱基 6 bp , 终止子 3 bp , 目的

片段 282 bp)相一致;该片段经双酶切后插入质粒 pcDNA3.1

(+)中。重组质粒经测序证实 ,插入片段的序列与预期完全一

致 ,长度为 291 bp(包括酶切位点 6 bp , 终止子 3 bp , 目的片段

282 bp),其序列与 GenBank 中的 HD-5 序列完全相同。

3　讨论

　　粘膜是病原微生物侵袭机体的主要门户 , 大约 95%以上的

急危重症患者的继发性感染与粘膜防御功能低下所致的肠源

性感染有关
[ 2]
。临床上使用广谱抗生素治疗后常导致耐药和

菌群失调 ,尤其菌体崩解释放的内毒素还会导致严重的内毒素

血症 ,加重业已存在的全身损害 , 因此 , 最理想的物质当属既能

杀菌 、又能阻止内毒素入血的 HD-5[ 3 , 4] 。HD-5 是 Paneth 细胞分

泌的内源性天然杀菌物质 ,与其分泌的其他抗菌物质(防御素-

6 、溶菌酶 、磷脂酶 A2 和乳铁蛋白)一道 , 共同构筑起小肠粘膜

的天然防御屏障[ 1 , 5 , 6] 。由于 HD-5对革兰阳性菌 、革兰阴性
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菌 、霉菌 、真菌及包被病毒等 、以及一些耐药菌株有强力杀灭作

用 ,且能弥补广谱抗生素治疗的不足而备受重视。

　　目前国外学者正积极进行 HD-5的体外重组生产 , 但尚未见

成功的报道;而获得正确的 HD-5 编码序列是进行重组表达的前

提。我们通过自行设计的引物 , 从结肠癌患者根治性切除时切

下的回肠粘膜中获得了 mRNA , 用 RT-PCR 的方法成功获得了

HD-5 cDNA。通过与GenBank 的标准序列对比发现 ,其序列是完

全一致的。该序列具有编码信号肽(Met-Arg-Thr-Ile-Ala-Ile-Leu-

Ala-Ala-Ile-Leu-Leu-Val-Ala-Leu- Gln-Ala-Gln-Ala-)、前片段(-Glu-

Ser-Leu-Gln-Glu-Arg-Ala-Asp-Glu-Ala-Thr-Thr-Gln-Lys-Gln- Ser-Gly-

Glu-Asp-Asn-Gln-Asp-Leu-Ala-Ile-Ser-Phe-Ala-Gly-Asn-Gly-Leu-Ser-

Ala-Leu-Arg-Thr- Ser-Gly-Ser-Gln-Ala-Arg-)和成熟肽(Ala-Thr-Cys-

Tyr-Cys-Arg-Thr-Gly-Arg-Cys-Ala-Thr-Arg- Glu-Ser-Leu-Ser-Gly-Val-

Cys-Glu-Ile-Ser-Gly-Arg-Leu-Tyr-Arg-Leu-Cys-Cys-Arg)的碱基序列 ,

其中 ,决定表达产物功能的 6 个半胱氨酸和 2 个精氨酸残基也

处于其保守位置[ 7] 。上述 HD-5 编码序列的成功克隆 , 为今后

运用甲醇酵母高效表达系统生产 rHD-5 奠定了基础。

　　关键词:防御素-5;克隆

　　中图法分类号:R394.3　　　　文献标识码:B
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TSRH内固定系统治疗青少年特发性脊柱侧凸手术配合体会

Experience in the cooperative measure in the treatment of adolescent idiopathic scoliosis

with TSRH fixing system

甘晓琴 ,聂智蓉　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所麻醉科手术室 ,重庆 400038)

　　脊柱侧凸是一种由于椎体序列复杂移位而导致的三维脊

柱畸形 ,特发性脊柱侧凸的发病率在中国人群中可达 0.61%～

2.4%,它严重危害着青少年的身心健康[ 1] 。 1987 年美国德洲

斯克瑞特医院(TSRH)研制成功 TSRH 脊柱矫正器械 , 它具有三

维矫形功能 , TSRH 系统不仅可用于脊柱侧凸的矫形 ,还可用于

脊柱创伤 、脊柱肿瘤及脊柱退行性病变的治疗[ 2] 。我们于 2001

～ 2002 年期间应用 TSRH 系统治疗青少年特发性脊柱侧凸 4

例 ,效果满意 , 现将手术配合体会介绍如下。

　　术前访视:患者术前出现紧张 、焦虑等情绪变化 , 手术室护

士术前访视患者尤为重要 , 护士首先热情介绍自己 , 建立良好

的护患关系 , 了解病人的病情 、手术部位 、手术方式 、病人的心

理准备向病人介绍麻醉方式 、配合要求 、手术人员的技术及水

平及责任心 、听取病人的主诉和要求 , 取得患者的理解和配合 ,

使其以最佳的心理状态接受手术治疗。

　　术前准备:①器械准备:骨科常规器械 , 脊柱手术专用器

械 ,植入部分:TRSH 棒 , 固定钩(椎板钩及椎弓根钩), 环首螺

　　作者简介:甘晓琴(1972-),女 ,重庆市江津人 ,护师 ,主要从事手术室护理方
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栓 ,锁紧螺帽 , 横向连接钢板以及钢丝。手术操作器械:持钩

钳 ,钩打入器 , 导钩 ,瓶塞钻 , 环首螺栓分离器 ,扳手(T 形柄及六

角形两种), 转矩 , 撑开钳 , 加压钳 , 象鼻钳。 ②其他物品准备:

麻醉机 、监护仪 、电刀及双极电凝 、吸引器 、自体血回收机以及

术中所需的各种物品和药品 ,术前对仪器及所有物品进行全面

检查 ,确保仪器正常 , 药品 、物品完备。 ③麻醉及体位:局麻下

建立动 、静脉测压装置 , 颈内静脉置双腔静脉插管 , 诱导麻醉后

行气管插管。置患者于俯卧位 ,胸部用软枕垫高 ,髂部垫气圈 ,

腹部悬空 , 以利于呼吸;头部置于头托上 , 防止气管导管滑脱 ,

眼部贴眼膜以保护眼睛并避免受压;膝部 、踝部分别垫一软枕 ,

四肢摆放舒适 ,防止受压。铺无菌单及手术膜 , 暴露手术切口。

　　主要手术步骤及配合:①胸廓成形:于胸背部做右侧旁正

中切口 ,显露 3～ 6 肋 ,钝性剥离肋骨 , 保护胸膜 ,离断 3～ 6 肋骨

约8 cm ,递骨蜡残端心血。检查胸膜有无破损 , 放置半管引流 ,

逐层缝合切口。 ②脊柱矫形:做脊柱后正中切口 , 递骨刀剥离

两侧骶棘肌 ,备小纱布条压迫止血 , 显露两侧椎板 、关节突及横

突 , 所有需要固定椎体的进钉点均为每一椎体的相同解剖位

置 ,即位于椎体的中央 , 椎弓根基底部的前方。 定位无误后将

椎弓根钩 、椎弓根钉植入战略椎 , 将钉钩固定在预弯好的 TRSH
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