
3　讨论

　　利用 SELEX技术筛选到 TGF-β RⅡ适应配体的研

究结果将在另文中报道 ,本研究择重于筛选过程中核

酸-蛋白复合物分离方法的差异 ,对筛选富集库亲和力

的影响。

　　经典SELEX实验系采用液相结合 、滤膜分离 、酚 

氯仿回收方法从随机库中捕获亲和核酸序列
[ 1]
,由于

酚 氯仿回收过程较为繁琐 ,以后又出现了多种改良方

法 ,将靶目标预先吸附到固相支持物上再进行筛选 ,即

是其中之一
[ 2]
,固相支持物可以是磁珠 、凝胶 、干燥的

硝酸纤维膜 、尼龙膜 、微量滴定板 、带荷纸等 ,利用改良

方法已筛选到多种靶蛋白的适应配体。但我们在实践

中发现 ,经典方法更容易富集到目的序列 ,除用微量滴

定板作为支持物外 ,我们也曾采用过干燥的硝酸纤维

膜和尼龙膜 ,在最初 4轮筛选中均未能富集到TGF-β R

Ⅱ亲和序列;Kimoto
[ 3]
在分离 Raf-1 RNA 适应配体时也

发现 ,硝酸纤维膜分离法较Sepharose 4B基质吸附分离

法更容易富集到亲和序列 ,而且饱和富集库中亲和序

列的多样性优于吸附分离法来源的富集库;Carey
[ 4]
报

道吸附到硝酸纤维膜上的 R17蛋白不再具有与其核

酸配体结合的特性。

　　综上所述 ,在行 SELEX实验时 ,采用经典方法获

取某种靶蛋白适应配体的成功几率高于固-液相筛选

改良法 。总体而论 ,经典方法中核酸与蛋白结合过程

在溶液中进行 ,这样保证了蛋白 、核酸分子的天然构

象 ,同时溶液中核酸与蛋白分子间的运动 、接触 、碰撞

可全方位进行;而蛋白预先吸附到固相支持物上 ,这一

过程可能改变蛋白的天然构象或遮蔽蛋白分子中与核

酸结合表位 ,另一方面蛋白分子不能自由运动 ,减少了

核酸分子与蛋白分子接触 、碰撞的几率 ,其次仅有被吸

附的蛋白分子参与结合反应 ,蛋白投入量与实际反应

量有一定差异 ,这些因素都不利于从核酸随机库中富

集到目的序列。当然 ,不是所有的蛋白都会受到上述

不利因素的影响 ,我们建议在最初几轮筛选中采用经

典方法更能保证快速富集到相关目的序列。
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乳腺导管内乳头状瘤漏诊 3年后致癌变 1例

One case of canceration of breast intraductal papilloma misdiagnosed for 3 years

张　帆 ,姜　军　　(第三军医大学附属西南医院普通外科 ,重庆 400038)

　　患者 ,女 , 45 岁。因左乳头溢血 1 年余入院。查体:一般情

况良好 ,双乳腺形态正常 , 未触及包块 , 挤压左乳晕区左乳头有

血性溢液 , 双腋窝无肿大淋巴结。 溢液细胞学检查未见癌细

胞。乳腺钼靶摄片未见异常。溢液乳腺导管造影发现主导管

扩张 , 其下方近分支处管型有破坏 , 见不规则充盈缺损约 0.5

cm。术前考虑为导管内乳头状瘤 , 在局麻下行扩张导管切除

术。术中冰冻及术后石蜡切片均报告:左乳腺腺病。术后顺利
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出院 , 溢血停止。 3年后 ,患者左乳腺原切口旁出现一包块 , 再

次就诊并入院。查体:左乳内上象限原切口疤痕旁一 2 cm ×

1.5 cm×1.5 cm包块 , 质中 ,轻压痛 , 可推动 ,无乳头回缩及局部

皮肤改变 ,挤压乳晕区无乳头溢液 , 双腋窝无肿大淋巴结。 超

声检查发现左乳内上象限 2 cm×1 cm×1 cm 包块 , 边界不清 ,

无包膜 , 回声减弱不均质。于局麻下行乳腺包块切除并送冰

冻 ,报告为乳腺导管内乳头状瘤 , 局部疑有癌变。遂改为全麻 ,

行左乳单纯切除。术后石蜡切片见:导管上皮细胞增生活跃 ,

呈乳头状增生 ,部分区域细胞异型 , 排列极向紊乱 ,并见浸润 ,
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提示蚊黑化免疫反应表达的蛋白成分可释放入血淋巴

并明显影响蚊体内疟原虫孢子增殖 。

　　斯氏按蚊是约氏疟原虫的易感蚊种 ,感染约氏疟

原虫后 PO活性无明显变化 ,喂硝喹后雌斯氏按蚊血

淋巴中PO活性显著升高 ,原位杂交也发现用药组 PPO

mRNA表达较强
[ 5]
。本研究也观察到应用硝喹后 ,约

氏疟原虫感染的雌斯氏按蚊可发生完全黑化 。正常感

染时 ,斯氏按蚊不视约氏疟原虫动合子和卵囊为异物 ,

这可能是长期进化相互适应的结果 ,而用药后 ,蜕变的

疟原虫动合子和卵囊可能被斯氏按蚊视为异己成分 ,

从而激活按蚊体内 PPO 系统 , 引起黑化包被反应。

SDS-PAGE分析显示血淋巴中存在较多差异蛋白带 ,这

可能与黑化过程 PPO 级联反应的一系列蛋白酶和蛋

白因子如前酚氧化酶活化因子 1 、PPO 、PO 、丝氨酸蛋白

酶 、多巴色素转化酶 、多巴色素异构酶 、多巴脱羧酶和

多巴胺色素异构酶等变化有关
[ 8, 9]
。寻找引起疟原虫

黑化包被的识别分子是媒介生物学的一个重要目标 ,

而“差异策略”是解决这一问题途径 ,如基因定位克隆 、

基因差异显示 ,但这种基因策略在涉及新的蛋白质参

与时难以获得满意结果。感染约氏疟原虫斯氏按蚊吸

饲硝喹糖水后其血淋巴蛋白表达有差异 ,利用二维电

泳分析策略具有诸多优点 ,进一步进行血淋巴差异蛋

白分析 ,找出其多肽差异 ,根据这些差异蛋白质的氨基

酸序列获得 DNA克隆 ,深入研究和进行黑化相关蛋白

的差异筛选和鉴定 ,将逐步解开疟原虫卵囊黑化机制。
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　　(上接 682页)
周围腺病改变。病理诊断为导管内乳头状瘤癌变。术后经过

顺利 ,至今已随访 10 年 ,肿瘤无转移及复发 。

讨论

　　导管内乳头状瘤是女性常见乳腺良性肿瘤之一 , 高发年

龄为 45 ～ 50 岁 , 主要表现为乳头溢液 , 发生率为 70%～ 85%,

其中血性及浆液性溢液各约 50%。部分病例可因肿瘤增大或

乳管阻塞后积液扩张出现乳晕周围质软包块 ,包块直径多小于

2 cm。结合典型症状体征及术前乳腺导管造影发现 , 常可于术

前明确导管内乳头状瘤诊断。文献[ 1 , 2] 报道发生癌变者占导

管内乳头状瘤的 10%～ 11.72%。但对于导管内乳头状瘤癌变

患者要在术前确诊较为困难。病程长 、血性溢液 、包块较大等

应怀疑癌变可能。癌变后为低度恶性 , 不易发生区域淋巴结及

远处转移 ,治疗效果较好。本例首次入院溢液导管造影曾发现

主导管下方近分支处管型有破坏 , 见不规则充盈缺损约 0.5

cm , 术前诊断为导管内乳头状瘤。行扩张导管切除术时冰冻及

石蜡切片均显示为腺病 , 未见导管内乳头状瘤 , 显然不能解释

造影所见的管型破坏及充盈缺损。以上未引起术者重视 ,未进

一步寻找原因。虽然术后乳头溢液消失 , 但消失原因并非切除

病变所致 ,而源于溢液导管的结扎。以上失误终导致 3 年后发

现的导管内乳头状瘤癌变。导管内乳头状瘤瘤体常较小 ,术中

肉眼常不能分辨 ,适当的手术切除范围往往是完整切除导管内

乳头状瘤的保证 ,故对自溢液乳管注入美蓝后染色的导管腺体

区域完整切除是手术成功的关键。术后应加强随访 , 以便及时

发现异常并正确处理。
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