
文章编号:1000-5404(2003)12-1065-04　 论著

阿拉瑞林对 GnRH受体阳性肝癌细胞 Fas FasL基因表达的影响
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　　提　要:目的　探讨 Fas Fasl系统在 LHRH类似物抑制肝癌细胞增殖过程中的作用。方法　用免疫组织化学方法检

测 SMMC7721 肝癌细胞中GnRH 受体的表达;用半定量 RT-PCR方法(QRT-PCR)观察 LHRH 类似物对 SMMC7721 肝癌细胞

中 Fas FasL系统mRNA表达的变化。结果　SMMC7721肝癌细胞呈 GnRH 及其受体免疫反应阳性。 PCR反应产物均与预

期长度相符合。 Fas FasL-mRNA水平随 LHRH 类似物浓度增加而增大 , 经方差分析各组间有显著性差异(Fas , F =16.518

FasL, F =111.583 , P<0.01)。结论　SMMC7721 肝癌细胞具有自分泌 GnRH的功能;Fas FasL系统可能参与了 LHRH 类似

物对肝癌细胞增殖的抑制作用。
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Effect of Alarelin on Fas FasL gene expression in gonadotropin-releasing hormone re-
ceptor positive hepatocarcinoma cells
YUAN Biao , ZHANG Jin-shan , ZHANG Yuan-qiang , LI Ren , HUANG Lu-yu , SUN Lan , BU Yong-an(Department of Histology

and Embryology , Fourth Military Medical University , Xi' an 710033 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the significance of Fas FasL system in the inhibition of gonadotropin releasing

hormone(GnRH)analog Alarelin on hepatocellular carcinoma(HCC)cell proliferation.Methods　Expression of Gn-

RH receptor in HCC cell line-SMMC7721 was detected by using immunohistochemical ABC technique.Semi-quanti-

tative RT-PCR(QRT-PCR)was employed to observe the changes of Fas FasL mRNA in HCC cells following Alarelin

treatment at different concentrations.Results　Human HCC cell line-SMMC-7721 exhibited GnRH and its receptors

immunoreactivity positive.The length of RT-PCR product was consistent with that of the predicted Fas FasL mRNA.

The expression of Fas FasL mRNA in SMMC-7721 cells increased with the enhancement of Alarelin concentration.

Analysis of variance revealed significant difference between the groups(P <0.01).Conclusion　Human hepatocar-

cinoma SMMC-7721 cell can induce GnRH in an autocrine manner.Fas FasL system might be involved in the inhibi-

tory effect of GnRH analog on human hepatoma cell proliferation.

　　Key words:Fas FasL;semi-quantitative RT-PCR;immunohistochemistry;GnRH analog

　　原发性肝癌或称肝细胞性肝癌(Hepatocellular car-

cinoma , HCC)是我国最常见的恶性肿瘤之一 ,其恶性

程度高 ,进展快 ,由于肝癌目前对手术加化疗和放疗的

综合治疗效果并不满意
[ 1 , 2]
,因此迫切需要找到一种更

加高效 、安全的治疗方法 。近年来肿瘤的内分泌治疗

作为一种高效低毒的治疗方法 ,已引起众多肿瘤病理

学家和临床工作者的重视
[ 3 ～ 5]

。促性腺激素释放激素

(GnRH)是由下丘脑神经元分泌的一种十肽激素 ,对
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哺乳类生殖功能有重要调节作用 。已有研究表明
[ 6]
,

肝癌细胞上存在 GnRH结合位点 ,GnRH 类似物在体外

可抑制肝癌细胞的生长 ,但其具体机制仍不明了 ,有推

测可能是通过增加细胞的凋亡导致的。本研究拟检测

SMMC7721肝癌细胞系的GnRH 自分泌功能;并重点探

讨GnRH类似物阿拉瑞林对 SMMC7721肝癌细胞 Fas 

FasLmRNA表达的影响 ,为深入研究GnRH类似物抑制

肝癌细胞增殖的机制提供理论依据 。

1　材料和方法

1.1　材料
　　人肝癌细胞系SMMC7721由本校细胞工程研究中心惠赠并

在本室保存。兔抗 GnRH 多克隆抗体由法国波尔多大学神经

1065
第 25卷第 12 期

2003年 6 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.25 , No.12

Jun.2003

DOI :10.16016/j.1000-5404.2003.12.016



细胞化学实验室 Tramu 教授惠赠;兔抗 GnRH 独特型抗体为本

室制备 ,可识别GnRH受体。 SABC试剂盒购自武汉博士德生物

公司;DAB和牛血清白蛋白为 Sigma 公司产品。 DMEM 培养基

液购自 Gibco公司;胎牛血清为杭州四季青生物材料研究所生

产;Trizol购自 Invitrogen公司;反转录系统 RevertaidTM First Strand

cDNA Synthesis Kit及 DNA Marker均购自MBI Fermantas 公司;Taq

酶及琼脂糖购自上海生物工程公司。所用引物均根据 Gene-

Bank 中人的 Fas、FasL及内参 β-actin的 mRNA 序列用软件Primer

Premier5.0 设计 ,引物均由上海生工生物工程公司合成 , Fas 引

物序列为:上游:5′-GCATCTGGACCCTCCTACCTCTG-3′、下游:5′-

GACAAAGCCACCCCAAGTTAGA-3′, PCR产物长度为 528 bp;FasL

引物为:上游:5′-TTCTGGTTGCCTTGGTAGGATTG-3′、下游:5′-

TTCCTCCATTTGTCTGGCTCATA-3′, PCR产物长度为 775 bp;β-ac-

tin引物上游为:5′-GGCCGGGACCTGACTGACTAC-3′、下游为:5′-

TCTTTGCGGATGTCCACGTC-3′, PCR产物长度为 332 bp。

1.2　方法
　　SMMC7721 人肝癌细胞可在 DMEM 培养基中贴壁生长 , 按

常规方法培养。免疫组织化学染色按常规 SABC 方法进行 , 将

长有SMMC7721 肝癌细胞的盖玻片从培养皿中取出 , 40 g L 聚

甲醛固定 30 min ,玻片分别经 0.3%甲醇双氧水和 1 g L TritonX-

100(PBS)处理 30 min 后 ,滴加 10 ml L正常羊血清孵育 30 min;

滴加第一抗体(兔抗 GnRH 抗体的稀释度为 1∶4 000 ,兔抗GnRH

独特型抗体的稀释度为 1∶200)后 4 ℃湿盒内孵育过夜;PBS 冲

洗后滴加 1∶200 稀释的羊抗兔 IgG 室温下孵育 3 h;最后滴加

1∶100 的 SABC 复合物室温下孵育 1 h 后DAB 显色 , 镜下观察控

制反应强度。阴性对照实验包括用正常兔血清和 PBS 代替第

一抗体进行孵育。 RT-PCR将 SMMC7721 细胞按每孔 1×105 接

种到 5块 24 孔细胞培养板中 ,待细胞完全贴壁后 ,加入阿拉瑞

林 ,使每块培养板中每孔的药物终浓度分别达到 100 μmol L(A

组), 10 μmol L(B 组), 1 μmol L(C 组), 100 nmol L(D组)和 10

nmol L(E组)。培养 48 h 后 ,收集细胞 , 提取 RNA。将每组细胞

等分为6 小组 , 分别提取 RNA , 加入Trizol 1 ml ,并以加样器反复

抽吸直至细胞充分裂解 ,室温静置 5 min ,加入氯仿 0.2 ml , 剧烈

振荡 15 s后 , 4 ℃, 12 000×g 离心 20 min ,小心吸取上层水相 ,

加入等体积异丙醇 , 4 ℃静置 30 min , 4 ℃, 12 000×g 离心 20

min ,弃上清 , 以 75%乙醇洗涤沉淀 1 次 , 4 ℃ 5 000×g 离心 5

min ,弃上清 , 沉淀自然干燥 3 min , 加 15 μl无 Rnase水溶解沉

淀 ,取 5μl用于反转录。 cDNA 第一链的合成根据 RevertaidTM

First Strand cDNA Synthesis Kit说明书 , 在 PCR反应管 1 ml中依

次加入去离子水 6 μl , 随机六聚体引物 1 μl 和 5 μl总 RNA ,

70 ℃变性 5 min , 立即冰浴 , 加入 5×Reaction Buffer 4 μl , RNA

酶抑制剂 1μl和 10 mmol L dNTP 2 , 25 ℃5 min ,加入反转录酶1

μl , 25 ℃继续反应 10 min , 42 ℃1 h , 70 ℃5 min灭活反转录酶置

-20 ℃备用。PCR扩增 在 0.5 ml PCR反应管中依次加入:41

μl去离子水 、10×PCR Buffer(plus Mg2+)5 μl 10 mmol L dNTP 1

μl、Fas 和FasL上下游引物各 0.5 μl、反转录产物 2μl , Taq 酶 0.5

μl总反应体积 50 μl , 加入少许矿物油后 , 置 PCR 仪上进行扩

增 ,反应条件为:94 ℃预变性 5 min;95 ℃变性 40 s , 58 ℃退火 1

min , 72 ℃延伸 2 min , 共循环 35 次 ,待循环至第 7 轮结束时 , 分

别再加入 β-actin 的上下游引物各 0.5 μl , 继续反应 , 最后 72 ℃

再延伸 10 min。 PCR产物含量的检测 分别取 10 μl PCR产物上

样于含 10 g L琼脂糖的凝胶中电泳 1 h , 经 EB 染色后 , 在紫外

灯下观察 ,并扫描各条带的度值 ,并计算 Fas 和 FasLmRNA的相

对含量。

1.3　统计学处理
　　全部数据以软件 SPSS10.0 进行 t检验及方差分析 。

2　结果

2.1　GnRH及其受体蛋白的检测

　　免疫组化SABC 法染色特异性良好 , 免疫反应产物呈棕褐

色 ,背景着色很浅 , 反差明显 ,阳性反应物质易于识别。两种阴

性对照试验均呈阴性反应。 GnRH 及其受体蛋白均定位于

SMMC7721细胞的胞质内和胞膜上 , 胞核未见阳性反应产物 , 见

图 1、2 , 说明 SMMC7721 肝癌细胞能同时表达 GnRH 和其受体。

图 1　肝癌细胞 GnRH免疫染色　(SABC×170)

Fig 1　Immunostaining of GnRH in hepatocarcinoma cells　(SABC×170)

图 2　肝癌细胞 GnRH受体免疫染色　(SABC×340)

Fig 2　Immunostaining of GnRH receptor protein in hepatocarcinoma

cells　(SABC×340)

2.2　PCR产物的凝胶电泳

　　PCR产物经凝胶电泳鉴定 , 扩增片段特异性强 , Fas 条带大

小约 500 bp , FasL条带大小约 700 bp ,β-actin 条带大小约 300 bp ,

均与预期大小相符 ,见图 3。
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M:Gene RulerTM 100 bp DNA Ladder;A:100μmol L;B:10 μmol L;

C:1μmol L;D:100 nmol L;E:10 nmol L

图 3　PCR产物的琼脂糖凝胶电泳

Fig 3　Agarose electrophoresis of PCR product

2.3　Fas FasLmRNA的定量分析

　　不同浓度阿拉瑞林处理后 SMMC7721 细胞 Fas FasLmRNA

表达的相对量见表 1。 Fas 组间差异显著(F =16.518 , P <

0.01);FasL组间差异显著(F =111.583 , P <0.01)。各浓度组

间以均具有显著性差异(P<0.01)。

表 1　不同浓度阿拉瑞林作用下肝癌细胞 Fas FasLmRNA的表达

( x±s , n=15)

Tab 1　Expressions of Fas FasL mRNA in the hepatoma SMMC7721

cells following Alarelin treatment at different concentrations

( x±s , n=15)

Group Fas β-actin FasL β-actin

A 0.797±0.035 0.541±0.022

B 0.854±0.034 0.602±0.014

C 0.905±0.043 0.639±0.028

D 0.838±0.049 0.536±0.028

E 0.797±0.051 0.455±0.033

3　讨论

　　人肝癌组织中有 GnRH 及其受体分布 ,其表达与

肝癌组织的增殖与分化有关
[ 7 , 8]
。Yin等首先发现人

肝癌细胞系 HepG2 可表达 GnRH 及其受体基因 ,认为

GnRH可能是肝癌细胞生长的自分泌调节因子 。我们

也发现GnRH 类似物可抑制肝癌 hHCC 细胞荷瘤裸鼠

瘤体 的生长 , 现用免 疫组织 化学 方法检 测到

SMMC7721中有GnRH 受体表达 ,从而证实 SMMC7721

肝癌细胞为GnRH受体阳性细胞 。

　　Fas又称 CD95 ,属于肿瘤坏死因子受体家族(Tu-

mor necrosis factor receptor , TNFR)中的一员 , 其配体

FasL(CD95L)则属于肿瘤坏死因子家族 ,Fas和 FasL在

多种免疫事件中发挥了重要的角色 ,Fas FasL 系统不

仅是 CTL细胞杀伤靶细胞的三大途径之一 ,也是机体

下调免疫反应时激活的 T 淋巴自我清除的主要因

素
[ 8]
,在这些作用中 ,其最基本的分子水平机制是由

Fas FasL 参与的细胞凋亡信号传导作用 ,目前的研究

认为 ,当细胞膜表面的 fas与 fasL 结合后 , Fas分子胞

浆侧的死亡结构域(Death domain)通过一个被称为

FADD MORT1的接头分子募集 Caspase8激酶 ,并引起

Caspase8的自激活 ,从而启动表达Fas细胞的程序性死

亡。目前 Fas FasL 系统已成为肿瘤免疫学上免疫性凋

亡的研究热点
[ 9～ 11]

,研究表明多种肿瘤可通过 Fas反

攻击模式作为逃避机体免疫识别和杀伤的方式 ,肿瘤

细胞通过低表达或不表达 Fas而自身表达FasL来诱导

肿瘤组织中浸润的淋巴细胞发生凋亡 ,从而得以逃避

免疫细胞的杀伤及自身的凋亡作用 ,该机制已在较多

的体外实验中得到证实。体外诱导肝癌细胞凋亡的方

法很多
[ 12 ～ 16]

,将 FasL 基因转入人肝癌细胞 HCC9204

后发现肝癌细胞出现凋亡 。我们利用不同浓度的Gn-

RH类似物阿拉瑞林刺激 GnRH 受体阳性肝癌细胞系

SMMC7721 ,半定量 PCR方法检测 Fas FasL-mRNA水平

的变化 ,发现给予阿拉瑞林刺激后 ,肝癌细胞中 Fas及

FasLmRNA的表达水平均上调 ,其中Fas的增加水平尤

为明显 ,阿拉瑞林的这种刺激效应与刺激浓度及作用

时间有关 ,由于 Fas表达量的增加 ,从而促进了肿瘤细

胞的自我凋亡作用。
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个案与短篇 　　　 文章编号:1000-5404(2003)12-1068-02

三峡库区肺吸虫病临床表现和误诊原因分析

Clinical manifestations of paragonimiasis and analysis of the reasons for misdiagnosis in

reservoir areas of the Three Gorges of Yangtze River

张敬如 ,王　英 ,杨　松 ,张锡林　　(第三军医大学基础医学部病原生物学教研室 ,重庆 400038)

　　肺吸虫病临床表现复杂多变 ,误诊率高。我们收集了近年来

在我室确诊的肺吸病46例 ,对其临床表现及误诊原因分析如下。

1　临床资料

1.1　一般资料
　　46 例病人中男 36 例 ,女 10 例。年龄 4 ～ 54 岁 , 15 岁以下

儿童占83%。从发病到确诊时间20 d 至10年。 41 例有吃生溪

蟹史 , 4例曾吃油煎溪蟹 , 1例不详。病人主要来自三峡库区的

奉节 、丰都 、云阳 、涪陵 、万县 , 少数病人来自渝北 、市郊和川南

地区等。46 例病人都为我校附属医院的门诊或住院病人。

1.2　临床表现
　　本组病例起病均较缓慢 ,从吃溪蟹到发病最短 20 d , 最长 2

年。发病初期症状轻微 ,主要表现为胸部不适 、食欲减退 、乏力

等。后期因虫体侵害部位不同有不同表现 , 同一病例可出现一

种或一种以上临床症状。 ①皮下包块型 22 例 , 其中 15 例为游

走性包块 ,除 3 例同时出现多个包块外 , 其余均为单个。位于

腹部8 例 , 胸部 6 例 , 颈部 3 例 , 腰部 2 例 , 背部 、阴囊各 1 例。

包块表面光滑 ,质中 , 最大 4 cm×5 cm , 最小 1 cm×0.5 cm。 8

例作活检 , 病理切片均为嗜酸性肉芽肿 , 可见虫体移行形成的

隧道 , 2 例检获斯氏肺吸虫童虫。 ②胸肺型 21 例 , 以胸痛 、咳

嗽 、胸腔积液为主要表现 。咳嗽以干咳为主 , 症状较轻 , 痰量

少 ,呈白色粘稠状 , 3 例咳铁锈色痰 , 咯血 1 例。胸腔积液 16

例 ,反复抽液者 6 例 , 1 例抽液总量达 8 000 ml。胸水草黄色 12

　　作者简介:张敬如(1972-),女 ,河北省深泽县人 ,助理实验师 ,主要从事疟疾

防治方面的研究。电话:(023)68752243

　　收稿日期:2002-10-28;修回日期:2002-12-20

例 ,血性 2例 , 脓性 2 例。③脑型 4 例 , 均表现为阵发性剧烈头

痛 、呕吐 , 1 例出现左侧肢体瘫痪 , 1 例出现左侧肢体麻木 , 1 例

行脑手术 ,术后病理检查提示嗜酸性粒细胞浸润 。 ④心包炎型

4 例 ,主要表现为呼吸困难 、胸痛 、心包积液。 ⑤腹型 2 例 ,以腹

痛 、腹泻为主要表现。

1.3　诊断
　　由于斯氏肺吸虫在人体内不能发育为成虫 , 痰和粪便中很

难查到虫卵 ,因此我们以免疫学诊断为依据 , 结合流行病史 、临

床体征 ,如生食或半生食溪蟹史 、皮下游走性包块等进行确诊。

诊断标准:①到过或来自流行区 , 有生食或半生食溪蟹史。 ②

皮下游走性包块。 ③外周血嗜酸性粒细胞增多。 ④肺吸虫抗

原皮试阳性。 ⑤肺吸虫对流免疫电泳或 ELISA 阳性。 因肺吸

虫抗原皮试和其它蠕虫感染有交叉反应 , 所以最后确诊一般依

据对流免疫电泳或 ELISA结果。

　　本组 46例病人外周血嗜酸性粒细增高者 40 例;肺吸虫抗

原皮内试验阳性者 44例 , 其中强阳性反应 17 例 ,有 1 例出现延

迟反应 ,在皮试阳性皮丘消退后 16 h 皮丘肿大为直径 4 cm 包

块 ,质软 , 40 h 后消退;19 例病人做过肺吸虫对流免疫电泳均为

阳性;42例病人做过 ELISA均为阳性。

1.4　误诊情况
　　46 例病人初诊时仅 6 例怀疑为肺吸虫感染 , 但未明确诊断

和进行抗肺吸虫治疗。 40 例患者在院外多次误诊 , 误诊率达

86%。被误诊为结核性胸膜炎者 10 例 ,肺炎 9 例 ,肺结核 6 例 ,

脑占位性病变 3例 , 癫疒间、败血症 、肺肿瘤 、结核性心包炎 、化脓

性心包炎各 2例 , 肝脓肿 、支气管扩张各 1 例 , 其中支气管扩张

1 例误诊时间长达 10 年。
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