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b F G F m R N A 在穿孔鼓膜的表达及意义

郭 睿
,

张学渊 (第三军医大学附属西南医院耳鼻咽喉科
,

重庆 粼1 ” 3 8 )

提 要
:
目的 研究鼓膜穿孔后成纤维细胞生长因子表达的可能变化特征与规律

,

探讨成纤维细胞生长因子在鼓膜穿孔修复

过程中的作用
。

方法 ①选择 120 只健康 W is atr 大鼠
,

随机分为 6 个序列组
,

分别为正常对照组
,

损伤后 1
、

4
、

6
、

8
、

or d 组
,

每组动物

20 只
。

② R-T 代 R 和原位杂交方法检测 1〕 FGF m RN A 在鼓膜的表达
。

结果 ①原位杂交方法检测 bF C「 m R卜A 的表达
,

定位于上皮下

结缔组织层
,

且急性穿孔组有时效性
。

② 1老l、 CP R 方法检测鼓膜穿孔后 1
〕 FG F l l l

RN A 的表达规律
,

同样具有明显时效性
。

③ b凡汗

11旧入A 的积分光密度值急性穿孔组与正常对照组 1
〕FC F

l
胡四A 的表达量差异有显著性 (尸 < 0

.

00 1 )
。

结论 ①】二IFGF l l〕
RN A 在急性穿

孔后的鼓膜上有明显表达
,

表明其在急性穿孔鼓膜的愈合过程中可能意义重大
。

② bF GF m RN A 在急性穿孔后鼓膜上的表达具有时

序性
,

为医疗干预时机的选择提供了时间上的可能依据
。
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鼓膜穿孔的修复机制作为耳科学的一个研究热

点
,

近年来
,

国外学者在分子水平进行了大量的研究工

作
,

发现 b F GF 在鼓膜穿孔修复过程中可能起重要 的

作用 「̀一 ’ 〕 。

但 目前对该因子在鼓膜穿孔修复过程中的

作用及意义
,

尚处于一个早期的认识过程中
,

尤其是缺

乏对 b FG F 在鼓膜穿孔修复过程中表达规律的动态研

究
,

导致是否可应用 b l
,

G F 来治疗鼓膜穿孔及如何应

用 b FG F 来促进鼓膜穿孔的愈合等问题显得尤为突

出
。

因此
,

研究 b FG F 在鼓膜穿孔修复过程 中的表达

规律
,

对于促进鼓膜穿孔修复的研究及改进临床治疗

手段具有重要意义
。

1 材料和方法

1
.

1 材料
1

.

1
.

1 动物分组 选用成年
,

健康
,

耳镜检查鼓膜正常
,

体

重 ZJ 〕 g 左右的 W is atr 大鼠 120 只
,

雌雄不限
,

随机分成 6 组
:

正
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常对照
,

穿孔后 1
、

4
、

6
、

8
、

10 d
,

每组 20 只动物
,

4D 耳
。

分别进行

原位杂交技术和 l不r
~

CP R 技术检测 bF GF
Il lR NA

。

其 中 R T
-

p CR

技术部分
,

每 2 耳一个单位
。

1
.

1
.

2 试剂 bF GF 探针成套检测试剂盒
,

b FGF R 检测试剂

盒 (上述试剂盒均提供阳性对照片 )
,

DA B显色试剂盒
,

购 自武

汉博士德生物工程有限公司
。

T R lz o l 总 NB
A 提取试剂盒购于

美国 iG hc oB RI 公司
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 大鼠鼓膜急性穿孔模型的建立 ①麻醉
:

麻醉剂采

用 8
乙
16 合剂与氯胺酮混合试剂

,

比例为 2/ 1
,

肌 肉注射
,

剂量为

0
.

5 耐l/ 00 9
。

②手术方法
:
动物称重后

,

于下肢肌肉注射相应

剂量麻醉药物
。

待动物麻醉后
,

固定于操作台
。

耳周脱毛
,

消

毒
,

于耳屏前做切 口
,

切除部分软组织
,

显露鼓膜
,

于手术显微

镜下取 2
~ 直径的探针在鼓膜紧张部做穿刺

,

镜下用显微手

术器械去除穿孔边缘膜组织
,

造成直径约 2
~ 的穿孔

,

术后关

闭切 口
。

急性鼓膜穿孔模型
:

分别于穿孔后 l
、

4
、

6
、

8
、

10 d 取

材
。

动物给予青霉素 16 万 U
,

肌注
,

l/ d
,

预防感染
。

取材
:

动物

断头后
,

沿颅骨中线剪开
,

剥离双侧听骨泡
,

无菌条件下
,

于显

微镜下剥下鼓膜组织
,

用于原位杂交的大鼠鼓膜
,

用 4 % 的多聚

甲醛固定
,

石蜡包埋
。

用于 RT
es

P CR 的大鼠鼓膜
,

冻存于液氮中

直至 R入A 的提取
。
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1
.

2
.

2 原位杂交及 B T
`

CP R 检测 1〕F C F l l
d 飞NA 其具体方法

为成熟技术
,

不再赘述
,

结果进行计算机图像分析处理
。

1 3 统计学处理

采用 ST A4T
.

O软件进行方差分析
。

2 结果

2
.

1 原位杂交

原位杂交结果显示
,

正常鼓膜细胞排列规则
,

结构完整
,

在

结缔组织层无 bF GF
n 』卜A 表达的阳性信号

,

而在急性损伤后

的标本上有大量 1〕 FG F n』人 A 表达的阳性信号
,

且随着损伤时

间的推移其表达逐渐增强
,

后又逐渐减弱
,

直至消失
。

穿孔第 I

天组可见少量阳性信号
,

而穿孔第 4
、

6 天则可见胞浆内明显的

阳性信号
,

到第 8 天达到高峰
,

可见大量阳性信号
,

穿孔第 10

天组的阳性信号则明显减弱
。

绘成曲线图 l
。

采用 S里气4T
.

O软

件方差分析处理
,

结果表明
,

!
〕
F GF m RNA 在穿孔后不同时间鼓

膜上的表达量差异有非常显著性 ( P < 0
.

00 1 )
,

急性穿孔组与正

常对照组样本的表达量差异有非常显著性 (尸
< 0

.

00 1 )
。
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b FG F m R N A 的表达变化曲线 (原位杂交法 )

Tb e e x p n 污 , o n of b FG F 切皿N A ( in
s

ha l l yb ir击 azt ion )

2
.

2 RT
~

P C R

结果绘成曲线
,

见图 2
。

bF臣
,

n侣入 A 在鼓膜穿孔后不同时

间的表达量差异有非常显著性 (尸
< 0

.

00 1 )
。

急性穿孔组与正

常对照组样本的表达量差异有非常显著性 ( 尸 < 0
.

00 1 )
。

l
〕
F GF

n
讯入A 在鼓膜穿孔修复过程中的表达具有时序性的规律

,

从穿

孔后第 1天开始出现少量表达
,

以后逐渐增多
,

到第 8 天左右

达到高峰
,

后逐渐减少
,

消失
。
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3 讨论

鼓膜穿孔后的修复过程是一个较为复杂的多因素

影响的病理过程
。

其中 b (F 二F 在鼓膜穿孔修复过程中

起很大作用
,

其在鼓膜损伤的早期便出现
,

并刺激膜结

构的细胞增殖
,

纤维的增生
,

新血管的生成等
,

加速穿

孔鼓膜的愈合
。

鼓膜穿孔的修复为一个复杂的生物过程
,

包括
: 上

皮再生
,

上皮迁移
,

成纤维细胞再生
,

纤维合成及疤痕

形成
。

bF GF 在该修复过程意义重大
,

首先刺激内皮细

胞与血管的生成
,

刺激成纤维细胞增生
,

诱发蛋白酶及

胶原酶的产生
。

胶原酶是细胞外基质新血管生成所必

需的
,

则 1〕F GF 可增加损伤后的胶原合成
。

本组实验

通过穿孔后修复过程中的系列取材
,

发现鼓膜纤维层

中成纤维细胞大量增生
,

大量的纤维组织沉积
。

考虑

鼓膜穿孔修复过程中
,

纤维层 的增生是穿孔愈合的重

要因素之一
。

据国外文献资料显示
,

bGF F 从 1974 年发现至今
,

直到 90 年代初
,

才有人研究其在正常鼓膜及穿孔鼓膜

中的作用 t ’
一 ’ 〕 ,

发现该因子在鼓膜穿孔修复过程中存

在
,

及可加速鼓膜穿孔的修复
。

还有学者利用 b FGF

抗体去干扰穿孔鼓膜的愈合以及比较 b FG F 与其他因

子在穿孔鼓膜愈合过程中的差异卜
,〕 。

但对于该因子

作用的具体机制尚不十分清楚
,

对该因子在鼓膜穿孔

修复过程中的意义
,

尚处于一个早期的认识过程中
。

尤其是缺乏对该因子在鼓膜穿孔修复过程中表达的动

态观察
,

因子及受体的出现是否存在一定的规律
,

以及

急
, J

漫性穿孔修复过程是否存在明显的差异等
。

缺乏

一个系统性的
,

深人的研究
。

本实验建立鼓膜急性损

朽的动物模型
,

并采用原位杂交技术及 R r
一

P C R 技术

针对该因子进行了核酸水平上的定位
,

定量表达的系

统研究
,

应用计算机图像分析技术对病理切片
,

凝胶电

泳照片进行了分析统计处理
,

从动态的角度进行了时

序性的分析
。

从一个 比较系统的角度对该因子
,

及其

受体在鼓膜损伤过程中进行动态观察
,

同时比较鼓膜

急性损伤修复过程中该因子表达的差异
。

本实验结果

表明在急性鼓膜穿孔修复过程中 1〕FGF i l iR入A 于穿孔

后第 1天开始出现少量表达
,

第 4 天出现明显表达
,

第

8 天达到高峰
,

后渐下降
,

同步于鼓膜的愈合过程
。

本

实验利用原位杂交及 R T
~

CP R 两种方法检测鼓膜穿孔

后不同时间 b FG F n lRNA 的表达量
,

得到了基本相同的

结果
,

发现了急性鼓膜穿孔修复过程中 b F GF m R五A 表

达的规律
,

即存在一个明显的时序性
,

从穿孔后开始
,

由低到高
,

1 周左右达到高峰
,

然后逐渐减少
,

消失
。

基于上述研究
,

提示在治疗鼓膜穿孔时
,

可根据一定的

时间规律
,

制定相应的治疗计划
。
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小脑桥脑角恶性淋巴瘤 1 例报告

A c a ` e re po rt of ce re be ll o
po

n t ine a

ngl
e

仲召 阳
,

王 东
,

陈 芳 (第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所病理科
,

重庆 《 X兀吟2 )

患者女性
,

47 岁
,

渐进性头晕头痛 3 月
,

加重伴恶心呕吐
,

站立不稳 20 d 人院
。

查体
:

右面部麻痹
,

右眼球外展不能
,

右眼

视乳头水肿
,

右下肢及右上肢麻木
,

站立不稳
,

共济失调
,

肌力

VI 级
,

叮发现左侧小脑桥脑角有一类圆形均质密度稍高影
,

肿

瘤边缘较清楚
,

瘤体周围有不规则的低密度影
,

增强后肿瘤密

度均匀增高
,

相近颅骨无破坏
,

听神经管未受侵犯
。

M IU IT 加

权像显示右小脑桥脑角有一低密度肿块
,

2T 加权像显示等密度

肿块
,

向第四脑室和桥脑挤压
。

血管造影术显示该肿瘤无血

管
,

脑脊液细胞学检查蛋白 ) 1
.

0 彭L
,

淋巴细胞在 ( O
一

100 )
X

1护几
,

没有检查出瘤细胞
,

外周血象及浅表淋巴结未发现有异

常
。

手术发现肿瘤 3 Cm x 3 Cm 大小
,

暗红色
,

位于右侧小脑半

球内侧
,

向前长人桥脑角
。

病理检查
:

瘤组织切面灰 白色
,

质嫩
。

光镜观察
:
肿瘤细胞

体积小
,

弥漫分布
,

圆形
,

卵圆形
,

胞浆少
,

核深染
,

核仁不明

显
,

细胞异型性明显
,

核分裂像易见
,

部分区域有假菊形团样排

列
,

有灶性出血和坏死
。

免疫组化染色
:

CL (A ++ ) ; C D2 0 (+十) ;

G FA P( 一 ) ; 3 100 ( 一 ) ; C砒 ( 一 ) EM A ( 一 )
。

诊断
:
小脑桥脑角

原发性恶性淋巴瘤 ( B细胞型 )
。

讨论

中枢神经系统的恶性淋巴瘤比较少见
,

发生于小脑桥脑

角者文献报道 只有 16 例
,

抢 例原发 (包括本例 )
,

4 例继发
。

A】1〕S患者发病前后
·

’ 」 ,

接受脏器移植行免疫抑制治疗者
,

有遗

传性免疫缺陷者以及患有其它免疫病者如系统性红斑狼疮
,

胶

质细胞瘤等易患 中枢神经系统淋巴瘤
。

现已证实
,

EB 病毒感

染能促发中枢神经系统淋巴瘤形成
。

小脑桥脑角淋巴瘤有三种生长方式
尸

卜①中轴以外的小脑

桥脑角恶性淋巴瘤 (7 例 ) ;②中轴以内的向小脑桥脑角延伸 ( 4

例 ) ;③软脑膜淋巴瘤表现为桥小脑角病变 (5 例 )
。

12 例原发

的有 4 例发生在中轴以内
,

有 5 例发生中轴外
,

有 3 例发生于软

脑膜
。

4 例继发的小脑桥脑角淋巴瘤中有 3 例发生于中轴以内

( 75 % )
,

l 例为软脑膜淋巴瘤
,

34/ 的软脑膜淋巴瘤为原发性淋

巴瘤
,

有 1例发生于小脑桥脑角两侧
。

关于组织起源 目前尚无

定论
,

s肠aat 川认为
,

颅内淋巴瘤起源于蛛网膜下腔和脉络丛的

血管周淋巴网状细胞
,

沿着 vi cr h、 oR ib 川司隙 (魏罗二氏隙 )浸
润

,

侵犯深部脑组织
,

coH ld℃吧
`二则认为

,

颅内淋巴瘤有两种起

源
,

一种是非肿瘤性的淋巴细胞在中枢神经系统反应性聚集所

致 ; 另一种为淋巴结和结外的 B 细胞发生间变而成为肿瘤
。

免疫组化技术证明小脑桥脑角恶性淋巴瘤大多属于 B 细

胞系列
,

文献中 16 例小脑桥脑角恶性淋巴瘤中只有 8 例做了

免疫组化研究
,

结果全为 B 淋巴细胞源性
。

发生于小脑桥脑角

的恶性淋巴瘤要与转移性癌
,

小脑的髓母细胞瘤相鉴别
。

转移

性小细胞癌呈巢团状分布
,

免疫组化 E加】A 阳性
,

小脑的髓母细

胞瘤是由密集的未分化的瘤细胞组成
,

可见有假菊形团结构及

灶状或地图样坏死
,

免疫组化 5 100 阳性
,

而它们 CL A 均阴性
。

说明 以二今
、

EM A
、

5 1印 可作为中枢神经系统淋巴瘤病理诊断的

重要辅助手段
。
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