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　　 Abstract　Objective: To establish a 3D culture model of fibroblasts. Methods: Fibroblasts w ere mixed

with colla gen, serum and medium to fo rm a gel called the dermal equiv alent. Resul ts: The de rmal equiva lent

wa s tissue-like in its component and consistency. Conclusion: The model is useful fo r basic studies on the epi-

dermal- mesenchyma l inte raction, cell g row th , cell differentiation, w ound healing and sca r fo rmation.
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原发性胆囊癌转移到双侧卵巢 1例报告

A case report of carcinoma of gallbladder transfer to ovary

王　琳
 
　史常旭　　 (第三军医大学附属西南医院妇产科 )重庆 , 400038

　　原发性胆囊癌多转移至肝、胆总管、胰腺 [1]。我们遇到 1例

原发性胆囊癌患者 ,其邻近脏器无转移 ,却在双侧卵巢形成巨

大转移性癌 ,现报告如下。

1　临床资料

　　患者王某 ,女 , 47岁 ,发现上腹部包块 3月入院。检查:下腹

部扪及实质性包块约 6月孕大 ,无压痛 ,肝脾未扪及。 B超提示

双侧卵巢实性肿瘤 ,子宫正常大小。术前诊断为卵巢癌。于 1998

年 7月 20日在全麻下行剖腹探查术 ,术中发现子宫大小正常 ,

吸出淡黄色腹水 800 ml,左卵巢肿瘤 19 cm× 13 cm× 8 cm ,右

卵巢肿瘤 17 cm× 9 cm× 7 cm,双侧卵巢表面光滑 ,包膜完整 ,

与盆腔无粘连。 术中送小块卵巢组织作冰冻切片检查 ,病理报

告为卵巢腺癌。 探查上腹部时发现胆囊肿大呈实性 ,请肝胆科

医师会诊取右上腹部斜切口行胆囊切除 ,未发现肝及胆总管转

移病灶 ,下腹部行双侧附件及全子宫切除 ,并切除阑尾及大网

膜。 术后 8 d拆线出院。

　　病理检查提示: 胆囊壁内见癌细胞呈乳头状排列 ,并与周

围粘膜有移行过渡。双卵巢见癌组织呈乳头状、腺管状、实团状

分布 ,癌细胞复层柱状 ,核大泡状 ,易见分裂像 ,有大片坏死。双

输卵管组织内均见癌组织 ,大网膜充血水肿 ,宫内膜呈增生改

变 ,宫颈慢性炎 ,阑尾慢性炎。免疫组化染色: ER弱阳性 , PR弱

阳性。 病理诊断: 胆囊乳头状腺癌伴双侧卵巢输卵管转移。

2　讨论

　　卵巢的转移性癌中原发部位多为胃肠道、乳房及子宫肿

瘤 ,来自胆囊者罕见 [2]。本例符合转移性卵巢癌的特点 ,即双侧

卵巢肿瘤均增大呈长圆形 ,表面光滑 ,包膜完整 ,组织学特点与

其原发癌一致 ,均为乳头状腺癌。 卵巢转移癌早期多无临床症

状 ,晚期以腹部包块及腹胀为主诉 ,原发癌的表现并不明显 ,术

前诊断率低。原发性胆囊癌的转移途径以直接扩散至邻近脏器

为主 ,本例可能为经淋巴转移 ,癌细胞转移至腹膜后淋巴结 ,阻

塞淋巴导管的上行通道 ,造成淋巴引流逆向 ,将癌细胞带到腹

主动脉旁和盆腔淋巴结 ,而卵巢的淋巴管和这些淋巴结的位置

非常接近 ,形成卵巢的转移 [2]。当术中怀疑卵巢癌是继发的 ,就

应尽力寻找原发灶 ,对卵巢癌患者应常规探查上腹部 ,以免遗

漏原发或继发癌灶。 转移性卵巢癌预后极差 ,术中应尽可能切

除原发癌及双附件及全子宫 ,术后辅以化疗以延长患者的生命。

　　关键词　卵巢肿瘤 ;肿囊 ;肿瘤转移

　　中图法分类号　 R737. 31
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小鼠 RAPD-PCR反应体系及扩增程序的筛选
 

吴丰春
  
　魏　泓　　 (第三军医大学实验动物中心 )重庆 , 400038

　　提　要　目的: 筛选优化小鼠 RAPD-PCR反应体系及扩增程序。 方法: 以 40条引物对 9个品系的小鼠

基因组 DNA在各种不同条件下进行 RAPD-PCR,分析比较扩增结果。 结果: 在下列反应体系及扩增程序下

结果较好: 在 25μl的反应体系中含有 10× buffer 2. 5μl, dNT P 200μmo l /L, Mg2+ 2. 5 mmo l /L ,引物 0. 2

μmol /L , Taq酶 1. 5 U ,模板 DNA 20 ng ,扩增程序为 94℃变性 1 min, 38℃退火 1 min, 72℃延伸 2 min, 40个

循环后接 10 min延伸。 结论:以上述反应体系及扩增程序进行小鼠 RAPD-PCR,扩增结果稳定。

　　关键词　随机扩增多态性 DNA;筛选

　　中图法分类号　 Q751

　　 RAPD( Random amplified polymorphic, DN A)是

近几年发展起来的一项 DNA多态检测技术 ,由于其

快速、简单、方便、经济、规范等优点 ,在动物、植物、微

生物种属鉴定、亲缘关系的划分及多态性分析中得到

广泛应用
[1 ]
。 然而 RAPD技术还不成熟 ,亦有一定缺

点 ,主要表现在各实验室结果可比性差 ,重复性差 ,这

是因为 RAPD技术对实验条件要求十分严格 , RAPD

图谱受诸多因素影响 [2 ]。 为此本实验对小鼠 RAPD-

PCR的反应体系及扩增程序进行了筛选及分析 ,以便

获得稳定的扩增结果。

1　材料与方法

1. 1　材料
1. 1. 1　实验动物　　 TA1、 BALB /c、 DBA /2、 615、 BALB /

c-nu /nu、 T739、 SCID近交系小鼠和昆明鼠、 NIH封闭群小鼠各

5只 ,由第三军医大学实验动物中心提供。

1. 1. 2　试剂　　 10× buffer、 Taq酶、 Mg2+ 、 dNT P均为德国

BM公司产品。

1. 1. 3　 PCR仪　　美国 PE2400型。

1. 1. 4　引物　　采用美国 Operon Techno logies公司的两套

试剂盒: Primer kits fo r RAPDS AB-0320-kitN 及 AB-0320-

kit 2,每套试剂盒含 20条引物 ,共 40条引物。

1. 2　方法
1. 2. 1　 DNA的提取　　取小鼠尾部组织 100 mg剪碎 ,匀浆 ,

加 消 化 液 ( 10 mmol /L T ris-HCl, 10 mmol /L EDT A,

10 mmo l /L NaCl, 1. 0% SDS, 200μg /ml蛋白酶 K, p H8. 0)消

化 ,按常规方法提取 DN A,乙醇沉淀 , TE( 10 mmo l /L T ris-

HCl, pH8. 0, 1 mmo l / L EDT A)溶解 ,各品系内小鼠 DNA样

品混匀 ,构成 DN A样品池 [3]。

1. 2. 2　 RAPD-PCR反应体系及扩增程序的筛选　　在

RAPD-PCR反应体系及扩增程序基本模式的基础上 ,分析改

变预变性时间、退火温度、循环次数、 dNT P的浓度、Mg2+ 的浓

度、 Taq的浓度、引物浓度、分析其对结果的影响。

2　结果

2. 1　模板 DNA预变性时间对 RAPD-PCR的影响

　　实验中我们分别采用对模板 DN A进行预变性 10、 8、 5、 3、

2、 1 min,以及不进行预变性 94℃直接启动的方法进行 RAPD-

PCR,结果显示 ,模板 DN A预变性时间的长短 ,以及是否预变

性 ,对扩增结果影响不大 , 94℃直接启动变性 1 min后足以扩

增出较好的结果 ,见图 1。

图 1　预变性时间对 RAPD-PCR的影响

Fig 1　 Ef fects of pre-denaturation time on RAPD-PCR

a. 10 min; b. 8 min; c. 5 min; d. 3 min; e. 2 min; f. 1

min; g. 0 min; DN A BALB /c小鼠 ; 引物: ABN-05;

1. Amplified DNA: DN A of BALB /c mouse

genome; 2. Primer used: ABN-05

2. 2　退火温度对 RAPD-PCR的影响

　　在 RAPD-PCR体系中不同模板 DNA,不同引物 ,其最适

退火温度不同 [4] ,实验中我们采用 ABN-11引物分别与上述 9

品系小鼠的模板 DN A反应和 DBA /2小鼠的模板 DN A分别
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