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提 示 P N C A 是反 映 H C C 侵袭 能力 的一项重要指标
,

对评估

H C C 的转移和预后有着辅 助价值
。

( 2 )应用地高辛 标记探 针原 位杂交检测 了 80 例 H C C 中

H B V D N A 的分布
。

结 果显 示 癌周肝组织 H B v 阳性 63 例

( 7 9 % )
,

癌组织 H B V 阳性 4 9 例 ( 6 0% )
。

癌周 H B v D N A 以复

制型为主
,

而癌组织 H B V 大多属整合型
。

结果表明 H B V 感染

与 H C C 密切相关
,

而且整合型 H B v D N A 在 H C C 发生过程中

有着重要作用
。

( 3) 应 用敏感的 A R F 免疫 组化方法
,

在 80 例 H C C s
中发

现 3 5 例 ( 4 3
.

8% )有 P
S ,

蛋 白的过度表达 (在 3 8 例 H C C
s
中有

一6 例
,
4 2

.

1% )
,

应用 P C R
一

R F L p 方法发现 3 8 例 H C C
s
中有 7

例 24 9 位密 码子突变 ( 1 8
.

4写 )
。

通过银染 P C R
一

ss C P 分析发现

31 例无 249 位密码子突变的 H C sC 中有 2 例存在第七 外显子

突变
。

结果显示本组 H C C s

中 P
S ,

基因突变率为 43
.

8%
,
249 位

密码子特异性突变占 41
.

2 %
,

第七外显子突变占 52
.

9%
。

表明

P
S ,

基因突变是 H C C 发生发展过 程中的重要 基因改变
。

此外
,

P s ,

突变在 H B V 相关的 H C C 中多见
,

但与无 H B V 感染的 H C C

之间无显著性差异
。

综合国外及 国内有关报道我们认为
,

P
, ,

基

因突变有 24 9 位密码子特异性和散发型两种类型
,

其中特异型

突变主要与 A F B
】

的作用有关
,

而 H B V 感染可能 在散发型 突

变中起重要作用
。

( 4 ) P
, ,

突变与 H C C 组织学分级
,

P C N A 标记指数 及肿瘤浸

润 转移密切相 关
,

表明在 H C C 的演进过 程中
,

随 着肝癌 的进

展
,

P” 基因的突变亦逐渐累积
,

P , ,

基因突变是 H C C 高度恶性

潜能和肿瘤转移的生物学标志
。

此外
,

sP
,

基因特异型突变主要

见于晚期 H C C
,

与 H C C 进展有关
;
而 P

s ,

蛋白异常表达与肿瘤

大小无关
,

则提示 P s ,

基因突变
,

主要是散发型突变可能并非一

定是 H C C 发生发展过程的晚期事件
。

( 5 )应用 S o u t h e r n
印迹杂交

一

R F L P 分析
,

发现 一2 例 H C C

中有 2 例 P
, ,

基因位点 P Y N Z 2 2 杂合性缺失 ( L O H ) ( 1 6
.

7% )
。

这 2 例均属低分化晚期肝癌
,

H B V D N A 阳性
,

但应 用免疫组

化
、
P e R 和 P C R

一

S SC P 皆未发现 P S ,

基 因突变
。

结果表明 p
s ,

等

位基因缺失可能与肝癌 进展有关
,

作为 sP
,

基因结构改变的重

要 内容之一
,

有时可以独立于基因突变单独发挥作用
。

( 6) 本文建立 r 一种新的免疫组化方法—
A R F 免疫组

化染色
。

该方法适用于石蜡切片 P
S ,

蛋白检测
,

能明显提高染色

强度和检测 敏感性
。

在本组 H C C 的研究中
,

其与 sP
,

基因突变

符合率为 88
.

9% ( 8/ 9 )
,

进一步表明 A R F 免疫组化检测 P
S ’

蛋

白表达
,

能 比较客观地 反映 P
S ’

基因的突变
。

此外
,

本文还建立

了银染 P C R
一
S S C P 方法

,

该方法快速简单
、

灵敏可靠
,

尤其适用

于大样本基因突变的检测
。
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内毒素血症时肺脏中性粒细胞滞留机制的研究

T h e m e e h a n i s m s o f P M N b e i n g s e q u e s t r a t e d b y t h e l u n g u n d e r e n d o t o x -

e n l l a
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人们早就注意到 内毒素性损伤脏器特别是肺脏内总是有

大量中性粒细胞 (P M N )的扣 压
。

它在内毒素所引起组织损伤

过 程中具重要作用
。

但至今对这种现象的发生机制仍缺乏全面

深入的研究和解释
。

本课题通过 内毒素血症动物模型
,

从病理

形态
、

细胞特性
、

分子基础三个层次
,

利用了一些 目前最先进的

技术手段 (如细 胞微管 吸吮技术
、

非放射标记
。 R N A 探针原位

杂交技术等 )和分子生物学的最新进展
,

选择了最重要 且与扣

压过程关系密切的指标
,

对 内毒素血症条件下上述三个层次多

项指标的改变规律作了详实 的研究
,

旨在 能较好地解释这一现

象发生的机制
。

实验结果表明
:

(1 ) 内毒素血症时肺脏组织损伤并大量扣

压 P M N
,
P M N 计数的结果也显示这种扣 压发生早

、

持续时间

长
。

同时
,

P M N 核标记显象也显示 内毒素血症时肺脏对 P M N

的扣压 能力大为增强
,

且在扣压 的牢 固程度上较长 时程 (6 h)

比短时程 ( 30 m in )来得更高
。

( 2) 内毒素血症时
,

P M N 一 内皮细胞 (E C ) 的细胞特性发生

了明显 的改变
,

表现为两者胞浆游离 C
a “
增加

、

膜表面水化程

度降低
、

膜表面 负电荷减少
、

细胞粘附性增大
,

此外 P M N 的变

性能力降低
,

E C 胞体肿胀
。

上述改变的发生规律大致可分为三

种类型
:

第一类为发生快
、

达高峰 (常在 l h 内 )后逐渐恢复
.

此

类包括了 P M N 一 E C 胞浆游离 C a ++
的增加

、

膜表面水化程度的

降低
、

膜表面 电荷的减少 以及 P M N 变形能力的降低
。

第二类为

发生快并持续增长 或达高峰后 基本稳定型
,

前者指 E C 粘 附性

的增加
.

细胞在接受条件刺激后这种粘附性的迅速 增加可描述

为快相反应
,

后期持续增长则可描述为慢相反应
;
后者指 P M N

粘附性的增加
。

第三类为发生慢
,

逐渐加强型
,

此类改变是指

E C 的胞体肿胀程度
。

根据以上改变的特点
,

我们可以把内毒素

血症 P M N 一 E C 细胞特性的改变 简单描述成 P M N 变得硬而

易接触
、

粘而高活性
,

E C 变得肿
、

粘而 易接触
。
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了抗七
、

抗范 E
、

抗
一

E
。

间隔 7年后原抗体逐渐消失 (直接抗球蛋

白试验阴性 )
。

直到 29 9 2年 3月 1 5日输入 30 0l m含有 石
、

E抗

原的 O型血后
,

通过回忆免 疫反 应
,

很快产生高效价的 R h 抗

体 lj[
。

因无法迫踪
,

故不 能肯定
。

二为抗体的产生 系 1 9 9 2 年 3

月 1 5 日所输血液造成
。

但在输血后 5d 检查 R h 抗体即具有很

高的效价较为罕见
。

因此以前者可能性较大
。

( 2 ) R h 系统血型抗体为 I g G 和 I g M
。

l g M 性质的抗体常出

现于免疫初期
。

本例抗体是在盐水介质中配血时发现
,

并伴有

较高浓度的 Ig G 性质抗体
。

随着时间的延长
,

抗体效价达 到一

定高度后
,

Ig M 性质的抗体效价很快下降
,

随之消失
。

而 I g G 性

质的抗体效价虽有 下降趋 势
.

但仍能在体内维持较长的时

间 [ , ·

2」(见附图 )
。

( 3) 从本例输血后 产生 R h 抗体的情况
,

进一步提醒我 们
,

在交叉配血过程中
,

以盐水介质测 定完全抗体是 不够的
,

应同

时进行不完全抗体的测定
,

以确保接受输血者的安全
。
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( 3 )对于 目前认为与 P M N 一 E C 粘附相关性最大的三种粘

附分子 C D 1 8
、

内皮 细胞白细胞粘附分子 一 1 ( E L A M 一 1) 和细

胞间粘附因子 一 1 ( IC A M 一 l) 的研究发现
:

内毒素血症时
,

依相

继 出现表达的 时间顺序
,

依次表现 为首先 P M N 表达 C D
I : ,

其

发生迅速
.

20 m in 内达高峰
,

以后维持子高表达
。

然后 E C 表达

E L A M 一 l
,

其出现相对较慢
,

l h 有弱 表达
,

3 一 6 h 达高峰
,

24

h 内逐渐消散
。

最后 的改变是 E C 表达 CI A M 一 1 的增加
,

这种

改变表现在大微弱基础表达上的增加
,

通常于 12 一 24 卜内达

增加的高峰
,

以后仍维持子高表达状态
,

消散较慢
。

上述结果显

示 了内毒素血症时 P M N 一 E C 粘 附力增加的分子基础
,

对于

P M N
,

其快相增 加和慢相增加均 主要源 于 C D
, 。

的迅速表达并

维持
,

本实验所设置的阻断试验也证实了这一点
。

对于 E C
,

其

快相增加的分子基础本实验由于条件限制未能探究 ( 目前国外

学者认为是 w
e ibe l一 p a lad

e
小体中的 G M P 一 140 迅速移位至

膜表面所致 )
,

慢相增加的分子基础则为 E L A M 一 l 和 CI A M

一 l 的相继 出现 及参与
。

( 4 )对炎性细胞因子网络 中的主要成员单核因子 ( T N F
、

IL

一 1 ) 和 P A F 以及 P M N 一 E C 自身表达性粘附固子的功能所作

的体外定量分析发现
:
L P S

、

T N F 和 I L 一 l 影响扣 压过程主要

表现在可 以诱导 E C 粘附分子 E L A M 一 1 和 CI A M 一 1 的表达

和 P M N 粘附分子 C l ) 1。
( I L 一 l 无此作用 ) 的表达

,

此 外它 们对

P M N
、

E C 的其它 细 胞特性 的改变也具有一 定的刺激 作用
。

P A F 的作用主要表现 在可 以迅速 而强 烈地改变 P M N 一 E C 的

细胞特性
.

并导致 C D
I ,

的表达
,

因此 P M N 一 E C 快相粘附性增

强主要与 P A F 的刺激作用有关
。

此外
,
P A F 对细胞国子网络中

诸成员之间相互调节的过程有加强作用
。

关于 P M N 一 E C 自身

表达的粘附因子
,

本实验显示 C D
, :

的表达导致 P M N 粘附性的

迅速增 加
,

E L A M 一 1 和 CI A M 一 1 的表达则先后参与并维持

了 E C 粘附性的慢相增加
。

总之
.

内毒素血症时肺脏扣 压大量 P M N
,

对 P M N 的扣压

能力大为增 强
,

其机制主要 涉 及 P M N 一 E C 细 胞特性的改变
。

变表能力降低
、

粘附性增强
、

相容性 良好的 P M N 难以通过由粘

附性显著增强
、

相容性明显改善的 E C 构成的且又因 E C 的肿

胀而变得狭窄的肺毛细血管床
。

而 P M N 一 E C 膜表达表达的粘

附分子 C D
I 。 、

E L A M 一 l
、

IC A M 一 l 则为两种细胞间粘附性增

加的分子基础
。
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