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【摘要】目的：研究肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（!"#$%）受体在胰腺癌中的表达及意义。方法：应
用半定量 "!,-."，检测 !"#$%" /"0#在胰腺癌组织，正常胰腺组织及胰腺癌细胞系 #1-.,’、.23423,(
中的表达。结果：死亡受体 5"6、5"* 在所有胰腺癌组织、正常胰腺组织及胰腺癌细胞系中均有表达，
诱骗受体 57"’、57"( 在所有正常胰腺组织及细胞系中均有表达。死亡受体 5"6、5"* 在胰腺癌组织中
有较高的表达，而在正常胰腺组织中呈中低水平表达（! 8 +9 +’）。胰腺癌细胞系中死亡受体 5"6、5"*
呈高水平表达，而诱骗受体 57"’、57"( 仅呈中低水平表达。结论：!"#$%受体在胰腺癌普遍表达，并存
在受体类型的表达差异；死亡受体在胰腺癌中高表达，可能在 !"#$% 诱导胰腺癌细胞凋亡的机制中发
挥重要的作用。
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& & 肿瘤坏死因子相关诱导凋亡配体（!"#$%）是新近发现
的肿瘤坏死因子家族成员，体内外实验表明，!"#$% 可选择

性的诱导某些肿瘤细胞凋亡，而对大多数正常细胞无明显的
杀伤作用［’,6］。本研究采用逆转录,聚合酶链反应（"!,-."）
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检测 !"#$%受体在胰腺癌组织、正常胰腺组织及两株胰腺
癌细胞系中的表达分布情况，为探讨 !"#$% 诱导胰腺癌凋
亡的作用机制提供依据。
&’ 材料和方法
&( &’ 材料’ 胰腺癌组织 )* 例，为 +**+ , +**- 年山东大学
齐鲁医院普外科及山东省立医院普外科手术标本，&. 例正
常胰腺组织来源于同期切除良性胰腺肿瘤的边缘正常组织，
所有标本均在手术切除后迅速冻存于液氮中，然后 / .*0低
温保存。全部病例术前均未经放化疗，术后经病理检查证
实。人胰腺癌细胞株 #1234& 来自中国科学院上海细胞研究
所，3567564+ 细胞株来自北京协和医院病理教研室。细胞在
)80、9:3;+ 饱和湿度条件下，培养于含 &*:灭活的小牛血
清（杭州四季青公司）、&**< = >? 青霉素和链霉素的 "24
@$&A-* 培养液（BCDEF公司）中。@@%G逆转录酶为 2HF>IJ5
公司产品。!5K LM# 聚合酶购自上海博亚生物公司。#?4
7N5?>5JIH++**凝胶电泳扫描仪为美国 #?7N5 $66FOIEN 公司
产品。
&( +’ 方法
&( +( &’ 引物的设计和合成 ’ 根据文献［9、A］，设计了 L"-、
L"9、LE"&、LE"+ 及内参照 !45EOC6 的引物，序列如表 & 所
示，扩增片断分别为 9+9D7、9A8D7、99*D7、-A-D7、和 +P.D7。
上述引物均由上海博亚生物公司合成。

’ 表 &’ 9 种引物序列

引物名称 ’ 序列

L"- 上游引物 9’43!!3##B!!!B!3B!3B!3B4)’
’ 下游引物 9’4B#B33B#!B3##3##3#B#34)’
L"9 上游引物 9’4B3BB!33!B3!B!!BB!3!34)’
’ 下游引物 9’4B3!!3!B!33#3#3B3!3#B4)’

LE"& 上游引物 9’4#3#!#3!BB#B33!B!##334)’
’ 下游引物 9’4BB!B3#!B#B#BB!##!B#B4)’

LE"+ 上游引物 9’43!!!!33BB3BB3B!!3#!B!33!!34)’
’ 下游引物 9’4B!!!3!!33#BB3!B3!!333!!!B!#B4)’

!45EOC6 上游引物 9’43B3BB3!#3#B3!!3#33#3B4)’
’ 下游引物 9’4B3B!#3#BB!3!!!B3BB#!B4)’

&( +( +’ "!423"
&( +( +( &’ "M#的提取’ 肿瘤细胞培养至对数生长期时，消
化、离心收集，取约 9 Q &*A 个细胞，加预冷变性液 9**"?，充
分摇动，使细胞裂解完全。取 &**>J 组织置组织匀浆器中，
加预冷变性液 9**"?，在冰浴中充分匀浆，加乙酸纳 9*"?，颠
倒混匀。加水饱和酚 9**"?，氯仿 =异戊醇（-PR &）&**"?，剧
烈振荡混匀，置冰上 &*>C6。-0离心，&-***H = >C6 Q &*>C6。
小心吸取上层含有 "M#的水相，并转移至一新的离心管中。
加入等体积的异丙醇，置 / +*0至少 )*>C6，沉淀 "M#。-0
离心，&-***H = >C6 Q &*>C6，弃上清。加入 89:乙醇 8**"?，洗
涤 "M#沉淀 + 次。-0离心，&-***H = >C6 Q &*>C6，弃上清，将
沉淀晾干。加入适量 LS23水 +* , )*"?溶解 "M#。
&( +( +( + ’ 逆转录反应 ’ 取总 "M#9"?，;?CJ（ T!）&"?，
TU+;9"?，8*0 9>C6 后，冰上放置 +>C6，再加入 9 Q DVWWIH
-"?，TM!2 +"?，"65XI C6NCDCOFH *( 9"?，TU+; &( 9"?，)809>C6。
加 @@%G&"?，-+0&N，8*0&*>C6，-0取出，/ +*0保存。
&( +( +( )’ 23" 反应 ’ +*"?23" 反应体系中，分别含有 EL4
M#+"?，上下游引物（&+( 9">F? = %）*( ."?，&* Q 23" YVWW4
IH+"?，@J3%+&( +"?，TM!2*( -"?，!5K酶 *( &"?。L"-、LE"& 及
!45EOC6的反应条件为：P-0预变性 9>C6，P-0变性 )*X，9A0
退火 -9X，8+0延伸 -9X，循环 )* 次，末次 8+0延长 8>C6。
L"9、LE"+ 的反应条件为：P-0预变性 9>C6，P-0变性 )*X，
A&0退火 -9X，8+0 延伸 -9X，循环 )* 次，末次 8+0 延长
8>C6。
&( +( )’ "!423" 产物的琼脂糖凝胶电泳分析 ’ 取 "!423"

产物 &*"?，加入 &( 9:琼脂糖凝胶中（含少量溴化乙锭），
89G电泳 -*>C6；电泳结果用凝胶成像分析系统照相并测出
!"#$%受体与 !45EOC6的吸光度值，以 !"#$% 受体与 !45EOC6
吸光度值的比值，表示 !"#$%受体的相对表达强度。
&( )’ 统计学分析’ 采用 1211&*( * 对相关数据进行分析，以
! *( *9 为差异有统计学意义。
+’ 结’ 果
’ ’ 死亡受体 L"-、L"9 在所有胰腺癌组织、正常胰腺组织
及胰腺癌细胞系中均有表达，诱骗受体 LE"&、LE"+ 在所有
正常胰腺组织及胰腺癌细胞系中均有表达，而在胰腺癌组织
仅有 &. 例表达诱骗受体 LE"&，+* 例表达诱骗受体 LE"+。
!"#$%受体 L"-、L"9、LE"&、LE"+ 及内参照 !45EOC6 的 "!4
23"产物，琼脂糖凝胶电泳结果见图 &。半定量分析表明，
死亡受体 L"-、L"9 在胰腺癌组织中有较高的表达，而在正
常胰腺组织中呈中低水平表达。胰腺癌组织中的 L" 表达
量显著强于正常胰腺组织（! *( *&）。胰腺癌细胞系中死
亡受体 L"-、L"9 呈高水平表达，而诱骗受体 LE"&、LE"+ 仅
呈中低水平表达。见表 +。

图 &’ L"-、L"9、LE"&、LE"+ 和 !45EOC6在胰腺癌组织、正常
胰腺组织和胰腺癌细胞中的表达

@：&**D7 @5HZIH’ &、+、)：正常胰腺组织’ -：#1234&
9：3567564+’ A、8、.：胰腺癌组织

’ 表 +’ 胰腺癌、正常胰腺与胰腺癌细胞株 !"#$%受体表达
水平的比较

组别 L"- L"9 LE"& LE"+

胰腺癌组织 *( A9& [ *( *+& *( ..& [ *( **P *( --. [ *( *+& *( 9+* [ *( -+
正常胰腺组织 *( )A- [ *( *+& *( -)& [ *( *+* *( 9&. [ *( *-* *( -A. [ *( *9&
胰腺癌细胞株

’ #1234&’ *( A&A [ *( *+& *( 8P+ [ *( *)& *( +PP [ *( *&A *( -)& [ *( *+A
’ 3567564+’ *( A)- [ *( *)+ *( 8-+ [ *( *-) *( )8A [ *( *&9 *( ).) [ *( *8A

)’ 讨’ 论
!"#$%又称 #7F4+%，是由\C?I]［&］于 &PP9 年发现并克隆

成功的，它是继 !M^ 和 ^5X? 之后发现的第 ) 个 !M^ 超家族
中的凋亡分子。!"#$%表达于人体多种正常组织，可以诱导
转化细胞、肿瘤细胞和病毒感染细胞发生凋亡，而对正常细
胞无明显的杀伤作用。!"#$% 通过与靶细胞膜相应的受体
结合而发挥生理作用，目前发现 !"#$% 有 9 个受体［8 , P］：死

!!"#
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亡受体 !"#、!"$，诱骗受体 !%"&、!%"’ 及可溶性受体
()*。!"# 和 !"$ 具有与 +,-受体超家族其它成员类似的
胞浆死亡区，与 +"./0 特异性结合后可通过死亡结构域激
发和传导凋亡信号，激活 1234235 蛋白酶解级联反应，导致
细胞死亡。!%"& 和 !%"’ 的胞外区均有 ’ 个与 !"#、!"$
高度同源的富含半胱氨酸的重复序列，但是 !%"& 无胞内
区，!%"’ 的胞内死亡区不完整，呈无功能的截断状态。因此
!%"& 和 !%"’ 与 +"./0结合后都不能传导凋亡信号，其可
溶性形式能与 !"# 和 !"$ 竞争与 +"./0的结合，抑制配体
介导的细胞凋亡。()*在体内有抑制破骨和增加骨密度的
功能，并与 +"./0有交叉性调节作用，但是不能诱导细胞凋
亡。+"./0受体的发现揭示了一种新的细胞凋亡调控机制，
即通过假受体竞争性抑制配体，从而诱导细胞凋亡。

+"./0分子与其膜表面受体结合，是 +"./0 发挥其诱
导凋亡功能的关键一步。研究 +"./0 受体在胰腺癌中的表
达，对进一步研究 +"./0 诱导胰腺癌细胞凋亡的机制具有
重要的意义。研究发现，死亡受体 !"# 和 !"$ 在许多肿瘤
细胞和正常细胞都有不同程度的表达，而诱骗受体 !%"& 和
!%"’ 多在正常细胞中高表达，肿瘤细胞常缺乏表达。我们
的研究发现，胰腺癌组织普遍存在 +"./0 受体的表达，并存
在受体类型的表达差异，肿瘤组织中的 !"表达量显著强于
正常胰腺组织（! 67 6&）。胰腺癌组织中死亡受体 !"#、
!"$ 高表达，可能在 +"./0 诱导胰腺癌细胞凋亡的机制中
发挥重要的作用。但 +"./0诱导肿瘤细胞凋亡的敏感性是
否与死亡受体的表达水平相一致，尚待进一步研究证实。另
外，诱骗受体 !%"&、!%"’ 在胰腺癌组织、正常胰腺组织及胰
腺癌细胞系中均有不同程度的表达，说明 +"./0 受体分布
的差异性，并非 +"./0通路选择性杀伤作用的唯一因素，除
受体调控模式外，还应当有其它的因素参与。
目前发现许多抗肿瘤治疗与诱导肿瘤细胞凋亡有关，但

诸多诱导凋亡物质可引起非选择性杀伤作用或其他副作用
而难以进入临床作用，如 +,- 启动严重的炎症反应，-23 引
起严重的肝损伤。研究表明，+"./0在体内外均具有选择性

诱导肿瘤细胞凋亡的作用，而未发现明显的副作用，且其作
用为 )$8 依赖性，因此 +"./0 在肿瘤的治疗中具有良好的
应用前景，可能为胰腺癌提供一种新的治疗途径。
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静脉注射自控镇痛与硬膜外自控镇痛在腹部术后的应用观察

孙绪杰& 9 王少燕’ 9 乔筱玲& 9 吴小鹏&

山东大学齐鲁医院9 & 普外科9 ’ 感染科9（山东9 济南9 ’$66&’）

&9 资料和方法
P6 例腹部手术，男 #’ 例，女 &R 例，年龄 8’ [ P6 岁。胃
癌根治术 8R 例，结肠癌手术 ’’ 例。分成静脉注射芬太尼
自控镇痛组（)1/.）和硬 膜外芬太尼自控镇痛组（)1U.）
各 86 例，均采用静脉复合麻醉（芬太尼 \ 司可林 \ 安氟
醚）。)1U.组在麻醉前先行硬膜外穿刺（结肠癌手术行
+&6 [ && 穿刺置管，胃癌手术行 +R [ O 穿刺置管）。
术后镇痛方法：手术结束后 )1U. 组经硬膜外导管注

入芬太尼 67 &BS（用 67 O] 生理盐水稀释到 $B<），后接
)1U.装置；)1/. 组在静脉穿刺套管针联结 )1/. 装置。
)1U.组：6^ 66#]芬太尼 \ 6^ &$]布匹卡因 \ $BS 氟哌啶
\生理盐水共 &66B<；)1/. 组 6^ 66#]芬太尼 \ $BS 氟哌
啶 \生理盐水共 &66B<。背景速率 ’B< _ ?。分别于手术后
R、&P、’#、#R?采用视觉拟评分法（‘.>）对各时段疼痛程度
进行评分，对恶心、呕吐情况进行评分，记录肠蠕动恢复时
间，术后 #R?拔除尿管，记录尿潴留发生的例数。记录各时
间段平均动脉压和呼吸频率。术后 #R?对两种镇痛方法满
意率按差、一般、良好、优秀进行评级。
’9 结9 果
两组病人一般情况、手术时间及全麻药用量无统计学

差异；两组病人在术后 ‘.> 评分均较低（! a 67 6$），说明

两种镇痛方法均有效。两组恶心、呕吐发生率差异无统计
学意义（ ! a 67 6$）。肠蠕动恢复时间 )1U. 组平均为
P6^ O?，)1/.组为 $R7 R?（! b 67 6$）；)1U.组尿潴留发生率
（P 例，’6]）高于 )1/.组（6 例）（! b 67 6$）。两组患者术
后各时段呼吸频率及平均动脉压均在正常范围内且无统
计学差异（! a 67 6$）。术后镇痛优良满意率 )1/. 组
（O8^ 8]）高于 )1U.组（R8^ 8]）（! b 67 6$）。
89 讨9 论
采用 )1U.和 )1/.在腹部手术都有良好的镇痛效果。

本资料两组患者恶心、呕吐均有发生，但发生率较低，这可
能与我们应用氟哌啶有关。而 )1U. 组较 )1/. 组尿潴留
发生率高和肠蠕动恢复时间慢，这可能与采用 )U1. 镇痛
法，镇痛药物含有局麻药有关。)1/.组与 )1U.组术后平
均动脉压及呼吸频率均在正常范围，说明两种镇痛方式较
安全。

)1U.与 )1/.行腹部手术后止痛均有良好的镇痛效
果，但 )1/.组较 )1U.组相比肠蠕动恢复时间快，尿潴留
发生率低，病人整体满意率高。因此，腹部手术后镇痛应提
倡使用 )1/.镇痛法。

（收稿日期9 ’66$J6&J’P）
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