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摘   要	 目的：观察结肠癌细胞与结肠癌组织中组蛋白乙酰化修饰的相关位点的变化。

方 法： 用 Western blot 检 测 正 常 结 肠 细 胞 株 NCM460 及 结 肠 癌 细 胞 株 SW480 的 组 蛋 白 acH3K9、

acH3K14、acH3K18、acH3K27 修饰的情况，以及结肠癌患者手术后切除的肠段肿瘤部位（结肠癌组织）

和非肿瘤部位（正常结肠上皮组织）组蛋白 acH3K9、acH3K14、acH3K18、acH3K27 修饰。

结果：与 NCM460 比较，SW480 细胞的 acH3K9、acH3K14、acH3K18、acH3K27 修饰水平均明显下调（均

P<0.05）；与正常结肠上皮组织比较，结肠癌组织中 acH3K9、acH3K14、acH3K18、acH3K27 修饰水

平均明显下调（均 P<0.05）。

结论：结肠癌中组蛋白乙酰化修饰水平下调，且可能与结肠的发生发展有关。 
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结 直 肠 癌 是 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 随 着 人

口 老 龄 化 、 遗 传 、 生 活 方 式 （ 如 喝 酒 、 吸 烟 、 饮

食 等 ） 以 及 环 境 的 改 变 ， 结 直 肠 癌 的 高 发 病 率 居

高 不 下 ， 目 前 ， 我 国 结 直 肠 癌 的 发 病 率 位 居 全 部

恶 性 肿 瘤 的 前 三 ， 其 病 死 率 也 高 达 第 4 位 [ 1 ]。 据

2015年一项流行病学数据显示，尽管肿瘤的根治

性切除的改进，增加了患者的5年生存率，我国结

直肠癌病死率高达50%以上 [1-2]。而结直肠癌是一

种 具 有 高 度 特 异 性 的 恶 性 肿 瘤 ， 其 在 临 床 病 理 特

征 、 组 织 形 态 、 免 疫 表 型 、 治 疗 效 果 以 及 生 物 学

行 为 等 方 面 存 在 较 大 差 异 ， 肿 瘤 的 转 移 和 复 发 仍

然是患者重要的死亡原因[3-4]。

组 蛋 白 修 饰 在 疾 病 的 研 究 中 备 受 关 注 ， 其

中 组 蛋 白 甲 基 化 修 饰 及 乙 酰 化 修 饰 在 肿 瘤 方 面 的

研 究 更 为 常 见 。 组 蛋 白 乙 酰 化 修 饰 可 影 响 细 胞 内

染 色 质 的 结 构 ， 从 而 参 与 了 相 应 位 点 的 基 因 转 录

及 调 控 ， 在 肿 瘤 细 胞 生 长 和 分 化 过 程 中 起 重 要 作

用。因此，本实验着重观察结肠癌细胞株SW480

及 结 肠 癌 组 织 中 组 蛋 白 乙 酰 化 修 饰 的 相 应 位 点 的

变 化 情 况 ， 以 期 了 解 组 蛋 白 乙 酰 化 修 饰 在 结 肠 癌

中 的 修 饰 情 况 ， 为 后 续 进 一 步 的 有 关 结 肠 癌 在 组

蛋 白 乙 酰 化 修 饰 方 面 更 深 入 的 研 究 做 好 前 期 实 验

基础。

1　材料与方法

1.1  实验材料

人正常结肠上皮细胞株NCM460及人结肠癌细

胞株SW480均购于上海歌凡生物科技有限公司。

使用NCCN指南中关于结肠癌的诊断标准，通过腹

部增强CT、肠镜及病理活检选取了10例明确诊断

为 无 远 处 转 移 结 肠 癌 的 可 行 手 术 治 疗 的 患 者 ， 取

出 患 者 手 术 切 下 的 肠 段 ， 分 别 选 取 正 常 结 肠 组 织

及结肠肿瘤组织（均通过病理检测证实）。

1.2  主要试剂

胎 牛 血 清 购 自 G i b c o 公 司 ； D M E M 培 养 基

购 自 H y C l o n e 公 司 ； D N a s e Ⅰ 、 彩 虹 M a r k e r 购 自

Solarbio；细胞裂解液、蛋白酶抑制剂、BCA蛋白
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定量试剂盒、Alexa Fluor488标记山羊抗小鼠IgG

（H+L）、DyLight549标记山羊抗兔IgG（H+L）

购自上海碧云天生物技术有限公司；E -Pla te检测

板 购 于 埃 森 生 物 （ 杭 州 ） 有 限 公 司 ， a c H 3 K 9 、

acH3K14、acH3K18、acH3K27抗体均购自Abcam

公司。

1.3  实验方法

1.3.1  体外细胞培养　用含 10% 胎牛血清及含青、

链霉素的 DMEM 培养基置于 5%、37 ℃细胞培养

箱内培养，定期换液传代，取对数生长期细胞用于

实验。

1.3.2  提取细胞核及核蛋白制备　将细胞及组织

利用核浆分离技术提取目的核蛋白。按每 1×106 个

细胞加入裂解液 100 µL 核蛋白酶抑制剂 1 µL 的比

例冰上裂解 30 min，1 200 r/min 低温离心 10 min，

提取细胞的核蛋白，-80 ℃保存。

1.3.3  组织标本处理　将选取的正常结肠组织及结

肠肿瘤组织，用 EP 管分装，存于 -80 ℃冰箱备用。

1.3.4  Western blot 分析组蛋白乙酰化状态　将提

取的细胞及组织的核蛋白，以 100 g/L 或 120 g/L 的

SDS-PAGE 分离，湿法电转移法转膜，室温下摇床

封闭 1 h，加入不同浓度的一抗（组蛋白乙酰化修

饰 位 点 acH3K9、acH3K14、acH3K18、acH3K27

抗 体 1:1 000，H3 抗 体 1:400），4 ℃ 过 夜，TBS

洗涤液洗膜后分别放入用 TBS 按 1:1 000 稀释的辣

根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗以及羊抗鼠二抗，

室温下摇床作用 1 h，TBS 洗涤液洗膜后化学发光

法显色，X 线片曝光，以 H3 为内参照。

1.4  统计学处理

用SPSS 20.0统计软件进行分析。数据均采用

均数±标准差（x±s）表示，多组间比较采用单因

素方差分析（ANOVA），组间两两比较采用最小

显著性差异法（LSD法）。P<0.05为差异有统计学

意义。

2　结　果

2.1  Western blot 法检测正常结肠上皮细胞与结

肠癌细胞组蛋白乙酰化修饰水平

使用Western blot检测NCM460与SW480细胞

的 a c H 3 K 9 、 a c H 3 K 1 4 、 a c H 3 K 1 8 乙 酰 化 修 饰 水

平。结果显示，与NCM460比较，SW480细胞组蛋

白acH3K9、acH3K14、acH3K18、acH3K27修饰

水平明均显下调（均P<0.05）（图1）。

2.2  Western blot 法检测肠癌患者手术标本中乙

酰化修饰水平

使 用 W e s t e r n  b l o t 法 检 测 肠 癌 患 者 手 术 切

除 的 肿 瘤 肠 段 组 织 和 同 一 肠 癌 患 者 手 术 切 除 后

非 肿 瘤 肠 段 组 织 的 组 蛋 白 a c H 3 K 9 、 a c H 3 K 1 4 、

a c H 3 K 1 8 、 a c H 3 K 2 7 乙 酰 化 水 平 进 行 检 测 ， 与

正 常 结 肠 上 皮 组 织 相 比 ， 结 肠 癌 组 织 的 组 蛋 白

acH3K9、acH3K14、acH3K18、acH3K27修饰水

平均明显下调（均P<0.05）（图2）。

图 1　NCM460 与 SW480 细胞的 acH3K9、acH3K14、acH3K18、acH3K27 修饰情况
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3　讨　论

结 直 肠 癌 是 世 界 上 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ，

但 其 发 病 机 制 仍 不 明 确 ， 因 肿 瘤 的 早 期 症 状 不 明

显 ， 大 部 分 肿 瘤 患 者 确 诊 时 已 处 于 中 晚 期 ， 尽 管

以 根 治 性 切 除 为 主 的 治 疗 方 法 已 经 很 大 程 度 上 延

长 了 患 者 的 生 存 期 ， 但 其 晚 期 转 移 和 复 发 仍 然 是

结直肠癌患者死亡的重要原因[5]。

近 年 来 ， 表 观 遗 传 学 的 研 究 逐 渐 被 认 为 与 肿

瘤发生发展的重要的因素之一[6]，表观遗传是指不

通过改变DNA序列就能影响基因表达的、可以遗

传 的 遗 传 修 饰 方 式 ， 而 组 蛋 白 修 饰 包 括 甲 基 化 、

乙酰化、磷酸化、泛素化等 [7-8]，这些修饰的程度

与 状 态 决 定 着 基 因 是 否 表 达 [ 7 ]。 有 研 究 [ 9 ]发 现 ，

组 蛋 白 乙 酰 化 在 疾 病 的 发 生 发 展 中 起 着 重 要 的 意

义，而其中H3K9乙酰化是修饰基因转录调控的重

要机制。组蛋白乙酰化修饰多在H3赖氨酸残基上

的 9 、 1 4 、 1 8 、 2 3 位 点 和 H 4 精 氨 酸 残 基 上 的 5 、

8、12、16位点，而这些位点可激活基因也可沉默

基因[10-11]。组蛋白乙酰化修饰是通过组蛋白乙酰基

转移酶（histone acetyltransferases，HATs）和组

蛋白去乙酰化酶（histone deacetylases，HDACs）

联 合 调 控 ， 取 决 于 H A T 和 H D A C 的 动 态 平 衡 [ 1 2 ]。

组 蛋 白 的 尾 部 有 多 种 化 学 修 饰 作 用 ， 这 些 修 饰 可

以影响基因的表达（例如：H3和H4发生乙酰化后

有利于激活基因转录，而H3K9发生甲基化后可以

抑制基因转录） [ 13]。组蛋白乙酰化转移酶的主要

功能是对核心组蛋白N端25~40个氨基酸范围内的

赖氨酸进行乙酰化修饰，HAT将乙酰辅酶A上的乙

酰基转移到组蛋白N端赖氨酸的ε-氨基上，从而

中和了其正电荷，增加了疏水性，削弱了DNA与

组蛋白的相互作用，有利于转录因子与DNA的结

合，促进转录[14]。

近年的研究 [15]显示，肿瘤的发生不仅与DNA

甲 基 化 有 关 ， 同 样 的 ， 组 蛋 白 乙 酰 化 也 是 参 与 其

中。有研究 [ 16]发现，组蛋白乙酰化缺陷在急性白

血病的发病中起着重要的作用，也有相关报道 [17]

证实正常乳腺组织中乙酰化的组蛋白H3、H4的表

达 均 较 乳 腺 癌 高 。 关 于 组 蛋 白 乙 酰 化 在 肠 癌 中 的

修饰表达，国外已有相关的报道 [ 18]显示：组蛋白

的异常乙酰化与结直肠癌的发病有关。

本 实 验 的 研 究 结 果 发 现 ： 与 N C M 4 6 0 相

比 ， S W 4 8 0 细 胞 组 蛋 白 a c H 3 K 9 、 a c H 3 K 1 4 、

a c H 3 K 1 8 、 a c H 3 K 2 7 修 饰 下 调 ； 与 正 常 结 肠 上

皮 组 织 相 比 ， 结 肠 癌 组 织 的 组 蛋 白 a c H 3 K 9 、

acH3K14、acH3K18、acH3K27修饰下调。有学

者 [ 19]研究证实：在结直肠癌与其他肿瘤中，组蛋

白 乙 酰 化 降 低 ； 然 而 ， 对 特 定 部 位 的 检 查 表 明 ，

乙酰化可以上调或下调。而Fraga等[20]使用Western 

blot分析发现，在结直肠癌细胞系H4K16中出现乙

酰化降低，而在未分化结肠腺癌中观察到H4K12

和 H 3 K 1 8 的 低 乙 酰 化 ， 在 分 化 良 好 的 结 直 肠 肿

瘤中，其乙酰化修饰程度增加 [ 21]。与这些发 现相

反，H3K9的低乙酰化状态与肿瘤组织学类型呈正

相 关 ， 在 分 化 良 好 的 肿 瘤 中 观 察 到 H 3 K 9 A c 乙 酰

化水平降低 [ 22]。在其他实体肿瘤中，即肺腺癌和

鳞状细胞癌，H3K27乙酰化的增加在肿瘤部分比

在相应的基质中更明显 [ 23]。在前期有关肝癌中组

蛋白乙酰化修饰水平也出现了类似的变化 [ 24]。因

此 ， 后 续 的 实 验 研 究 将 更 深 入 的 研 究 组 蛋 白 乙 酰

化 修 饰 在 结 肠 癌 中 体 内 及 体 外 实 验 其 染 色 质 免 疫

共 沉 淀 等 相 关 实 验 ， 以 期 组 蛋 白 乙 酰 化 修 饰 在 结

肠癌中的机制。

图 2　正常人体结肠上皮组织与结肠癌组织的组蛋白 acH3K9、acH3K14、acH3K18、acH3K27 修饰情况 
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经脐腹腔镜结肠切除术治疗先天性巨结肠的临床疗效观察

钱云忠，陈益

（浙江大学医学院附属儿童医院 普通外科， 浙江 杭州 310000）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨经脐腹腔镜结肠切除术治疗先天性巨结肠（HD）的临床效果。

方法：对 2017 年 6 月—12 月收治的 109 例 HD 患儿的临床资料进行回顾性分析，根据手术方法分为

经脐组 51 例（经脐腹腔镜结肠切除术）和常规组 58 例（常规腹腔镜手术治疗），对比两组患者的手

术效果。

结果： 经脐组的手术时间、术中出血量、术后第 1、2 天的 VAS 评分、住院时间均明显低于常规组

[（184.6±41.3）min vs. （229.8±53.2）min、（62.9±18.4）mL vs. （79.3±20.1）mL、（5.8±1.3）分 vs. 

（6.6±1.5）分、(4.3±1.5）分 vs. （5.2±1.4）分、（13.4±3.5）d vs. （15.0±4.2）d，均 P<0.05]；

两组抗生素应用时间无统计学差异 [（3.9±1.3）vs.（4.2±1.5）,P>0.05]；经脐组与常规组的大便次数、

大便性状、排便控制能力、粪污、排便困难、排尿时间均无统计学差异（均 P>0.05）；经脐组患儿的

腹胀发生率明显低于常规组（7.84% vs. 24.14%，P<0.05）。

结论：经脐腹腔镜结肠切除术治疗先天性巨结肠，手术创伤小、恢复快、效果可靠、安全性高。

关键词 Hirschsprung 病 / 外科学；结肠切除术，腹腔镜；儿童，学龄前
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先 天 性 巨 结 肠 （ h i r s c h s p r u n g ' s  D i s e a s e ，

H D ）  是 小 儿 常 见 消 化 道 畸 形 ， 患 儿 消 化 道 远 端

肠 壁 黏 膜 下 、 肌 间 神 经 丛 内 神 经 节 细 胞 缺 如 ， 因

此HD又称无神经节细胞症[1]。HD可导致患儿在出

生 后 胎 便 排 出 延 迟 或 不 排 胎 便 ， 进 而 发 生 急 性 肠

梗 阻 ， 危 及 患 儿 的 生 命 安 全 ， 一 旦 确 诊 后 应 首 选

手 术 治 疗 ， 通 过 切 除 无 神 经 节 细 胞 的 肠 管 ， 并 将

正 常 肠 管 拖 至 肛 门 处 吻 合 ， 以 重 建 消 化 道 的 连 续

性 。 术 中 既 要 避 免 切 除 过 多 肠 管 而 导 致 腹 泻 ， 又

要避免切除不足而导致便秘复发[2]。近年来，腹腔

镜 手 术 技 术 的 不 断 完 善 和 成 熟 ， 在 腹 腔 镜 下 切 除

病 变 肠 管 更 加 精 确 ， 对 盆 腹 腔 的 损 伤 也 更 小 ， 对

小 儿 的 术 后 康 复 有 益 。 微 创 优 势 使 得 腹 腔 镜 手 术

在HD的治疗中已逐步替代传统开腹手术，大大降

低了手术对患儿造成的额外创伤[3]。随着腹腔镜手

术 技 术 的 发 展 ， 其 术 式 也 发 生 着 变 化 ， 越 来 越 满

足 微 创 的 要 求 。 本 研 究 探 讨 经 脐 腹 腔 镜 结 肠 切 除

术治疗HD患儿的临床效果，现报告如下。
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