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急性胆囊炎患者腹腔镜手术前后 ＨＳＰ７０表达
差异的研究

朱世斌１，张鸽文２
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　　摘要：目的　比较急性胆囊炎患者腹腔镜手术前后血液中热休克蛋白 ７０（ＨＳＰ７０）的表达差异，
从分子和蛋白质水平探讨 ＨＳＰ７０与急性胆囊炎的关系。方法　以急性胆囊炎行腹腔镜手术的住院患

者 ８５例为研究对象，应用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测手术前后的静脉血中 ＨＳＰ７０的量；随机抽取其

中 ４例，提取其血液中的总 ＲＮＡ和蛋白质，分别用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检验 ＨＳＰ７０在 ｍＲＮＡ和蛋

白质水平的表达，并用 Ｂｉｏｒａｄ公司的 ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件进行图像数据分析。结果　ＥＬＩＳＡ结果显示，急

性胆囊炎患者腹腔镜手术前 ＨＳＰ７０为 １８１．４２±１３．５８，手术后为 ６３．７４±９．０３，差异有显著性

（Ｐ＜０．０５）。ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示，患者腹腔镜手术后 ＨＳＰ７０水平较手术前显著降低。

结论　ＨＳＰ７０与急性胆囊炎关系密切，可能系因急性炎症刺激机体的 ＨＳＰ７０表达增高，而腹腔镜手术

清除炎症病灶后 ＨＳＰ７０的表达迅速降低。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（１２）：１１５９－１１６１］
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　　急性胆囊炎（ａｃｕｔｅｃｈｏｌｅｃｙｓｔｉｔｉｓ，ＡＣ）为外科常
见的急症，如不及时处理，可能出现胆囊穿孔、胆

汁性腹膜炎、胆囊周围脓肿、内瘘等并发症。目

前，对于本病致病机制的研究多限于病原体感

染［１－２］、器质性胆囊管阻塞［３－４］以及化学刺激等，

而从基因、蛋白质分子水平探讨其机制的研究较

少。本研究以热休克蛋白 ７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，
ＨＳＰ７０）为指标，研究急性胆囊炎患者腹腔镜手术
前后血液中 ＨＳＰ７０的表达差异，以期了解本病的
发生与 ＨＳＰ７０的关系。

１　资料和方法

１．１　一般资料
研究对象为云南省会泽县第二人民医院于

２００６年 １月—１２月收治的 ８５例行腹腔镜手术治
疗的急 性 胆 囊 炎 患 者，其 中 男 性 ２９例，女 性
５６例；平均年龄（５１．７±４．１）岁。
１．２　主要试剂

ＨＳＰ７０逆转录试剂盒购自 Ｔａｋａｒａ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）公
司；蛋白质抽提试剂盒 ＰＲＯＰＲＥＰ购自赛百盛公
司；ＴＲＩｚｏｌ液 购 自 三 泰 生 物 有 限 公 司；鼠 抗 人
ＨＳＰ７０ｍＡｂ（酶联免疫吸附试验和免疫印迹可共
用）购自晶美公司；引物由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成；各种 ＤＮＡ和蛋白质标志物
均购自 Ｔａｋａｒａ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　ＲＮＡ和蛋白质抽提及 ＨＳＰ７０的 ＥＬＩＳＡ检
测　组织细胞总 ＲＮＡ抽提参照《分子克隆实验指
南》［５］，逆转录 －聚合酶链反应 ＲＴＰＣＲ按说明书
进行；蛋白质抽提和纯化按说明书进行，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ参照文献［６］进行；ＥＬＩＳＡ按说明书进行。先
绘制标准曲线，再计算手术前后每一研究对象的

ＨＳＰ７０。
１．３．２　引物设计　本实验所用引物设计（附表）。

附表　本实验中所用的引物序列

基因 正向引物 反向引物 碱基对（ｂｐ） 基因登陆号

ＨＳＰ７０ ５′ａｃｔａｔｔｇｃｔｇｇｔｃｔｃａａｔｇｔ３′５′ｔｇｔｇａｇｔｔｃａａａｃｔｔｇｃｃａａ３′ ９００ ＡＦ３５２８３２

βａｃｔｉｎ ５′ｃｔａｔｃｃｃｔｇｔａｃｇｃｃｔｃｔｇｇ３′５′ｃａｃａｇｇａｃｔｃｃａｔｇｃｃｃａｇｇ３′ ４００ ＮＭ＿００１１０１

２　结　果

２．１　ＨＳＰ７０的 ＥＬＩＳＡ检测结果
８５例急性胆囊炎患者腹腔镜手术前的 ＨＳＰ７０

为 １８１．４２±１３．５８，腹腔镜手术后的 ＨＳＰ７０为
６３．７４±９．０３。经统计学检验，两者差异具有显著
性（Ｐ＜０．０５）（图 １）。
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　　图 １　急性胆囊炎患者腹腔镜手术前后 ＨＳＰ７０的
ＥＬＩＳＡ检测结果

２．２　ＲＴＰＣＲ检测结果
４例急性胆囊炎患者血 ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ水平手

术后显著低于手术前（Ｐ＜０．０５）（图 ２）。
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　　图 ２　４例急性胆囊炎患者腹腔镜手术前后血液
ＨＳＰ７０的 ＲＴＰＣＲ检测结果　　１：Ｄｅｌ２０００Ｍａｒｋｅｒ；　
２～５：手术前；６～９：手术后

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果

４例急性胆囊炎患者腹腔镜手术后血液中

ＨＳＰ７０蛋白水平显著低于手术前结果（Ｐ＜０．０５）

（图 ３）。
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　　图 ３　４例急性胆囊炎患者腹腔镜手术前后血液
ＨＳＰ７０的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果　　１～４：手术前；
５～８：手术后

３　讨　论

应激状态下，会引起机体的一系列变化，包括

一些激素和基因表达的改变［７］。ＨＳＰ是一组高度
保守、与应激相关的蛋白，在细胞正常发育和多种

应激状态下对维持细胞的稳定性具有重要作

用［８－９］，ＨＳＰ７０作为“分子伴侣”参与蛋白的折叠、
转运、转位和生物合成等生理过程［１０］，应急情况

下，ＨＳＰ７０对 损 伤 细 胞 具 有 修 复 作 用［１１］。 研

究［１２－１３］表明，ＨＳＰ７０是最重要的应激蛋白，许多
因素如热应激、化学物质（氧自由基、乙醇等）、缺

血缺氧、感染及严重创伤等均可导致 ＨＳＰ７０在应
激细胞中的高表达。动物实验［１４－１５］也证明，在应

激状态下动物的 ＨＳＰ７０的转录产物高于正常组。
程应东等［１６］还发现，将大鼠做成脓毒症模型，结

果导致大鼠体内细胞因子应激性升高，然而，脓毒

症模型的大鼠转染 ＨＳＰ７０基因后，细胞因子水平
与对照组没有显著性差异，说明 ＨＳＰ７０可以控制
炎症的发展。关于 ＨＳＰ７０与人类疾病的关系，王
鹤等［１７］研究发现，ＨＳＰ７０水平与应激性胃溃疡出
血成正比关系，即胃出血越严重，ＨＳＰ７０表达水平
越高，随着溃疡的好转，ＨＳＰ７０的表达也降低，说
明 ＨＳＰ７０表达在促进应激性溃疡恢复方面具有
非常重要的作用。然而，目前还没有 ＨＳＰ７０与 ＡＣ
相互关系的研究报道，本研究结果提示 ＨＳＰ７０与
ＡＣ密切相关，可能由于急性感染后 ＨＳＰ７０应激
性升高所致，至于 ＨＳＰ７０是否与 ＡＣ的发生有关，
还有待进一步的动物实验以及分子流行病学研究

证实。

腹腔镜行胆囊切除术已在全世界范围内广泛

应用，尽管其并发症比传统手术略高，但手术创伤

小，患者痛苦少，恢复快，比较安全，合并抗生素

治疗可以快速消除炎症病灶。本研究结果显示，

急性胆囊炎患者发病时的 ＨＳＰ７０表达无论是在
ｍＲＮＡ还是蛋白质水平都非常高，但在腹腔镜胆
囊切除后，ＨＳＰ７０表达水平迅速降低，说明炎症的

消除可以迅速降低 ＨＳＰ７０的表达，提示 ＨＳＰ７０的
检测可以反映机体炎症的程度。
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