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内源性内皮素转化酶在自体移植静脉术后的

动态变化

刘喜财１，宋清斌２，张灿刚１

（１．辽宁省本溪市中心医院 普通外科，辽宁 本溪 １１７０００；２．中国医科大学附属第一临床医学院 血管外
科，辽宁 沈阳 １１００５３）

　　摘要：目的　探讨 ＥＴ１及内源性 ＥＣＥ对自体静脉移植术后内膜增生的作用。方法　通过建立自
体静脉移植模型，采用 ＲＴＰＣＲ和免疫组织化学方法，从 ｍＲＮＡ水平和蛋白质水平分析 ＥＣＥ和 ＥＴ１在
移植静脉的表达及影响。结果　移植术后 ６ｈ，吻合口处中膜即出现 ＰＣＮＡ阳性平滑肌细胞，并随着时
间推移逐渐增高，在 １～２周左右达到高峰。２周后，中膜 ＰＣＮＡ阳性 ＳＭＣ开始逐渐减少，于术后 ８周
趋于平稳。随着移植术后时间的推移，ＥＴ１的表达与 ＥＣＥ的表达逐渐增高，手术后１～２周达到高峰，
２周后表达逐渐下降，于 ８周左右趋于平衡，ＥＴ１与 ＥＣＥ密切相关（ｒ＝０．９７５）。结论　静脉内膜增
生病理过程的发生时间和变化规律与 ＥＴ１和 ＥＣＥ表达的动态变化过程吻合，提示 ＥＣＥ参与移植静脉
内膜的增殖过程。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（６）：５７０－５７３］
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第６期 刘喜财，等：内源性内皮素转化酶在自体移植静脉术后的动态变化

　　ＥＣＥ是一类以锌为辅基的肽酶，广泛存在于
内皮细胞和一些分泌细胞内，主要沿细胞膜成簇

排列［１－６］，大量实验表明 ＥＣＥ与 ＥＴ１的生物学活
性密切相关，笔者通过建立自体静脉移植模型，观

察内源性内皮素转化酶（ＥＣＥ）在自体移植静脉术
后的动态变化，探讨移植静脉术后再狭窄的可能

机制。

１　材料和方法

１．１　动物及材料
Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ８０只，雌雄不拘，体重（２３０±５０）

ｇ，由中国医科大学实验动物中心提供。总 ＲＮＡ
提取试剂 ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ为 ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司产品；
ｃＤＮＡ双链合成试剂盒 （ＵｎｉｖｅｒｓａｌＲｉｂｏＣｌｏｎｅＣｄｎａ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍ）为 Ｐｒｏｍｅｇａ公 司 产 品；ＤＮａｓｅＩ
（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）为 Ｔａｋａｒａ公司产品；多聚酶链反应
（ＰＣＲ）扩增试剂为 Ｇｅｎｅ公司产品；ＧＡＰＯＨ内对照
引物购自上海生工生物工程公司。ＧＡＰＤＨ内对
照引物根据 Ｆｏｒｔ等［１］报告的大鼠组织的 ＧＡＰＤＨ
ｍＲＮＡ序列设计合成。引物序列：上游引物为 ５′
ＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＧＧ３′；下游引物为
５′ＴＧＡＣＣＴＴＧＣＣＣＡＣＡＧＣＣＴＴＧ３′；扩增片段
长度为４４３ｂｐ。ＥＣＥ引物根据 Ｓｈｉｍａｄａ等［２］发表的

大鼠组织的 ＥＣＥｍＲＮＡ序列设计合成。引物序
列：上游引物为 ５′ＴＧＡＣＣＡＧＣＴＣＣＡＴＣＣＴＡＡ
ＡＣＴＣＣ３′；下游引物为 ５′ＧＧＴＣＴＣＡＡＡ ＡＴＣ
ＣＡＧＧＡＴＣＣＴＧＣ３′；扩增片段长度为 ６１８ｂｐ。
１．２　实验方法
１．２．１　动物模型的建立和标本的收集　Ｗｉｓｔａｒ
大鼠（２３０±５０）ｇ，用 ２ｍＬ／ｋｇ２０％水合氯醛行大
鼠腹腔注射麻醉后，在显微手术镜下取大鼠右颈

部切口长约 １ｃｍ，切取右颈静脉约 ０．４ｃｍ，置于
装有肝素盐水的培养皿中，轻轻搅拌，以去除静脉

内的血液备用。取大鼠腹正中切口长约 ３ｃｍ，暴
露肾下腹主动脉，游离腹主动脉约 １ｃｍ；在充分
游离的腹主动脉远近端各置阻断夹以阻断血流，

于阻断中部切断动脉，肝素盐水冲洗动脉管腔；

９０血管缝合线，将备用的静脉端端吻合移植于腹
主动脉，每个吻合口 ８～１０针。关闭腹腔。术后
大鼠于耳缘做切口标记，分笼饲养。将 ８０只术后
大鼠随机分成 １０组，每组 ８只。分别于手术后
６，２４，７２ｈ，１周，１０ｄ，２，３，４，６，８周切取移植静
脉及远近端 ０．２ｃｍ相连的腹主动脉，肝素盐水冲
洗后备用。

１．２．２　内皮素１（ＥＴ１）表达的检测　切取静脉

分别置于 １０％福尔马林溶液固定和液氮冷冻固
定。２４ｈ之内将福尔马林固定的标本制成 ４μｍ
厚石蜡切片，分别行 ＨＥ染色、αａｃｔｉｎ染色，增殖
细胞核抗原（ＰＣＮＡ）及内皮素 １（ＥＴ１）免疫组织
化学免疫组化染色；将液氮固定的移植静脉段经

组织匀浆后行逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ），
检测 ＥＴ１的表达情况。
１．２．３　ＲＴＰＣＲ方法检测 ＥＴ１和 ＥＣＥ　提取总
ＲＮＡ后，以 ＤＮａｓｅＩ消 化，行 ＲＴＰＣＲ扩 增 ［以
（ＧＡＰＤＨ）为 内 对 照 进 行 ＰＣＲ扩 增］及 反 转 录
（ｃＤＮＡ第一链合成），电泳取 １０μＬＲＴＰＣＲ扩增
产物加 ２μＬ６×上样缓冲液，经 １％琼脂糖凝胶
８０Ｖ电压电泳 ５０ｍｉｎ，于凝胶成像系统 ＧＤＳ８００上
自动成像。应用凝胶成像及分析系统 ＧＤＳ８００
ＧｅｌＷｏｒｋｓ１ＤＡｄｖａｎｃｅｄ软件进行定量分析。
１．２．４　结果判定　ＥＴ１，αＡｃｔｉｎ染色均定位于
胞浆，ＰＣＮＡ染色定位于胞核。每张切片随机选取
１０个高倍视野，每个视野观察 １００个细胞，计数
阳性细胞百分数，阴性细胞数 ＜１０％为阴性，记
为（－）；阳性细胞数 ＜５０％为阳性，记为（＋）；
阳性细胞≥５０％为强阳性，记为（＋＋）。检测移
植血管平滑肌细胞 αＡｃｔｉｎ的表达，目的是观察
ＥＴ１和 ＰＣＮＡ阳性细胞是否为平滑肌细胞。
１．３　统计学处理

采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５有统计学意义。直线
相关分析 ＥＣＥ与 ＥＴ１相关性。应用计算机分析
软件包，主要为生物电泳凝胶成像及扫描分析软

件（ＧｒａｂＩＴ２．０和 ＵＶＰＧｅｌｗｏｒｋｓＩＤａｄｖａｎｃｅｄｖｅｒｓｉｏｎ
２．５软件包），用以分析 ＥＣＥＲＴＰＣＲ结果。

２　结　果

２．１ＥＣＥ基因 ＲＴＰＣＲ检测结果
同一泳道中目的基因的表达量普遍高于内对

照 ＧＡＰＤＨ产量，移植血管术后 ７ｄ，１０ｄ，２周目
的基因的表达产量高于移植血管术后其他时点

（图 １）。
２．２　ＥＣＥ，ＥＴ１基因定量分析结果

ＥＣＥ基因的表达产量在血管移植术后 ２４ｈ即
有所增加，７ｄ至 ３周表达产量明显增加并达到高
峰，３周后开始下降，４～８周基本恢复正常。ＥＣＥ
和 ＥＴ１基因定量在时段与时点的结果经统计学
分析，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（表１－２）
（图 ２）。直线相关分析 ＥＣＥ与 ＥＴ１相关性，
ｒ＝０．９７５，Ｐ＜０．０５。

１７５
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图１　ＥＣＥ基因 ＲＴＰＣＲ结果　Ｍ：１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＬａｎｅ；
１～１０分别为移植血管术后６，２４ｈ，３，７，１０ｄ，２，３，４，
６，８周

表１　ＥＣＥ基因定量分析结果 单位（ｂｐ）

术后不同时间 ＥＣＥ基因 ＧＡＰＤＨ ＥＣＥ／ＧＡＰＤＨ值

６ｈ １７４ １４５ １．２

２４ｈ ４５２ １５６ ２．９

３ｄ ７２６ １７７ ４．１

７ｄ １１４９１） １６９ ６．８

１０ｄ １５１０１） １８２ ８．３

２周 １７１４１） ２１７ ７．９

３周 １３５２１） ２０８ ６．５

４周 ６０８ １９６ ３．１

６周 ３８２ ２０１ １．９

８周 １８０ １６４ １．１

　　注：１）术后７，１０ｄ，２，３周基因的表达产量高于移植血管术后其

他时点差异具有显著性（Ｐ＜０．０５）

表２　ＥＴ１定量分析结果 单位（ｂｐ）

术后不同时间 ＥＴ１基因 ＧＡＰＤＨ ＥＣＥ／ＧＡＰＤＨ比值

６ｈ １８２ ７９３ ０．２３

１ｄ ２６６ ５４２ ０．４９

３ｄ ４５８ ８１９ ０．５６

７ｄ ５４８１） ６１５ ０．８９

１０ｄ １０３７１） ８５７ １．２１

２周 ８３３１） ７６４ １．０９

３周 ７７８１） ９０５ ０．８６

４周 ６６５ ８９２ ０．７５

６周 ５１０ ８８０ ０．５８

８周 ２７１ ８７４ ０．３１

　　注：１）术后７，１０ｄ，２，３周基因的表达产量高于移植血管术后其

他时点差异具有显著性（Ｐ＜０．０５）
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图２　ＥＣＥ基因定量分析结果

２．３　移植静脉内膜增生情况
移植后 ６ｈ，吻合口处可见内膜的损伤和内弹

力板的破坏，移植后 ２ｄ平滑肌细胞（ＳＭＣ）开始
增多，管壁开始增厚。移植后 ７ｄ，吻合口处的内
膜厚度逐渐增加，达到高峰，２周后趋于平稳。
αＡｃｔｉｎ在平滑肌细胞胞浆中表达，为弥漫性棕黄
色沉淀，阳性率为 ３１．３％（２５／８０），强阳性率为
２８．８％（２３／８０）。移植后 ６ｈ，移植静脉即可出现
ＰＣＮＡ阳性的平滑肌细胞；术后３ｄ，移植静脉可见
较多的 ＰＣＮＡ阳性细胞；ＰＣＮＡ阳性平滑肌细胞在
移植后 １０ｈ达到最高峰，此时无论中膜还是内膜
均可见增多的 ＰＣＮＡ阳性平滑肌细胞；术后 ６周
至 ８周趋于平稳。

３　讨　论

目前已发现有组织蛋白酶 Ｄ样蛋白酶、中性
蛋白酶和金属蛋白酶 ３种 ＥＣＥ。ＥＣＥ具有外切酶
活性，可以特异性地作用于 ＥＴ１的前体———大内
皮素（ｂｉｇｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ）含有 ３８个氨基酸的前体形
式，通过对其 Ｃ末端进行特殊的蛋白加工过程。
即对 Ｃ末端 ３２～３７氨基酸残基进行蛋白水解过
程，使其成为有活性的 ＥＴ１并分泌至细胞外，发
挥生物学活性。大量实验表明 ＥＣＥ与 ＥＴ１的生
物学活性密切相关，是 ＥＴ１发挥生物功能的重要
调节因素。

本研究发现，在 ｍＲＮＡ水平，随移植术后时间
的推移，ＥＣＥ和 ＥＴ１的表达逐渐增高，即从术后
２４ｈ即开始出现增高，以后逐渐增高的趋势，于
７ｄ开始逐渐进入高峰期。直至 ３周开始下降，
４～８周基本恢复正常。αＡｃｔｉｎ在平滑肌细胞胞
浆中表达为弥漫性棕黄色沉淀，本实验结果显示

阳性率为 ３１．３％（２５／８０），强阳性率为 ２８．８％
（２３／８０），表明移植血管 ＥＴ１和 ＰＣＮＡ主要在平
滑肌细胞表达，血管平滑肌细胞增殖是血管内膜

增生的核心。移植后 ６ｈ，移植静脉即可出现
ＰＣＮＡ阳性的平滑肌细胞，术后 ３ｄ，移植静脉可见
较多的 ＰＣＮＡ阳性细胞；ＰＣＮＡ阳性平滑肌细胞在
移植后 １０ｄ达到最高峰，此时无论中膜还是内膜
均可见增多的 ＰＣＮＡ阳性平滑肌细胞；术后 ６周
至 ８周趋于平稳。ＥＣＥ基因的表达产量 ７ｄ至
３周高于移植血管术后其他时点，差异具有显著
性（Ｐ＜０．０５）。表明 ＥＣＥ参与移植静脉内膜增
生的过程，ＥＴ１与 ＥＣＥ密切相关（ｒ＝０．９７５）。
关于 ＥＣＥ确切的作用机制，如何应用其抑制剂及
其在防治移植静脉狭窄中的地位，则尚待进一步

探讨。
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异位甲状腺腺瘤误诊为甲状舌管囊肿１例
黎万余，张玉平

（贵州省德江县人民医院 外科，贵州 德江 ５６５２００）

关键词：甲状腺肿瘤；异位；甲状舌管囊肿；误诊；病例报告

中图分类号：Ｒ７３６．１　　　　文献标识码：Ｄ

　　患者　女，１０岁。因颈前无痛
性肿物 １０年，于 ２００７年 ４月 １１日
入某院。体查：颈前甲状软骨上方可

扪及一约 ３．５ｃｍ×１．５ｃｍ大小包
块，质硬，表面光滑，边界清，与皮肤

无粘连，无明显压痛，蒂小，随吞咽

上下运动。颈部 Ｂ超所见：颈部探及
一个 稍 强 回 声 团 块，约 ３６ｍｍ ×
１１ｍｍ，较光滑，回声均匀，未见液性
暗区，边界清楚 （无描述甲状腺情

况）。入院诊断：甲状舌骨囊肿。完

善术前准备，在全麻气管插管下行颈

部肿物切除术，术中见肿物似甲状腺

组织，遂再向下分离至环状软骨及第

一、二气管环两侧均未找到甲状腺组

织，考虑为异位甲状腺肿瘤，用电刀将

肿瘤及部份甲状腺切除，保留约三分

之一的甲状腺组织。术后予抗炎、换

药治疗术口愈合。术后甲状腺功能检

查：促甲状腺素（ＴＳＨ）２．５２ｍＵ／Ｌ，三碘
甲状腺原氨酸（Ｔ３）１．３８ｎｍｏＩ／Ｌ，甲状
腺素（Ｔ４）９０．５４ｎｍｏＩ／Ｌ，游离 Ｔ３（ＰＴ３）

６．９０ｎｍｏＩ／Ｌ，游离 Ｔ４（ＰＴ４）１１．２８ｎｍｏＩ／Ｌ。
术后甲状腺彩超检查：在正常甲状腺部

位未探及甲状腺组织团块。

讨论　异位甲状腺属于胚胎发
育畸形，在胚胎发育初期，甲状腺即

从第一、二腮弓间，咽底壁正中之内

胚层组织内陷形成甲状腺囊，并逐渐

在舌根部形成一簇实体细胞，随胚胎

的发育，此甲状腺小簇向下延伸到气

管与甲状软骨的前方部位，而残留 １
导管与根部相连，叫甲状舌导管。正

常情况下，此导管在胚胎发育 ５～６
周时即封闭消失，甲状腺位于颈部喉

及气管的前下方，腺体呈 蝶 形，分

左、右两侧叶和峡部，双侧叶沿喉的

两侧上达甲状软骨中部，下达第 ６气
管软骨环水平，峡部位于第 ２～４气
管软骨环前方，甲状腺在向下伸展过

程中，可停留在任何部位，如舌咽部

舌内、舌下、喉前、气 管、食 管 胸 腔

内，甚至可移位于鼻旁窦、软腭、腹

腔卵巢，形成异位甲状腺。异位甲状

腺在正常部位甲状腺缺如者称迷走

甲状腺，正常部位有甲状腺，另外部

位还有甲状腺组织者，称额外甲状腺

（江之洪．异位甲状腺误切除致甲状
腺功能减退症［Ｊ］．临床误诊误治，
２００３，１６（５）：３７７．），本例属于迷
走甲状腺。

异位甲状腺（迷走甲状腺）及其

肿瘤在临床上偶见。如果外科医师

不警惕此种情况存在的可能，未意识

到它是仅有的甲状腺组织，而全部切

除这种甲状腺，这种患者将需要永久

的甲状腺激素来替代疗法。本例根

据术中发现修改了手术方案，没有误

切是值得庆幸的。

由于颈部异位甲状腺及其肿瘤

与先天性甲状舌管囊肿的临床特征

有许多相似之处，而后者发病更为常

见，因而极易误诊为先天性甲状舌管

囊肿。本例因颈前肿物就诊。临床

医生重视不够，未做甲状腺特异性检

查就贸然手术，结果误诊。虽然，术

中修改了手术方案，未误切造成灾难

性后果，但是，增加了术中手术操作

（向下分离切口检查原位甲状腺解剖

部位）和手术难度，加重了患者的手

术负担（创伤），仍应吸取教训。

本例提示：对颈前无痛性肿物的

诊断不能贸然定论，对可疑病例应根

据医院条件完善抽吸细胞学、Ｂ超、
放射性核素

９９ｍＴｃ扫描（ＥＣＴ）、ＣＴ或
ＭＲＩ等检查。排除异位甲状腺后再
行手术。否则，对颈部肿物手术，如

类似腺样体，术中必须行冷冻切片病

理检查和或探查原位甲状腺解剖部

位是否有甲状腺组织存在，并根据探

查结果再决定手术方案，如属迷走甲

状就不能做全切除。
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