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达率显著高于正常 口腔黏膜组织 阳性表达率 (P< 

0．05)，而且与临床分期及淋巴结转移有明显相关性。 

但目前国内外学者对 cyclin D1在恶性肿瘤中表达意 

义存在较大的分歧，付志捷等[s]认为，在咽癌中cyclin 

D1表达强弱与淋巴结转移有相关性．此结果与本研 

究结果一致。这可能是因为 cyclin D1蛋白的主要作 

用是促进细胞增殖，cyclin D1持续表达使得细胞具有 

持续的增殖能力，肿瘤细胞持续增殖使得组织张力增 

高，细胞易于向周围组织扩散而造成浸润或转移，提 

示 cyclin D1蛋白的过度表达与口腔鳞癌的发生和预 

后有密切关系。但李康泰等[ ]认为发生在口咽部的鳞 

癌 cyclin D1表达量与淋巴结转移无关 ，这些结果的 

不一致，可能与所选研究资料和病例数的差异或部分 

患者有转移 ，但尚未产生临床症状、肿瘤基因调控的 

复杂性和多样性 ，研究方法和统计方法不同等多方面 

因素有关 ，还有待于进一步查证。 

本研究对 p16、cyclin D1蛋白和细胞增殖评价因 

子 Ki一67在口腔鳞癌中的表达进行两两比较，结果显 

示 p16与 cyclin D1蛋白和细胞增殖评价因子 Ki一67 

呈负相关(P<0．05)，我们的结果与付志捷等[s]在咽 

癌中 p16蛋白表达与 cyclin D1的表达负相关的研究 

结果相符合，与Conscience等[7]在皮肤癌中p16蛋白 

表达与 Ki一67的表达负相关的研究结果也相符合。表 

明 p16缺失可能通过诱导 cyclin D1的过度表达 ，促 

进癌细胞维持高增殖状态。 
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晚期糖基化终产物对健康成人外周血单核细胞肿瘤 
坏死因子 和血红素加氧酶一1表达的影响 

卓凤婷 薛耀明 关关萍 沙建平 魏 民 邹 艺 曾展军 

摘 要 目的：探讨不同浓度晚期糖基化终产物(advanced glycation end．product，AGE)对健康成人外周血单 

核细胞肿瘤坏死因子． (tumor neerosis factor． ．，I’NF． )及血红素加氧酶一1(heme oxygenase．1，HO．1)表达的影响。 

方法：分离健康成人外周血单核细胞 ．随机分组．利用不同浓度体外制备的 AGE修饰牛血清白蛋白(AGE．BSA)刺 

激，观察不同时间点每组细胞培养上清液中TNF． 表达量及细胞内HO．1 mRNA的表达。结果：AGE—BSA可增加 

健康成人外周血单核细胞 TNF． 的释放并可诱导健康人外周血单核细胞内H0．1 mRNA的表达。结论：AGE可上 

调健康人外周血单核细胞 TNF． 和细胞内HO．1 mRNA的表达。 
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晚期 糖 基 化终 产 物 (advanced glycation end． 

product，AGE)对机体的致病作用，不仅通过非受体 

依赖途径使蛋白质结构和功能发生改变，促使细胞外 

基质增生，还可通过受体依赖途径 ，诱导单核细胞的 

趋化和氧化应激反应 ，激活信号转导通路 ，释放细胞 

因子『肿瘤坏死因子一Ot(tumor necrosis factor．0【，TNF． 

0【)、血红素加氧酶一1 heme oxygenase．1，HO．1)]、生长 

因子、黏附分子等，从而引起促炎性反应 ，最终影响器 

官的结构和功能⋯1。其中TNF 0【主要由激活的单核一 

巨噬系统分泌，研究显示其与胰岛素抵抗及2型糖尿 

病慢性并发症发病机制关系密切。 

近年的研究提示 HO．1作为保护性蛋白具有抗 

炎、抗凋亡、抗增生效应 ，大量研究发现其在高血糖环 

境下对胰岛细胞、内皮细胞和神经细胞起重要保护作 

用 ．可以延缓糖尿病及其并发症的发生，而糖尿病慢 

性并发症的发病机制与 AGE的堆积关系密切 ，那么 

AGE对健康成人外周血单核细胞 HO 1的表达是否 

有影响，目前尚无实验证明。 

1 材料与方法 

1．1 材料 本院健康志愿者。无菌采集外周血 10 

mL。健康志愿者为无心血管、肝脏、肾脏、消化道、精 

神神经等疾病病史，无药物过敏史，无急慢性炎症病 

史者。淋巴细胞分离液购 自瑞典 GE Healthcare Bio． 

Sciences AB、牛血清白蛋白(BSA)、葡萄糖、青霉素及 

庆大霉素均购 自德国 sigma公司，hTNF．0【ELISA试剂 

盒购 自深圳 晶美生物 ，Trizol试剂购 自美国 Gibco。 

PCR引物序列由上海英峻生物合成 

1．2 方法 

1．2．1 人外周血单核细胞的分离 取肝素抗凝血 。 

以磷酸盐缓冲液(PBS)稀释 1倍，颠倒混匀，轻轻置 

于淋巴细胞分离液上， 使细胞悬液与分离液体积比 

为 2：1，2 000 r／min离心 20 min，以玻璃吸管吸出中 

间膜样的单个核细胞成分，PBS冲洗 3次，每次离心 

1 000 r／min 10 min。将单个核细胞成分悬浮于RPMI． 

1640培养液中，于塑料培养瓶中孵育 20 min，然后以 

Hank S液洗去不附壁的淋巴细胞。再以含 0．2 mmol／L 

EDTA PBS将悬浮附壁的单核细胞吹打成细胞悬液。 

Hank S液冲洗 3次，即得单核细胞。以此方法分离的 

单核细胞，经 Giemsa过氧化物酶及非特异性酯酶染 

色鉴定，纯度大于 80，台盼蓝拒染试验，测得活细胞 

数大于90％。 

1．2．2 体外制备 AGE修饰牛血清白蛋白(AGE．BSA) 

参考文献[4]的方法体外制备，简要步骤如下：将 

3．55 mg／mL BSA与葡萄糖一起孵育 60 d，4℃下透析 

袋透析 24 h去除未结合的葡萄糖。体外制备的 AGE． 

BSA经抗 AGE抗体 ELISA法和荧光分光光度法鉴 

定 ，制备的 AGE．BSA样品中，AGE含量为 101．29 U／ 

mg蛋白，BSA对照样品为 13．68 U／mg蛋白，所有样 
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品均经 TCL试剂盒(Endos公司，美 国)检测 ，内毒素 

含量低于0．25 EU／mL。 

1．2．3 检测AGE修饰牛血清白蛋白对人外周血单核 

细胞分泌 TNF．0【的影响 将分离好的单核细胞种植 

于6孔培养板中，分别加入不同浓度的AGE．BSA或 

者 BSA．孵育一定时间后收集上清液 ，用 hTNF．0【 

ELISA试剂盒检测其中 TNF．0【浓度，严格按照试剂盒 

步骤进行。 

1．2．4 检测 AGE修饰的牛血清白蛋白对人外周血单 

核细胞的 HO．1 mRNA表达的影响 细胞 的处理同 

上 。在不同时间点收集细胞，利用 Trizol试剂法提取 

细胞 RNA，行 RT．PCR，以 B．actin作为内参照，正义 ： 

5 ．AGCGAGCATCCCCCAAAGTr 3 ．反义 ：3 一TrACTA 

CTCGGAAGCACGGG．5 ．扩增长度为 285 bp。HO 1引 

物正义：5 ．CTGGAGGAGGAGATrGAGCG一3 ，反义 ：3 
． CGAAGAGGCTACCCAGGAAT 5 ．序列扩增长度为 

637 bp。PCR扩增产物于 1．5％琼脂糖凝胶中电泳，溴 

化乙锭染色，以Image Pro Plus图像分析系统定量。 

1．2．5 统计学处理 所有实验均重复 3次，数据以均 

数 -4-标准差来表示。统计 由SPSS 11．5完成 ，采用 

One．wav ANOVA方法比较总体和组间差异，显著性 

标准为0．05。 

2 结果 

2．1 AGE对健康人外周血单核细胞 TNF．0【表达的影 

响 不同组间培养上清液中TNF．0【浓度差异具有显 

著性(P<0．05)：LSD检验显示 ：除对照组与 BSA组差 

异无显著性外，其余各组之间差异均有显著性，以 

100 mmol／L AGE．BSA 4 h为最高 ，以对照组 4 h为最 

低 ；总体呈浓度 、时间依赖关系(表 1)。 

表 1 各组 TNF． ELISA检测结果(n=3) ±s 

注：与对照组相比， P<O．05 

2．2 AGE对细胞内 HO．1 mRNA表达的影响 不同 

组间细胞内HO．1 mRNA的表达差异具有显著性(P< 

0．00)．以 100 mmol／L AGE．BSA组 4 h为最高 ，以 

BSA组 24 h为最低(图 1、2)。 

3 讨论 

AGE是蛋白质赖氨酸的氨基和还原糖的醛基之 

间发生非酶促性糖基化反应生成的终末产物的总称， 

糖尿病患者因生化代谢异常，可致循环及皮肤组织 

AGE大量蓄积．而 AGE的蓄积为糖尿病慢性并发症 

的主要机制之一『5]。本次在体外制备的 AGE修饰的 

牛血清白蛋白，在一定程度上可以模拟人体内生成的 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


实用医学杂志 2008年第 24卷第 14期 

500 bp 

300 bp 

200 bp 

E F G 

300 bp■■——==：— 
注 ：A，对照组 ；B，BSA组 4 h；C，BSA组 24 h；D，100mmol／L AGE— 

BSA组 4 h；E．100 mmol／L AGE—BSA组 24 h；F，200 mmol／L AGE—BSA 

组 4 h：G．200 mmol／L AGE—BSA组 24 h 

图 1 各组 HO一1 mRNA及内参 RT—PCR结果 

r]r] r] r] n 『 

图 2 HO．1的表达 

AGE．而无论体内形成或体外合成的AGE均可被单 

核／巨噬细胞表面的特异性 AGE受体识别、结合和摄 

取，成为其消除的主要途径_6]。 

HO又名热休克蛋白32，是一种反应蛋白，包括 

3种亚型，分别是诱导性表达的 HO．1、组成性表达的 

HO．2和 HO．3，后两者在组织中恒定表达，而 HO一1 

在组织中表达甚微，只有在氧化应激刺激，如创伤、器 

官移植、高血压和缺氧等情况下诱导产生，具有增加 

机体抵抗性、维持机体生存等重要作用。HO一1为血红 

素分解过程的限速酶，将其分解为一氧化碳、游离铁 

和胆绿素，胆绿素随着被还原为胆红素，这 3个终产 

物具有抗炎、抗凋亡和抗氧化作用，在许多疾病中都 

发挥重要作用。 

本实验研究提示：在体外实验中，AGE．BSA可诱 

导单核细胞生成 TNF． 增加 ，且具有时间和浓度依 

赖性。但其细胞内信号传导机制尚不清楚，刘阳等 
． 的研究提示其机制可能是 AGE与单核细胞表面 AGE 

受体结合，激活 NADPH氧化酶 ，从而诱导细胞 内氧 

化应激 ，继而通过 p38传导途径活化 NF．KB，从而调 

控 IL．1、TNF． 等细胞因子和活性氧的生成。 

本研究结果显示：在体外实验中，AGE．BSA可上 

凋单核细胞内HO．1 mRNA的表达，其表达的上调可 

能起到部分抗炎的作用。Yasui等 的研究提示：HO一1 

的诱导在机体对抗各种应激引起的宿主防御作用中 

2377 

起到很大的作用，HO．1的诱导可调节淋巴细胞及单 

核巨噬细胞的细胞活化及功能，从而调节机体的免疫 

反应 ，并阐述在肥大细胞中 HO．1是通过其活化产 

物，抑制细胞因子的表达起到其抗炎作用的；Kidno 

等[ ]的研究提示：在外周血单核细胞中外源性 TNF． 

可下调 HO．1的表达，而 HO．1表达的减少可促进炎 

症的发展：更有研究指出，HO．1的缺陷必将伴随着强 

烈的炎症反应l10]。 

本研究提示，AGE修饰蛋白与单核细胞受体结 

合后能诱导细胞内的氧化应激，调控TNF． 的生成， 

增加了HO．1的表达，其表达增高可能为体内抗氧化 

应激系统提供一个代偿机制。HO．1有益的保护作用 

无疑为临床治疗糖尿病及其慢性并发症提供了新的 

可能的途径和方法 ，如通过转染 HO．1基因从而上调 

体内 HO．1的表达，或者通过吸人一氧化碳改善微循 

环的血流动力学状态，但其安全性 、可行性及有效性 

尚待进一步大量的研究。 
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