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人肝癌组织中转醛醇酶活性高表达
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【摘) 要】目的：比较人肝癌组织与正常肝组织 1NO 活性差
异，探讨 1NO活性变化在肿瘤组织增殖中的作用0 方法：取
人肝癌组织 $" 例，人正常肝组织 !" 例，癌旁组织 !" 例分别
测转醛醇酶活性，P1#QLP 检测转醛醇酶 5P.N表达，R2D?2>@
S3;?检测转醛醇酶蛋白表达水平0 结果：!转醛醇酶活性在人
肝癌组织中［（*%( M ((）@T6? U H］明显高于正常肝组织［（$+% M
((）@T6? U H］及癌旁组织［（("! M $&）@T6? U H］，组间存在显著
性差异（8 V "0 "’），正常肝组织与癌旁组织中转醛醇酶活性
无显著性差异0 "人肝癌组织与正常肝组织、癌旁组织中转

醛醇酶蛋白、核酸表达水平无显著性差异0 结论：人肝癌组织
中转醛醇酶活性较正常肝组织显著升高，表现出其在癌变组

织中的特异性0 同时提示其活性的改变与翻译后修饰有关0
这为深入研究肝癌的发生机制及癌细胞增殖机制提供了必要

的理论依据0
【关键词】转醛醇酶；肝肿瘤 ；活性

【中图号】W’’’0 $) ) )【文献标识码】N

GH 引言
转醛醇酶（ ?>6@D63E;36D2，1NO）是磷酸戊糖途径

（B2@?;D2 B:;DB:6?2 B6?:X68，QQQ）非氧化阶段的关键
酶，调节 QQQ氧化、非氧化阶段的平衡，进而调控 QQQ
的产物 ’#磷酸核糖和尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸
（.NAQY）的生成0 ’#磷酸核糖是细胞增殖过程中合
成核苷酸不可缺少的原料；.NAQY 是体内主要还原
物质之一，广泛参与胞内信号转导、抗氧应激等［! Z (］0
因此，1NO既是细胞基础代谢所必需的，也与细胞功
能转变、代谢状态变化密切相关，其活性呈现出组织

特异性、生理病理状态差异性0 在多种疾病中 1NO的
活性变化可引起疾病的产生或促进其发展［=，’，*］0 恶
性肿瘤细胞功能改变、代谢异常，QQQ 直接参与癌细
胞核酸代谢［%］，1NO作为 QQQ 非氧化阶段的关键酶，
在肿瘤组织中的活性如何变化，其在肿瘤细胞增殖中

如何作用？相关文献报道极少，国内外均少见人肝癌

组织中 1NO活性报道0 我们比较人肝癌组织与正常
肝组织中的 1NO 活性，用 P1#QLP 及 R2D?2>@ S3;? 方
法分析 1NO基因表达和蛋白变化情况，并据此推测
其活性的改变与翻译后修饰的关系0

IH 材料和方法
I0 IH 材料H 正常肝组织 !" 例，原发性肝癌组织 $"
例，肝癌癌旁组织 !" 例（取癌周 ’ <5处组织），标本
均来自南京医科大学第一医院0 取部分肝组织作病
理学检查（Y4染色）（[7H !），于 Z %"\保存0 $" 例原
发性肝癌，均为肝细胞性肝癌0 主要试剂：转醛醇酶
活性测定试剂购自 ]7H56 公司0 兔抗#1NO 抗体
（NS!%"）由巴黎十一大学科学研究中心细胞生长发
育信号传导和肿瘤实验室 O6<:67D2博士惠赠，辣根过
氧化酶标记的羊抗兔 ^H_ 购自北京中山生物技术有
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限公司! "#$%&’ 试剂盒购自 ()*+& 公司，#",-.# /)0
（123）3456! 7 购自 "8/8#8 公司，免疫印迹检测试

剂盒购自 -)45+4公司!

1：94:80&+4’’;’85 +85+)<&=8 > 7??；@：94:80&+4’’;’85 +85+)<&=8 > A??；.：B&5=8’ ’)C45 > 7??；D：B&5=8’ ’)C45 > A??!
E)F 7G 9H I08)<)<F &J K4:80&+4’’;’85 +85+)<&=8 0)II;4（1，@）8<L <&5=8’ ’)C45 0)II;4（.，D）
图 7G 肝细胞肝癌肝组织（1，@）、正常肝组织（.，D）9H染色病理切片

!! "# 方法
7! 6! 7G 总蛋白提取G 组织加含 7 =M N M "5)0&<,O 7??
的匀浆液置冰浴中，超声粉碎，上清总蛋白采用 @58L,
J&5L法定量! 提取的蛋白供 "1M 活性测定用! 蛋白
质免疫印迹分析所用蛋白的提取以三联表面活性剂

裂解液（7? =M N M "5)0&<,O 7??，7 F N M PDP，7?? F N M
-2PE，7 F N M M4;:4:0)<，:9 Q! ?）裂解组织!
7! 6! 6 G 转醛醇酶活性测定 G 转醛醇酶活性参照
M4C45)<F等［Q］描述的方法，以 B1D9 吸光度衰变率，
参照转醛醇酶标准品活性计算得出! 反应终体系含 R
==&’ N M S,磷酸果糖，R ==&’ N M A,磷酸赤藓糖，?! 7R
==&’ N M B1D9，6T! 7U !V80 N M ",磷酸甘油醛脱氢酶，
7SS! U !V80 N M磷酸丙糖异构酶，加样 6R W XR !F 总蛋
白，室温下于 XA? <=处连续读取吸光度 S? =)<，酶活
性测定范围为 X! XX W XX! XA !V80 N M!
7! 6! XG PDP,聚丙烯酰胺凝胶电泳、蛋白免疫印迹G
A? !F总蛋白以 7?? F N M 分离胶、R? F N M 浓缩胶恒流
电泳至溴酚蓝达凝胶底部，以低分子质量 285V45 确
定转醛醇酶所在位置! PDP,聚丙烯酰胺凝胶半干式
转膜 T? =)<，R? F N M 脱脂奶粉 "@P"（?! ?6 =&’ N M

"5)I，?! 7R =&’ N M B8.’，7 =M N M "Y44<6?，:9 U! S）
AZ封闭膜上非特异性结合位点过夜! 兔抗转醛醇酶
抗体以 7[6R?? 稀释，9#- 标记羊抗兔 $F( 以 7[R???
稀释，室温杂交，用化学发光底物显影! 免疫印迹结
果经 @)&#8L公司 (4’ D&+7??? 图像分析系统作半定
量分析!
7! 6! A G #",-.#G 小鼠转醛醇酶上下游引物为：R\
((1..1(.".11(.1("".1. X\，R\ (..1.1"(.,
.11".11((1 X\，预计扩增产物 RX6 *:；小鼠 # 肌
动蛋白为内参照，引物序列为：R\ ..(.(1(11(1",
(1...1(1" X\，R\(11(.1"""(.(("((1.(1 X\，
预计扩增产物 UQ? *:，引物均由南京生兴生物技术有
限公司合成!
统计学处理：用 P-PP 7?! ? 统计软件以单因素方

差分析对各组进行比较分析，以 PB/ 法作组间两两
比较，数据以 ! " #表示，以 $ ] ?! ?R 为显著性差异!

"# 结果
"! !# 转醛醇酶活性测定结果# 肝癌组织中转醛醇酶
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活性较正常肝组织及癌旁组织明显增高，癌旁组织与

正常肝组织中转醛醇酶活性无显著性差异（! !
"# "$，%&’ (）#

表 () 正常肝组织、癌旁组织和肝癌组织中转醛醇酶活性的
比较

%&’ () *+,-&./0+1 +2 %34 &56/7/68 /1 1+.,+9 9/7:.，-:./5&15:.+;0
&1< =:-&6+5:99;9&. 5&.5/1+,& 6/00;:0

>.+;- " %34 &56/7/68（1?&6 @ A）

B+.,&9 9/7:. 6/00;: (" CDE F GG

H:./5&15:.+;0 6/00;: (" G"( F CI&

J:-&6+5:99;9&. 5&.5/1+,& C" KEG F GG&

&! L "# "$ #$ 1+.,&9 9/7:. 6/00;:#

!# !" 免疫印迹检测转醛醇酶蛋白表达" 免疫印迹结
果显示在 %.ME """附近转醛醇酶有两个亚型，分别
为 3和 N亚型# 用 N/+O&< 公司 >:9 P+5(""" 图像分
析系统进行灰度扫描分析，肝癌组织、正常肝组织及

癌旁组织转醛醇酶 3、N 两个亚型及完整转醛醇酶蛋
白条带密度间无显著性差异（! ! "# "$，Q/A C）# 证明
肝癌组织转醛醇酶活性增高并不是因为转醛醇酶蛋

白表达水平增高引起#

& R <：B+.,+9 9/7:.；: R A：H:./5&15:.+;0 6/00;:；= R S：J:-&6+5:99;9&. 5&.T

5/1+,&#

Q/A C) UV-.:00/+1 +2 %34 -.+6:/1 /1 1+.,+9 9/7:.，-:./5&15:.+;0
&1< =:-&6+5:99;9&. 5&.5/1+,& 6/00;:0 &1&98W:< ’8 X:06:.1 ’9+6
图 C) X:06:.1印迹分析肝癌组织、正常肝组织及癌旁组织转
醛醇酶蛋白表达

) ) O%TH*O检测转醛醇酶 ,OB3 表达，结果显示肝
癌组织、正常肝组织及癌旁组织转醛醇酶 ,OB3 表
达水平无显著差异（结果未附）# 说明肝癌组织转醛
醇酶活性增高不是因为转醛醇酶 ,OB3 表达水平增
高引起#

#" 讨论
本实验发现，人肝癌组织中转醛醇酶活性较正常

肝组织及癌旁组织明显增高，其活性表现出在癌变组

织中的特异性# 而肝癌组织中转醛醇酶 ,OB3、蛋白
表达水平与正常肝组织相比无显著差异，提示转醛醇

酶是在翻译后水平被激活的# 该项结果在人恶性肿
瘤组织中未见国内外报道#
肝癌发生、发展过程中，肝细胞增殖活性增高需

要大量核酸，HHH 的产物 $T磷酸核糖直接参与肿瘤
细胞增殖核酸合成，而仅 HHH 非氧化阶段生成的 $T
磷酸核糖即可满足细胞增殖需求［G，E，I，("］，N+.+0 等［E］

发现胰腺癌细胞中约 KIY的 $T磷酸核糖由 HHH非氧
化阶段提供# %34 是该阶段的限速酶，它的活性变
化调控 $T磷酸核糖的生成，从而影响核酸合成、细胞
增殖# 当 %34活性增高时，其催化逆向反应速度大于
正向反应速度，推动 HHH反应逆向进行，生成 $T磷酸
核糖增多，从而保证了肿瘤细胞增殖核苷酸合成的需

要# 另外，已有文献证实［G］，%34 与 HHH 另一产
物 还原当量 B3PHJ 的生成密切相关# B3PHJ
影响还原型谷胱甘肽生成，及氧化还原环境的稳定#
而胞内还原状态的改变可改变某些转录因子如 BQT
!N，3HT( 活性，随之调控许多与细胞增殖、肿瘤生成
相关因子或基因［((，(C］；同时，研究表明代谢途径的调

控可导致肿瘤生成，一些基本代谢酶如鸟氨酸脱羧酶

（ZP*）、与 %34同为糖代谢酶的 K 磷酸葡萄糖脱氢
酶（>KHP），不仅与癌变有关，而且在肿瘤产生发展
中起到关键作用，被认为是原癌基因［(M，(G］# 这也提示
我们除了通过调控 $T磷酸核糖发挥间接作用，本实
验肝癌组织中 %34活性的改变是否有可能作为肿瘤
生成的始动因素，通过改变胞内氧化还原环境、参与

*3[H 介导的信号传导通路，直接调控肿瘤细胞增
殖？有待进一步的实验证实#
本结果中肝癌组织 %34 核酸、蛋白表达水平与

正常肝组织相比无显著差异，提示 %34 活性变化原
因在于翻译后修饰# 这与 4&5=&/0: 等［($］在着色性干
皮病患者成纤维细胞中的发现，及本实验室既往对性

成熟小鼠睾丸间质细胞 %34 的研究发现是一致
的［(K，(E］# 本实验室在接下来的研究中，拟将 %34 正
反义真核表达载体短暂转染人肝癌细胞，以研究 %34
对癌细胞增殖的直接作用，同时以双向电泳免疫印迹

联合体外磷酸酶消化法验证假设即 %34 在肝癌组织
中活性增高是磷酸化修饰结果#
本实验为更深入地研究 %34 生物学功能和肿瘤

细胞代谢特点，进而通过调控 %34 活性及 HHH，探讨
对肿瘤细胞增殖的影响提供了新的思路#
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地塞米松不同给药途径致患儿恶心呕

吐的比较
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（河南大学第一医院儿科，河南 开封 ;=KNN7）
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!" 临床资料" :NN:IN7 a :NN;INJ 我科收住患儿 7>K（男 J7，女
K;）例，年龄 N b 7;（平均 ;6 7 c 76 9）岁6 上呼吸道感染合并高

热惊厥 ;: 例，支气管肺炎 K> 例，病毒性脑炎 79 例，肾病综合
征 7K 例，白血病 8 例，O d >J6 Ke，首次应用地塞米松6 用抛币

法将患儿分为 > 组，> 组患儿一般情况比较，差异无显著性意
义6 地塞米松用量 N6 > &2 a @2，第 7 组肌内注射法，第 : 组加入
茂菲滴管法，第 > 组直接静脉注射法，观察首次应用地塞米松
后 7N &+$内恶心呕吐情况6
第 7 组 ; 例（J6 8f）与第 : 组 9 例（7>6 >f）比较，!: g

N6 ;K，= d N6 NK 差异无显著性意义，第 7 组与第 > 组 :7 例
（;96 =f）比较，!: g 796 N7，= h N6 N7 差异有显著性意义，第 :
组与第 > 组比较，!: g 7:6 8=，= h N6 N7 差异有显著性意义6

#" 讨论" 地塞米松有诱发胃十二指肠溃疡，甚至大出血和胃
穿孔的报道［7］6 直接静脉注射法易引起恶心呕吐安全性小，
肌肉注射法和加入茂菲滴管法导致患儿恶心呕吐发生的概率

较小较安全，且茂菲滴管法操作方便，不给患儿造成痛苦，故

应提倡6
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