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脂肪酸合酶（ ./001 /*23 41506/4)7 89:）是内源性

脂肪酸合成的关键酶，近年来，该酶在恶性肿瘤中

的表达特性已成为研究热点。研究;<=$>表明，脂肪酸

合酶在肿瘤组织中高表达，而在正常组织中含量较

低。该酶是一个相对分子质量为?’@89":的多功能

酶，可以表达于乳腺癌、前列腺癌、结肠癌、卵巢

癌和子宫内膜癌细胞。国内有人;A>曾测定口腔鳞癌

89:的合成活性远高于其他组织，高出幅度达?;@"
倍。本实验通过设计特异引物和探针，利用荧光实

时定量BCD技术从分子生物学角度进行测定89:的

表 达 ， 同 时 测 定 内 参 照 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶

（ EFG*)-/F3)613) H6&4H6/0) 3)613-&E)5/4)7 I9B(J）

和89:，设定适当参数，以I9B(J相对定量89:，

经过数值转换，测定89:在口腔鳞癌、癌旁组织以

及口腔正常组织的表达情况。

实时定量()*分析脂肪酸合酶在

口腔鳞癌中的表达
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+摘要, 目的 利用实时定量BCD（ <=>BCD）相对定量脂肪酸合酶（ 89:）在口腔鳞癌、癌周以及正常口腔组织中的

表达情况。方法 切取口腔鳞癌患者新鲜手术标本的癌组织、癌周组织及正常组织，将组织切剪成碎块，提取细

胞总D%9，经寡聚脱氧胸腺嘧啶逆转录，实时定量BCD扩增，针对内参照I9B(J基因相对定量89:的表达，比较

89:在?种组织中的表达。结果 89:在癌组织中高表达，<L例患者癌组织中的89: +D%9表达水平皆高于正常组

织，最高达<"倍（ !MK’KK<）。<A例癌旁组织表达水平较正常组织高（ !MK’KK<）。结论 口腔鳞癌组织和正常组织中

的89:表达有显著差异。实时定量BCD方法简便、快速、高效，并能相对定量内源性脂肪酸合酶在口腔鳞癌组织中

的表达。

+关键词, 口腔鳞状细胞癌； 实时定量BCD； 脂肪酸合酶
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! 材料和方法

#’# 标本

新鲜标本取自四川大学华西口腔医院头颈肿瘤

外科./0!年"月—1月的口腔鳞癌手术患者共!"例。

其中男2$例，女3例，年龄40856岁，平均6.7!岁；

舌癌3例、颊癌6例、牙龈癌!例、口底癌4例。患者

纳入要求：术前均常规饮食，未曾接受过化疗、放

疗或其他针对肿瘤的治疗，均经病理证实为鳞癌。

标本要求：于新鲜的口腔鳞癌手术标本上切取一块

约60 !8的鳞癌组织，不含坏死组织；于鳞癌组织边

沿肉眼观察正常的组织上切取一块60 !8为癌旁组

织；于该患者新鲜手术标本旁切取口腔正常组织，

大多数为肌组织。离体$ 9之内保存于:3/ 9冰箱备

用。

27$ 试剂及仪器

;<=$///实时荧光定量基因扩增仪（ 枫岭公司，

加拿大）。引物由大连宝生物工程公司合成，;>?和

@>A(B引物和探针序列见表2。<-CD&E（ @C,*&公司，

美 国）。<FG (%>聚 合 酶 和 H%<A以 及I)J)-K>CH<L

;C-MK ?K-FNH *(%> ?ONK9)MCM PCK（ LQR公 司 ， 立 陶

宛）。

序列 片段长度（ ,S）

6::@<@=<@@>==<=<<==<@>>:4:

2466::=@@><@===>@@><@<@<:4:

6::;>L:=>@=>=>>>@=<@=<=>@@>=:<>LI>:4:

6::@@@<@<@>>==><@>@>>@<:4:

6::==>>>@<<@<=><@@><@>==<:4: 2!4

6::=<@=>==>==>>=<@=<<>@=:4:

基因

;>? ;&-TF-H A-C+)-

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! I)J)-M) A-C+)-

! ! ! ! ! ! ! ! ! <FG+FN L@Q S-&,)

@>A(B ;&-TF-H A-C+)-

I)J)-M) A-C+)-

<FG+FN L@Q S-&,)

I

I

表 ! "#$和%#&’(引物和探针序列

)*+ , )-. /012.0 *34 /05+. 6.78.39. 5: ";$ *34 %;&’(

274 方法

27472 组织总I%>提取 剪取;3/ 9冰冻保存的口

腔癌、癌周以及正常组织各6/ !8，加入2 +U <-CD&E
试剂匀浆，室温放置6 +CN，匀浆液转移到VA管中，

加氯仿，离心后吸取含总I%>的上层水相至新的离

心管中。加/76 +U异丙醇，室温沉淀离心，管底可

见胶状I%>沉淀，弃上清。加冰冷乙醇2 +U洗涤

I%>。离心去掉乙醇留沉淀。所得I%>溶于(VA=水

中，取6 !U经琼脂糖凝胶电泳。其余的:$/9保存。

2747$ 逆转录得到模板*(%> 取$ !8上述总I%>，

/76 !U核糖核酸酶抑制剂（ -C,&NW*E)FM) CN9C,CK&-），

2 +U随机引物，2/ N+&EXU H%<A LCY 2 !U，50 9保

温6 +CN后，L+WUZ I)J)-M) <-FNM*-CSKFM) 076 !U，

小心混匀，瞬时离心，.0 9 20 +CN，!. 9 "0 +CN[
50 9 6 +CN。冰上冷却，室温高速离心6 M，将所有

溶液收集到管底。所得*(%>置于:.09冰箱保存。

27474 实时定量A=I 根据美国国立生物技术信息

中心提供的;>?基因序列和%=QR数据库中的@>A(B
基因序列，设计荧光定量A=I的引物和探针（ 用;>L
荧光基团和<>LI>粹灭基团标记）。用一个样品的

I<产物的梯度稀释后做@>A(B基因的定量A=I，

以不同对数关系的稀释浓度和相应的域值循环数

（ K9-)M9&EH *O*E)，=K）为相应的\、]轴制作标准曲

线。将.6 !U模板*(%>反应液加入07. +U无菌薄壁

A=I管中，探针的浓度200 N+&EXU，引物的终浓度

400 N+&EXU。按次序加入下列试剂：4 !U 20<A=I
QW^^)-[ 4 !U .6 ++&EXU L8=E.，074" !U .6 ++&EXU
H%<A LCY，2!U 20!+&EXU ;>? <L[ 2 !U20 !L;>?
I[ 2 !U 20!L;>? ;[ 074 !U <FG (%> A&EO+)-M)

（ 6 _X!U），加(VA=:B.‘使总反应体系为40 !U。然

后在定量A=I反应仪上检测，扩增条件为：1! ==预

变性. +CN，1! ==变性.0 M，6" ==复性40 M[ "0 ==延

伸!0 M， 循 环!6次 。 循 环 结 束 后 追 加5. ==延 伸

6 +CN。每个样品的@>A(B和;>?在相同条件下进行

扩增反应，每次反应均做空白对照（ 不加模板的反

应系统）排除污染可能。对脂肪酸合酶电泳阳性*:
(%>进行克隆和序列测定。

27! 统计学分析

计算各样本平均=K值，癌以及癌旁;>? =K值减

去@>A(B =K值作为!=K值。=K值反应了模板扩增到

一定量拷贝数时（ 处于指数上升期）所需反应循环数

大小。=K值越大，参与反应的起始的模板量就越小，

反之则越大。用?A?? 2270软件对数据进行统计分析[
组间差异比较采用!检验，">0706为差异有显著性。

< 结果

.72 口腔鳞癌、癌周以及正常组织中;>?表达

以一个样品的对数关系浓度的I<产物作为模板
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扩增./0(1基因，以循环数23为纵坐标，以标准品

的各稀释度的起始靶(%/拷贝数的对数值为横坐标

做标准曲线（ 图4），标准曲线的相关系数为558。

图 6 实时定量027的标准曲线

89: 6 ;<) =3>?@>-@ *A-B) &C 3<) CDA&-)=*)?3 EA>?393>39B)F027

$GH 8/I基因片段的克隆

8/I基因片段的长度6JK ,L，经027证实，与基

因库序列一致。而且癌组织、癌周组织和正常组织

条带亮度依次递减（ 图H）。

M：标准相对分子质量(N$OOO；6PH口腔鳞癌癌旁组织；JP!口

腔鳞癌组织；!P"正常组织

图 ! 7;Q027检测8/I +7%/ 在口腔鳞癌组织中的电泳图

89: H RD)*3-&L<)-&:->+ &C 8/I +7%/ 9? &->D =EA>+&A= *)DD
*>-*9?&+> ,S 7;F027

H’J 8/I在口腔鳞癌、癌周以及正常组织中表达的

差异

#5例癌组织中的8/I +7%/水平比正常组织高，

其中癌组织表达水平高于正常组织#"倍的有T例

（ !UVWVV6）；6X例癌组织比癌旁组织高，最高达T倍

（ !UV’VV6）；6J例癌旁组织表达水平也较正常组织

高，最高达6"倍（ !UV’VV6）。./0(1经过标化计算表

明，口腔鳞癌8/I表达水平（ K’VVV96’VX"）和相应癌

旁组织的8/I表达水平（ "’!KV96’V"J）显著低于正常

组织8/I水平（ X’"$K96’$$J）（ !UV’VV6），癌旁组织与

正常组织8/I表达水平相比也存在显著性差异（ !U
V’VV6）。说明8/I在鳞癌中的高表达具有普遍性。

! 讨论

正常细胞用于合成生物膜和细胞因子的脂肪酸

大多来源于外源性。正常饮食情况下，除了肝脏、

脂肪组织、泌乳期乳腺和胎儿肺脏外，其他组织中

的8/I受到饮食脂质的抑制及胰岛素、胰高血糖素、

糖皮质激素、甲状腺激素等激素的调节，活性很

低Y!Z。近HV年的研究YKZ表明，癌细胞的脂肪酸合成不

同于正常组织细胞，人类癌细胞可自我合成其生长

所需的脂肪酸，其依赖于内源性脂肪酸合成酶进行

癌细胞的分裂和增殖。高水平的脂肪酸合成代谢也

是恶性肿瘤的重要生化特征，本实验的结果也证实

了上述观点。HV世纪TV年代末，人们发现8/I的表

达与肿瘤的恶性程度密切相关，8/I表达高者往往

在术后短期内出现复发，生存期明显缩短。

在口腔鳞癌方面，有关肿瘤细胞脂肪酸合成的

研究相对开展较晚，但同样取得了令人鼓舞的成

果。[-&?39->=等Y"Z发现舌鳞状细胞癌8/I表达水平明

显高于正常口腔黏膜上皮。在国内，学者研究也显

示口腔鳞状细胞癌新鲜标本的脂肪酸合成水平明显

高于癌周正常组织及颌面部其他正常组织。另有学

者采用放射性同位素标记和液体闪烁测量方法，观

察人鳞状细胞癌细胞株内源性脂肪酸表达水平，结

果显示癌细胞脂肪酸合成活性明显高于正常人牙龈

成纤维细胞，高出约K倍，与身体其他一些部位恶

性肿瘤细胞的脂肪酸合成代谢情况相似。薄层色谱

分离法显示，细胞总脂质提取液中5V\以上的脂质

是酰基甘油脂和磷脂。实验证实，4!2标记的乙酰钠

掺入上述脂质的量与4!2标记的丙二酰辅酶/掺入脂

肪酸的量直线相关，说明内源性脂肪酸合成与8/I
活性一致。可以认为脂肪酸合成增加是口腔癌重要

的营养代谢特征。

实时定量027技术是在普通的定性、半定量

027的基础上发展起来的一种定量分析方法，原理

是带荧光和粹灭集团标记的寡核苷酸探针，与目的

基因表达逆转录*(%/片段结合，在027扩增中;>E
酶外切作用下，扩增的同时使结合在模板上的荧光

和粹灭集团分离而激发荧光，不同的波长荧光，可

以在同一反应体系中同时检测不同的基因；荧光的

强度和扩增的模板量相对应，经电脑软件处理，能

够直观地监测027的全过程YXZ。国内外应用较多的检

测脂肪酸合酶的方法是同位素标记脂质测量法，该

方法利用组织中同位素渗入量检测8/I合成活性，

能够有效反映组织中8/I表达水平的高低，但灵敏

度较差，也无法做定量分析。本研究应用实时定量

027技术，测量过程不仅简单、快捷、灵敏度高，

而且能够定量各组织中8/I的拷贝数，从而为进一

步的量化研究打下基础。

总之，本研究证实了脂肪酸合酶的表达水平与

口腔鳞癌密切相关，可以作为检测口腔鳞癌的可靠
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指标之一，为通过脂肪酸合成途径进行口腔鳞癌诊

断、治疗方案的选择提供了依据。
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（ 本文编辑 汤亚玲）
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赛特力公司———压电陶瓷超声发生器的发明者，最新推出了用于口腔外科的超声设备：<@)d&>&+)P_超声

骨刀。

对于牙槽骨严重缺失的患者，治疗时必须采用多种骨充填手术。<@)d&>&+)超声骨刀可用于骨切开术、骨

整形术、骨嵴扩张、韧带切开术或上颌窦提升等棘手的手术。与手动或电动设备相比，临床医师使用超声设

备会更舒适、更安全。使用<@)d&>&+)超声骨刀，可以毫不费力地进行精细的切割手术并且不会损伤软组织，

术后疼痛轻微，愈合迅速。此外，不用十分费力，即可获得清晰的切割刀口。

由于选定的频率在J‘eXJ c]d之间，所以<@)d&>&+)超声骨刀只对硬组织有效，从而降低了软组织受损的

危险。发生器间歇产生低幅值超声波振动，这种经调谐的超声切割可使组织放松并使其微结构得到最佳的修

复，因而切割创面清晰整齐，有利于创口更好地愈合。

超声骨刀的工作尖坚固耐用，且振幅受到控制，因而切割精度非常高。另外，手柄操纵非常灵活、工作

尖的设计符合解剖形态，所以易于进行棘手的手术。

<@)d&>&+)还对切割表面有止血作用。超声空化作用可以限制血液渗出且利于从工作区清除骨屑，使牙科

医生能非常清楚地看到手术区，并可避免可能导致组织退化的术区温度升高。

得益于最尖端的双向动力超声发生器C< %)Q>-&2 技术的推动，<@)d&>&+)超声骨刀有如下出众的特性：

!实时自动频率调节，可有效地感知手术操作；"推拉电路，功率强大并可准确连续控制工作尖振幅，以保

护脆弱的组织；#应用反馈机制，使用和操作更轻松、精确。以上X个特点构成了巡航控制系统P_，使临床

医师可轻松控制局面，确保手术绝对安全。

<@)d&>&+)超声骨刀及其外设符合严格的安全和卫生要求：!带有一体盒的一次性使用无菌冲洗管；"连

线和手柄可消毒；#机体光滑易清洁，无粗糙的边缘；$有多功能脚踏开关控制（ 在手术过程中无需触摸控

制面板）。

<@)d&>&+)超声骨刀是进行预种植手术（ 骨切开术、上颌窦提升、拔牙）时的首选工具，还可用于传统的超

声治疗。

本设备不但可以使用预种植外科手术所用的所有工作刀，而且可以使用传统超声治疗领域中的近‘K多个

赛特力工作尖，这些治疗领域包括：!牙周病：牙周袋清创、牙根表面修整和肉芽组织清除、种植体保养；

"牙髓病：根管冲洗、根管充填、根管再治疗；#牙体预防：牙间隙洁治、龈上和龈下治疗和色素去除；$
修复治疗：嵌体Y牙冠戴入、松动修复体修复。

<@)d&>&+)超声骨刀———口腔外科手术成功和安全的保证。

详尽产品信息请咨询：‘"RLKR"!"ZMKLLYJYXY!，或发电子邮件：,)@9@23f*2’1*>)&23-&7F’*&+，网站：QQQ’*2’
1*>)&23-&7F’*&+。

法国艾龙集团北京办事处（ 原法国赛特力R碧兰公司）

口腔外科新利器———赛特力公司超声骨刀

a

!!"· ·

!!#· ·


