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剥脱综合征白内障者单个核细胞中

Ｎｏｔｃｈ２基因及其靶蛋白表达研究
丁　琳　王慧琴　凯迪丽亚·阿力甫　买尔哈巴·米吉提　吴卫东

摘　要　目的　探讨信号通路重要受体基因 Ｎｏｔｃｈ２及靶蛋白在剥脱综合征白内障患者、健康正常人外周血单个核细胞中

的表达水平和意义。方法　采用实时荧光定量 ＰＣＲ法检测 Ｎｏｔｃｈ２基因在 １８例剥脱综合征白内障患者外周血单个核细胞中的

表达水平，同时检测对照组正常人群１８例。运用免疫印迹法检测 Ｎｏｔｃｈ２蛋白在剥脱综合征白内障患者和正常人群中的表达量。

结果　剥脱综合征患者外周血单个核细胞中 Ｎｏｔｃｈ２基因相对表达水平为 ０．１５７±０．１３７，正常人群的表达水平为 ０．０３５±００３３，

剥脱综合征患者显著高于正常健康人群，差异有统计学意义（ｔ＝３．６６２，Ｐ＜０．０５）。免疫印迹检测 Ｎｏｔｃｈ２蛋白结果显示，剥脱综

合征白内障患者蛋白表达量为０．７８５±０．０９２，正常人群为０．３０４±００９１，剥脱综合征患者显著高于正常人群，差异有统计学意义

（ｔ＝１５．７９５，Ｐ＜０．０１）。结论　Ｎｏｔｃｈ２基因在剥脱综合征白内障患者外周血单个核细胞中的表达显著高于正常人群，其靶蛋白

Ｎｏｔｃｈ２在剥脱综合征患者中的表达也高于正常人群。推测作为 Ｎｏｔｃｈ信号通路重要受体基因 Ｎｏｔｃｈ２异常表达正调控其靶蛋白

Ｎｏｔｃｈ２参与剥脱综合征白内障的发病过程。
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　　剥脱综合征（ｅｘｆｏｌｉａｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ）是一种全身性
的细胞外基质疾病，与年龄相关。在眼部主要表现为

无定形蛋白质碎屑沉积于晶状体前囊、基膜的其他眼

组织上，沉积物呈灰白色或蓝白色
［１～３］

。可继发青光

眼，加速白内障的进展，并能增加术中和术后并发症。

目前剥脱综合征的发病机制尚不明确，研究表明剥脱

综合征是一种多基因遗传并受多因素调控的疾病，地

区高发剥脱综合征型白内障患者的病情加速进展及

预后值得关注
［４～６］

。因此本研究在课题组前期工作

的基础上就信号通路中重要的受体基因 Ｎｏｔｃｈ２及其
靶蛋白表达进行检测，试探讨 Ｎｏｔｃｈ２基因及其靶蛋
白 Ｎｏｔｃｈ２与剥脱综合征白内障发病的相关性。
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对象与方法

１．研究对象：选取 ２０１６～２０１８年在新疆维吾尔
自治区人民医院眼科就诊或住院的剥脱综合征白内

障患者１８例，其中，男性９例，女性９例；患者年龄４５
～７９（６８．１７±１０．４２）岁。选择同一时期来笔者医院
体检的无相关病史的健康人群作为正常对照组，正常

对照组 １８例，男女性别比为 １∶１；年龄 ４６～８０岁
（６９．１１±８５９）岁。采集研究对象外周血５～１０ｍｌ。

２．纳入、排除标准：所有患者参照ＲｉｔｃｈＲ剥脱综
合征的诊断标准；本研究获得医院医学伦理学委员会

批准，所有患者或监护人均已签署知情同意书。两组

人群均排除眼科手术史、恶性肿瘤、自身免疫性疾病、

高血压、糖尿病、强烈红外线接触史。女性患者排除

妊娠、哺乳及月经期。

３．外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕ
ｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）分离：将采集的静脉血 ５ｍｌ注入盛
有等量缓冲液的 ＥＰ管中，充分混匀。将淋巴细胞分
层液３ｍｌ加入 ＥＰ管中，随后注入稀释抗凝血液沿管
壁加至分层液上，保持两者界面清晰。室温 ２０００ｒ／
ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，管内可分为 ４层。轻轻吸出乳白色
的单个核细胞层，加入另一支已含有４ｍｌＰＢＳ的离心
管中混匀。室温下，１５００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ。弃上清，
重复洗涤１次。

４．Ｎｏｔｃｈ２基因表达量的检测：（１）提取总 ＲＮＡ：
按 ＭｉＲＮｅａｓｙＭｉｎｉｋｉｔ提取试剂盒（德国凯杰公司）说
明书进行，收集外周血单个核细胞，然后按步骤添加

试剂提取样本总 ＲＮＡ。用超微量核酸蛋白测定仪
（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）测定提取物浓度及纯度，Ａ２６０／
Ａ２８０比值为１．８～２．２，用于后续实验。（２）反转录合
成 ｃＤＮＡ：使用 ｍｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＲＴｋｉｔ（德国凯杰公司），按
反转录试剂盒说明书操作，上样于 Ｂｉｏ－ＲａｄＣ１０００
ＴｏｕｃｈＰＣＲ仪（美国伯乐公司）。反应体系 ２０μｌ：５×
ＨＩＦｌｅｘＢｕｆｆｅｒ４μｌ，１０×ＮｕｃｌｅｉｃｓＭｉｘ２μｌ，ＲＴＥｎｚｙｍｅ
Ｍｉｘ２μｌ，ＴｏｔａｌＲＮＡ（浓度约 ２０ｍｇ／Ｌ）＋ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ
Ｈ２Ｏ２共 １２μｌ。反应条件：３７℃ ６０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ。

（３）实时荧光定量 ＰＣＲ反应：应用 ＱｕａｎｔｉＦａｓｔＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＰＣＲｋｉｔ试剂盒（德国凯杰公司），引物购自德
国凯杰成品序列，其引物序列为专利产品。反应体系

２０μｌ：２×ＱｕａｎｔｉＦａｓｔＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１０μｌ，１０×ｍｉＳｃｒｉｐｔＰｒｉｍｅｒＡｓｓａｙ２μｌ，１０×ｍｉＳｃｒｉｐｔＵ
ｎｉｖｅｒｓａｌＰｒｉｍｅｒ２μｌ，ＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅＨ２Ｏ２５μｌ，模板 ｃＤ
ＮＡ１μｌ。反应在荧光定量 ＰＣＲ仪（ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ－Ｑ德
国）上进行，反应条件：９５℃ １５ｍｉｎ，１个循环；９４℃

１５ｓ，５５℃ ３０ｓ，７０℃ ３０ｓ，４０个循环。每个样本做 ３个
复孔，在相同反应条件下同时检测 Ｎｏｔｃｈ２和 ＧＡＰＤＨ
的扩增情况，程序运行结束后利用 Ｒｏｔｏｒ－ＧｅｎｅＱＳｅ
ｒｉｅｓＳｏｆｔｗａｒｅ软件进行数据分析。

５．免疫印迹法检测 Ｎｏｔｃｈ２蛋白表达量：将 ＲＩＰＡ
裂解液加入所收集的单个核细胞团中，提取蛋白，

ＢＣＡ法测定蛋白提取物浓度。１２％ 分离胶进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳；蛋白样本分离转印至 ＰＶＤＦ膜上，
５％蛋白质干粉 ＴＢＳＴ封闭１ｈ；ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ３次，
Ｎｏｔｃｈ２一抗（美国 Ａｂｃａｍ公司）１∶１０００室温孵育 １ｈ；
ＴＢＳＴ洗膜 １０ｍｉｎ３次，二抗 １∶１０００室温孵育 １ｈ；
ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ３次，曝光获得灰度。

６．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件对数
据进行统计分析。统计分析实时荧光定量 ＰＣＲ时相
对定量值以 ２－ΔΔＣｔ表示。计量资料符合正态分布以
均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。ｔ检验进行组间比较，以
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．实时荧光定量 ＰＣＲ曲线分析：以 ＧＡＰＤＨ扩增

作为参照，样本 Ｎｏｔｃｈ２基因荧光定量扩增特异性好，
扩增效率良好（图 １）。Ｎｏｔｃｈ２基因在正常人群和剥
脱综合征白内障患者中的表达水平分别为 ０．０３５±
０．０３３、０．１５７±０．１３７，剥脱组中 Ｎｏｔｃｈ２的表达高于
正常组人群，差异有统计学意义（ｔ＝３．６６２，Ｐ＝
０００２）。

２．免疫印迹检测 Ｎｏｔｃｈ２蛋白表达：剥脱综合征
白内障患者 Ｎｏｔｃｈ２蛋白的相对表达量为 ０．７８５±
００９２，正常人群 Ｎｏｔｃｈ２表达量为 ０．３０４±０．０９１，剥脱
组 Ｎｏｔｃｈ２蛋白表达量显著高于正常组，差异有统计
学意义（ｔ＝１５．７９５，Ｐ＝０．０００，图２）。

讨　　论
Ｎｏｔｃｈ基因最早发现于果蝇体内，由于其基因突

变可以引起果蝇出现残翅的现象因而命名。随着研

究的深入发现，Ｎｏｔｃｈ基因广泛表达于无脊椎动物及
哺乳动物体内

［７～９］
。Ｎｏｔｃｈ基因属于跨膜受体蛋白家

族，其受体蛋白分为胞外区、跨膜区和胞内区，结合配

体并激活受体的部位是胞外区。Ｎｏｔｃｈ信号的转导可
直接接受临近细胞的信号，不需通过第二信使和蛋白

激酶的参与来完成。信号由此转导至细胞核，激活相

关转录因子的表达
［７～１０］

。Ｎｏｔｃｈ信号通路在进化上
具有高度保守性，参与多个系统的发生、发育、功能等

生物学活动
［９～１１］

。研究表明 Ｎｏｔｃｈ信号通路在胚胎
发育、血管形成、血细胞形成以及肿瘤发生等的生理、

·６０１·
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图 １　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 Ｎｏｔｃｈ２基因的扩增曲线图和溶解曲线图
Ａ．Ｎｏｔｃｈ２扩增曲线图；Ｂ．Ｎｏｔｃｈ２溶解曲线图

　

图 ２　Ｎｏｔｃｈ２蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法表达水平比较图

与正常人群比较，Ｐ＜０．０１

　

病理过程中发挥重要作用
［７～１１］

。Ｎｏｔｃｈ２是 Ｎｏｔｃｈ信
号通路的重要受体蛋白，其与配体结合后可酶切暴露

的金属酶切位点，释放出胞内 ＮＩＣＤ。ＮＩＣＤ进入细胞
核后与转录抑制因子 ＣＳＬ／ＣＢＦ１结合活化 Ｈｅｓ，从而
进行细胞内调控，影响细胞增殖、凋亡等过程

［１２～１８］
。

剥脱综合征是一种受多基因调控，受多因素作用的系

统性疾病，其眼部病变表现为不明纤维物质在眼部组

织中沉积，引起房水外流受阻，从而导致眼压增高和

视神经受损，并最终发展为青光眼和白内障等疾病，严

重者可致盲
［１～５］

。

目前研究认为剥脱综合征是由遗传、环境、年龄等

多因素引起的细胞外基质代谢异常性疾病
［１］
。在前期

工作基础上笔者推测信号通路重要受体 Ｎｏｔｃｈ２参与
了眼部疾病的发生，因此本研究以 Ｎｏｔｃｈ２为切入点通
过进行实时荧光定量 ＰＣＲ来检测其在剥脱综合征白内
障患者与正常人群外周血单个核细胞中的表达，并对其

下游靶蛋白Ｎｏｔｃｈ２展开研究，以此探寻剥脱综合征白内
障发生、发展可能的影响因素。

综上所述，实时荧光定量 ＰＣＲ检测结果显示，

Ｎｏｔｃｈ２在剥脱组中的表达显著高于正常组，差异有统
计学意义（ｔ＝３．６６２，Ｐ＜０．０１），推测 Ｎｏｔｃｈ２在剥脱
综合征白内障患者外周血单个核细胞中的高表达可

能调控了细胞异常代谢过程，从而参与了剥脱综合征

的发展过程，进而加速影响白内障恶化进程。免疫印

迹实验结果显示，Ｎｏｔｃｈ２蛋白在剥脱组中的表达高于
正常人群，差异有统计学意义 （ｔ＝１５７９５，Ｐ＜
００１），受 Ｎｏｔｃｈ２基因调控其靶蛋白也异常表达。参
与这一系列过程可能调控了信号通路，导致细胞外基

质异常分泌，从而加速病理过程。与正常人群比较，

剥脱综合征白内障患者外周血单个核细胞中 Ｎｏｔｃｈ２
基因呈高表达，同时 Ｎｏｔｃｈ２蛋白表达也明显上调，这
说明二者呈正相关。由整体实验结果推测 Ｎｏｔｃｈ２基
因及其靶蛋白的差异表达共同作用参与了剥脱综合

征白内障的发展过程。
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超声引导下胸神经阻滞和竖脊肌平面阻滞用于

乳腺癌改良根治术后镇痛效果的比较

陈程哲　李会芳　任益锋　孙习文　洪道先　郑孝振

摘　要　目的　通过比较超声引导下胸神经Ⅱ（ｐｅｃｔｏｒａｌｎｅｒｖｅｓⅡ，ＰｅｃｓⅡ）阻滞和竖脊肌平面（ｅｒｅｃｔｏｒｓｐｉｎａｅｐｌａｎｅ，ＥＳＰ）阻

滞在乳腺癌改良根治术后的镇痛效果为临床选择麻醉提供依据。方法　选择笔者医院 ２０１８年 ６月 ～２０１９年 ６月行单侧乳腺癌

改良根治术的女性患者 ９０例，随机分为超声引导下 ＰｅｃｓⅡ组（Ｐ组）、超声引导下 ＥＳＰ组（Ｅ组）和对照组（Ｃ组），每组 ３０例。

记录 ３组患者术后不同时点数字疼痛评分（ｎｕｍｅｒｉｃａｌｒａｔｉｎｇｓｃａｌｅｓ，ＮＲＳ）、术中舒芬太尼用量、是否需要补救性镇痛、术后吗啡用

量、不良反应及并发症发生情况。结果　３组患者一般情况比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。术中舒芬太尼用量 Ｃ组（３３．４±

３．４μｇ）显著高于 Ｐ组（２６．１±３．１μｇ）和 Ｅ组（２７．６±３．１μｇ），差异有统计学意义（ｔ＝－８．７４２，Ｐ＝０．０００；ｔ＝－６．９５７，Ｐ＝

００００），Ｐ组低于 Ｅ组，差异无统计学意义（ｔ＝－１．８８８，Ｐ＝０．０６４）。术后２４ｈ补救镇痛例数 Ｐ组３例显著少于 Ｅ组１０例和 Ｃ组

１３例，差异有统计学意义（χ２＝４．８１２，Ｐ＝０．０２８；χ２＝８．５２３，Ｐ＝０．００４），Ｅ组少于 Ｃ组，差异无统计学意义（χ２ ＝０．６３５，Ｐ＝

０４２６）。术后 ２４ｈ吗啡用量 Ｐ组（０．７±１．７ｍｇ）显著低于 Ｃ组（２．３±２．９ｍｇ），差异有统计学意义（ｔ＝－２．７３４，Ｐ＝０．００８），Ｐ组

低于 Ｅ组（１．８±２．８ｍｇ），Ｅ组低于 Ｃ组，差异均无统计学意义（ｔ＝－１．９５２，Ｐ＝０．０５６；ｔ＝－０．６８７，Ｐ＝０．４９５）。术后 ３、６、１２、２４ｈ

的 ＮＲＳ评分 Ｐ组分别为 ０．７±０．７、１．４±０．７、１．６±０．６、１．７±０．６，Ｅ组分别为 １．２±０．７、２．１±０．７、２．２±０．９、１．７±０．５，Ｃ组分

别为 １．４±０．８、２．４±０．６、２．４±０．９、１．８±０．４。术后 ３、６、１２ｈ的 ＮＲＳ评分 Ｐ组显著低于 Ｅ组和 Ｃ组，差异有统计学意义（ｔ＝

－２．８３３，Ｐ＝０．００６；ｔ＝－３．８５１，Ｐ＝０．０００；ｔ＝－２．８７６，Ｐ＝０．００６；ｔ＝－３．４０９，Ｐ＝０．００１；ｔ＝－５．５８１，Ｐ＝０．０００；ｔ＝－４．６１９，Ｐ＝

０．０００），而 Ｅ组低于 Ｃ组，差异无统计学意义（ｔ＝－０．８７２，Ｐ＝０．３８７；ｔ＝－１．６１７，Ｐ＝０．１１１；ｔ＝－０．８４６，Ｐ＝０．４０１）；２４ｈ的 ＮＲＳ

评分 ３组比较，差异均无统计学意义（ｔ＝０．０００，Ｐ＝１．０００，ｔ＝－１．２７６，Ｐ＝０．２０７；ｔ＝－１．３７２，Ｐ＝０．１７５）。术后 ２４ｈ不良反应情

况比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；３组均未出现并发症。结论　超声引导下 ＰｅｃｓⅡ阻滞较 ＥＳＰ阻滞具有更好的乳腺癌

改良根治术后镇痛效果。

关键词　胸神经阻滞　竖脊肌平面阻滞　乳腺癌改良根治术　术后镇痛
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