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摘要　 目的　 通过对不同时期的 ＳＤ 大鼠颅盖骨进行检测，
探究大鼠颅盖骨的生长特点。 方法　 选取同窝 １、４、７、１０、１２
周 ＳＤ 大鼠颅盖骨（每周 ３ 只），使用 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测颅盖骨中局部粘着斑激酶（ＦＡＫ） － 磷脂酰

肌醇 ３⁃激酶 ／蛋白激酶 Ｂ（ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ）信号通路的表达情况，
并通过相关性分析 ＦＡＫ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 在颅盖骨生长发育过程

中的作用情况。 结果　 大鼠脑容积的增长与颅盖骨厚度的

变化是同步增长；ＦＡＫ 的表达变化与大鼠各经线的变化呈

正相关；ＦＡＫ 的表达变化与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 的表达变化呈正相

关。 结论　 ＦＡＫ 的表达变化与大鼠头颅的生长发育规律具

有相关性，ＦＡＫ 通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路在颅盖骨中发

挥作用，ＦＡＫ 可能作为颅骨快速生长发育期的标志物，为临

床上的颅骨缺损修复治疗中时机的选择提供基础理论依据。
关键词　 颅盖骨；ＦＡＫ；ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ；生长发育
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　 　 儿科病例中，存在因外伤导致颅脑损伤而实施

去骨瓣减压术，术后实施颅骨成形术进行修补。 对

较大面积的小儿颅骨缺损进行修补时，则需考虑修

补材料与快速发育颅骨间因对抗产生的损伤，需慎

重选择修补时机。 小儿颅骨缺损修复对临床医生是

一项复杂的挑战，不同时期修补材料的选择也是一

项难题［１］。 早期颅骨与大脑的生长发育是一个相

对动态的过程，修补材料选择不当，可能会导致硬脑

膜甚至脑组织出现损伤［２］。 因此对颅骨快速发育

期的动态监测，可有效避免修补材料与颅骨间冲突。
局部黏着斑激酶（ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｋｉｎａｓｅ，ＦＡＫ）在

骨细胞中的作用已得到验证［３］。 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通

路在细胞的存活、生长、增殖和分化中起重要作用，
抑制 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路可导致成骨细胞损伤［４］。
ＦＡＫ 可调控 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路［５］，但 ＦＡＫ⁃ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 通路在颅骨生长发育过程中的调控机制尚未

报道。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物 　 实验所需 ６ 对 ＳＤ 大鼠购自斯贝

福北京生物技术有限公司，饲养于内蒙古科技大学

包头医学院实验动物中心。 保持饲养环境温度 ２０
～ ２５ ℃；相对湿度 ５０％ ～６５％ ；并提供 １２ ｈ 的光循

环（早 ７ 时 － 晚 １９ 时）。 待新生 ＳＤ 大鼠出生后记

录出生时期，并在相同条件下饲养。 ＳＤ 大鼠在基因

组和生理上与人类相似，是研究人类发育或疾病的

理想模型［６］。 对生长发育期的 ＳＤ 大鼠头围、颅骨

厚度及脑容量进行检测，直至 １２ 周体成熟［７］，在第

１、４、７、１０、１２ 周末各取 ３ 只大鼠进行安乐死，并剥

离颅盖骨保存于 － ８０ ℃。
１． ２　 主要试剂及仪器　 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液（北京索

莱宝公司）；ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司）；Ｒｕｎｎｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；ＰＶＤＦ 膜

（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；ＦＡＫ 抗体、ＰＩ３Ｋ 抗体、
ＡＫＴ 抗体、ｐ⁃ＡＫＴ 抗体和 β⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ 抗体（美国 ＣＳＴ
公司）；ＥＣＬ 超敏发光液（北京普利莱公司）；Ｇｏａｔ
Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ ／ ＨＲＰ ａｎｔｉｂｏｄｙ （北京 Ｂｉｏｓｓ 公

司）；ＮｏＮ⁃Ｆａｔ Ｐｏｗｄｅｒｅｄ Ｍｉｌｋ（美国 ＢＢＩ 公司）；ＤＥＰＣ
水（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； ＴＲＩｚｏｌ （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司）；ｃＤＮＡ 反转录试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；引物

合成（上海生工公司）；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
（北京康为世纪公司）；天能凝胶成像仪（上海天能

公司）。
１． ３　 物理测量

１． ３． １　 颅骨各径线测量　 主要测量大鼠头颅固定

部位之间的距离，分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ ４ 条线，４ 条线依
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据儿童头围测量标准［８］，取其同等位置进行测量。
见图 １。

图 １　 大鼠头围的测量示意图

Ａ：鼻尖至枕后粗隆之间连线；Ｂ：两眶内测缘垂直于 Ａ 线的连

线；Ｃ：两下颌角的连线；Ｄ：两眶外缘的连线

１． ３． ２　 脑容积测量　 将大鼠安乐死后取出完整脑

组织，采用容积为 １０ ｍｌ 的量筒称量脑组织容积。
向量筒加入 ５ ｍｌ 蒸馏水，再将脑组织放入量筒，通
过液面差计算出脑组织容积。
１． ３． ３　 颅盖骨厚度测量 　 将大鼠颅盖骨［９ － １０］ （大
鼠颅盖骨包括：额骨、颞骨、顶骨、枕骨）完整的剥离

下来，剔除表面筋膜，使用游标卡尺测量大鼠颅盖骨

指定位置颅骨厚度，再计算其平均值。 如图 ２ 所示。
ａ１ 点位于额骨鼻侧边缘矢状缝的左侧，距矢状缝 ２
ｍｍ；ａ２ 点位于额骨鼻侧边缘矢状缝的右侧，距矢状

缝 ２ ｍｍ；ｂ１ 点位于顶骨左耳侧边缘，垂直矢状缝，
与 ｄ１、ｄ２ 点平行；ｂ２ 点位于顶骨右耳侧边缘，垂直

矢状缝，与 ｄ１、ｄ２ 点平行；ｃ１ 点位于枕骨尾侧边缘

矢状缝延长线的左侧，距矢状缝延长线 ２ ｍｍ；ｃ２ 点

位于枕骨尾侧边缘矢状缝延长线的右侧，距矢状缝

延长线 ２ ｍｍ；ｄ１ 点位于 ａ１ 和 ｃ１ 点连线的中点处，
矢状缝左侧，距矢状缝 ２ ｍｍ；ｄ２ 点位于 ａ１ 和 ｃ１ 点

连线的中点处，矢状缝右侧，距矢状缝 ２ ｍｍ。
１． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 取 ＲＩＰＡ 裂解液加入到骨

组织中裂解蛋白，同时按 １ ∶ １００ 比例加入蛋白酶抑

制剂和磷酸酶抑制剂；超声破碎后取蛋白液用 ＢＣＡ
试剂盒测蛋白浓度。 加入抗氧化剂（１０ × ）和上样

缓冲液（４ × ）制样后用 ８％ 的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶系统

分离各样本蛋白，通过电转仪将蛋白转移到 ＰＶＤＦ
膜上。 ５％的脱脂牛奶封闭 ９０ ｍｉｎ，ＴＢＳＴ 清洗后在

４ ℃温度下过夜孵育一抗。 第二天，ＴＢＳＴ 洗去未结

合上的一抗后与 １ ∶ ３ ０００ ＴＢＳＴ 配置的二抗结合，
最后在凝胶成像仪中曝光。

图 ２　 颅盖骨厚度测量方法示意图

１． ５　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取颅

盖骨组织中总 ＲＮＡ，随后使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 测量总

ＲＮＡ 浓度，同时辨别 ＲＮＡ 是否有蛋白或有机物污

染。 用反转录试剂盒将其反转录为 ｃＤＮＡ，置于 －
２０ ℃ 保存。 从 ＧｅｎＢａｎｋ 上查得大鼠 ＦＡＫ、ＰＩ３Ｋ、
ＡＫＴ 及内参 β⁃ａｃｔｉｎ 的基因序列，采用 ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软

件进行 ＰＣＲ 引物设计，序列见表 １。

表 １　 引物序列

基因 引物序列 ５ ′⁃３′
ＦＡＫ Ｆ：ＴＧＧＡＣＡＧＴＣＡＣＡＡＡＧＴＡＡＡＧＣＡＣＧ

Ｒ：ＴＧＧＧＴＧＧＧＣＧＡＧＴＴＣＧＴＡＴＴ
ＰＩ３Ｋ Ｆ：ＡＡＴＧＧＣＧＡＣＧＡＴＴＴＧＣＧＧ

Ｒ：ＣＡＧＣＣＡＴＡＧＧＧＧＡＧＣＡＴＴＣＧ
ＡＫＴ Ｆ：ＣＡＧＡＣＣＣＡＣＧＡＣＣＧＣＣＴＣ

Ｒ：ＧＡＣＡＣＡＡＴＣＴＣＣＧＣＡＣＣＧＴＡＧ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：ＴＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧＧＡＧＡ

Ｒ：ＴＡＧＡＧＣＣＡＣＣＡＡＴＣＣＡＣＡＣＡ

　 　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒进行相对 ＰＣＲ 分析，在
Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应仪上进行反应：第一步 ９５ ℃预

变性 ５ ｍｉｎ；第二步 ９５ ℃、３０ ｓ，ＦＡＫ：５８ ℃、３０ ｓ
（ＰＩ３Ｋ：５７ ℃， ＡＫＴ：６２ ℃），７２ ℃、３０ ｓ，４０ 个循环；
第三步 ７２ ℃退火 ２ ｍｉｎ。 用 ２ － ΔΔＣｔ法计算各基因的

相对表达量，与 β⁃ａｃｔｉｎ 表达量进行归一化，并显示

为相对于对照的倍数变化。
１． ６　 统计学处理　 实验数据结果用 �ｘ ± ｓ 表示。 使

用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ８ 软件评估统计学差异。 统计分

析使用两样本 ｔ 检验的方法，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统

计学意义。
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２　 结果

２． １　 颅骨各径线测量结果 　 １、４、７、１０、１２ 周大鼠

颅骨各径线测量结果比较，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ ４ 条线均明显

增加。 ４ 条线均在 １、４、７ 周时增长明显，与前 １ 次

的测量相比，四条线的增长差异都有统计学意义（Ｐ
＜ ０. ０５），７ 周之前 Ａ 线增长了 ４１. ８８％ ，Ｂ 线增长了

４３. ３５％，Ｃ 线增长了 ３９. ０２％，Ｄ 线增长了 ３４. ３９％。
７ 周后 ４ 条线的增长均趋于平缓。 ４ 条线在 １ ～ １２
周里分别增长了 ４６. １１％、４６. ７８％、４４. ２％、３８. ４２％。
见表 ２ ～ ５，图 ３。

表 ２　 大鼠头颅 Ａ 线测量结果（�ｘ ± ｓ）

周数 Ａ 线（ｎ ＝ ３，ｃｍ）
与上 １ 周

相比 Ｐ 值

与第 １ 周

相比 Ｐ 值

百分比

（％ ）
１ ２． ９９ ± ０． １７６ － １ ４１． ３６
４ ４． ７４ ± ０． ０４９ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ６５． ６１
７ ６． １１ ± ０． ０９０ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ８４． ４６
１０ ６． １８ ± ０． ０３３ ０． ３６０ ＜ ０． ００１ ８５． ４３
１２ ６． ３４ ± ０． ０９７ ０． ０９１ ＜ ０． ００１ ８７． ６４
成年鼠 ７． ２３ ± ０． ０４７ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ １００． ００

表 ３　 大鼠头颅 Ｂ 线测量结果（�ｘ ± ｓ）

周数 Ｂ 线（ｎ ＝ ３，ｃｍ）
与上 １ 周

相比 Ｐ 值

与第 １ 周

相比 Ｐ 值

百分比

（％ ）
１ １． １５ ± ０． ０４１ － １ ４９． ３６
４ １． ５８ ± ０． ０６２ ０． ００１ ０． ００１ ６７． ９５
７ ２． １０ ± ０． ０８２ ０． ００２ ＜ ０． ００１ ９０． １３
１０ ２． １８ ± ０． １３１ ０． ４８８ ＜ ０． ００１ ９３． ７１
１２ ２． ２２ ± ０． １６５ ０． ８３４ ＜ ０． ００１ ９５． １４
成年鼠 ２． ３３ ± ０． １２５ ０． ４７０ ＜ ０． ００１ １００． ００

表 ４　 大鼠头颅 Ｃ 线测量结果（�ｘ ± ｓ ）

周数 Ｃ 线（ｎ ＝ ３，ｃｍ）
与上 １ 周

相比 Ｐ 值

与第 １ 周

相比 Ｐ 值

百分比

（％ ）
１ ３． ４９ ± ０． ０９８ － １ ４１． ５９
４ ５． ２４ ± ０． １７７ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ６２． ３８
７ ６． ７７ ± ０． １９７ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ８０． ６３
１０ ７． １８ ± ０． ０８５ ０． ０５４ ＜ ０． ００１ ８５． ５２
１２ ７． ２２ ± ０． １６５ ０． ８１２ ＜ ０． ００１ ８５． ９１
成年鼠 ８． ４０ ± ０． １４１ ０． ００２ ＜ ０． ００１ １００． ００

表 ５　 大鼠头颅 Ｄ 线测量结果（�ｘ ± ｓ）

周数 Ｄ 线（ｎ ＝ ３，ｃｍ）
与上 １ 周

相比 Ｐ 值

与第 １ 周

相比 Ｐ 值

百分比

（％ ）
１ ２． ０１ ± ０． ０９０ － １ ５７． ８３
４ ２． ５９ ± ０． ０２９ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ７４． ６４
７ ３． １７ ± ０． １２５ ０． ００３ ＜ ０． ００１ ９１． ２６
１０ ３． ２２ ± ０． １５８ ０． ７１１ ＜ ０． ００１ ９２． ８９
１２ ３． ３０ ± ０． ２１６ ０． ７０６ ０． ００１ ９５． １０
成年鼠 ３． ４７ ± ０． ０４７ ０． ３４６ ＜ ０． ００１ ９９． ９０

图 ３　 大鼠颅骨各径线测量结果折线图

与本组第 １ 周比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与本组前 １ 周

比较： ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

２． ２　 颅骨厚度测量结果　 大鼠颅盖骨厚度测量结

果比较。 与第 １ 周相比，大鼠颅盖骨的厚度明显增

加（Ｐ ＜ ０. ００１），１ ～ １２ 周的大鼠颅盖骨的厚度增长

７１. ３５％ 。 见图 ４。

图 ４　 大鼠颅盖骨厚度测量结果

与第 １ 周比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与前 １ 周比较：＃＃Ｐ

＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

２． ３　 脑容积测量结果　 大鼠脑容积测量结果比较。
与第 １ 周相比，大鼠的脑容积均明显增加 （Ｐ ＜
０. ００１），１ ～ １２ 周的大鼠脑容积增长 ６９. ３０％ 。 见图

５。

图 ５　 大鼠脑容积结果

与第 １ 周比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１；与前 １ 周比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃＃Ｐ ＜
０. ００１

２． ４ 　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果 　 通过实时荧光定量
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ＰＣＲ 检测 １、４、７、１０、１２ 周大鼠颅盖骨组织中 ＦＡＫ
ｍＲＮＡ 表达情况结果显示，在大鼠颅盖骨发育过程

中 ＦＡＫ ｍＲＮＡ 的表达量逐渐升高，直至第 １０ 周时

达到最高值，随后趋于平稳。 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路

中 ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ 的表达随着颅盖骨的发育过程逐渐

降低，同样随着 ＦＡＫ 的增加 ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ 逐渐降

低。 见图 ６。
２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果　 １、４、７、１０、１２ 周大鼠颅盖

骨组织中 ＦＡＫ 蛋白表达情况比较。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测显示，ＦＡＫ 在大鼠颅盖骨发育过程中蛋白的表达

量是逐渐升高的，并在第 １０ 周时达到最高值，随后

趋于平稳，与 ｍＲＮＡ 的表达趋势相一致。 第 ４ 周至

第 １２ 周大鼠颅骨组织中 ＦＡＫ 蛋白的表达情况，较
第 １ 周相比均有明显的增加 （Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号通路中，ＰＩ３Ｋ 的蛋白表达情况呈逐渐降低

的趋势，与 ＰＣＲ 结果相同。 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 的表达呈

逐渐升高的趋势，与 ＦＡＫ 的表达情况相一致。 见

图 ７。
２. ６　 相关性分析　 对大鼠脑容积与颅盖骨厚度相

关性分析结果比较显示：脑容积的增长与颅盖骨的

增厚呈正相关。 相关系数为 Ｒ２ ＝ ０. ８４０ １， Ｒ ＝
０. ９１６ ６，Ｐ ＜ ０. ００１，差异有统计学意义。 结果显示

大鼠脑容积与颅盖骨变厚是同步增长的。
随后，对大鼠颅盖骨 ＦＡＫ 蛋白相对表达量与头

颅 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ ４ 条径线长度进行相关性分析。 ＦＡＫ
的表达与大鼠头颅的生长呈正相关。 相关系数分别

为 Ａ 线：Ｒ２ ＝ ０. ８９２ ７，Ｒ ＝ ０. ９４４ ８，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｂ 线：
Ｒ２ ＝ ０. ９１４ ６， Ｒ ＝ ０. ９５６ ３， Ｐ ＝ ０. ０１； Ｃ 线： Ｒ２ ＝
０. ９３２ ２，Ｒ ＝ ０. ９６５ ５，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｄ 线：Ｒ２ ＝ ０. ９０７ ４，
Ｒ ＝ ０. ９５２ ６，Ｐ ＜ ０. ００１ 差异有统计学意义。 这些结

果说明 ＦＡＫ 可能在大鼠的头颅生长发育过程中具

有重要作用。

图 ６　 大鼠颅骨组织中 ＦＡＫ（Ａ）、ＰＩ３Ｋ（Ｂ）、ＡＫＴ（Ｃ） ｍＲＮＡ 表达情况

与第 １ 周比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与前 １ 周比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ７　 大鼠颅骨组织中 ＦＡＫ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白检测

Ａ：大鼠颅骨组织中 ＦＡＫ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白条带图；Ｂ：大鼠颅骨组织中 ＦＡＫ 蛋白表达情况统计图；Ｃ：大鼠颅骨组织中 ＰＩ３Ｋ 蛋白表达

情况统计图；Ｄ：大鼠颅骨组织中 ＡＫＴ 蛋白表达情况统计图；Ｅ：大鼠颅骨组织中 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 蛋白表达情况统计图；与第 １ 周比较：∗ Ｐ ＜

０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与前 １ 周比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ８　 大鼠颅盖骨生长发育过程中各数据的相关性分析

Ａ：大鼠脑容积与颅盖骨厚度相关性分析；Ｂ：ＦＡＫ 蛋白与 Ａ 径线长度相关性分析；Ｃ：ＦＡＫ 蛋白与 Ｂ 径线长度相关性分析；Ｄ：ＦＡＫ 蛋白与 Ｃ
径线长度相关性分析；Ｅ：ＦＡＫ 蛋白与 Ｄ 径线长度相关性分析；Ｆ：ＦＡＫ 蛋白与 ＰＩ３Ｋ 蛋白相关性分析；Ｇ：ＦＡＫ 蛋白与 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 蛋白相关性分

析

对 ＦＡＫ 与 ＰＩ３Ｋ 的蛋白表达水平进行相关性分析，
结果显示 ＦＡＫ 与 ＰＩ３Ｋ 之间呈负相关（相关系数为

Ｒ２ ＝ ０. ８８５ ５，Ｒ ＝ ０. ９４１ ０，Ｐ ＝ ０. ５５，差异无统计学

意义）， ＦＡＫ 与激活后的 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ （即 ｐ⁃ＡＫＴ ／
ＡＫＴ） ［１１］之间呈正相关（相关系数为 Ｒ２ ＝ ０. ９５１ ８，Ｒ
＝ ０. ９７５ ６，Ｐ ＝ ０. ００２ ９，差异有统计学意义）。 因

此，ＦＡＫ 通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路影响大鼠头

颅的生长发育情况。 见图 ８。

３　 讨论

　 　 骨骼在结缔组织愈合方面是独一无二的，它完

全通过细胞再生和旷物质基质的产生来愈合，因此

许多儿童和婴幼儿较小的颅骨缺损最终会自动愈

合，特别是存在正常硬脑膜的情况下，但仍有相当数

量的颅骨缺损需要手术修复［１２］。 颅顶骨来源于神

经嵴起源的胚胎干细胞，有一种普遍的观点认为，取
自胚胎来源相似的颅骨移植比从胚胎来源不同的长

骨中获取的骨移植效果更好［１３］。 在儿童颅骨缺损

的治疗中，最好使用患者自己的骨材料，而不是人工

材料［１４］。 然而，在较大面积的缺损情况下，自体骨

移植修补可能是不现实的。 在这种情况下，为了不

影响患儿的正常生理发育及身心健康，尽量采用合

适的修补材料在恰当的时机进行手术。 目前材料的

选择标准已趋于成熟，但时机的判断依旧是临床医

生面临的一大难题。
在课题组先前的研究［７］ 中，通过对整个生长发

育期 １ 周直到 １２ 周的 ＳＤ 大鼠，每隔一周进行一次

进行测量，发现在出生后的 １２ 周内，大鼠颅盖骨基

本完成了生长发育，在整个生长发育过程中，１ ～ ４
周时大鼠颅骨的生长速率较快，４ 周后生长速度减

缓。 同时有研究表明 ７ 周左右大鼠性成熟，１２ 周左

右大鼠体成熟期基本完成生长［７］。 因此课题组选

取了第 １、４、７、１０、１２ 周的大鼠颅盖骨，通过 ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等分子生物学的手段进行

更进一步的研究。
本研究结果显示，随着大鼠颅盖骨的生长发育，

大鼠头颅各经线、脑容积以及颅盖骨的厚度均有不

同程度的明显增长。 对大鼠脑容积与颅盖骨厚度相

关性分析发现，脑容积的增长与颅盖骨的增厚呈正

相关（Ｐ ＜ ０. ００１），并且脑容积与颅盖骨变厚是同步

增长。 随后在对大鼠颅盖骨中 ＦＡＫ 的蛋白相对表

达量与头颅各径线的增长变化进行相关性分析，
ＦＡＫ 的表达与大鼠头颅的生长呈正相关。 这些结

果说明 ＦＡＫ 可能在大鼠的头颅生长发育过程中具

有重要作用。
接下来在对 ＦＡＫ 与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路研究

显示，ＦＡＫ 与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路之间具有相互作

用，并且 ＦＡＫ 与激活后的 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路之间

具有相关性且呈正相关。 由此可以看出，在大鼠颅

骨生长发育的过程中涉及到能量的代谢，ＦＡＫ 主要

通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 影响大鼠头颅的生长发育情

况。
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骨组织通过骨细胞的协同作用不断重塑，包括

破骨细胞的骨吸收和成骨细胞的骨形成［１５］。 骨细

胞是存在于旷化骨基质中的细胞，是主要的骨骼机

械传感器。 骨细胞通过其树突状突起上流体剪切力

（ｆｌｕｉｄ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ，ＦＦＳＳ）的变化来感知机械信号，而
ＦＡＫ 则是骨细胞中将这类机械信号转化为生化信

号传入细胞中的重要因子［１６］。 同时有研究［１１］ 表明

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路可以促进骨细胞的分化和成

熟，对骨损伤的修复起着至关重要的作用。 本研究

显示，ＦＡＫ 的表达变化规律与大鼠头颅的生长发育

规律具有相关性，ＦＡＫ 可能通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信

号通路在颅盖骨发育中发挥作用，ＦＡＫ 有作为颅骨

快速生长发育期的标志物潜力，并为临床上的颅骨

缺损修复治疗中时机的选择提供基础理论依据。
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摘要　 目的　 探讨残留样蛋白质家族成员 ４（ＶＧＬＬ４）基因

单核苷酸多态性 （ＳＮＰ）与幽门螺杆菌（Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ）感染的关

系。 方法　 选取 ４５０ 例体检者的血液样本，采用 ＥＬＩＳＡ 法将

样本分为幽门螺杆菌阴性组（ｎ ＝ ２２０） 和幽门螺杆菌阳性组

（ｎ ＝ ２３０）。 采用聚合酶链式反应 － 限制性片段长度多态性

（ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ ） 技 术 对 ＶＧＬＬ４ ＳＮＰ ｒｓ１８０３４８９、 ｒｓ７６１７６２０、
ｒｓ１３０７８５２８ 位点进行基因分型。 结果　 内蒙古包头地区汉

族人群中 ＶＧＬＬ４ 基因 ＳＮＰ ｒｓ１８０３４８９、ｒｓ７６１７６２０、ｒｓ１３０７８５２８
与幽门螺杆菌感染没有关联。 结论　 在内蒙古包头地区的

汉 族 人 群 中 ＶＧＬＬ４ 基 因 ＳＮＰ ｒｓ１８０３４８９、 ｒｓ７６１７６２０、
ｒｓ１３０７８５２８ 在幽门螺杆菌感染中不起主要作用。
关键词　 残留样蛋白质家族成员 ４；单核苷酸多态性；幽门

螺杆菌；遗传易感性
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　 　 国际癌症研究机构（ＩＡＲＣ）研究显示，７８％的胃
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ｌｏｒｉ）的感染，其中非贲门胃癌的 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染率为

９４. ６％ 。 因此 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 被认为是胃癌的主要致癌

原，是非贲门胃癌发生的必要原因［１］。 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感
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染者大多数无明显症状，因此不易受到关注，往往感

染可潜伏数年之久直到发展为慢性萎缩性胃炎及胃

溃疡等癌前病变，甚至发展为胃癌［２］。 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 的
感染及临床转归受环境和遗传等因素的共同作用，
最终仅有不到 ３％ 的 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染者发展成为胃

癌，提示宿主的遗传因素在 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 的感染及临床

转归中发挥了重要作用［３］。 研究［４］ 显示，一些基因

的单核苷酸多态性（ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＳＮＰ）与 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染的遗传易感性相关联。 一些

ＳＮＰｓ 可以作为 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染的重要遗传标志物，用
于筛查 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染的高危人群和防治 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ
感染相关疾病的重要靶点。 前期课题组研究了残留

样蛋白质家族成员 ４ （Ｖｅｓｔｉｇｉａｌ ｌｉｋｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ
４，ＶＧＬＬ４）基因的 ３ 个 ＳＮＰ ｒｓ１８０３４８９、ｒｓ７６１７６２０ 和

ｒｓ１３０７８５２８，发现在包头汉族人群中 ＳＮＰ ｒｓ１８０３４８９
与非贲门胃癌的发病风险相关联［５］。 由于同一 ＳＮＰ
在疾病的不同阶段可能起的作用不相同，目前关于

ＶＧＬＬ４ 基因多态性与胃癌发病的始动因子 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ
感染的关系还未见有报道，因此，该研究检测了

ＶＧＬＬ４ 基因多态性与 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染之间的关系，探
讨 ＶＧＬＬ４ ＳＮＰｓ 增加胃癌发病风险是否是通过增加

Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染风险介导的，为以 ＶＧＬＬ４ 为基础的抗

Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染相关疾病的治疗和胃癌的早期预防提

供理论基础和实验依据。

１　 材料与方法

１． １　 病例资料 　 收集 ４５０ 例正常体检者，其中男

性 ３３６ 例，女性 １１４ 例。 所有研究对象的纳入标准

为：① 在包头地区生活 ５ 年以上互无血缘关系的汉

族人群；② 三代之内未有与其他民族通婚史。 排除
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