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摘 要!%目的& 探讨早期胃印戒细胞癌内肿瘤干细胞的分布和定位' %方法& 采用组织化学和
免疫组织化学染色技术"检测

%)

例早期胃印戒细胞癌的黏液分泌特点(分化增殖特性和干细
胞标志物的表达' %结果& 早期胃印戒细胞癌具有特征性的)分层结构*+浅表层为典型印戒细
胞"第二层为低分化癌细胞"少数病例!

%

例,含第三层癌细胞"呈泡沫样'浅表层及第三层癌细
胞具有黏液分泌功能"主要表达

*+,-.,

和
*+,/

"而不表达干细胞标志物' 第二层癌细胞无
黏液分泌功能" 不表达分化标志物"

012!

(

3456578"#

(

79:;9

干细胞标记阳性"

<8"/)

阳性率为
!('/=#%'>=

' %结论& 早期胃印戒细胞癌的肿瘤干细胞定位于分层结构的第二层"可能与肿瘤
的早期进展有关'
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印戒细胞癌是胃癌常见的病理类型" 其发生发

展机制尚不清楚"患者经确诊时多处于中晚期"预后

较差'近年来"肿瘤干细胞学说的兴起为我们重新认

识此类胃癌的发生演进机制提供了新的视角' 该学

说认为" 肿瘤内存在少数具有干细胞特性的肿瘤细

胞"即肿瘤干细胞"具有极强的成瘤能力"是启动肿

瘤发生发展的)种子细胞*

d$e

'

96^68578

等%

!

&在数个胃

癌细胞系发现
,T%%

与癌细胞的成瘤能力密切相

关" 并初步证实
,T%%

阳性的癌细胞群体内存在肿

瘤干细胞"但该研究所用材料均为细胞系"所获结论

只适用于非印戒细胞类型的胃癌" 在人胃印戒细胞

癌组织内是否存在肿瘤干细胞仍不清楚'

以往研究发现%

>

"

%

&

"早期胃印戒细胞癌可在黏膜

内形成一类特殊而有序的组织形态
$

分层结构
]N6X"

论 著 >$/
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!该结构由两层或三层细胞组成!其中

靠近黏膜表面的浅表层癌细胞体积大!胞质丰富!胞

核偏于一侧!呈典型的印戒样"浅表层下方的第二层

癌细胞体积小!核
.

浆比大!增殖活跃"部分病例在上

述两层结构的深部可见第三层结构! 该层癌细胞体

积大!似泡沫细胞#由于第二层癌细胞在形态上具有

低分化的特点! 我们推测印戒细胞癌的肿瘤干细胞

可能位于该细胞层# 本研究拟考察分层结构中上述

低分化癌细胞的分化增殖特性以及干细胞标志物的

表达情况! 初步探讨其在肿瘤侵袭中的作用及胃印

戒细胞癌发生发展机制#

$

材料与方法

!"!

资料收集

回顾我院
$/001!"$"

年胃癌根治标本!共确认

%2

例早期印戒细胞癌标本作为研究对象!

3

$4

期
!5

例!

3

$6

期
!!

例# 对所有标本的存档蜡块连续切片

$厚
7!8

%!进行苏木素
!

伊红$

9:

%染色&

;<"=;>

染

色及免疫组化染色'

!"# ;<?=;>

染色

;<"=;>

染色试剂盒购自福州迈新生物技术有

限公司!染色按产品说明书操作# 步骤如下(石蜡切

片脱蜡至水" 滴加醋酸分化液作用
!8@A

后倾去"滴

加
;<

染色液$奥辛蓝!

B9!C5

%染色
$"8@A

"醋酸分化

液作用
!8@A

!再用流水冲洗
58@A

"滴加高碘酸作用

$"8@A

! 蒸馏水冲洗" 滴加
>,D@EE

$雪夫% 试剂染色

$58@A

后倾去"滴加偏重亚硫酸钠作用
$8@A

"流水冲

洗
$"8@A

"苏木素复染细胞核!脱水&透明并封片)

!"$

免疫组织化学染色

采用免疫组织化学染色检测癌细胞分化状况和

干细胞标志物的表达情况# 癌细胞分化状况标志物

包括 (

FGH5;H

&

FGHI

&

H(J!

&

FGH!

&

>KA

#

FGH5;H

表达于胃小凹&峡部和腺颈部的黏液细胞*福州迈新

公司!工作液!定位于细胞质%

+

512

,

!

FGHI

表达于胃

腺颈部的黏液细胞和基底部的幽门腺上皮 *上海长

岛公司!浓缩液!稀释度
##5L

!定位于细胞质%

+

I

!

2

,

"

FGH5;H

和
FGHI

常用来作为胃上皮分化的标志

物"

H(J!

表达于肠吸收细胞和杯状细胞 *上海长岛

公司!稀释度
$#5L

!定位于细胞核%

+

0

,

!而
FGH!

则表

达于肠杯状细胞*上海长岛公司!工作液!定位于细

胞质%!

H(J!

和
FGH!

为肠上皮分化的标志物!在正

常胃上皮不表达"

>KA

为神经内分泌细胞的标志物

*上海长岛公司!工作液!定位于细胞质%) 癌细胞的

胃上皮或肠上皮分化检测采用免疫组化双染标记!

即在切片中同时标记
FGH5;H

和
FGHI

!

H(J!

和

FGH!

) 操作按产品说明书进行!并根据文献+

/

,略有

改变!步骤简述如下(石蜡切片脱蜡至水"柠檬酸缓

冲液
MB9IC"N/5$

修复
$"8@A

!保温
$"8@A

"

7O9

!

P

!

室

温孵育后血清封闭
#L8@A

"而后采用
>=

法先标记第

一个抗原!显色系统为
<HQ=.R<3

或
S;<

!阳性部位

呈蓝黑色或棕黄色"随后再次进行抗原修复
M

方法同

前
T

!目的为暴露第二个抗原!同时灭活前一次染色

时残留抗体的免疫活性! 而后仍采用
>=

法染色标

记第二个抗原!显色底物为
;:H

或
U4)* V&(

!阳性

部位均呈红色)此外!对
>KA

表达的免疫组化检测采

用
:AW@)@XA

二步法!显色系统为
9V=.S;<

)

干 细 胞 标 志 物 包 括 (

>XJ!

-

8+)4)D@"#

&

D3:V3

&

HS#77

和
HS%%

)

>XJ!

是一类核转录因子!表达于胚

胎的全能干细胞及多潜能细胞
M;6,48

公司!

#%5L

!

定位于细胞膜
T

"

8+)4)D@"#

为一类
VR;

结合蛋白!

维持干细胞处于未分化状态! 被认为是神经干细胞

和胃肠道干
.

祖细胞的标志物*

>4A*4H'+Y

公司!浓缩

液!稀释度
###LL

!定位于细胞核%

+

#L

!

##

,

"

D3:V3

是人

端粒酶的催化亚单位
M

北京中杉公司!稀释度
###LL

!

定位于细胞核
T

!较特异地表达于胚胎干细胞和肿瘤

干细胞 +

#!

,

"

HS%%M

北京中杉公司!工作液!定位于细

胞膜
T

和
HS#77M;6,48

公司!

##5L

!定位于细胞膜
T

是

多种肿瘤干细胞的标志物+

#7

,

) 染色采用
:AW@)@XA

二

步法!显色系统为
9V=.S;<

)

另取连续切片单独标记
Z@"I2

*福州迈新公司!

工作液!定位于细胞核%!并对不同区域癌细胞
Z@"I2

阳性细胞比例进行比较) 每个区域随机选取
5

个视

野!计数
Z@"I2

表达阳性的癌细胞数!除以上述
5

个

视野内癌细胞总数!即为
Z@"I2

阳性率)

!

结 果

#"!

早期胃印戒细胞癌分层结构的组织病理学及

黏液组织化学染色特点

组织学观察显示!

3

$4

期病例均可见分层结构

*

!$

例为两层结构!

%

例为三层结构%"

3

$6

期病例中

论 著
7$2
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图
!

第二层癌细胞缺乏黏液分泌!而浅表层印戒细胞
可含中性黏液"

&'()&*

染色#"

!$""

$

$+

例见分层结构!均为两层结构"#而且分层结构所

处区域癌细胞均局限于黏膜内# 而在癌细胞浸润至

黏膜下层的区域#分层结构不明显或消失$分层结构

的浅表层为典型的印戒细胞#呈弥散排列#细胞体积

大#胞质丰富#胞核偏位%第二层癌细胞体积小#胞核

深染#可见核仁#同时胞质较少#可呈嗜碱性%少数病

例中见到的第三层癌细胞体积大#可呈镶嵌样#胞质

泡沫样#核可位于中央$ 见图
$

$

&'()&*

染色结果显示# 浅表层典型的印戒细

胞其胞质内含丰富的中性黏液# 少数细胞含混合性

黏液或酸性黏液!出现在
,

$-

期病例"%第二层癌细

胞一般不含黏液#少数含少量中性黏液%第三层的泡

沫样癌细胞的胞质含中性黏液$ 见图
!

$

!"!

分层结构中癌细胞的分化特点及增殖特性

免疫组织化学染色显示# 浅表层典型的印戒细

胞主要表达
./01&0

#

./02

呈阴性# 少数可表达

./0!

&

034!

或
*56

% 第 二 层 癌 细 胞
./01&0

&

./02

&

034!

&

./0!

表达均为阴性$图
7

&

%

$

*56

表达

于少数癌细胞#呈弱阳性$图
1

$

%

例具有三层分层结

构的病例中#前两层癌细胞的分化表型同上#而第三

层泡沫细胞样癌细胞微弱表达
./02

$

89"2:

标记显示#分层结构中第二层的低分化癌

细胞增殖活跃#

89"2:

阳性率为
!+;2<#%;7<

#显著高

于浅表层的典型印戒细胞!

2;$<#$;%<

#

)=";"1

"$ 图

2

$具有三层分层结构的病例中#第三层癌细胞
89"2:

均阴性$

图
$

早期胃印戒细胞癌的分层结构%

!!""

$

分层结构的浅表层为较典型的印戒细胞#其下方第二
层癌细胞核深染#胞质少#嗜碱性#第三层癌细胞体积
大#胞质丰富#呈泡沫样

图
7

分层结构内
./01&0

和
./02

表达"

!$""

$

部分胃小凹细胞及印戒细胞表达
./01&0

!红色#定位
于胞质"#幽门腺细胞表达

./02

!黑色#定位于胞质"#

分层结构的第二层癌细胞
./01&0

和
./02

均阴性

./0!

和
034!

可表达于癌旁肠化生的胃腺# 同时部分印
戒细胞表达

./0!

!红色#定位于胞质"#而分层结构的第
二层癌细胞

./0$

和
034!

!黑色#定位于胞核"均为阴性%

图
%

分层结构内
./0!

和
034!

表达"

!$""

$

论 著 7$+
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分层结构中低分化癌细胞的干细胞标志物表达

浅表层的典型印戒细胞及第三层癌细胞所有干

细胞标志物均为阴性 ! 第二层癌细胞中 "

&'%%

#

&'$((

呈阴性表达"而
)*+!

#

,-./-

#

01232,4!$

均为

阳性"定位于细胞核$图
5

%&

(

讨 论

我们对早期胃印戒细胞癌特征性分层结构的研

究表明"该结构的第二层的癌细胞具有如下特点'

!

形态原始
6

体积小(核
7

浆比大(可见核仁
8

"

9:!;9)

染

色显示癌细胞缺乏黏液分泌功能!

"

癌细胞不表达

胃上皮或肠上皮的分化标志物" 也缺乏神经内分泌

细胞的分化表型"这不同于正常或肠化的胃腺上皮"

显示此类癌细胞分化程度较低!

#

癌细胞表达某些

干细胞标志物"如
)*+!

(

01232,4!$

和
,-./-

"表明其

具有干细胞的某些表型&因此"我们认为胃印戒细胞

癌内的肿瘤干细胞位于分层结构的第二层&

我们对分层结构内癌细胞分化表型的观察还发

现" 癌细胞尤其是浅表层的典型印戒细胞主要表达

胃小凹上皮的分化标志物
<=&>9&

"少部分可表达

肠型上皮标志物
&?+!

(

<=&!

或神经内分泌细胞的

分化标志物
)@A

"而第三层癌细胞可表达
<=&B

& 因

此" 早期胃印戒细胞癌的分层结构具有多向分化的

特点&以往研究证实胃印戒细胞癌为单克隆起源)

#%

*

"

故推测此类胃癌应起源于具有多向分化潜能的干细

胞$肿瘤干细胞%&而在分层结构内"浅表层和第三层

的癌细胞多处于静止状态" 只有第二层的癌细胞增

殖较活跃"认为分层结构的第二层应为+生发层,"是

其它两层癌细胞的起源部位" 这也提示具有多向分

化潜能的肿瘤干细胞位于该层&

一般认为 )

#>

"

#B

*

"正常干细胞或肿瘤干细胞是慢

周期细胞"多处于静止状态&本研究发现分层结构内

第二层癌细胞增殖较为活跃"

C4!B5

标记显示该层癌

细胞阳性率较高"但仍不到
(DE

"因此我们认为该

层仍有较多癌细胞可能处于
F

D

期"这些细胞中可能

富集了肿瘤干细胞&

目前尚缺乏有关胃印戒细胞癌肿瘤干细胞的特

异性标志物& 我们考察了两个常用的肿瘤干细胞标

志物
&'%%

和
&'$((

在分层结构中的表达情况"结

果发现两者均为阴性"故在胃印戒细胞癌"本研究不

支持
&'%%

和
&'$((

可作为肿瘤干细胞标志物的

观点& 最近
-3G342,4

等证实
&'$((

无法用来分离鉴

定胃癌干细胞" 而以往研究也发现早期胃印戒细胞

癌不表达
&'%%

)

$5

*

&

此外应注意到"在仅含两层细胞的分层结构中"

第二层的低分化癌细胞层位于肿瘤浸润的最前沿"

并随着肿瘤的演进向黏膜肌层浸润! 而在具有三层

细胞的分层结构中" 第二层的低分化癌细胞可进一

步扩展"取代第三层癌细胞成为肿瘤浸润的最前端&

所以" 第二层的低分化癌细胞与印戒细胞癌的早期

进展有密切关系&既往研究曾提出+侵袭性肿瘤干细

胞,的概念"指出肿瘤干细胞在肿瘤侵袭(转移和复

发过程中所扮演了核心角色)

$H

*

& 本研究从形态学角

度初步印证了上述观点&同时"我们发现分层结构内

图
>

分层结构内
)@A

表达!

"$DD

"

部分细胞
)@A

阳性"主要位于浅表层"分层结构的第二
层癌细胞

)@A

多为阴性

图
B

分层结构内
C4!B5

表达!

"$DD

"

分层结构的第二层癌细胞增殖较活跃"而浅表层印戒细
胞

C4!B5

阳性率较低&

论 著
($I



中国肿瘤
!"#!

年第
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卷第
%
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处于浸润前沿的第二层癌细胞可失去圆形或多边形

的上皮细胞形态!逐渐拉伸演变为梭形细胞!这种形

态学改变作为"上皮
&

间质转化#的典型表现!是肿

瘤细胞浸润和转移的一个重要步骤$

'()*

等 %

$+

&发

现! 乳腺癌浸润边缘处于上皮
&

间质转化的癌细胞具

有干细胞特性!是肿瘤干细胞!本研究结果与之相符$

综上所述! 早期胃印戒细胞癌分层结构中第二

层的低分化癌细胞具有干细胞特性!同时!该层癌细

胞在印戒细胞癌的早期进展中发挥了重要作用$ 本

研究为深入认识胃印戒细胞癌的发生和演进机制!

并施行以肿瘤干细胞为靶标的治疗策略提供了新的

的病理形态学依据$
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