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!"#$ 在结肠癌癌旁淋巴结转移癌组织中的
表达及其与细胞凋亡的关系
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摘 要
%

"目的# 探讨结肠癌淋巴结转移癌中
&'()

表达与肿瘤细胞凋亡之间的关系$

"方法# 应用免疫组化方法检测
P"

例结肠癌癌旁淋巴结转移癌组织中
&'()

的表达
情况!并应用

&Q6*2

染色方法检测肿瘤细胞凋亡情况$ "结果#

&'()

在
P"

例癌旁淋
巴结转移癌中均有表达!

!!

例%

RPKPS

&为高表达!细胞凋亡率为
%KTSU!PKVS

$肠系膜
淋巴结转移组

&'()

高表达率为
T!KTS

!高于癌旁淋巴结转移组$ 转移淋巴结中
&'()

高表达的肿瘤细胞平均凋亡率为
$$K%S

! 显著低于
&'()

低表达的肿瘤细胞的平均
凋亡率%

$VK"S

&%

WX"K"!$

&$ "结论# 结肠癌组织中
&'()

表达越强!淋巴结转移越广
泛!

&'()

与结肠癌的发展演进密切相关$

关键词
% &'()

'结肠癌'细胞凋亡'淋巴结转移'免疫组织化学'

&Q6*2

染色
中图分类号!
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是一种营养神经的酪氨酸激酶受体 "

#

#

!它

参与细胞内多种信号转导通路的调节及其生物学功

能$关于
&'()

的研究目前集中在生理或病理的条件

下!

&'()

通过
W]P^

信号通路有效且特异性地抑制

与
;:.,:.-

相关的非恶性上皮细胞失巢凋亡"

!

#

$

&'()

能够诱导形成大的细胞团! 使细胞在悬浮状态下存

活并增殖$在小鼠动物实验中!这些细胞迅速形成浸

润淋巴管和血管的肿瘤! 并转移至远隔器官$ 与

&'()

抑制失巢凋亡的能力一致!转移灶内%无论是

小血管浸润灶或大肿瘤结节& 含有非常少的凋亡细

胞"

P

#

$ 这些结果表明
&'()

具有明显的促癌作用!以

及特异性促进细胞存活的功能! 有助于肿瘤细胞转

移!这可能是过表达
&'()

的肿瘤具有侵袭性的原因

之一$但关于
&'()

在结肠癌淋巴结转移癌组织中的

表达与肿瘤细胞凋亡之间关系的文献较少报道 !

&'()

是否通过抑制肿瘤细胞凋亡从而有助于结肠

癌转移!以及
&'()

对于结肠癌发生发展的作用还不

明确$ 本研究探讨手术切除的结肠癌淋巴结转移灶

中
&'()

的表达与肿瘤细胞凋亡的关系$

$

材料与方法

!"!

结肠癌转移淋巴结标本

P"

例结肠癌转移淋巴结标本来自辽宁省肿瘤

医院大肠外科
!""%

年
PU$$

月手术切除标本! 在术

前均未经过化疗或放疗$ 转移淋巴结标本经福尔马

林固定并石蜡包埋后!切片进行常规
G*

染色!结果

分别由两名病理科医师依据
!""!

年美国癌症联合

会%

>I@@

&结直肠癌分级系统!确定肿瘤组织学分

型$

P"

例结肠腺癌包括(高分化癌
$$

例!中分化癌

$P

例!低分化癌
%

例'原发肿瘤直径
_V;4 $"

例!

!

V;4 !"

例$ 常规行病理学检查切除的结肠癌淋巴

结!确定淋巴结转移范围$ 其中
$%

例只有癌旁淋巴

结转移为癌旁淋巴结转移组%

6

$

组&!另外
$N

例癌旁

淋巴结及肠系膜淋巴结均有癌转移为肠系膜淋巴结

转移组%

6

!

组&$

!"#

主要试剂及实验材料

兔抗人
&'()

多克隆抗体 %
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免疫组化试剂盒和
&'(

显色试剂盒!福州迈新生物

技术公司"#

)*+,-

染色试剂盒!

./012

公司"#其他

均为国产分析纯试剂$

!"#

免疫组化染色检测
)34(

表达

5"

例结肠癌转移的淋巴结组织切片常规进行

脱蜡%水化&然后染色'

56 7

!

8

!

59!

下分别孵育切

片
$1

#高温高压抗原修复
!:;<

#

=6

山羊血清
59!

下

孵育切片
$1

#滴加一抗 !兔多克隆抗
)34(

抗体 &

$"$""

稀释"

>!

冰箱中孵育过夜#滴加二抗山羊抗兔

?@A

和
BC

复合物于
59!

分别孵育切片
5D:;<

#

&'(

显色#苏木素复染$ 并设立阳性及阴性对照$ 由两名

病理科医师对切片的染色情况分别进行评分$ 在细

胞膜或细胞浆出现棕黄色颗粒为
)34(

阳性$要求至

少查看
=

个高倍视野!

#>""

"&然后进行
)34(

的染

色强度评分'黄色弱染为
$

分&棕色强染为
!

分#同

时评价阳性细胞百分比' 阴性为
"

分&

$6E="6

为
$

分&

=$6E9=6

为
!

分&

!9%6

为
5

分$ 两项评分的乘

积作为最后评分确定标本的染色情况'

"

分为阴性#

"5

分为低表达#

F5

分为高表达$

!"$ )*+,-

染色检测细胞凋亡

切片常规脱蜡%水化&蛋白酶
G

室温下孵育切

片
$=:;<

$ 再将
=H!I )J)

及
>="!I

荧光素标记的

J*)C

液混匀后&制备
)*+,-

反应混合液$ 玻片干

燥后加
="!I )*+,-

反应混合液& 并设立阳性和阴

性对照&加盖玻片于
59!

湿盒中避光孵育
$1

$ 玻片

干燥后加
="!I 0/<K23L23$C8&

&加盖玻片于
59!

湿盒

中避光孵育
5":;<

$

&'(

显色&苏木素复染$ 最后用

梯度酒精脱水&二甲苯透明&中性树胶封片$ 在细胞核

出现明显的棕黄色颗粒为凋亡细胞& 显微镜下!

#!""

"

随机选取
=

个视野&观察并计数凋亡细胞&计算细胞凋

亡率
%

!凋亡细胞数
M

同一视野细胞总数"

##HH6

$

!"%

统计学处理

数据分析应用
BCBB #5NH

统计学软件$ 应用
"

!

检验分析
)34(

高表达与淋巴结转移范围之间的关

系&应用
L

检验分析
)34(

高表达与细胞凋亡之间的

关系$

COHNH=

为差异有统计学意义$

!

结 果

&"! )34(

表达情况

5H

例结肠癌癌旁淋巴结转移癌组织均有不同

程度的
)34(

表达$ 见图
#

$

!!

例!

95N5P

"癌旁淋巴

结转移灶
)34(

呈高表达&如表
$

所示&

+

!

组
)34(

高表

达率为
Q!NQ6

!

$5M$>

"&显著高于
+

$

组的
)34(

高表达率

!

=%N!=6

"&两组间差异具有统计学意义!

CRHNH5Q

"$

&"&

细胞凋亡情况

结肠癌癌旁淋巴结转移癌组织中
)34(

表达与

细胞凋亡情况见图
!

$

5H

例结肠癌癌旁淋巴结转移

癌组织中肿瘤细胞凋亡率为
%NQ6E!5N=6

&平均凋亡

率为
$!N=6

$ 癌旁淋巴结转移癌组织中
)34(

高表达

组的肿瘤细胞平均凋亡率为
$$N%6

&显著低于
)34(

低表达组的肿瘤细胞平均凋亡率!

$=NH6

"&两组间

差异具有统计学意义!

CRHNH!$

"$

5

讨 论

转移是结肠癌恶性生物学行为的主要表现之

'S+

!

患者中
)34(

高表达#

(

'

+

$

患者中
)34(

低表达

图
$

免疫组化
BC

法检测
)34(

蛋白的表达
T#>""U

表
#

结肠癌癌旁淋巴结转移癌组织中
)34(

表达与
淋巴结转移范围的关系

淋巴结转移
范围

例数
)34(

表达
C

值高表达
T<R!!U

低表达
T<RVU

+

$

组
$% QT=%N!=U 9T>5N9=U

"N"5Q

+

!

组
$> $5TQ!NV=U $T9N$=U
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一! 通常也是肿瘤治疗失败的主要原因" 失巢凋亡

#即缺少细胞
&

细胞外基质相互作用导致的细胞凋

亡$被认为是阻断肿瘤转移的生理性屏障%耐受失巢

凋亡的肿瘤细胞可以在循环系统内存活! 因此能够

在远隔脏器内形成转移灶&

'

'

%研究发现!

()*+

过表达

有助于骨髓瘤细胞的存活&

,

'

!而阻断
()*+

信号通路

可以降低神经母细胞瘤细胞的生存能力&

%

'

%

()*+

在

多种人类肿瘤中过表达! 能够增强肝癌细胞的侵袭

能力 &

-

'

!促进卵巢浆液性囊腺癌的转移 &

.

'

!赵卫民

等 &

/

'也发现
()*+

广泛表达于鼻咽癌组织!而且
()*+

高表达与肿瘤体积(

(01

分期和淋巴结转移密切相关!

因此
()*+

在促进肿瘤转移方面具有重要作用%

本研究应用免疫组化方法检测
23

例结肠癌癌

旁淋巴结转移癌中
()*+

蛋白表达情况! 并应用

(4056

染色方法检测肿瘤细胞凋亡情况!结果显示

()*+

蛋白在
23

例淋巴结转移癌中均有表达! 其中

!!

例为高表达 #

-2728

$! 细胞凋亡率为
%7/89

!27,8

% 我们对
()*+

高表达与结肠癌癌旁淋巴结转

移范围之间的关系进行分析发现! 肠系膜淋巴结转

移组
()*+

高表达率为
/!7/8

#

$2:$'

$! 显著高于只

有癌旁淋巴结转移组
()*+

高表达率#

;<"7"2/

$% 结

果提示肿瘤细胞中
()*+

表达越强!淋巴结转移越广

泛!

()*+

与结肠癌的发展演进密切相关% 在非小细

胞肺癌中亦有相似的结果&

$"

'

% 有研究表明!

()*+

具

有保护细胞(抑制细胞凋亡的作用&

$$

'

%我们进一步对

结肠癌癌旁淋巴结转移癌的肿瘤细胞中
()*+

表达

与细胞凋亡之间的关系进行分析发现!

()*+

高表达

与细胞凋亡呈负相关!提示结肠癌中
()*+

过表达可

能通过抑制细胞凋亡从而有助于肿瘤细胞在循环系

统内存活!继而形成淋巴结转移灶及发生远隔转移%

综上所述!

()*+

在结肠癌淋巴结转移癌中高表

达!并与肿瘤细胞凋亡呈负相关!且结肠癌淋巴结转

移范围越大! 则癌旁淋巴结中癌细胞表达
()*+

越

强!提示
()*+

可能在促进结肠癌淋巴结转移过程中

起着重要作用%
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