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开展研究可以阐明
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早期的发生发展机制!对
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的早期诊断也具有重要意义$ 近年的研究发

现烯醇化酶
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2+(-,32#
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&在
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中的表达

增高!参与调控
>EF/

的增殖'迁移等多种生物学功

能"

%IJ
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!但是
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在
>,+?<

中的表达情况和作用尚

不明确$ 本研究拟进一步研究
H<4#

在
>,+?<

和
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的表达情况! 探讨
H<4#

在胰腺上皮癌变过

程中的作用$
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材料与方法
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一般材料

人
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组织标本取自病理科存档蜡

块!采集时间期限为
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年
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月至
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年
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经手术病理诊断的病例$
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病例共
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例!平均年龄
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期
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岁(正常胰腺组织
J
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例!女性
&

例! 平均年龄
L!;L"#!;G

岁$ 全部病例均为初发病

例!均无术前放疗或化疗史$

雄性清洁级
PE

大鼠
!K

只! 体重
#KKI##K6

!购

自中科院上海实验动物中心! 在标准饲养条件下进

行饲养$

J

!
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二甲基苯并蒽%
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&)美国
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公

司(鼠抗人
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抗体)英国
FR5,D

公司(两步法免

疫组化试剂盒)丹麦
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公司(反转录试
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方 法
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大鼠
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和
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模型的建立

手术大鼠当日晨起禁食禁水! 称重后盐酸氯胺

酮
9""D6XS6

肌肉注射麻醉!沿腹部正中线切口切开

逐层解剖进腹! 在胰腺体部用显微手术剪剪开胰腺

被膜! 再将剪开处周围胰腺被膜进行荷包缝合$ 以

#KD6X#KK6

体重剂量将事先分装好的
EOQF

颗粒植

入荷包内! 确认无
EOQF

漏出后逐层关腹$ 术后
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个月处死大鼠!剪取
EOQF

包埋种植周围部分胰腺

组织!

>QP

漂洗后!
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多聚甲醛固定
!&0

!石蜡包埋!

连续切片后行常规
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染色$ 所有
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染色组织切

片由专业胰腺病理医师独立单盲读片! 根据
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分级标准 "

G

!
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!对所有胰腺组织进行分级!每例切片

以片中出现的最高级别病变作为诊断$ 其余样本置

于
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冰箱内保存$
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免疫组化和结果评定
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'
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组织切片水化后! 在柠

檬酸钠中
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水浴修复抗原!

GYZ

!
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9KD1+

去除内

源性过氧化物酶!

9KY

正常羊血清
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!

滴加
9%&KK

稀释的一抗
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抗体!湿盒内
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孵育

过夜(二抗
GJ$

孵育
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(

EFQ

%

9 &%K

配制&显色

9KD1+

!苏木素衬染细胞核!梯度酒精脱水$ 以
>QP

缓冲液代替一抗作为阴性对照$ 使用光学显微镜和

显微图像分析系统! 单盲评价大鼠模型和人胰腺组

织免疫组化结果! 肿瘤细胞胞浆或胞核有棕黄色染

色者为阳性细胞! 每例组织标本分别计数
G

个高倍

视野细胞! 计数阳性细胞百分率$ 评定染色强度为

KI&

分! 阳性细胞比例
\!%Y

为
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为
!

分!
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为
G

分!
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为
&

分! 以染色强

度和阳性细胞比例的积分乘积作为免疫组化积分$
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组织
U<F

抽提后进行总
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!
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(
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(
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(
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组织加入裂解液匀浆抽提蛋白质$
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蛋白

定量法定量 ! 将蛋白终浓度调整到
!$6X$-

!

PEP!

>F^H

制胶! 将样品上样电泳( 电泳结束后转膜!

>:EW

膜用封闭液封闭
&$

过夜!一抗鼠抗人
H<49

抗体孵育
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! 洗膜后二抗孵育
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!

H/`

试剂盒进行

化学发光检测$
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统计学处理

数据分析采用
P>PP9$;K

统计软件!采用方差分

析进行各组间比较!
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为差异有统计学意义$
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造模结果

大鼠手术切口均未发生感染!愈合良好"模型大

鼠毛色暗淡!体重增加较缓慢"手术后实验观察期内

共死亡
/

只#

0%1

$% 组织病理学观察发现各例胰腺

组织中均有明显的炎性细胞浸润和广泛的间质结缔

组织增生!并出现不同程度的导管上皮增生!其中部

分导管上皮细胞异形增生明显! 突破基底膜形成

',-.

"病理判读模型大鼠共形成
'()*+ 0!

例&
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&其中
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级
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级
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级
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在人
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组织中的表达

免疫组化结果提示!
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蛋白主要表达于人

胰腺导管上皮细胞的胞浆和胞核! 少量表达于细胞

胞膜!除上皮细胞表达外!其间质中的纤维'血管壁

肌层以及炎症细胞也部分表达&

6789:; 0-

$" 与人正

常胰腺组织
4+50

表达积分
%<!#!!<#$

相比 !人

'()*+

组织的
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表达积分为
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! 显著高
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$(人
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组织的
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表达积分为
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! 显著高于人正常胰腺组织

&
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$!人
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和
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组织之间的
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表

达积分差异无统计学意义&

6789:; #@
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模型组织中的表达
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组织中的表达增加! 其中在

'()*+"/

&

'?><>#

$和
',-.

组织&

'?><>>#

$中的表达

增加差异有统计学意义% 免疫组化结果提示!
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蛋白主要表达于大鼠胰腺导管上皮细胞胞浆! 少量

表达于细胞胞核! 同时也表达于部分炎症细胞及纤

维组织"

=<4#

蛋白免疫组化表达积分在正常大鼠

胰 腺 组 织 较 低 为
#;% !>;?#

! 在 大 鼠 的
@,+A<"#

#

@,+A<"!

#

@,+A<"B

和
@CD/

组织中!
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蛋白表达

积分呈进行性显著升高 $
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%$

F16)*2 9D

!
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结果提示与造模后大鼠正常胰腺比较!
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讨 论
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的胰腺癌为起源于胰腺导管上皮的
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! 近年来的研究认识到胰腺导管腺癌与胃癌#

大肠癌等上皮来源的肿瘤相类似! 同样具有从正常

上皮到上皮过度增生! 再发展到上皮不典型增生直

至癌的多阶段逐级癌变的病理学过程"

@,+A<

的概

念在
#$$&

年被首次提出!

!>>B

年美国
'(0+3 N(O"

P1+3

医院完整提出了
@,+A<

的病理分级诊断标准&

@,+A<9

#

@,+A<!

#

@,+A<B

! 并得到了国际上的广泛认

可!其反映了
@CD/

发生的渐进演变过程!被认为是

@CD/

最主要的癌前病变之一'

B

!

&

(

"

由于临床上确诊的
@CD/

病例绝大多数已处于

中晚期!获得人的
@,+A<

标本进行研究极为困难!因

此需要建立符合人类
@CD/

病理生物学特征的早期

胰腺导管腺癌动物模型"在本研究中!我们采用了前

期建立的
CQGD

胰腺局部包埋种植诱导的方法!建

立了
@,+A<

和早期
@CD/

大鼠模型'

KM9"

(

"既往研究证

明!大鼠
CQGD

诱导的大鼠
@,+A<

和胰腺癌表达细

胞角蛋白
9$

#

!"

等导管上皮细胞标志物! 因此为

@CD/

"同时具有高达
$"LR"*,3

基因突变发生率!也

同时存在
O%B

#

O9S

等基因突变! 并且不诱导其他

脏器肿瘤!可以较好的模拟人
@CD/

的发生发展过

程'

99M9&

(

"

CQGD

诱导胰腺癌的具体机制目前了解并不

深入!但是相关研究认为可能与
<(I50

信号通路的激

活!以及
3T,U &

#

575-1+ C9

等细胞信号传导有关'

9%

(

"

=<49

是一种多功能蛋白! 目前研究发现其可

9;!

9;"

";K

";S

";&

";!

"
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
&

期

以表达于细胞表面!也可以以胞浆蛋白广泛存在!或

以核
'()

结合蛋白的形式出现"在细胞表面!

*(+#

作为纤维蛋白溶酶原的受体可以激活纤维蛋白酶原

系统! 通过参与细胞外基质和基底膜重塑来促进肿

瘤细胞侵袭和转移# 还可作为一种自身抗原参与肿

瘤细胞的免疫调节" 在胞浆中!

*(+#

作为糖酵解反

应的关键酶之一参与调节细胞糖代谢过程! 维持细

胞
),-

水平! 保证细胞的存活及其生理功能的执

行" 在细胞核中! 由
*(+#

基因编码的另外一种
.!

/0.

启动子结合蛋白 $

.!/0. 123/3452 678978: 123!

4578!#

!

;<-!#

%!能与
=!/0.-!

启动子结合!负向调

控
=!/0.

的表达&

%

!

>

!

?>

'

"

我们在既往研究中利用差异蛋白质组学技术!

筛选发现
*(+?

在
-')=

的表达显著增高&

?@

'

" 其他

研究也发现
*(+?

基因和蛋白在多种胰腺癌细胞株

和胰腺癌组织中的表达显著增高! 并且在慢性胰腺

炎组织中的表达极低 &

@

'

" 在本研究中我们发现!在

';<)

诱导的大鼠各级别
-A8B(

和人
-A8B(

组织

中!

*(+?

表达均显著增高! 分别与大鼠和人
-')=

组织的表达水平接近" 由于受人
-A8B(

标本来源困

难所限! 本研究未观察
*(+?

在人各级别
-A8B(

的

表达情况"

本研究结果提示
*(+?

增高是从胰腺正常上皮

发展到
-')=

过程中的早期事件! 在促进
-A8B(

的

形成和发展中可能发挥重要作用"

*(+?

参与
-A8B(

发生的具体机制! 干预
*(+?

表达在
-A8B(

形成中

有无作用!需要在后续研究中进一步明确"
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