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#的变化及其临床意义$方法
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采用

逆转录
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聚合酶链反应"

B$,4.B

#技术!对
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例食管癌患者进行血液
.g-)KBPA

测定!并对癌组织进行免疫组化检测
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$结果
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食管癌患者血液
.g-)KBPA

检查阳性率为
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$食管癌组织
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阳性表达率为
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2

M

表达阳性!阳性率
+:5>7

!与淋巴转移有关!差异有统计学意

义$结论
!

.g-)KBPA

阳性表达与对照组存在显著相关!与癌组织中
."((8:

存在显著相关!而
P3,

2

M

与淋巴结转移有关$二

者结合!有利于对远处血行转移和淋巴结转移作出判断$
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食管癌是中国常见的恶性肿瘤之一#其发生于食管黏膜上

皮的基底细胞#绝大多数是鳞状上皮癌$

>67

%#发生部位以中

段最多#其次是下段#发生在上段最少(由于食管的黏膜下层

的血管和淋巴比较丰富#故易发生转移(其治疗方法以手术为

主#结合放'化疗的综合治疗(下段的食管癌切除率高#手术死

亡率最低#远期疗效好#最适宜外科治疗(而中'上段食管癌切

除率低#远期生存率低#因肿瘤易侵犯相邻的器官和组织#须结

合相应的放'化疗(恶性肿瘤在就医时是否已经发生了血行方

面的转移和淋巴结转移是临床医生很需要关心的难题(在权

衡是否需要相应的放化疗时#还缺乏相应的客观指标(本研究

就食管癌血行及淋巴结转移的相关指标进行检测#以期为临床

治疗的选择提供可靠依据(

@

!

资料与方法

@5@

!

一般资料
!

选择重庆市第三人民医院住院部
-))6

年
+

月至
-))+

年
+

月住院的食管癌手术患者
+1

例#其中男
(6

例#

女
**

例(年龄
-(

&

+>

岁#平均
6*

岁(所有病例术前均无放'

化疗及免疫治疗史(病理学组织证实为食管癌#其中高分化鳞

癌
-*

例#中分化鳞癌
*+

例#低分化和黏液腺癌
01

例(根据国

际癌症联合防治会$

[!..

%食管鳞癌国际临床病理分期

$

$PY

%标准$

0>>+

%!

.

期
0*

例#

/

期
*)

例#

0

期
-6

例#

1

期

0)

例(对照组为
-6

例#男
0+

例#女
1

例(平均年龄为
*65-

岁#皆为同期住院患者#其中反流性食管炎
06

例#食管憩室

0)

例(

@5A

!

检测项目及方法

@5A5@

!

食管癌及良性对照组组织中
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'核因子
,

2

M

$
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2
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%表达检测
!

标本
0)7

甲醛固定#石蜡包埋#

6

'

K

厚度连续

切片#分别行
."((8:

'

P3,

2

M

免疫组织化学染色#常规脱蜡#水

化#

07

过氧化氢甲醇封闭内源性过氧化物酶
*)K=@

#分别加入

一抗#

( \

过夜#二抗#室温孵育
0)K=@

#三抗#室温孵育
0)

K=@

#上述各步间均用磷酸盐缓冲液$

4MR

%振洗
*

次#

"AM

显

色#苏木素复染#常规脱水'透明'封片(

P3,

2

M

用免疫组织化学即通用二步法对食管癌及正常食

管黏膜组织作
P3,

2

M

染色(抗体的稀释浓度均为
0`-))

#具

体操作步骤参照试剂使用说明书(所有石蜡标本连续切片
*

张#片厚
(

'

K

#

0

张作
U2

染色#

-

张作免疫组织化学染色(切

片采用高压修复抗原
-K=@

#一抗
(\

冰箱过夜#

"AM

显色#苏

木素复染(

P3,

2

M

则采用
R4

方法(

@5A5A

!

血液标本
.g-)KBPA

的检测)

0

*

!

于淋巴细胞分离

液中经
3=H<DD

梯度离心$

-)))%

"

K=@

%

-)K=@

#吸取淋巴细胞分

离液表面的白膜层#用
4MR

液进行反复冲洗
*

遍并再次离心#

沉淀细胞提取总
KBPA

#用逆转录
,

聚合酶链反应$

B$,4.B

%

一步法扩增#去核酶水代替
.g-)KBPA

上下游引物作阴性

对照#

4.B

循环参数
>(\*)9

#

66\0K=@

#

+-\-K=@

#共
*6

个循环(扩增产物同
KE%Q&%

行
-7

琼脂糖凝胶电泳#溴乙啶

染色#紫外光下照相记录(
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结果判断
!

免疫组化部分由
-

人分别在显微镜下观察标

本#然后复核观察结果(

R4

免疫组化染色阳性为棕黄色(
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定位于胞膜及胞质&参照
/E%H=E

的判断方法确定阳性

反应细胞(

)

级为无染色&

0

级为局部浅棕黄色&

-

级为深棕黄

色小于
-67

或浅棕黄色着色小于
1)7

&

*

级为深棕黄色着色

6>>0

重庆医学
-)00

年
+

月第
()

卷第
-)

期



-67

&

6)7

#或浅棕黄色着色大于
1)7

&

(

级为深棕黄色着色

大于
6)7

(

大于
-

级为阳性#小于
-

级为阴性(

B$,4.B

部分电泳条

带分析位于
*+)

碱基处有清晰明亮条带者为阳性#无此条带者

为阴性(

P3,

2

M

定位于胞质和胞核(随机计数
0)

个高倍视野#统

计阳性细胞数及观察显色度(阳性细胞数小于
0)7

为
)

分#

在
0)7

&

-67

者
0

分#

-:7

&

+67

为
-

分#大于
+67

为
*

分&

显色度评分!不着色为
)

分#浅黄色为
0

分#黄色为
-

分#棕褐

色为
*

分&两者乘积#

)

分为阴性$

i

%#

0

&

-

分为弱阳性$

T

%#

*

&

(

分为阳性$

TT

%#

6

&

:

分为强阳性$

TTT

%(
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!

统计学处理
!

采用
2SH&D

软件#采用
*

- 检验#以
!

$

)5)6

为差异有统计学意义(

A

!

结
!!

果

A5@

!

食管癌血液
.g-)KBPA

检查结果
!

其阳性率为
+-7

$

(>

"

+1

%#对照组
-6

例#均为阴性(两组比较差异有统计学意

义$

!

$

)5)6

%(

$PY

.

'

/

'

0

'

1

期的表达阳性率分别为

*)5+7

'

667

'

>-7

'

0))7

(

.

期和
/

期#

0

期和
1

期间比较#

差异无统计学意义$

!

%

)5)6

%(

A5A

!

食管癌组织
."((8:

检查结果
!

阳性表达率为
6>7

$

(:

"

+1

%#对照组阳性率为
0-7

$

*

"

-6

%(两组比较差异有统计学意

义$

!

$

)5)6

%(

.

'

/

'

0

'

1

期的阳性率分别为
-17

$

6

"

01

%'

-(7

$

:

"

-6

%'

0))7

$

-6

"

-6

%'

0))7

$

0)

"

0)

%(与对照组比较差

异有统计学意义$

!

$

)5)0

%#其中
0

期和
1

期均高于
.

期和
/

期(

."((8:

在食管癌患者血液阳性组和阴性组的阳性表达率

为
105:7

$

()

"

(>

%和
*07

$

>

"

->

%#二者比较差异有统计学意义

$

!

$

)5)6

%(

A5B

!

P3,

2

M

I

:6

蛋白检查结果
!

+1

例食管癌组织中#有
:)

例

P3,

2

M

I

:6

蛋白表达阳性#阳性率
+:5>7

$表
0

%(有无淋巴结

转移的判定!以手术清扫食管周围的淋巴结的病理检查来

证实(

表
0

!!

食管癌组织中
P3,

2

M

I

:6

蛋白的表达

与淋巴结转移

的关系
.

P3,

2

M

I

:6

T i

*

-

!

无
*) 0: 0( 065*

$

)5)0

有
(1 (( (

B

!

讨
!!

论

P3,

2

M

是一类与肿瘤的发生'发展'转移'浸润等密切相关

的因子)

-

*

(

P3,

2

M

家族$又称
B&D

家族%包括五个成员!

B&D

$

H,

B&D

%'

B&DA

$即
I

:6

%'

B&DM

'

P3,

2

M!

$即
I

6)

%'

P3,

2

M-

$即
I

6-

%(

P3,

2

M

通常会以
I

6)

"

I

:6

的形式和
!gM

形成三聚体复合物#

存在于静息细胞的细胞质中#在激活过程中被磷酸化并降解为

具有活性的
P3,

2

M

二聚体复合物#存在于细胞核中(近年来

先后有
P3,

2

M

在多种肿瘤组织中表达的报道#如乳腺肿瘤'肺

肿瘤'胰腺肿瘤'大肠肿瘤等(目前有研究表明在食管鳞癌细

胞株
2HE0)>

和
2H>+):

中存在有经典的
P3,

2

M

信号传导通路

的异常激活#在食管鳞癌细胞株
2H>+):

及
2HE0)>

中存在

I

6)

'

I

:6

'

!QME

及其上游激酶
!ggO

的表达#并且
I

6)

"

I

:6

在细

胞核中具有较高的
"PA

结合活性(且
P3,

2

M

I

:6

的表达或

活化与肿瘤的发生'浸润'转移及组织学分级有关)

*

*

(

李道明和李珊珊)

(

*通过对食管癌组织中的
I

:6

和
I

6)

表

达的研究表明#

I

:6

在轻度'重度不典型增生'原位癌'浸润癌

组织中表达差异有统计学意义#与食管癌的发生'发展有关(

本研究结果发现在食管癌组织中
P3,

2

M

I

:6

蛋白呈高表达状

态#阳性表达率为
+:5>7

#且部分细胞核中也有
P3,

2

M

的表

达#而在正常食管组织中仅有
0

例表现出阳性#本研究还发现

P3,

2

M

I

:6

蛋白在食管癌组织中的表达与病理组织分型'淋巴

结转移有关#提示
P3,

2

M

在食管癌发生'发展中起重要作用(

P3,

2

M

有可能成为食管癌检测的重要指标和最敏感的标志物

之一(

."((8:

分子是一多种细胞均可表达的跨膜糖蛋白#多数

研究表明#

."((

基因的表达与肿瘤转移具有显著相关性(

."((

基因被认为是肿瘤转移的促进因素#其中
."((8

起到很

重要的作用)

6

*

(笔者对
+1

例食管癌的研究中也得到了类似结

论(

."((8:

在血液阳性组和阴性组的阳性表达率分别为

105:7

$

()

"

(>

%和
*07

$

>

"

->

%(前者显著高于后者$

!

$

)5)0

%#提示
."((8:

高表达容易发生血行转移(

本研究所采用的肿瘤标志物
.g-)

#采用了
B$,4.B

方

法#具有较高敏感性#可检测出较低浓度的肿瘤细胞(

.g-)

在严格意义上来说是具有很强的表皮特异分布#正常血液不表

达
.g-)

(尤其适用于微量肿瘤细胞的检测(表明随着肿瘤

的发生'发展#外周血微转移明显增加(骆成玉和李世拥)

:

*通

过对大肠癌的研究发现#门静脉血的微转移率高达
+65>7

(

本研究还证实#即使是在
"CHQ9AA

期患者#外周血微转移率

已经高达
*)5+7

#说明在肿瘤早期就可能累及全身#可能与食

管周围较丰富的血循环和淋巴循环有关#在临床上提示有部分

患者在
$PY

.

期时也需要化疗(

食管癌的发生'发展是多种基因协同作用的结果#在致癌

因素的作用下#癌基因活化和抑癌基因突变'失活#使细胞增

殖'分化失控而导致癌变(现在肿瘤不单单是单一的手术治

疗#常常需要放'化疗等综合治疗(由于食管癌不易早期诊断#

临床上经常可遇见处于食管癌晚期的患者#通过对本研究的结

果分析#检测外周血中的
.g-) KBPA

和肿瘤组织中的

."((8:

'

P3,

2

M

的表达#对肿瘤的血行转移和淋巴结转移做出

相应的评估#选择适当的放疗或化疗#利于肿瘤的综合治疗的

开展(
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