
#

!

通讯作者$

Q:4$>#

!

!8S#:4A

!

M>

-

'.>B$'394

*

!临床研究!

原发性肾上腺皮质肿瘤组织中间隙连接蛋白
*&

和
(*

的表达及其临床意义

夏照明%

!朱陈辉&

!万克松&

!胡卫列&

#

"

%'

南方医科大学研究生学院!广州
0%)0%0

#

&'

中国人民解放军广州军区广州总医院泌尿外科
!

0%))%)

$

!!

摘
!

要"目的
!

研究间隙连接蛋白"

<E

$

*&

和
(*

在原发性肾上腺皮质肿瘤中的表达!探讨其在原发性肾上腺皮质肿瘤的临床

诊断及预后评估中的价值%方法
!

应用免疫组化
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法检测
&%

份正常肾上腺组织&

(0

份肾上腺皮质腺瘤及
%(

份肾上腺皮质癌标本中
<E*&

&

<E(*

的表达水平!运用
WPWW%*')

统计软件进行统计学处理%结果
!

<E*&

和
<E(*

在肾上腺皮质

癌中表达阳性率分别为
&%'(X

和
*0'HX

!明显低于肾上腺皮质腺瘤中的
I,'JX

和
H0'IX

"

!^)'))&

!

!^)')%)

$及正常肾上腺

组织中的
,0'HX

和
%))X

"

! )̂')))

!

! )̂')))

$#肾上腺皮质腺瘤中
<E(*

表达的阳性率低于正常肾上腺组"

!^)')%*

$%

<E(*

的表达与肾上腺皮质腺癌患者的预后相关"

!

$

)')0

$!

<E(*

表达越低患者预后越差%在肾上腺皮质癌中!

<E*&

和
<E(*

之间的表

达呈明显正相关"

! )̂')%0

$%结论
!

联合检测
<E*&

和
<E(*

的表达对鉴别良&恶性肾上腺皮质肿瘤具有重要的参考意义%

<E(*

在原发性肾上腺皮质癌组织的表达与患者预后相关!增加其表达可能改善患者预后%

关键词"肾上腺皮质腺瘤#肾上腺皮质癌#连接蛋白类
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脊椎动物的间隙连接$

N

$

-L

8B3@>9B

#

[a

&是由不同的间隙

连接蛋白$

39BB"E>B

#

<E

&构成的细胞连接通道*目前为止#在

人体内发现并命名的
<E

已达
&%

种#其介导的细胞间隙连接

通讯$

N

$

-L

8B3@>9B>B@"A3"##8#$A39448B>3$@>9B

#

[aR<

&可在细胞

间传递生物信号和能量#从而调控细胞的新陈代谢)增殖和分

化#对维持机体的正常功能具有重要作用#近年来国内外研究

发现#

<E

表达水平的下降)丧失及异位表达与恶性肿瘤的发

生)发展密切相关#而通过转染使
<E

基因正常表达可以抑制

肿瘤的生长)侵袭及转移*已知
<E*&

和
<E(*

在正常肾上腺

中均有表达#但
<E*&

和
<E(*

在原发性肾上腺皮质肿瘤方面

的研究#国内外少有报道*本研究通过观察
<E*&

和
<E(*

在

正常肾上腺组织)肾上腺皮质腺瘤和肾上腺皮质癌组织中的表

达#探讨间隙连接蛋白
<E*&

和
<E(*

与原发性肾上腺皮质肿

瘤发生)发展的关系及其临床应用价值*

@

!

资料与方法

@'@

!

一般资料
!

收集
%JJ)

年
(

月至
&)%)

年
%&

月在中国人

民解放军广州军区广州总医院经开放或腹腔镜手术切除的
0J

例典型的肾上腺肿瘤患者标本#患者均有完整的临床资料和随

访结果#术前均未接受化疗及放疗*全部肿瘤标本经病理证

实#结合临床资料确定其中肾上腺皮质腺瘤
(0

例#肾上腺皮质

癌
%(

例*正常肾上腺组织标本
&%

份#为中国人民解放军广州

军区广州总医院泌尿外科行尸体肾移植取肾源时所取的肾上

腺组织#经
!Q

染色证实为正常肾上腺组织*所有组织标本统

一采用
%)X

甲醛溶液固定#石蜡包埋#组织切片厚度为

&'0

#

4

*本组病例肾上腺皮质腺瘤组中#男
%J

例#女
&I

例%肾

上腺皮质癌组中#男
%)

例#女
(

例*肾上腺皮质腺瘤患者除手

术治疗外#未加化疗)放疗及其他特殊治疗%肾上腺皮质癌患者

随访时间
%&I

"

&*%JK

#其中死亡
%)

例$

&

例死于非肿瘤原

因&#

(

例健康存在*

@'A

!

方法

@'A'@

!

试剂
!

<E*&

)

<E(*

多克隆抗体购自北京博奥生物工程

有限公司#
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试剂盒购于北京中衫金桥生物

工程有限公司#免疫组织化学采用
d9M9#>B1
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法#

<E*&

)

<E(*

稀释浓度均为
%o*))

$稀释剂为一抗稀释液&*

(&,%

重庆医学
&)%&

年
I

月第
(%

卷第
%,

期



@'A'A

!

染色步骤
!

切片用二甲苯常规脱蜡#梯度乙醇和蒸馏

水水化*

)'0X !

&

Z

&

封闭内源性过氧化酶
%)4>B

#自来水冲

洗#蒸馏水冲洗#

)')%49#

"

+

)

-

!^I')

的柠檬酸缓冲液进行

高温修复抗原
&4>B

#冷水降温后自然冷却#

PDW

冲洗#滴加

VQH%)&

抑制内源性过氧化物酶
04>B

#

PDW

冲洗
*

次$每次

04>B

&#滴加一抗
(\

冰箱内孵育过夜#

PDW

洗
*

次$每次

04>B

&#滴加一抗后封闭剂$

VQH%%%

&孵育切片
*)4>B

#

PDW

洗

*

次$每次
04>B

&#滴加二抗$

d9M9#>B1

65聚合物&孵育切片

*)4>B

#

PDW

洗
*

次$每次
04>B

&#二氨基联苯胺$

Y;D

&显色

04>B

#自来水洗#蒸馏水洗#苏木精复染
&4>B

或不复染#自来

水洗*脱水#透明#封片*以
)')%49#

"

+PDW

$

-

!H'(

&代替

一抗为阴性对照#分别以已知阳性的正常肝组织)正常肾上腺

组织切片作
<E*&

和
<E(*

的阳性对照*

@'A'B

!

结果判定
!

分别由两名经验丰富的病理科医师在不知

临床和病理资料的情况下独立阅片#光镜下细胞膜或细胞质内

出现棕黄色颗粒为阳性细胞标志*

<E*&

和
<E(*

表达结果的

判断方法一致#即在高倍镜下随机选择
%)

个视野#计数
&))

个

细胞#计算阳性细胞百分率#阳性细胞数小于
%)X

为阴性

$

_

&#

%)X

"$

&0X

为弱阳性$

=

&#

&0X

"$

0)X

为中等阳性

$

==

&#

&

0)X

的为强阳性$

===

&*

@'B

!

统计学处理
!

采用
WPWW%*')

软件进行统计学处理*率

的比较采用四格表的
/

& 检验#各因素间的相关性用
W

-

"$A4"B

等级相关分析进行#生存分析用
<9E

比例风险回归模型进行*

以
!

$

)')0

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A'@

!

<E*&

)

<E(*

在各种组织中的表达结果
!

<E*&

)

<E(*

主要

表达于细胞膜和细胞质内#细胞核内无表达#在正常肾上腺组

织中主要表达于束状带及网状带#球状带较少表达*

<E*&

在

正常肾上腺组织)肾上腺皮质腺瘤及肾上腺皮质癌组织中的阳

性表达率分别为
,0'HX

)

I,'JX

)

&%'(X

*

<E(*

在正常肾上腺

组织)肾上腺皮质腺瘤及肾上腺皮质癌组织中的阳性表达率分

别为
%))X

)

H0'IX

)

*0'HX

*

<E*&

)

<E(*

在肾上腺皮质癌组

织中的阳性表达率明显低于肾上腺皮质腺瘤及正常肾上腺组

织#差异有统计学意义$

!

$

)')0

&*肾上腺皮质腺瘤中
<E(*

的阳性表达率低于正常肾上腺组织$

!

$

)')0

&#肾上腺皮质腺

瘤中
<E*&

的阳性表达率与正常肾上腺组织比较差异无统计

学意义$

!

(

)')0

&*见插
,

图
%

)

&

及表
%

*

表
%

!!

<E(*

和
<E*&

在各种组织中的表达结果#

%

%

组织类型
%

<E(*

!

= == ===

<E*&

!

= == ===

正常肾上腺组织
&% ) & 0 %( * ( & %&

肾上腺皮质腺瘤
(0%% 0 %* %I %( ( %% %I

肾上腺皮质癌
%( J * & ) %% & % )

A'A

!

<E*&

)

<E(*

的表达与肾上腺皮质癌患者临床病理的关系

!

<E*&

)

<E(*

与肾上腺皮质癌患者的年龄)性别)肿瘤的临床

分期无明显相关性$

!

(

)')0

&#见表
&

*

A'B

!

<E*&

)

<E(*

的表达与肾上腺皮质癌患者预后的关系
!

%(

例肾上腺皮质癌患者死亡
%)

例#利用
<9E

回归模型进行多因

素生存分析#

<E*&

与原发性肾上腺皮质癌的预后无关$

!

(

)')0

&%

<E(*

与原发性肾上腺皮质癌的预后有相关性$

!

$

)')0

&#

<E(*

表达越低#患者预后越差*

表
&

!!

<E(*

和
<E*&

表达结果与临床病理特征的关系

项目
%

<E(*

_ = == ===

!

<E*&

_ = == ===

!

6d5

分期
(

)')0

(

)')0

!

6

%

"

6

&

%% H * % ) J & ) )

!

6

*

"

6

(

* & ) % ) & % ) )

年龄$岁&

(

)')0

(

)')0

!$

(, , 0 ) % ) I % % )

!&

(, I ( & & ) 0 % ) )

性别
(

)')0

(

)')0

!

男
%) I & & ) , % % )

!

女
( & & ) ) * ) % )

A'C

!

肾上腺皮质癌中
<E*&

)

<E(*

表达的关系
!

%%

例
<E*&

阴性的肾上腺皮质癌中有
J

例
<E(*

呈阴性#

0

例
<E(*

阳性的

肾上腺皮质癌中
*

例
<E*&

呈阳性*单因素相关分析结果表

明#

<E*&

和
<E(*

之间的表达呈明显的正相关$

5^)'I(I

#

!^

)')%*

&*

B

!

讨
!!

论

肾上腺皮质癌是一种比较罕见的肾上腺恶性肿瘤#年发病

率为
%

"

&

"

%))

万#

()X

的患者在诊断时已有远处转移#从影像

学上难以诊断#肾上腺皮质癌的组织结构与形态和肾上腺皮质

腺瘤皮质相像#从病理形态及临床表现鉴别肾上腺皮质肿瘤的

良)恶性亦比较困难#因此非常有必要从蛋白水平上对肾上腺

皮质肿瘤进行研究#探讨其生物学行为#为临床诊断及治疗提

供理论依据*

[a

普遍存在于脊椎动物体内#是细胞连接的一种#由相邻

细胞膜上的
<E

构成*

[aR<

介导相邻细胞电信号的直接传递#

以及营养物质)代谢产物)离子)第二信使)相对分子质量小于

%)))

的亲水性物质的交换'

%

(

#

[aR<

在胚胎发育)细胞分化和

增殖)内环境稳定以及细胞间活动协调等方面具有重要作用*

研究证实
<E

表达异常与肿瘤的增殖)侵袭)转移有密切关

系'

&

(

#范松青等'

*

(采用组织微阵列与免疫组织化学染色研究发

现多种肿瘤存在
<E

的表达异常*

人的
<E*&

基因定位在
e

染色体
e

-

%%'

T

&&

/上#其相对分

子质量为
*&]%)

*

#主要表达在正常的肝细胞的细胞膜上#在

泌尿系统中也有不同程度表达*

<E*&

作为一种抑癌基因在肾

0&,%

重庆医学
&)%&

年
I

月第
(%

卷第
%,

期



癌的发生)发展)治疗中的作用研究较多'

(

(

#而在肾上腺方面的

研究主要集中在动物实验'

0

(

#

?>##"BC"A

N

等'

I

(研究发现
<E*&

主要表达于肾上腺皮质区#在肾上腺髓质及肾上腺髓质肿瘤没

有表达*本研究发现
<E*&

在肾上腺皮质组织)肾上腺皮质腺

瘤#肾上腺皮质癌表达的阳性率分别为
,0'HX

)

I,'JX

)

&%'(X

#

<E*&

在肾上腺皮质癌表达的阳性率明显低于肾上腺

皮质腺瘤及正常肾上腺组织#差异有统计学意义$

!

$

)')0

&%

<E*&

与肾上腺皮质癌患者的临床分期)性别)年龄以及预后均

无相关性$

!

(

)')0

&*

<E(*

是第一个被克隆的
<E

#其相对分子质量为
(*]%)

*

#

人的组织中的
<E(*

存在两个基因位点#一个表达基因定位在

I

号染色体上#另一个假基因$

-

."8K9

N

"B"

&定位在
0

号染色体

上*

<E(*

是
<E

中研究最多的一种蛋白#

<E(*

在膀胱移行细

胞癌'

H

(

)非精原细胞瘤'

,

(

)子宫内膜癌'

J

(

)胃癌'

%)

(等恶性肿瘤

的下调表达已有报道*

58AA

U

等'

%%

(研究发现
<E(*

主要表达

于肾上腺皮质的网状带及束状带#在肾上腺髓质没有表达或微

弱表达#

<E(*

在肾上腺皮质癌表达的阳性率明显低于肾上腺

皮质腺瘤及正常肾上腺组织*本研究发现
<E(*

在肾上腺皮

质组织)肾上腺皮质腺瘤及肾上腺皮质癌表达的阳性率分别为

%))X

)

H0'IX

)

*0'HX

#

<E(*

在肾上腺皮质癌表达的阳性率明

显低于肾上腺皮质腺瘤及正常肾上腺组织#差异有统计学意义

$

!

$

)')0

&%生存分析显示#

<E(*

与肾上腺皮质癌患者的预后

相关$

!

$

)')0

&#

<E(*

表达的阳性率越低#患者的预后越差*

大量研究表明#

<E

异常表达和
[aR<

功能缺陷与多种肿

瘤的恶性增殖和转化密切相关*近年来#利用基因敲除及负显

性抑制技术$

K94>B$B@B"

N

$@>M"

&阻断
<E

基因的表达#导致细

胞失去对生长的控制#从而形成肿瘤#因此
<E

家族基因也被

认为是肿瘤抑制基因'

%&

(

*

<E

抑制肿瘤发生的机制目前尚不

明确#

53+$BF#$B

等'

%*

(研究发现增加
5Y;:5D:&*%

乳腺癌细

胞中
<E&I

)

<E(*

的表达可以抑制肿瘤的发生*

+$B

N

#9>.

等'

%(

(

研究发现
<E(*

抑制肿瘤的发生与小凹蛋白$

3$M"9#>B:%

&密切

相关*目前研究还发现
<E

的强制表达可以使得
d:

粘蛋白表

达下降及增加
5Y;:5D:(*

乳腺癌细胞对凋亡的敏感性#从而

抑制肿瘤转移'

%0

(

*作者推测
[a

减少或者丧失使机体的调控

信息不能有效传递到细胞#细胞间信号得不到交换#细胞内环

境失平衡#细胞功能异常等#这一系列变化导致细胞无限制增

殖#从而导致肿瘤的发生*

本实验采用免疫组化的方法对肾上腺皮质肿瘤中
<E*&

)

<E(*

的表达进行初步的研究#并将
<E*&

)

<E(*

的表达与患者

临床资料进行了统计学分析#研究结果显示
<E*&

)

<E(*

与肾

上腺肿瘤的发生)发展有一定的关系#二者之间呈正相关#其相

互作用的机制有待进一步研究*本研究提示临床中联合检测

肾上腺肿瘤组织中
<E*&

)

<E(*

的表达对鉴别肾上腺皮质肿瘤

的良)恶性有一定的参考价值#检测肾上腺皮质癌中
<E(*

的

表达对判断患者的预后有一定的指导意义*
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