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胃癌组织 !"# 基因表达与细胞凋亡和增殖的关系
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【摘 * 要】目的：探讨 (%6 基因表达水平与胃癌细胞增殖活

性及细胞凋亡程度的关系. 方法：胃癌组织 ’) 例，用原位杂

交及免疫组化染色法分别检测 J4C 3UVH，J4C 蛋白和增殖细

胞核抗原（GFVH）的表达，并采用凋亡细胞原位检测方法对组

织切片中的凋亡细胞进行观察和比较. 结果：胃癌组织表达

J4C 3UVH $( 例（’$T (W），表达 J4C 蛋白 $+ 例（+’T )W），两

种方法检测结果一致性非常显著（7 X "T "!）. 胃癌 ’) 例增殖

期细胞标记物 GFVH 表达及凋亡细胞的阳性率均为 !""W，细

胞凋亡和细胞增殖指数呈显著性负相关（ 8 Y Z "T &($，7 X
"T "!）. 随胃癌细胞 J4C 蛋白表达水平升高，GFVH 阳性细胞指

数相应减少，肿瘤凋亡细胞指数则相应增加. J4C 蛋白!组细

胞凋亡指数显著高于 Z [ \ 组（7 X "T "!），J4C 蛋白组 GFVH
指数显著高于" [!组（7 X "T "!）. 结论：胃癌细胞 (%6 基因

表达可引起细胞凋亡增加与增殖减少.
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EF 引言

胃癌的发生发展与肿瘤细胞增殖及其凋亡有关

系. J4C 抗原可介导细胞凋亡，在胃癌及胃癌前病变

组织中均有表达，参与细胞凋亡的调控［!，$］. 我们采

用 3UVH 原位杂交和免疫组织化学染色技术检测胃

癌组织中 (%6 基因表达，并应用细胞凋亡原位检测

方法和免疫组化染色对胃癌组织中细胞凋亡、增殖

的情况进行观察，探讨其与 (%6 蛋白表达之间可能

的关系.

GF 材料和方法

G. G 材料 !&&+ [ !&&, 年胃远端癌手术切除标本

’) 例，术前均未接受化放疗或免疫治疗. 每份标本的

一半立即用冷冻包埋剂（]F/）包埋，液氮快速冷冻，

Z %"^冰箱保存. 另一半组织标本经 +" 9 [ M 甲醛固

定，石蜡包埋，+ !3 厚连续切片，并经 E2 染色病理

诊断 证 实. 原 位 杂 交 前，将 冷 藏 标 本 取 出 复 温 至

Z $)^，用恒冷切片机做 , !3 连续冷冻切片，室温
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干燥 !" #$%，& ’"(保存备用) *+,- 及 ./0 多克隆抗

体均购自 1/%2/ +345 公司；16* 免疫染色试剂盒购于

福建迈新生物工程公司；地高辛标记及检测试剂盒以

及细胞凋亡原位检测试剂盒均为 789:3$%;93 </%%6
:9$# 公司产品；!"# 寡核苷酸探针由中科院上海生物

工程研究中心合成) 探针序列为：=>6 ?@?@@@+-?6
?-@@@--??@@??-?-@@6A>) 探针标记按试剂 盒 说

明进行，探针标记后分别作探针显色灵敏度及杂交灵

敏度检测)
!) " 方法

!) B) ! 原位杂交 载玻片上涂多聚赖氨酸（! ; C D），

室温干燥，石蜡组织贴于载玻片上，E=(烤片 A :，二甲

苯脱蜡，乙醇逐级入水，!"" #; C D 蛋白酶 F 消化，

A’( B" #$%；G #D C D 多聚甲醛后固定 = #$%，依次用 B
H 11+，三蒸水处理后，乙醇逐级脱水；滴加预杂交液

（="" #D C D 甲 酰 胺；E H 11+，= #D C D 1I1，

= H I/%:/3J2溶液：! ; C D 聚乙烯吡咯烷酮，! ; C D 牛血

清 白 蛋 白，! ; C D 水 溶 性 聚 蔗 糖6G""，B"" #; C D
00I,-），GB(预杂交 B :，吸弃载玻片上预杂交液，每

片滴加杂交液 =" !D，置于湿盒中 GB( 杂交过夜) 杂

交后按下述程序严格冲洗："K ! #D C D 1I1 B H 11+
GB( !" #$% B 次，="" #D C D 甲 酰 胺 B H 11+ 室 温

!" #$% B 次，="" #D C D 甲酰胺 "K = H 11+ 室温!" #$%
B 次，"K B H 11+室温 = #$% ! 次，"K ! H 11+ 室温 B #$%
! 次) 显色满意后水洗终止，封片除阳性对照外，设无

探针阴性对照及 L,"#$ 处理后的阴性对照)
!) B) B 免疫组化染色 石蜡切片免疫组化染色按

1* 法进行，抗 *+,- 及 ./0 多抗 !M !"" 稀释) 以 *71
替代一抗作为空白对照，正常血清替代一抗作为替代

对照) 用已知阳性切片作为阳性对照) 光镜下计数

./0 #L,- 和蛋白阳性肿瘤细胞数，将其分为 G 个等

级：& ，无阳性细胞；N ，阳性细胞 O B=P；!，阳性细

胞占 B= Q ="P；"，阳性细胞 R ="P )
!) B) A @S,TD 染色 石蜡切片，蛋白酶 F（B" #; C D）

A’( 消化 B" #$%，*71（ UV’K G）洗 = #$%，A 次；滴加

@S,TD 反应液 A’( 孵育 ! :，*71 洗 = #$%，A 次；滴

加抗荧光素抗体6过氧化物酶联结物 A’( A" #$%，

*71 洗 = #$%，A 次；I-7 显色，苏木素复染，封片) 阴

性对照设以 *71 替代 @S,TD 反应液的空白对照，阳

性对照切片经 I,"#$W 预处理 !" #$%，再接上述染色

步骤) 光镜下观察 @S,TD 染色及 *+,- 免疫组化染

色切片的显色反应，数 = 个以上高倍视野，不少于

="" 个细胞，计数阳性细胞数，分别作为 @S,TD 阳性

细胞（凋亡细胞）指数及 *+,- 阳性细胞（增殖细胞）

指数)

统计 学 处 理： 采 用 !B 检 验、方 差 分 析 和

1U9/3#/% 秩相关分析进行统计学处理)

" 结果

") ! #$% &’() 及其蛋白的表达 在胃癌组织中

./0 #L,- 原位杂交阳性信号为紫蓝色或棕蓝色颗

粒，主要集中在胞质内（.$; !-）) ./0 蛋白免疫组化

阳性信号呈棕黄色颗粒，位于细胞质内和（ 或）细胞

膜上，未见核内表达（.$; !7）) 在 =A 例胃癌中，有 BX
例（=BK XP）不同程度地表达 ./0 #L,-，./0 #L,-
& ，N ，!，"者 分 别 占 G’K BP，!XK YP，!=K !P 和

!XK YP ) 不同程度地表达 ./0 蛋白 BG 例（G=K AP），

./0 蛋 白 & ，N ，!，"者 分 别 占 =GK ’P，!=K !P，

!’K "P和 !AK BPK 经一致性检验表明，原位杂交及免

疫组化两种方法对 ./0 基因表达检测结果一致性非

常显著（% O "K "!），在 =A 例标本中两种方法检测结

果一致者占 XGK YP )
") " 胃癌细胞凋亡和增殖与 #$% 蛋白表达的关系

* @S,TD 染色阳性反应物质呈棕黄色，位于细胞核

内，浓缩的核质紧贴于核膜，或核质呈现均匀的染色，

凋亡细胞呈弥漫性、簇状和（或）散在分布（.$; !+）；

未凋亡细胞非特异性染色极浅，而坏死组织染色呈片

状，细胞轮廓不清，染色呈均一深染的棕黄色斑片)
*+,- 染色阳性物质呈棕黄色颗粒状均匀分布，主要

位于细胞核内，*+,- 阳性细胞在胃癌组织中呈弥漫

性分布（.$; !I）) =A 例胃癌细胞凋亡和 *+,- 表达

的阳性率均为 !""P，细胞凋亡指数为 =K XP，*+,-
指数为 G’K =P，秩相关分析证实两者间呈显著性负

相关（ &# Z & "K YXB，% O "K "!）) *+,- 阳性指数随胃

癌细胞 ./0 蛋白表达水平升高而相应减少，细胞凋亡

指数随胃癌细胞 ./0 蛋白表达水平升高而相应增加)
./0 蛋白"组细胞凋亡指数显著高于 & 组与 N 组

（% O "K "!），亦高于!组，但相差无统计学意义) ./0 蛋

白6组 *+,- 指数显著高于!组与"组（ ），亦高于 ’
组，但相差无统计学意义（(") !）* 经连续切片观察，

!"# 蛋白表达与细胞凋亡在多数病例具有同域性*

表 ! 胃癌组织 ./0 蛋白表达与细胞凋亡和增殖的关系

@/[ ! L9\/2$8%0:$U [92]99% ./0 U3829$% 9^U3900$8% /%J _9\\
/U8U280$0 /%J U38\$‘93/2$8% （P，+ , #）
./0 U3829$%
9^U3900$8%

-
-U8U282$_
$%J9^

*+,-
$%J9^

& BY AK X a BK ! =YK G a !GK EJ

N X =K B a BK " GYK E a !!K =
! Y XK " a BK B AXK B a YK "
" ’ YK E a BK G[ AAK G a EK B

[% O "K "! .# & /%J N ；J% O "K "! .# ! /%J ")
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"19 => !"# 9020 0?,-0$$1.2 #2@ #,.,/.$1$ A 34’! 12 9#$/-1B B#-B12.%# /1$$C0> D EFF
图 => 胃癌组织 "#$ 表达与细胞凋亡 A 增殖

!" 讨论

胃癌发生发展可能伴随一系列基因的改变，进一

步探讨胃癌组织 !"# 基因表达水平与胃癌细胞增殖

活性及细胞凋亡程度的关系，有助于揭示胃癌发生的

机制< 在非淋巴系恶性肿瘤中的许多肿瘤细胞有广泛

的 "#$ 抗原表达，如结肠癌、乳腺癌、肝癌、肾细胞癌、

膀胱癌、前列腺癌、恶性胶质瘤等［G］< "#$ 抗原在胃癌

和胃癌前病变组织中亦有表达［E］< 我们发现，胃癌细

胞普遍存在 "#$ 蛋白翻译及核酸转录水平的异常表

达，可能与胃癌的发生、发展及浸润性生长密切相关<
细胞过度增殖和（或）细胞凋亡减少是胃癌发生的生

物学基础［H］，但其机制尚不明确< 本结果提示，!"# 基

因表达异常增加可促进胃癌细胞凋亡，促进强度随胃

癌细胞 !"# 基因表达水平升高而相应增加< 我们认为

在胃癌发生发展过程中，!"# 基因表达减少或丢失可

能是胃癌细胞逃避凋亡、无限增殖的机制之一<
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