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【摘* 要】目的：探讨大肠癌 COPC 与微血管形成的关系及其

可能机制- 方法：应用 LC 免疫组化染色观察 1" 例大肠癌中

COP 的表达和微血管密度的变化，流式细胞计数和明胶酶谱

观察 ,#OQV 抑制 E.$( 细胞后 JJC#& 阳性细胞数和活性的变

化- 结果：在 COP 强表达的大肠癌中，微血管密度高，弱表达

则密度低，其差异具有统计学意义（2 3 "4 """!，2 W "- "!）；流

式细胞计数中，与未处理组相比，用 ,"" !3<0 X Y ,#OQV 处理后，

JJC#& 阳性细胞的百分比降低；明胶酶谱显示，JJC#& 的活性

在 ,"" !3<0 X Y ,#OQV 处理组和未处理组中差异有统计学意义

（2 3"4 ""!1，2 W"- "!）- 结论：大肠癌 COPC 的表达可能和微

血管形成相关，COPC 活性增强可能促进了肿瘤血管的形成-
【关键词】聚（腺苷二磷酸核糖）聚合酶；微血管密度；明胶酶

+；结直肠肿瘤

【中图号】V%’1* * * 【文献标识码】O

DE 引言

聚（腺苷二磷酸核糖）聚合酶［C<09（O?C#>5N<I/）

@<093/>4I/，COPC］，参与聚 O?C 糖基化过程，对核内

众多的蛋白质和酶类进行翻译后修饰，从而调节细胞

内一系列的分子事件- 聚（ 腺苷二磷酸核糖）［C<09
（O?C#>5N<I/），COP］是 COPC 的活化形式，对其抑制，

可反映 COPC 的活性- 有文献［! [ $］报道，在炎症反应、

以及白血病、前列腺癌等多种恶性肿瘤中 COPC 的表

达增强- 而我们先前的研究结果也提示：大肠癌 COP
表达较正常组织明显增强，COPC 与大肠癌转移具有相

关性［1］- 亦有研究表明，通过抑制 COPC 能抑制人脐

静脉血管内皮增殖［$］- 但 COPC 与肿瘤血管形成的关

系，尚未见文献报道- 在炎症反应中，,#氨基异喹啉酮

,#O357<5I<FM57<057<7/，,#OQV）可 通 过 抑 制 COPC 活

性，抑制细胞间黏附分子#!（ 57A/>;/00M04> 4KD/I5<7 3<0/#
;M0/#!，QEOJ#!）和 C 选择素（C#I/0/;A57）等黏附分子

表达- 我们的前期研究也表明 ,#OQV 可抑制大肠癌

\.#$& 细胞 COPC 活性［1］- 本研究观察了 COP（COPC
的活化形式，其表达强弱可反映 COPC 活性的高低）与

大肠癌微血管密度（JS?）的关系、大肠癌 E.$( 细胞

处理前后基质金属蛋白酶#&（34A>5R 3/A400<@><A/574I/#
&，JJC#&）表达和活性的变化，初步探讨了 COPC 与肿

瘤血管生成的关系及其可能的机制-

FE 材料和方法

F- FE 材料E 大肠癌标本（’ ] 1"）均取自重庆医科大

学病理学教研室，病理学分级参照 ^._ 大肠癌分级

标准- 所有标本经 )" 8 X Y 甲醛固定，石蜡包埋，, !3
连续切片- 小鼠大肠癌 E.$( 细胞由四川大学魏于全

教授惠赠- ,#OQV 由英国 +4AD 大学 .D>/4K8500 教授惠

赠- 抗 COP 抗体购自博士德生物工程有限公司，抗

E?1! 抗体购自 ‘/7/ ./;D 公司，抗 JJC#& 抗体购自

L47A4 E>MU 公司，LC 免疫组化试剂盒、山羊抗兔 Q8‘#
TQ.E 均购自北京中杉生物技术公司，核及胞质蛋白裂

解液（a2#C2P.J aM;0/4> 47K E9A<@04I35; 2RA>4;A5<7
P/48/7AI）购自 C5/>;/ 公司，明胶购自 L5834 公司-
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!! "# 方法

"! #! "$ 细胞培养$ 将小鼠结肠腺癌细胞 %&#’ 置入

含 "(( )* + * 小牛血清的 ,-./"’0( 培养液，123，4(
)* + * %5# 培养箱常规培养!
"! #! #$ 6- 免疫组化染色 $ 操作按试剂盒说明书进

行! -7, 染色结果的判断参照文献［1］的方法! 染色

强度：无着色为 ( 分，淡黄色为 " 分，棕黄色为 # 分，

棕褐色为 1 分；阳性范围：随机观察 4 个中倍视野

（"( 8 #(），每个视野计数 "(( 个肿瘤细胞，将各个视

野中阳性细胞数的平均百分比作为该切片的阳性细

胞百分比；9 4: 为 ( 分，4: ;#4: 为 " 分，#’: ;
4(:为 # 分，< 4(: 为 1 分! 上述两项结果相加，(
分为阴性（一），" ; 1 分为弱阳性（ = ），0 ; 4 分为中

等度阳性（!），’ 分为强阳性（"）! 以 ->6 代替一抗

为阴性对照，已知阳性心肌切片为阳性对照! %?1"
染色结果判断：细胞呈黄色或棕黄色为阳性（ = ）；无

着色为阴性（ @ ）! 以 ->6 代替一抗为阴性对照，自

身大血管内皮细胞为阳性对照!
"! #! 1$ 肿瘤微血管密度计数$ 按照 ABCDEBF 等［0］的

评判标准，计算肿瘤内着色的毛细血管和微小血管!
凡呈现棕色单个内皮细胞或内皮细胞团均作为一个

血管计数! 肿瘤内硬化区以及与肿瘤交界处软组织

内的微血管不计数，有厚的平滑肌壁以及管腔直径 <
G 个红细胞直径的血管也排除在外! 计数方法：每张

染色切片选择 1 个血管最多的癌间质区，在 0(( 倍视

野下进行血管计数，每例标本分别计数 1 个视野，取

其平均值!
"! #! 0$ 流式细胞计数$ 将处于对数生长期的 %&#’
细胞 1 8 "(2 + * 细胞悬液接种于 "(( )* 培养瓶，培养

#0 H 后 实 验 组 加 入 最 终 浓 度 为 4(( !)IJ + * 的 4K
7/L，对照组加入不含 4K7/L 的等体积生理盐水! 培

养 #( H 后分别收集对照组和 4K7/L 处理组细胞，按

试剂说明书进行 ..-KM 染色标记，流式细胞仪计数

"(((( 个细胞中 ..-KM 抗体标记阳性的细胞! 重复

实验 4 次!
"! #! 4 $ 明 胶 酶 谱 $ 取 对 数 生 长 期 %&#’ 细 胞 以

" 8 "(’ + 瓶接种于培养瓶中，培养过夜! 次日，无血清

,-./"’0( 培 养 液 培 养 " H! 4K7/L 终 浓 度 为 4((
!)IJ + * 的无血清 ,-./"’0( 培养液继续培养 #0 H!
收集各组培养上清液，低速离心（#(( N）去除细胞碎

片，同时将各瓶细胞消化，计数! 按照活细胞数取相

应体积的培养上清液与样品缓冲液混合上样! 配制

24 N + * 分离胶及 4( N + * 浓缩胶，分离胶中加入终浓度

为 " N + * 的明胶，03恒温电泳，1( )CE! 电泳完毕后移

入 &FCOIEPK"(( 溶液中，低速摇动，漂洗，加明胶酶缓冲

液（4( ))IJ + * &FCQKR%J，"( ))IJ + * %S%J#，#(( ))IJ + *
TS%J，" !)IJ + * UE%J#，VR 2! 4）123温育 #0 H! 考马斯

兰 ,K#4( 染色液中染色后脱色，至对照出现清晰负染

酶带! 在凝胶成像仪下分析照相! 重复实验 4 次!
统计 学 处 理：采 用 676 G! ( 统 计 软 件 进 行

QVBSF)SE 秩相关分析和 ! 检验，" 9(! (4 为差异有统计

学意义!

"# 结果

"! !# 大肠癌 -7, 的表达与 .W? 的关系$ -7, 阳性

着色主要位于肿瘤细胞胞核，多靠近核膜，部分间质

内皮细胞、炎症细胞弱阳性! 1( 例大肠癌组织中，阳

性表达 #1 例（图 "）! 用 %?1" 标记大肠癌血管，可见

肿瘤间质内微血管的大小、形态均存在差异，部分呈

单个内皮细胞或内皮细胞团，部分管腔不规则或无明

显管腔（图 #）! .W? 在不同程度表达 -7, 的大肠癌

中存在差异! 在 -7, 强表达的大肠癌中，微血管密

度高（#G! G’ X "1! 0M）；弱 表 达 则 密 度 低（2! 4# X
0! 24）! 差异具有统计学意义，" Y (! ((("!

7：强阳性；>：弱阳性!

图 "$ -7, 在大肠癌组织中的表达$ 6- 8 0((

7：高密度；>：低密度!

图 #$ 不同 -7, 表达强度大肠癌组织中微血管密度（ 棕黄色

着色为 %?1" 标记）$ 6- 8 0((
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!! !" 流式细胞计数" 对照组中，""#$% 阳性细胞的

百分比为 &’! ()*；用浓度为 )++ !,-. / 0 的 )$123 处

理后，阳性细胞的百分比为 ’%! 44* ! )$123 处理组

阳性细胞百分比较对照组降低（图 4）!

1：未处理；5：处理!

图 46 流式细胞计数 ""#$% 阳性细胞

!! #" 明胶酶谱 " 789’ 细胞加入 )++ !,-. / 0 的 )$
123 孵育后，其 ""#$% 的活性明 显 弱 于 未 加 药 的

789’［（+! :++; < +! +);&）!"（+! ’;:& < +! +&:(）］，差

异具有统计学意义，# = +! ++;4!

#" 讨论

#1># 广泛存在于真核细胞核内，能通过 #1>
化，参与细胞内一系列的分子生物事件! #1> 作为

#1># 的产物，其合成的多少能反应 #1># 活性的强

弱，通过检测 #1> 的表达可了解 #1># 的活性状态!
#1># 与多种疾病的发生发展有关! #1># 与肿瘤的

关系也逐渐被重视，文献［)］报道，#1># 与肿瘤细胞

的增 殖 分 化 有 关；还 有 研 究 显 示，结 肠 癌 组 织 中

#1># 的活性明显高于正常肠黏膜［’］! 我们先前的研

究结果提示，在人大肠癌组织中，#1># 与大肠癌的

侵袭转移有关，#1># 活性增强有利于大肠癌侵袭转

移，且 #$?@.@ABCD 和 271"$; 的表达增高也与大肠癌

的侵袭转移有关! 而在肿瘤的转移过程中，血管生成

是关键的一步! 那么 #1># 是否会影响肿瘤侵袭转

移过程中血管的生成呢？目前尚未见文献报道! )$
123 作为一种强大的 #1># 抑制剂，在炎症反应中，

可通过抑制 #1># 活性，抑制细胞 271"$; 和 #$E@.@A$
BCD 等黏附分子表达，进而抑制由粘附分子介导的白

细胞与血管内皮细胞间黏附! >FG@EH 等［9］研究发现，

)$123 能通过对 #1># 的抑制，进而抑制血管内皮生

长因子（ IFEAJ.FK @DL-BH@.CF. MK-NBH OFAB-K，PQRS）诱

导的人脐静脉内皮细胞的增殖、迁移及血管形成等!
本实验首次对人大肠癌组织 #1> 表达与肿瘤 "PT
的关系进行了观察，结果显示 "PT 在不同程度表达

#1> 的大肠癌中存在差异，#1> 高表达的组织中，

"PT 大；低表达的组织中，"PT 小! 有研究表明，

#1># 与 US$"5 存在协同激活作用［(］，且这种协同作

用是通过 #1>#$; 蛋白与 US$"5 蛋白直接的相互作

用而实现的! #1># 的自动修饰可促进 US$"5·TU1
复合物的形成，增强 US$"5 转录活性［&］! 还有研究表

明，US$"5 可 上 调 271"$;，PQRS，""#$9 等 的 表

达，从而促进大肠癌的转移［% V ;+］! 0J 等［;;］的研究表

明，在单核细胞激活的情况下，""#$% 的生成与 US$
"5 途径有关! #FDL@W 等［;9］的研究结果指出，US$"5
抑制剂能抑制 US$"5 调节的基因产物如 ""#$% 的

表达，而这种抑制可能是通过对 2XX 的抑制实现的!
我们先前的实验已观察到［;4］，大肠癌 "PT 与其转移

有关，有淋巴结转移的大肠癌组织中 "PT 较无转移

者高! 在对肿瘤血管生成的研究中，有实验显示，皮

肤鳞癌组织中 ""#$% 的表达与肿瘤血管形成密切相

关，""#$% 可能是皮肤鳞癌中重要的促血管因子之

一［;:］! 而本实验也观察到，用 )++ !,-. / 0 的 )$123
处理后，小鼠结肠腺癌 789’ 细胞中 ""#$% 的表达降

低! 提示，#1> 高表达可能与 US$"5 依赖性的 ""#$
% 表达增强引起的促肿瘤血管形成有关! 由此我们

推测，#1># 与 肿 瘤 血 管 生 成 相 关! 在 大 肠 癌 中，

#1># 活性增强，使 US$"5 的活性增强，而受 US$"5
调节的 ""#$% 表达也增高，从而促进了肿瘤血管的

形成!
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食管癌、肺癌术后并发肺动脉栓塞 !"
例的诊治
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!# 临床资料# 我院 =<<;"9@ X 899;"98 收治食管癌、肺癌术后

并发肺动脉栓塞患者 =8（ 男 ?，女 :）例5 年龄 :@ ‘ ;?（ 平均

@:）岁5 食管癌术后 < 例，肺癌术后 L 例5 术前合并高血压、冠

心病心房纤颤 : 例，慢性阻塞性肺病 8 例，下肢深静脉炎 8
例5 肺动脉栓塞发生于术后 8 ‘ =L #，突发呼吸困难、胸痛、咯

血、晕厥、甚至休克5 体检肺部闻及湿罗音 U 例，肺动脉第二心

音亢进和右心室奔马律 L 例5 动脉血气分析 O/a8 b ?9 ..D(
（= ..D( c 95 =LL HO/）=9 例，O/a8 b :9 ..D( L 例5 胸片示肺

实质斑片状密度增强影、肺不张 @ 例5 心电图检查 C=dLPL L
例5 超声心动图检查见肺动脉异常回声 8 例5 = 例肺动脉造

影显示左肺动脉突然截断5 螺旋 6P 或 FQG 检查 L 例，均显示

肺动脉管腔及分枝的部分充盈缺损5 积极抗休克治疗或心肺

复苏同时，? 例患者抗凝治疗：应用低分子肝素钙首剂 U999 e
静推，然后输入 =U99 e X 7，保证凝血酶原时间在对照的 =5 U ‘
85 9 倍5 : 例患者溶栓治疗：应用尿激酶 :999 e X H( =9 .,&静

注，然后 =8 7 内输入 8999 e X H(5 = 例食管癌术后患者急诊开

胸探查：术中证实左肺梗死，行左全肺切除术5 结果 =8 例患

者中死亡 U 例，存活 ; 例5 存活 ; 例中均接受抗凝治疗，其中

8 例接受溶栓治疗，= 例急诊手术5 死亡 U 例中 = 例猝死；L 例

因大面积栓塞，严重呼衰而死亡；= 例溶栓治疗后伴胃肠道出

血、吻合口瘘而死亡5

"# 讨论# 食管癌、肺癌术后并发的肺动脉栓塞一般为血栓栓

塞，引起急性缺氧和右心衰竭，误诊或漏诊率高，死亡率高，因

此对该病的迅速诊断和治疗以及预防尤为重要5
肺动脉栓塞临床表现多样化、不典型，缺乏特异性［=］5 食

管癌、肺癌术后并发肺动脉栓塞极易被心肺原发病或术后支

气管痉挛、呼吸衰竭等常见并发症所掩盖而导致误诊5 我们

认为食管癌、肺癌术后突发严重呼吸困难和严重的低氧血症、

低碳酸血症或血氧饱和度急剧下降时，要高度警惕肺栓塞发

生的可能5 对存在肺栓塞病因的患者特别是并存有多个危险

因素的病例应有较强的诊断意识5 本组有 ; 例患者通过临床

表现、心电图、胸片、超声心动图、血气分析等间接诊断方法确

诊，占 @L5 @f 5 最简便易行的方法是动脉血气分析，多出现程

度不等的低氧低碳酸血症及呼吸性碱中毒5 心电图典型的

C=dLPL 有助于肺栓塞的诊断5 血 T > 二聚体测定降低时具有

排除肺栓塞的诊断价值［8］5 本组 : 例患者通过肺动脉造影、

螺旋 6P，FQG 直接诊断方法确诊，占 L@5 :f，由于病情危重，

仅适用于心肺功能稍稳定的病例5 增强螺旋 6P 和 FQG 具有

方便、无创的特点，对急性肺栓塞可作为一线筛选方法［L］5
急性肺动脉栓塞致休克或心脏骤停的患者积极施行抗休

克治疗或心肺复苏5 肺栓塞早期肝素抗凝是最主要的治疗方

法，对有出血倾向的病例，经过停用肝素、少量输血和调整肝

素的用量后，可得以控制5 一般主张早期不宜溶栓治疗，本组

L 例尿激酶溶栓治疗在术后一周开始应用，= 例术后第 : 日应

用，溶栓治疗除了有延迟性出血倾向外，临床改善明显5 溶栓

治疗对一些大的肺动脉栓塞和持续低血压休克患者是一种有

效的治疗方法，近期手术是溶栓的相对而非绝对禁忌症5 急

诊手术取栓子或肺切除术是巨大肺动脉栓子药物保守或溶栓

治疗无效时的治疗方法，此时患者往往因进行性缺氧而需呼

吸机辅助通气，对术后早期并发的急性大面积肺栓塞并伴有

咯血的患者，应积极手术探查，术中切除梗死的肺组织，减少

毒素的吸收，改善通气功能5 但二次开胸手术创伤较大，需慎

重选择5 食管癌、肺癌术后肺动脉栓塞的围手术期预防策略

为鉴定高危患者和采取措施防止静脉血栓形成，包括限制术

前卧床时间，术中间断肺通气，术后早期离床活动，避免下肢

静脉输液，避免便秘，以及术后停用任何止、凝血药物和术后

预防性应用肝素抗凝治疗等5
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