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【摘要】背景与目的：探讨 M@ 病毒 4 M@&5早期基因编码产物大 N 抗原 4 +$AJB D<7’A $:D8JB:，NHFJ5的表达及与抑癌蛋白 O1-、CPQ 的关

系及在人结直肠腺癌发生发展中的意义。 材料与方法：应用免疫组织化学 O& 二步法检测 ]] 例结直肠腺癌，*. 例结直肠腺瘤和 *.
例正常肠粘膜中 M@& NHFJ、O1-、CPQ 的表达情况。 结果：]] 例结直肠腺癌组织中 M@& NHFJ、O1- 和 CPQ 表达阳性率分别为 -3) ^_、

3+) ._和 11) /_，与腺瘤组织和正常肠粘膜比较差异均具有统计学意义 4 3 均 ‘ .) .15。M@& NHFJ 在结直肠腺癌的表达与组织学分级

和临床病理分期无关 4 3 a .) .15，O1- 与组织学分级相关 4 3 ‘ .) .15，CPQ 与 N,# 分期、淋巴结转移有关 4 3 ‘ .) .15。M@& NHFJ 与 O1-、

CPQ 表达之间存在明显相关性 4 - b .) *]*，- b .) *-]，3 均 ‘ .) .15。 结论：M@& 与人类结直肠腺癌发生密切相关，其编码产物大 N 抗原

在致癌过程中起重要作用。
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【 ’() *+%,#】 M@ d8A<>；($AJB D<7’A $:D8JB:；O1-；CPQ；?’(’AB?D$( $9B:’?$A?8:’7$

近年有关 M@ 病毒 4 M@&5 与人结直肠腺癌及其它某

些类型肿瘤发生的病因学关系已成为肿瘤学研究的一

个新热点 f+ 01 g。但对于 M@& 是否存在于人结直肠腺癌组

织中仍无统一认识。已知人体细胞是 M@& 的半容许性细
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表 + ,!- ’."/、012、3#4在结直肠腺癌、腺瘤、正常结肠组织中的表达情况
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图 + ,!- ’."/ 在结直肠腺癌的表达 G0- H IJJK 图 I 012 在结直肠腺癌的表达 G0- H IJJK 图 2 3#4 在结直肠腺癌的表达 G0- H IJJK
L</E:7 + ’87 793:7;;<=> =? ,!- ’."/ <> A=6=:7AB56 5C7>=A5:A<>=D5G0- H IJJK L</<:7 I ’87 793:7;;<=> =? 012 <> A=6=:7AB56 5C7>=A5:A<>=D5
G0- H IJJK L</E:7 2 ’87 793:7;;<=> =? 3#4 <> A=6=:7AB56 5C7>=A5:A<>=D5G0- H IJJK

胞 ! 即使 0-1 确实存在于人结直肠腺癌组织中，其是否

具有致癌性及其机理国外已有相关报道，而在我国还未

见这方面的报道。因此，我们采用免疫组织化学方法检

测 了 0-1 早 期 基 因 编 码 产 物 大 2 抗 原 : C.(5/ L*A)(
.>L@5/>，2345< 在人结直肠腺癌组织中的表达 ! 及其与抑

癌蛋白 6#&、+78 表达的关系。

! 材料与方法

!" ! 材料

组织标本选取 $EED O $EEF 年间，辽宁医学院附属

第三医院及附属第一医院手术切除的结直肠腺癌组织

标本 DD 例，患者术前未做过放疗和化疗。所有病例均由

两位以上病理医师确诊。其中男性 II 例，女性 && 例，年

龄 &E O F% 岁，中位年龄为 #IH # 岁。按病理组织学分级，

其中高 3 中分化 #& 例，低分化 $I 例。按 2BP 分期，其中

标准"期 %# 例，#期 $F 例，$期 &$ 例，%期 $ 例。另取

腺瘤组织标本 $E 例，非癌患者内窥镜活组织检查的正

常肠粘膜 $E 例作为正常对照。

!" # 试剂

鼠抗人 Q1IE 2345:Q@A@.> R@(*, IE C.(5/ 2 .>L@5/><
单克隆浓缩型抗体 648 I%G 与 0-1345 具有交叉反应，

购自美国 ?.C8@)?M/A 公司，工作浓度为 % S #E。鼠抗人

6#& 单克隆抗体 :工作液 <、鼠抗人 +78 单克隆抗体 :工
作液 <、浓缩型 T4U 显色液以及 613VEEE 染色试剂盒均

购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

!" $ 免疫组织化学 %& 法

石蜡切片脱蜡，脱水，柠檬酸高压热修复，滴加一抗

I W 过 夜 。 顺 次 滴 加 试 剂 % 及 试 剂 $， &D W 孵 育

$E A@>。T4U 显色剂显色，苏木素复染。以 6UQ 代替一抗

作为阴性对照，以已知标准阳性切片作为阳性对照。

!" ’ 判断结果

免疫组织化学结果判定标准参照 XB4P YG Z 等报道

的方法。6#& 蛋白、+78 和 2345 蛋白均以肿瘤细胞的细

胞核呈现棕黄色颗粒为其阳性细胞。采用半定量记分法

判定结果，以连续观察 %E 个高倍视野 : [ IEE< 进行评

价，先按细胞核染色强度评分：细胞核未见染色为 E 分，

淡黄色为 % 分，棕黄色为 $ 分，棕褐色为 & 分；再按阳性

细胞所占百分比评分：%; O %E;为 % 分，\ %E; O &E;
为 $ 分，\ &E; O GE;为 & 分，\ GE;为 I 分。染色程度

与阳性细胞百分比的乘积为细胞综合评分，乘积#& 分

为阳性，乘积 N & 分为阴性。

!" ( 统计学方法

采用 Q6QQ%$H E 统计软件包进行!$ 检验、]@,M/( 精

确概率法、Q+/.(A.> 相关性分析，以&^ EH E# 为检验水

准。

# 结 果

#" ! )*& +,-.、%($ 和 /01 在结直肠腺癌、腺瘤、

正常肠粘膜中的表达

0-1 2345、6#& 和 +78 在结直肠腺癌组织中的阳性

表达明显高于腺瘤组织和正常肠粘膜，其差异具有统计

学意义 : & N EH E#< :见表 %，图 % O &<。
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!" ! #$% &’()、*+, 和 -./ 的表达与结直肠腺癌

临床病理特征之间的关系

./& 0123 蛋白阳性表达与患者性别、年龄，肿瘤位

置，组织学分级，临床病理分期无关 4 & 5 6) 678。97- 蛋

白阳性表达与结直肠癌分化程度相关，高 1 中分化、低

分化的阳性表达率分别为 :;) +< 4*= > 7-8、?@) 7< 4*+ >
*:8，其差异具有统计学意义 4!* A +6) *==，& B 6) 678，而

与患者性别、年龄，肿瘤位置，临床病理分期无关

4 & 5 6) 678。CDE 蛋白阳性表达与 0,# 分期有关，" F
#期和$ F%期的阳性表达率分别为 ::) *< 4+; > :-8、
@6) 7< 4*: > -:8，其差异具有统计学意义 4!

* A 7) -=@，

& B 6) 678；CDE 蛋白在有淋巴结转移的组织中阳性表达

率为 @-) 7< 4*7 > -:8，在无淋巴结转移的组织中阳性表

达 率 为 :+) ?< 4+? > :-8， 其 差 异 具 有 统 计 学 意 义

4!
* A @) @*-，& B 6) 678。

!" , 结直肠腺癌组织中 #$% &’() 与 -+,、-./ 表

达的相关性分析

如表 * 所示，*? 例 ./& 0123 阳性的结直肠腺癌中

97-、CDE 的阳性表达率分别为 @?) =< 4** > *?8、@+) :<
4*6 > *?8，显著高于 ./& 0123 阴性的结直肠腺癌中 97-、

CDE 的阳性表达率 7+) 6< 4*7 > :;8、:=) ;< 4*- > :;8。经

GCH$IJ$K 相关分析，结直肠腺癌组织中 ./& 0123 的表

达与 97- 蛋白的表达之间存在显著相关性 4 ’ A 6) *@*，

& A 6) 6+@8，./& 0123 的表达与 CDE 的表达之间存在显

著相关性 4 ’ A 6) *-@，& A 6) 6-?8。

, 讨 论

./& 是一种 L,2 肿瘤病毒，属多瘤病毒家族。+;@+
年 9$M3HN 在 进 行 性 多 灶 性 白 质 脑 病 4 CI’3IHOOPQH
JR(NPS’T$( (HRU’HKTHCV$(’C$NV%，9#W8 患者的神经胶质细

胞核中分离到 ./& 的病毒颗粒 X@ Y，血清学研究的数据显

示，世界人口的 @6< Z ?6<都存在 ./& 的潜伏性感染，

但不同人种 ./& 的感染率间差异显著 X? [+6 Y，欧美人种的

感染率远大于亚洲人种。近 *6 年来人们一直认为 ./&
是一种嗜神经性病毒，与脑肿瘤的发生有关。近年国外

研究结果发现，./& 在体外可使人及动物多种组织类型

正常细胞发生恶性转化 ! 在仓鼠及转基因小鼠体内可

诱发多种肿瘤形成 ! 但其致瘤机制尚不清楚。

本研究结果显示 ./& 早期基因编码产物 0123 在人

结直肠腺癌组织中有表达 ! 这不仅间接证明了 ./& 的存

在 ! 而且其早期基因具有转录和翻译的功能 ! 提示 ./&
与人结直肠腺癌发生密切相关。0123 蛋白在结直肠腺癌

的表达阳性率为 -=) :< 4*? > @@8，显著高于腺瘤及正常

肠粘膜，提示 ./& 可能在结直肠腺癌发生中起重要作

用。\K$J X= Y 采用免疫组织化学技术检测 *@ 例结直肠癌

组织，其 0123 蛋白阳性 ** 例，阳性率为 ?+) :<。本研究

0123 表达水平较之偏低 ! 可能缘于我国人群中 ./& 感染

率较低。郭铮 X++ Y在国内调查的结果显示：从尿中用 9/D
法检测病毒的感染率 ! 高者达 ==< ! 低者仅 +:< ! 平

均为 -+< !证实了 ./& 在中国也有感染。本实验 -=) :<
的阳性率与郭铮报道一致。日本学者 ]’IP X+* Y报道的 ./&
感染率为 *7<，与本实验报道的数据相近，进一步说明

亚洲人种 ./& 感染率低于欧美。,’OV’ X+- Y 采用免疫组织

化学技术检测 ** 例隆起型腺瘤和 *? 例平坦型腺瘤，

0123 蛋白阳性例数均为 ? 例，阳性率分别为 -=) -<和

*?) =<。本研究 *6 例腺瘤中无 0123 蛋白表达，这可能与

检测标本数量较少有关 ! 因此尚不能排除 ./& 在腺瘤

发生中的作用。本研究还发现在高 1 中分化和低分化的

腺癌中均有 ./& 0123 蛋白的表达，两者相比差异无统

计学意义，提示 ./& 与肿瘤的恶性程度无关，这与日本

学者 ]’IP 报道一致。

有研究表明，./& 致癌分子机理复杂多样，包括整

合至细胞基因组破坏其正常结构及稳定性，反式激活细

胞基因异常表达，早期区域基因编码大 0 抗原 401238，
与抑癌蛋白 97- 结合 ! 使其抑癌活性丧失等。体外实验

证实，野生型 97- 蛋白半衰期短，性能不稳定，免疫组化

方法难以测出如此微量的蛋白。当 0123 与野生型 97-
形成特异性复合物 ! 使其不仅丧失原有的抑癌活性，而

且还转变为一种类似于突变型 97- 的功能获得性癌蛋

白，促进细胞转化 X+: Y，并可进一步激活 0123 / 端转化

结构域的表达。复合物型 97- 代谢稳定性增强，半衰期

可延长至 : V X+7 Y；在 0123 转化的细胞中尚存在高于

0123 数倍的游离型 97-，也表现为抑癌活性的丧失和半

衰期的延长。因此，一般认为免疫组化测定到的 97- 蛋

白表达，即表明该细胞 97- 蛋白抑癌活性丧失或 C7- 基

因已发生突变。同样，0123 与 CDE 形成特异性复合物使

CDE 调节细胞增殖分化的功能受到抑制 X+= Y，其半衰期的

延长和量的累积，使之可用免疫组化的方法进行测定。

本研究结果显示 *? 例 ./& 0123 阳性的结直肠腺癌中

97-、CDE 的阳性表达率分别为 @?) =< 4** > *?8、@+) :<
4*6 > *?8，显著高于 ./& 0123 阴性的结直肠腺癌中 97-、

97-! DE"
0’N$(

F [ F [
./&0123

0’N$(

F
[

**
*7
:@

=
*:
-6

*6
*-
:-

?
*=
-:

*?
:;
@@

表 + ,!- ’."/和012、3#4在结直肠腺癌中表达的相关性

’5467 + !899765:;8< 47:=77< ,!- ’."/ 5<> 012 ? 3#4 ;< @86897@:56
547<8@59@;<8A5

!’ A 6) *@*，& A 6) 6+@ ^ "’ A 6) *-@，& A 6) 6-?
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’() 的阳性表达率 #%* +, -$# . /01、/2* 0, -$& . /01。经

3’456758 相关分析，结直肠腺癌组织中，9:; <=>? 与

@#& 的表达存在显著相关性 - & A +* $B$，’ A +* +%B1，同

样 9:; <=>? 与 ’() 的 表 达 也 存 在 显 著 相 关 性

- & A +* $&B，’ A +* +&C1。推测 <=>? 可能与 @#&、’() 结合

形成特异性复合物，导致 @#&、’() 抑癌活性丧失，稳定

性增加，半衰期延长。结直肠腺癌组织中 @#& 阳性率随

癌细胞分化程度增高而增高，’() 阳性表达与 <DE 分

期与局部淋巴结转移有关，间接提示 9:; <=>? 介导的

@#&、’() 失活可能是 9:; 在结直肠腺癌发生、发展中起

作用的重要机制 F%B G，而 @#&、’() 的失活方式还包括点

突变、缺失、重排等，其与 9:; 感染及在结直肠腺癌演

进中的作用机制有待进一步研究。
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- $1植物多糖与膜脂质代谢 磷酯和胆固醇构成细胞膜的脂质双层骨架结构。文献报道认为肿瘤细胞磷脂增多。牛膝多糖能引起

3%C+ 的膜磷脂减少，而且对荷瘤 3%C+ 小鼠的抑瘤率为 #C,。

C*大蒜

大蒜是一种十分有前途的肿瘤化学预防物质。有机硫化合物是大蒜抗癌的活性成分，其中又以二烯丙基二硫氧化物即大蒜辣

- 5MMJTJ81的抗癌活性最强。

-摘自：印木泉 * 遗传毒理学 FEG * 北京：科学出版社 ! $++$W #%+ X #%&1
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