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　　摘 　要 : 　目的　通过检测直肠癌中 VEGF 及 PCNA 的表达 ,探讨其对直肠癌的发生、发展及其对预后

的意义。方法 　应用免疫组化 S2P 法 ,检测直肠癌中 VEGF 及 PCNA 的表达。结合组织学分类、淋巴结转

移等分析。结果 　正常结肠粘膜中 VEGF 及 PCNA 的阳性率分别为 15.4% 及 6.7%, 直肠腺瘤中 VEGF 及

PCNA 的阳性率分别为 16% 及 28%, 直肠癌中 VEGF 及 PCNA 的阳性表达率分别为 45.5% 及 84.9% 。结

论 　综合检测 VEGF 与 PCNA, 对于直肠癌的诊断、治疗及预后有较明显的指导意义。
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　　直肠癌作为大肠癌的一部分 ,在癌症病人中所占

比例较大 ,随着人们生活水平的提高 ,近年来有升高

的趋势。新近的研究表明肿瘤的发生不仅与细胞的

增殖有关 ,而且与肿瘤细胞的凋亡及血管形成等有

关。作者应用免疫组化对直肠癌中 VEGF 及 PCNA

的表达情况进行了研究 ,探讨直肠肿瘤细胞增殖、凋

亡及血管形成的规律 ,从而进一步阐明其在直肠肿瘤

发生中的作用及其对直肠癌早期诊断和预后的意义。

现报告如下。

1 　材料与方法

1.1 　材料 　收集湖北省肿瘤医院病理科 1998 ～

2000 年经外科手术切除及肠镜活检的直肠标本 ,其

中腺瘤 (包括绒毛状腺瘤) 25 例 ,男 14 例 ,女 11 例 ,

年龄 20～74 岁 ,平均 43 岁 ;腺癌 66 例 ,男 36 例 ,女

30 例 ,年龄 28～77 岁 ,平均 49 岁 ,15 例正常粘膜取

自距肿瘤边缘 5cm 以上的切缘。所有标本均经 10%

福尔马林固定 ,石蜡包埋 ,4μm 连续切片 ,分别作 H.

E 染色及免疫组化标记 ,HE 切片按 1981 年《全国大

肠癌病理协作研究统一规范》复诊 ,所有病例术前及

检查前均未接受放疗及化疗。

1.2 　试剂及免疫组化方法 　小鼠抗人单克隆抗体

VEGF 及 PCNA ( PC10) 为美国 SantaCrutz 公司产

品 ,S2P 免疫组化试剂盒购自福州迈新生物制品有限

公司 ,按试剂盒说明书操作 ,用 PBS 代替一抗作阴性

对照 ,已知直肠癌阳性切片作阳性对照。免疫组化步

骤如下 :

(1)切片脱蜡至水。
(2)蒸馏水新鲜配置 3%H 2 O2室温 5～10min 灭活内

源性酶。蒸馏水洗 3 次。

(3)微波修复抗原 :将切片浸入 0.01M 枸橼酸盐缓冲

液 ,PH6.0, 微波炉加热至 96 ℃～100 ℃,持续 20～

30min, 冷却后进行下一步。

(4)滴加抗原修复液 ,室温 10min 。蒸馏水洗 3 次。
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(5)滴加正常血清封闭液 ,室温 20min 。去掉多余液

体 ,不洗。

(6) 滴加适当稀释的一抗 ( VEGF 及 PCNA) ,室温

120min 。0.01MPBS 洗 2min ×3 次。

(7) 滴加生物素化山羊抗小鼠 IgG,20 o C20min,0.

01MPBS 洗 2min ×3 次。

(8)滴加试剂 SABC,20 o C20min,0.01MPBS 洗 5min

×4 次。

(9) DAB 显色。

(10)苏木素轻度复染。脱水、透明、封固。显微镜观

察。

1.3 　结果判断 　免疫组化染色阳性反应为棕黄色 -

黄色 ,PCNA 定位于细胞核 ,VEGF 定位于细胞浆

(图略) ,PCNA 用增殖指数 (proliferativeindices,PI )

表示 ,PI 是指 PCNA 阳性细胞占肿瘤细胞的百分率 ,

并将之分为四级 ,1% ～25% 为 I 级 ,26% ～50% 为 II

级 ,51% ～75% 为 III 级 , ≥75% 为 IV 级。其中 I～

II 级为弱阳性 ,III ～ IV 级为强阳性。

2 　结果

2.1 　VEGF 和 PCNA 在直肠粘膜及癌组织中的表

达结果 　正常直肠粘膜上皮细胞中可见部分细胞呈

PCNA 的低水平表达 ,且主要位于粘膜基底层细胞 ,

腺癌则是肿瘤组织中癌细胞胞核中有表达 ,直肠腺癌

中 VEGF 及 PCNA 的阳性表达率分别为 45.5% 及

84.9%, 两种抗体的详细表达情况见表 1、2。
　表 1 直肠组织中 VEGF 的表达

组织类型 n
VEGF

阴性 阳性
正常粘膜 15 13 2
腺瘤 25 21 4
腺癌 66 36 30

　表 2 直肠组织中 PCNA 的表达

组织类型 n
PCNA

阴性 弱阳性 强阳性
正常粘膜 15 14 1 0
腺瘤 25 18 4 3
腺癌 66 10 30 26

　　经统计学检验 ,PCNA 在直肠癌中的表达与在

正常粘膜及直肠腺瘤中的表达相比 P 值 <0.01, 有

极显著性差异 ,而 VEGF 在直肠癌中的表达与在正

常粘膜及直肠腺瘤中的表达相比 P 值 <0.05, 有显

著性差异。

2.2 　两种抗体表达与淋巴结转移的关系 ,见表 3

表 3 　VEGF 及 PCNA 表达与直肠癌淋巴结转移之间的关系

淋巴结转移 n VEGF 阳性 PCNA 阳性

转移 36 25 32

未转移 30 5 24

　　经统计学检验 ,VEGF 的表达与淋巴结转移之

间有极显著性差异 ( P <0.01 ) ,但 PCNA 的表达与淋

巴结转移之间则无显著性差异 ( P >0.05 ) 。

2.3 　两种抗体表达与腺癌分级之间的关系 ,见表 4

　表 4VEGF 及 PCNA 表达与直肠腺癌分级的关系

腺癌 n VEGF PCNA

高分化 30 12 25

中分化 26 13 22

低分化 10 5 9

　　经统计学检验 ,两种抗体的表达与直肠癌分级之

间均无显著性差异 ( P >0.05 ) 。

3 　讨论

　　一般来说 ,大肠癌的发病随年龄增长而迅速上

升。20 世纪 70 年代青年人大肠癌是当时我国大肠

癌流行病学特点之一。随着大肠癌发病率的迅速上

升 ,近年来年龄构成已与欧美相近 ,说明其与饮食、生

活习惯的改变有关。武汉地区属内陆地区 ,青年人大

肠癌依然常见 ,临床医师不能以病人年轻而忽视大肠

癌的可能。在大肠癌低发区 ,直肠癌远比结肠癌多

见 ,可占 80% 左右 ,且直肠癌可通过简单易行的直肠

指检或肛门镜发现。

　　大肠癌两性发病率相似 ,在美国男、女性大肠癌

均居第 3 位常见癌。1995 年上海市区新发大肠癌病

人中男性 1057 人 ,女性 987 人 ,男性大肠癌为第 4 位

常见癌 ,女性大肠癌居第 2 位常见癌症。本组男性大

肠癌病人 36 例 ,女性大肠癌病人 30 例 ,男、女性比例

相近。

　　VEGF 是一种特异性作用于内皮细胞的多功能

因子 ,对诱导和调节肿瘤血管形成有重要作用。其主

要生物学功能有 : (1) 能增加血管尤其是微血管的通

透性 ,为血管形成过程中多种细胞迁移提供一个纤维

网络 ; (2) VEGF 是一种选择性促血管内皮细胞有丝

分裂原 ,直接刺激内皮细胞增殖 ,并产生纤维蛋白原

激活剂和胶原酶 ,这不仅可促进内皮细胞活动 ,有利

于血管生成 ,而且还有利于肿瘤细胞脱落进入血管或

向邻近组织扩散 , 为肿瘤的浸润转移创造条件 ,

VEGF 对肿瘤血管形成的促进作用已在多种肿瘤中

得以证实 ,本实验结果为进一步探讨直肠癌的抗血管

生成治疗奠定了基础 ,VEGF 可作为抗癌治疗的新靶

点 ,针对 VEGF 及其受体的抗血管治疗 ,为肿瘤防治

开辟了另一新途径。Broll 等[1] 认为血清中 VEGF 浓

度与肿瘤的体积和大小明显相关 ,血清 VEGF 浓度

远高于正常组织定量的患者预后差 ,Werther 等[2] 认

为血清中 VEGF 浓度高则可预测其生存期短。基于

这个理由 ,VEGF 可作为病人的预后指标。由于其低

敏感度而不是对大肠癌有效的肿瘤标记 ,但如和

CEA 结合则可明显提高术前诊断敏感性。Aka gi
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等[3] 发现 VEGF 阳性组病人的生存时间比 VEGF 阴

性病人短 ,但无统计学差别 ,但是 VEGF 可能在大肠

癌的淋巴扩散中起重要作用 ,我们的研究也证实了这

一点。Lissoni 等[4] 发现大肠癌患者血液中 VEGF 的

高浓度及较差的预后不仅与 VEGF 诱导的新生血管

形成有关 ,还与 VEGF 相关的免疫抑制有关。

　　PCNA 是近年来发现的聚积于 S 期复制细胞的

胞核中的周期依赖性蛋白 ,作为 DNA 聚合酶的辅助

蛋白直接参与细胞增殖过程的 DNA 复制 ,其表达反

映了细胞的增殖活性 ,Kovac 认为 PCNA 可作为大肠

癌的独立的预后因素。Watanabe [5]发现进展期大肠癌

患者 PCNA 阳性细胞率明显高于早期癌症患者。本

研究中 PCNA 的表达阳性率较高 (84.9% ) 与刘勇等

对大肠癌的研究结果相似。PCNA 的阳性表达 (尤其

是强阳性)意味着肿瘤细胞处于增殖期 ,而处于增殖

期的肿瘤对药物治疗最敏感 ,有利于指导临床化疗。

本研究中 PCNA 在肿瘤淋巴结转移及分级上未表现

出显著性差异 ,说明其没有促进肿瘤分化与肿瘤转移

的作用 ,符合其作用原理。

　　从对以上两种因子 PCNA 及 VEGF 的讨论中 ,

我们可以看出它们在直肠癌的发生、发展中有着不同

的作用机理。在肿瘤的发展及转移中 VEGF 起着极

大的作用 ,VEGF 的表达在直肠癌的肿瘤分级及转移

中有着显著性差异 ,检测 VEGF 有助于了解肿瘤的

发生、发展状况与淋巴结转移的情况。PCNA 作为与

细胞周期相关的蛋白 ,其阳性表达率对直肠癌的药物

治疗具有指导意义。综合检测 VEGF 与 PCNA, 对于

直肠癌的诊断、治疗及预后有较明显的指导意义。
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这种抑制作用随着 As2 O3浓度的增高呈逐渐增强趋

势 ;我们在腹水标本电镜切片中观察到中剂量 As2O3

注射 3 次 ,腹水中癌细胞呈典型凋亡形态学改变 ,说

明中、高剂量的 As2O3除具有抑制腹水生成延长荷瘤

裸鼠寿命外 ,还可不同程度地降低 MKN245 细胞对

裸鼠的致瘤率和荷瘤裸鼠的死亡率。As2 O3 消除

MKN245 细胞致瘤性与其剂量有关 ,即随着剂量的增

加 ,致瘤性减低 ,这是高浓度 As2 O3诱导 MKN245 细

胞凋亡的结果 ,而表阿霉素则无此作用[3] 。

　　砷剂抗癌作用的机理复杂、广泛而且特异。“癌灵

Ⅰ号”在使急性粒细胞性白血病患者取得临床缓解时 ,

在癌细胞与正常细胞之间有选择性 ,即 As2O3可选择性

地诱导幼稚粒细胞凋亡 ,但检查患者骨髓像发现即使

长期用药对骨髓造血功能却无抑制作用 ,反而能刺激

造血[4] ,因此 ,与一般化疗药相比 As2O3只杀伤肿瘤细

胞而不损伤正常细胞。我们的研究结果表明 ,腹腔内

注射 As2O3后 ,腹水中癌细胞呈凋亡形态学改变 ,而各

组裸鼠在安全剂量范围内未见砷中毒死亡 ,进一步证

明 As2O3确能选择性地杀伤腹腔内的肿瘤细胞。

　　细胞水平及裸鼠的研究均表明 As2 O3可诱导胃

癌细胞凋亡 ,提示 As2O3对胃癌可能有一定的治疗作

用 ,设想在肿瘤局部或腹腔内注射有效剂量的 As2O3

使肿瘤细胞凋亡[5] ,既可避免全身用药的副作用又

可减少用药剂量 ,对提高生活质量、延长寿命有一定

益处。有资料表明临床上砷剂治疗白血病的有效剂

量为 20mg/ 日 ,我们对 As2O3体内用量的研究结果只

适用于裸鼠 ,对人类胃癌腹水的治疗 ,As2O3的用量还

需进一步实验研究确定。
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