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0 　引言

在人类肿瘤细胞中 ,c2erbB22 蛋白的表达水平

可达正常细胞的 100 倍之多 ,特别是在乳腺癌、卵巢

癌以及胃腺癌等细胞中 c2erbB22 原癌基因的表达

水平升高更为显著[ 122 ] 。应用免疫细胞化学 SABC

法检测人胆管癌细胞、原代培养人胆管癌细胞中 c2
erbB22 蛋白的表达 ,目前国内尚无报告。为此我们

做了相关实验 ,报道如下。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料 　胆管癌细胞系 QBC939 由第三军医大

学西南医院王曙光教授建系 ;人胆管癌细胞系 SK2
Cha21 由德国法兰克福 Knuth 教授建系 ;人胆管癌

组织取自宜昌市中心人民医院和同济医院外科手术

患者 ,均经病理学证实 ;人正常胆管组织取自胆道外

伤及器官移植供体。

1 . 2 　免疫细胞化学

1 . 2 . 1 　细胞培养与固定 　人胆管癌细胞系

QBC939 和 S K2Cha21 的培养液均为 RPMI1640 培

养基 ,在 37 ℃、5 % CO2 孵育箱中培养。待细胞生

长至 70 %～80 %时 ,用2 . 5 g/ L ED TA 消化 ,制成

单细胞悬液 ,接种在载玻片上 ,置孵育箱中培养 ,待

细胞贴壁后取出 ,用 PBS 清洗 2 次 ,4 ℃冷丙酮固定

10 min 取出自然干燥 , - 20 ℃冰箱保存备用。

1 . 2 . 2 　免疫细胞化学 SABC 染色 　(1 ) 飞片 PBS

清洗 3 次后滴加正常山羊血清室温封闭 20 min ;

(2)加抗原修复液 Ⅰ,室温 10 min , PBS 振洗 5 min

×3 次 ; (3) 滴加一抗 (工作浓度 1∶40) ,4 ℃湿盒过

夜 ; (4)滴加二抗 37 ℃,10 min , PBS 振洗 5 min ×3

次。(5) 加 SABC 20 min , PBS 充分振洗 ; (6 ) DAB

显色 :按比例配制 DAB 显色液 ,显微镜下控制时

间 ,流水冲洗终止反应 ; (7)苏木素复染 ,脱水 ,透明 ,

封片。

每次实验均设阴性和阳性对照 ,用 PBS 代替一

抗作阴性对照 ,用已知阳性白片人结肠癌作阳性对

照。

1 . 2 . 3 　原代培养 : (1) 人胆管癌或正常胆管组织标

本取出后 ,立即用 4 ℃含青链霉素的 D2Hanks (p H

7 . 2)液漂洗 2 次 ,在显微镜下用眼科剪剪成 1mm ×

1mm ×1mm 小块 ; (2 ) 按 1∶1比例加入胰蛋白酶

(0 . 25 %)和 Ⅳ型胶原酶 (0 . 125 %) ,置 37 ℃下消化 ,

显微镜下控制消化时间 ; (3)在细胞游出高峰期加入

含 10 %胎牛血清的 DM EM/ F12 培养基终止消化 ;

(4)将收集到的含消化酶的细胞悬液离心 ,800 r/

min ×10 min ; (5)取沉淀 ,加入含 10 %胎牛血清的

DM EM/ F12 培养基吹打沉淀 10 ml ,离心 ,800 r/

min ×5 min ; (6) 弃上清 ,加入含 20 %胎牛血清的

DM EM/ F12 培养基 ,调节细胞密度至 5 × 104 个/

ml ; (7) 接种到 6 孔培养板上 ,于 37 ℃、5 % CO2 培

养箱中培养 ; (8) 培养 3～5 d 后 ,待细胞贴壁 ,更换

培养基 ,继续培养 3 d 收集细胞。

2 　结果

c2erbB22 主要为胞浆、胞膜着色 ,表现为棕黄色

颗粒。c2erbB22 在 QBC2939 细胞和 S K2Cha21 细胞

中表达均为阳性 ;21 例原代培养人胆管癌细胞中有

18 例 (86 %)表达阳性 ,3 例表达阴性 ,6 例原代培养

人正常胆管细胞中 c2erbB22 蛋白的表达均为阴性。

3 　讨论

原癌基因 c2erbB22 又称为 neu 基因或 H ER22

基因 ,是人类肿瘤中发生改变频率最高的癌基因之

一 ,定位在 17q21 染色体上 ,编码一种相对分子量为

185 KD 的跨膜糖蛋白 ,称 P185 [ 3 ] 。该基因是受体类

基因 ,与表皮生长因子受体 ( EGFR) 有高度同源性 ,

功能与 EGFR 相似 ,具有酪氨酸激酶的活性 ,起调

节上皮细胞生长分化的信号转换通道作用。c2
erbB22 扩增后 P185 过表达 ,产生大量的生长因子

受体 ,可以激活信使系统将外界信号传递到细胞内
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部 ,促进细胞的有丝分裂 ,导致细胞增殖失控 ,其过

表达与多种肿瘤的预后相关[ 4 ] 。

本研究结果显示 c2erbB22 在 QBC2939 细胞和

S K2Cha21 细胞中表达均为阳性 ; 21 例原代培养人

胆管癌细胞中有 18 例 (86 %) 表达阳性 ,3 例表达阴

性 ,6 例原代培养人正常胆管细胞中 c2erbB22 蛋白

的表达均为阴性。提示 c2erbB22 在肝外胆管癌细

胞中高表达 ,与肝外胆管癌的发生、发展有关 ,为胆

管癌的防治提供了新的靶位。
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其作用机制可能是由于 F H IT 的丢失或突变 ,正常

细胞失去了负调控作用 ,促进肿瘤细胞无限制生长 ,

而导致胶质瘤发生。

P TEN 基因定位于 10q 23 . 3 ,全长 200kb ,是

1997 年由 3 个美国研究小组几乎同时发现的一种

具有磷酸酶活性的肿瘤抑制基因[ 5 ] 。P TEN 基因异

常可存在于胶质母细胞瘤、前列腺癌、子宫内膜癌等

多种肿瘤。在胶质母细胞瘤中 P TEN 基因的突变

率可高达 30 %～40 % ,而在恶性程度低的其他类型

的胶质瘤 P TEN 突变十分罕见 , P TEN 表达的下降

和缺失在由低度恶性胶质瘤向多形性胶质母细胞瘤

转化过程中起着十分重要的作用[ 6 ] 。本研究显示 ,

胶质瘤 P TEN 表达率为55 . 0 % ,正常脑组织 P TEN

表达率为 80 % , 两者 P TEN 表达有显著差异 ( P <

0 . 01) ,P TEN 的表达缺失使其抑癌功能丧失。推测

P TEN 的抑癌作用机制如下 : P TEN 的表达产物具

有脂质磷酸酶活性和蛋白磷酸酶活性 ,而 P TEN 抑

制肿瘤的作用有赖于这两种磷酸酶的活性。蛋白磷

酸酶活性能负性调节细胞的粘附、转移和浸润。脂

质磷酸酶活性 ,能负性调节 PIK(p hosp hatidylinosi2
tol kinase ,磷脂酰肌醇激酶) 途径 ,促使细胞凋亡和

(或)抑制细胞周期进程并诱导其停止于 G1 期 ,从

而抑制细胞生长和增殖。当 P TEN 表达减少或缺

失时 ,这种负性调节机制削弱 ,导致肿瘤的发生和发

展。

本研究显示 , F H IT 和 P TEN 表达都与胶质瘤

的 W HO 分级有关 , F HIT 和 P TEN 表达率的下降

与肿瘤病理分级呈负相关 (ρ= - 0 . 4620 , P < 0 . 05 ;

ρ= - 0 . 5456 , P < 0 . 05) ,随着胶质瘤级别的升高 ,

F HIT 和 P TEN 表达下降 ,因此 F H IT 和 P TEN 可

作为胶质瘤恶性程度的指标。F HIT 和 P TEN 表

达呈正相关 ( P < 0 . 01) ,这说明两种抑癌基因在胶

质瘤的发生发展中有协同作用。本研究显示 ,在弥

漫性星形细胞瘤 ( Ⅱ级)主要以两种抑癌基因表达为

主 ,而多形性胶质母细胞瘤多不表达 F HIT 和

P TEN ,抑癌基因的分布与胶质瘤分级有显著差异

( P < 0 . 05) ,提示不同位点基因突变的越多 ,抑癌基

因缺失越多 ,肿瘤的恶性程度越高。
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