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摘要

目的: 探讨DPC4基因的突变是否仅仅发生在结肠癌变过程

的晚期.

方法: 我们通过免疫组织化学法检测了102例经石蜡包埋固

定的结肠肿瘤标本 所有标本被分为5期: 期(腺瘤 36

例); 期 (黏膜下癌 8例); 期(不伴淋巴结转移的浸润

性癌 11 例) 期(伴淋巴结转移的浸润性癌 25 例);

期(伴远处器官 组织转移的浸润性癌 22 例).

结果: DPC4 蛋白缺失表达率在结肠腺瘤为5.5 % (2/36)

在结肠癌中为27 % (18/66) 其中在结肠癌 期中为12.5 %

(1/8); 在 期中为9 % (1/11); 在 期中为36 % (9/25); 在

期中为32 % (7/22). 结肠癌和结肠腺瘤的DPC4蛋白缺失表

达率相比差异有极显著性(P <0.01). 期和 期结肠癌的DPC4

蛋白缺失率与 期和 期相比差异有极显著性(P  <0.01).

结论: DPC4 蛋白缺失表达率随着结肠癌的进展而增加

DPC4基因的突变发生在结肠组织癌变过程的晚期. 如果结

肠组织标本中存在DPC4基因突变 意味该组织可能已恶

性变. 这将有助于增加对结肠癌的预见性.
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0   引言

结肠癌的发生 发展经过了一个多步骤 多阶段的过
程 此过程主要与体内大量的癌基因激活和/或抑癌基
因失活的积聚密切相关.最近 一种新的定位于18q21.1
位置的抑癌基因 DPC4/SMAD4被发现 其在一种与结
肠癌癌变过程密切相关的机制-TGF-β信号传导途径
中居于中心地位[2]. 在本试验中我们通过免疫组化的方法
观察了处于不同病理学分期的结肠肿瘤中DPC4蛋白的
表达情况 旨在探讨该基因的表达与结肠肿瘤生物学
的关系及在结肠癌诊断中的意义.

1   材料和方法

1.1 材料  收集我院1999-05/2001-04 102例术后或结肠

镜检后经石蜡包埋用于常规病理学检查的结肠肿瘤标

本 分5期: I期(腺瘤 36例); II期(黏膜下癌 8例); III

期 (不伴淋巴结转移的浸润性癌 11例) IV期(伴淋巴

结转移的浸润性癌 25例); V期(伴远处器官 组织转

移的浸润性癌 22例) 其中18例转移至肝脏 3例转

移至肺 1例转移至骨. 所有病例术前均未行放 化疗.

1.2 方法  5 µm石蜡切片脱蜡至水; 微波处理 加DPC4
单抗(clone B8 Santa Cruz 公司产品 1 100 稀释)

4 过夜; 生物素化羊抗小鼠 IgG(1 200) 30 min;

ABC 试剂(1 100) 6 min. DAB显色 苏木素复染

脱水 透明 封片. PBS缓冲液作为阴性对照. 结果判

断: 肿瘤组织中大多数细胞胞质中的强而均一的表达和

胞核中灶状表达为阳性; 细胞胞质中的弱的表达和胞核

中无表达为弱阳性; 细胞胞质中和胞核中均无表达为阴

性; 在后续的分析中阳性和弱阳性加在一起作为阳性与

阴性对比.

        统计学处理  各期结肠肿瘤中DPC4蛋白表达的差

异性经 χ2检验 P <0.05为差异有显著性 P <0.01为
差异有极显著性.

2   结果

2.1 免疫组织化学染色  正常的结肠组织 淋巴结 基

底层纤维母细胞均有中到重度的DPC4蛋白表达. 结肠

腺瘤和III期结肠癌显示中度的DPC4表达. 部分结肠癌

细胞(V期)的胞质和胞核缺失DPC4蛋白的表达 而其

周边正常细胞则呈灶状的DPC4表达.

2.2 DPC4蛋白缺失表达率和肿瘤分期  结肠腺瘤中有

2例(5.5 % 2/36) 而结肠癌中有18例标本(27 % 18/66)

DPC4蛋白表达阴性. 二者的DPC4蛋白缺失表达率相比

差异有极显著性(P <0.01). DPC4蛋白缺失表达率随着结

肠癌的进展而增加. 在结肠癌 II期中DPC4蛋白缺失率

为12.5 % (1/8); 在 III期中为9 % (1/11); 在 IV期中为36 %

(9/25); 在 V期中为32 % (7/22). II 期和 III 期结肠癌的

DPC4蛋白缺失率与 IV期和V期相比差异有极显著性

(P <0.01).

3   讨论

结肠癌是一种基因疾病 多种癌基因及抑癌基因与其

肿瘤生物学过程有关. 包括: p53 DCC的失活; k-ras的突

变; c-met c-ErbB-2的扩增以及微卫星不稳定性等[3-9].

DPC4基因定位于染色体 18q21.1 最初是在胰腺癌

中 随后在结肠癌和胆管癌中相继发现其失活. DPC4

基因编码的DPC4蛋白是转化生长因子 β (TGF-β)超家
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族信号传导途径的成员 参与细胞内信号传导. 且DPC4
在TGF-β信号传导途径中居于中心地位[10-12].
        在本研究中 DPC4蛋白表达缺失率在I期中是5.5 %
(2/36) 在 II期中是12.5 % (1/8) 在 III期中是9 % (1/11)
在 IV 期中是36 % (9/25) 在 VI 期中是32 % (7/22)
缺失率随着肿瘤的进展而增加. 显然 DPC4基因的突变
发生在结肠组织癌变过程的晚期. 在胰腺癌中也观察到
了这种相似的现象[13-15]. 这种现象对肿瘤生物学的研究
有着重要的意义 因为其再次证明生物学特性的重大
改变总是和特定基因的改变强烈的联系在一起.
        在基因水平检测DPC4的突变是比较困难的 因为
需要将肿瘤组织显微切割后以获比较纯的肿瘤样本而
后分析 故基因水平的检测费时 费力 过程复杂 费
用较高.Wilentz et al [16, 17] (2 000)的研究表明DPC4蛋白
的免疫组化分析是一种检测DPC4基因改变的特异 敏
感的方法.且与基因分析相比还具有以下优点: 其允许将
基因的改变和组织病理分类直接联系起来; 其费用较为
经济 操作简便 可检测大量标本; 可检测石蜡包埋固

定的已存档的病理标本.
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摘要

目的: 探讨酪氨酸蛋白激酶(TPK)抑制剂Genistein和细胞外

信号调节激酶(ERK)激酶MEK抑制剂PD98059对酸性及碱

性成纤维细胞生长因子(aFGF bFGF)诱导的人大肠癌细胞

株CCL229 细胞增生的抑制作用

方法: 以不同浓度的aFGF或 bFGF刺激CCL229细胞 再

对由 aFGF 或 bFGF 引起增生的细胞施加不同浓度的

Genistein 或 PD98059 通过MTT比色法 观察Genistein

及 PD98059 对细胞增生的抑制作用
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