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Abstract
AIM: To investigate the prognostic factors and the relationship
between clinicopathologic parameters and biological properties
in advanced gastric cancer.

METHODS: In tumor samples from 61 primary advanced
gastric cancer patients with curative resection, following
parameters of sex, age, tumor size, grade of differentiation,
depth of invasion, lymph node metastasis, lymphatics invasion
and TNM stage were evaluated. In addition, DCs infiltration,
PCNA-LI and AI were examined by TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triph-
osphate biotin nick end labeling) or immunohistochemical
methods. The prognostic impact of these parameters was
analyzed by univariate and multivariate survival analysis.

RESULTS: PCNA-LI, AI and DCs infiltration were significantly
correlated to lymph node metastasis, TNM stage and differen-
tiation grade. Univariate Kaplan-Meier analysis showed that
depth of invasion, lymph node metastasis, TNM stage,
PCNA-LI and infiltration of DCs had prognostic significances
for survial (Log-rank test, P <0.05), while multivariate Cox
analysis indicated that only tumor size (RR=2.328) and
TNM stage (RR =5.251) were independent prognostic factors
for survival.

CONCLUSION: In advanced gastric cancer, UICC TNM stage
and tumor size are independent prognostic factors, and
infiltration of DCs and proliferation of cancer cells play a
role in the prognostic outcome.
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1297-1301

摘要

目的: 研究机体免疫因素和肿瘤生物学行为与进展期胃癌病

理之间的相关性 比较并筛选对进展期胃癌预后有影响的

指标.

方法: 获得61例行根治性切除术的进展期胃癌预后资料

用免疫组化(SABC法)和TUNEL (原位末端标记)方法检测

组织切片中胃癌细胞增生细胞核抗原标记指数(PCNA-LI)

树突状细胞(DCs dendritic cells)浸润密度 凋亡指数

(AI apoptosis index) 研究上述指标和病理之间的相关

性并进行单因素 多因素生存分析.

结果: PCNA-LI DCs AI 与 TNM分期 淋巴结转移

淋巴管浸润 胃癌分化有相关性. 单因素生存分析表明胃

癌患者的年龄 性别 病灶的大小 肿瘤分化 是否

有淋巴管癌栓 AI等与胃癌预后无关. 胃癌分期 浸润深

度 淋巴结转移 PCNA-LI DCs 浸润密度是胃癌预后

的影响因素(Log-rank test  P <0.05). 多参数回归生存分析

表明肿瘤大小(RR=2.328)  UICC (1997 年)TNM分期

(RR=5.251)是胃癌预后的独立影响因素(P <0.05).

结论: UICC的胃癌TNM分期是判断胃癌预后有价值的指

标. 胃癌细胞本身生物学特性和机体的免疫状态与胃癌病理

有一定相关性并且参与了对胃癌预后的影响.
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0   引言

胃癌的恶性程度 病理特点 预后以及对治疗的不同

反应与肿瘤的生物学特性和机体的免疫状态有关[1-3]. 肿

瘤的增生 凋亡是肿瘤生物学特性的主要指标[4] 肿

瘤局部浸润的树突状细胞数量和功能反映了机体抗肿

瘤的免疫状况 [5]. 我们随访获得了进展期胃癌根治术后

患者61例生存资料 用免疫组化和原位凋亡技术检测

了手术切除组织切片中的DCs浸润和胃癌细胞的增生

和凋亡 分析他们对预后的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  1994/2001年在我院行根治性胃大部切除或胃

全切的进展期胃癌随访获得61例患者 术前没有经过

放化疗以及免疫治疗 影像学检查和手术探查未发现
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有远隔脏器转移 手术切除标本残端以及切缘均未见

有残留癌细胞. 男 47 例 女 14 例 年龄 27-85(平均

59)岁 随访时间1994/05/03-2002/05/01(平均 37 mo)

其中死亡30例. SABC 试剂盒购自武汉博士德公司 S-100

兔抗牛多克隆抗体及PCNA鼠抗人单克隆抗体PC-10

为北京中山公司产品.

1.2 方法  所有组织切片经过病理科医师复核确认 不

包含坏死区域 能够反映肿瘤浸润的最深部位. 病理诊

断均为胃腺癌 肿瘤的分期和分级依据UICC (1997年)

标准. 免疫组织化学采用4 µm厚的连续石蜡切片 SABC
法染色按照试剂盒说明书操作 以TBS代替一抗作为

阴性对照. TUNEL法检测胃癌细胞原位凋亡采用德国

(boehringer mannheim)公司TUNEL试剂盒 按照试剂

盒说明书操作. 用 TBS代替TUNEL反应液作为阴性对

照 阳性对照片经DnaseI预处理30 min后按照试剂盒

操作. PCNA 阳性细胞细胞核染成颗粒样或片状棕黄

色 400 镜下随机观察5个能代表总体染色情况的阳

性信号相对密集区域 计数1000个癌细胞中PCNA阳

性细胞所占比例 PCNA-LI=PCNA阳性细胞数/1 000

100 %. DCs细胞为S-100阳性 细胞核和细胞质均为

黄染 400 镜下随机计数5个视野中S-100阳性细胞

总数 /5 用DCs数 /HP表示DCs浸润密度. 细胞核呈

黄色深染或者有明显凋亡形态学改变的为凋亡胃癌细

胞 400 镜下随机选择10 个视野 避开坏死区域

计数1 000个胃癌细胞 其中凋亡细胞所占比例即AI=

凋亡细胞数 /1000 100 %.

         统计学处理  采用SPSS 10.0统计软件包. 各组PCNA-LI

AI DCs 浸润程度用均数 标准差( sx ± )表示 上述

指标的组间差异进行 t检验和单因素方差分析(F检验);

频数比较用χ2检验. 单因素生存分析采用Kaplan-Meier
方法 Log-rank检验生存率的显著性差异. 多因素生存

分析采用Cox比例风险模型. 上述统计结果判断: P <0.05

为差异有显著性.

2   结果

2.1 临床病理和DCs浸润 PCNA-LI AI之间的相关性

PCNA-LI平均数为52.4±13.4 % AI均数为3.3±1.4 % DCs
浸润平均密度为7.2±5.4个/HP(图1-5). 进展期胃癌患者
性别 年龄 肿瘤的部位 大小 浸润深度与DCs浸润

PCNA-LI AI均无相关. 而TNM分期 淋巴结转移 淋

巴管浸润 胃癌分化与DCs  PCNA-LI AI有相关性(表

1). 有无淋巴结转移组DCs浸润密度分别为5.5±4.4/HP和
8.51±5.57/HP 两组差异有显著性(P =0.03); 随肿瘤分期
的进展 DCs浸润有逐渐减少的趋势 I II III期胃癌

中DCs浸润数量分别为11.2±6.1/HP 6.3±4.4/HP和 5.
5 ±5.2/HP 单因素方差分析表明I期胃癌与II III 期
间有统计学差异(P =0.04). 进一步以DC浸润均值7.2/HP

为界分为高低DC 浸润组 χ2检验提示两组间 I II
III期胃癌构成比例分别为10/11/4和4/21/11 差异有显

著性(P =0.036). 有淋巴结转移组PCNA-LI为57.9±11.7 %
高于无淋巴结转移组49.6±13.5 % (P =0.015) 有无淋巴管
癌栓组PCNA-LI分别62.0±12.9 % 51.8±13.1 % 二者
差别有统计学意义(P =0.034). II III 期胃癌PCNA-LI

高于I期胃癌 单因素方差分析显示组间差异有显著性

(P =0.006). 进一步以PCNA-LI均值50 %为界分为高低

PCNA-LI组 两组淋巴结转移率分别为55.6 %和28.0 %

χ2检验差异有显著性(P =0.033). 胃癌凋亡仅与细胞分化
有关 低 中 高分化胃癌 AI 分别为 2.2±0.7 %
3.4±1.1 % 3.5±1.3 % 单因素方差分析表明低分化
胃癌AI低于中 高分化胃癌(P =0.048).

表1  进展期胃癌临床病理和DCs浸润, 细胞增生和凋亡( sx ± ) 的相关性

变量                        n            DCs/HP          PCNA-LI/ %           AI/ %

      男                     47              7.1±5.5            51.9±13.7            3.3±1.2

       女                    14               7.6±4.9            57.7±11.9            3.4±1.3

年龄  小于60岁     25               8.7±5.8            50.9±12.2            3.5±1.2

大于或等于60岁    36              6.1±4.9            54.9±14.2            3.2±1.2

部位  贲门和胃底   27              5.7±4.4            52.3±14.7            3.2±1.2

         胃体              10              6.9±5.6            56.5±14.6            3.2±0.7

        胃窦或幽门    24              9.0±5.9            53.1±11.8            3.6±1.4

直径  小于5 cm      37              7.4±5.5            53.7±14.2            3.3±1.1

大于或等于5 cm     24              6.8±5.2            52.7±12.4            3.3±1.4

浸润  肌层              26              8.7±5.9            49.7±12.8            3.1±1.4

         浆膜层          35              6.1±4.7            55.9±13.4             3.5±1.1

分化 低分化           34              6.7±4.9            54.8±14.2             2.2±0.7a

       中分化             21             8.4±5.8            51.9±12.9             3.4±1.1

       高分化              6              6.2±6.8            49.6±11.3             3.5±1.3

淋巴结转移  无      34              8.5±5.6a           49.6±13.5a            3.6±1.3

                    有      27              5.5±4.4            57.9±11.7             2.9±1.1

淋巴管癌栓  无      52              7.7±5.5            51.8±13.1a            3.4±1.2

                    有        9              4.3±4.1            62.0±12.9             2.9±1.1

分期  I                   14             11.2±6.1b           44.1±10.6b           3.6±1.5

        II                   32              6.3±4.4             54.4±13.7            3.1±1.2

       III                   15              5.5±5.2            59.4±11.2             3.3±0.9

aP <0.05, bP <0.01 vs 组间.

2.2 影响根治术后进展期胃癌预后的因素  Kaplan-Meier

单因素生存分析并用Log-rank检验生存率差异 与胃

癌预后相关的因素有肿瘤TNM 分期 浸润深度 淋

巴结是否转移 PCNA-LI DCs 浸润密度 各组3 a

生存率与中位生存时间如 表 2所示 仅肌层浸润的胃

癌预后好于浸润至浆膜层者(P =0.0145) 无淋巴结转

移的胃癌预后好于有淋巴结转移者(P =0.0001) TNM

分期越晚预后越差(P =0.0000) 胃癌细胞增生指数越

高则预后越差(P =0.017) DCs 浸润密度高者预后好于

DCs浸润低者(P =0.03) 而患者的性别 年龄 肿瘤

部位 分化程度 肿瘤大小 是否有淋巴管癌栓等

因素与胃癌预后无关. 对胃癌临床病理 胃癌细胞增

生 凋亡以及DCs 浸润等多项指标进行Cox 逐步回归
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分析. 仅有UICC TNM分期和肿瘤的大小是胃癌预后的

独立影响因子. 其相对危险度均大于2 说明随肿瘤直

径的增大和肿瘤分期的进展预后越来越差(表3). 而肿瘤

浸润深度 淋巴结转移 PCNA-LI DCs 浸润密度只

能作为预后影响相关因子 而不是独立预后影响因子.

表2  进展期胃癌预后有关因素

变量 3 a生存 中位生存 χ2值   P值

率 sx ± /% 时间(d)

浸润  肌层 68.5±10.0 2 250 5.98 0.0 145

         浆膜层 54.2±90a 1 170 a

淋巴结转移无 86.4±6.4 1 620 16.19 0.0 001

       有 28.5±9.2b    690b

分期      I 90.0±9.5     缺 27.16 0.0 000

             II 70.7±8.31    590

            III 17.8±10.5b    540b

PCNA-LI  高 49.8±8.8    930 5.69 0.0 170

     低 76.5±9.4a 1 800a

DCs浸润   高 70.4±9.5 1 800 4.71 0.0 300

     低 53.3±8.9a 1 170a

 aP <0.05, bP <0.01 vs 组间.

表3  影响胃癌预后的多因素生存分析

指标 回归 β标 χ2值 P值 相对危险    95 %CI
系数(β) 准误 度(RR)

肿瘤大小 0.854 0.391   4.670 0.031 2.328 1.082-5.009

TNM分期 1.658 0.359 21.369 0.000 5.251 2.599-10.608

图1  胃癌组织高DC浸润, DC胞核胞质呈S-100阳性染色, 细胞形状
不规则在肿瘤间质散在浸润, SABC法( 400).

图 2  胃癌组织低DC浸润 SABC法( 400).

图 3  高分化胃癌组织中凋亡细胞数量较多, 细胞脱落于腺腔中, 有胞
质浓缩 胞核固缩, 凋亡小体等典型凋亡形态学改变 TUNEL 法DAB
显色( 400).

图 4  低分化胃癌组织中凋亡细胞数量少TUNEL法DAB显色( 400).

图5  胃癌组织中PCNA染色, PCNA阳性信号位于细胞核 SABC法( 400).

3   讨论

以往胃癌生物学行为和预后研究的结论不很一致. 我们

尽可能排除了放化疗 免疫治疗 以及残留肿瘤的影

响 从400 例行根治性切除的进展期胃癌患者中严格

选出有预后资料的 61 例 免疫组化显示有淋巴结转

移 淋巴管浸润 TNM分期晚的肿瘤其PCNA-LI 越

高 PCNA-LI高的胃癌淋巴结转移率高 与以往研究

结论相同[6-8] 转移灶中肿瘤细胞的PCNA-LI显著高于

原发灶 浸润至肌层和浆膜层的肿瘤细胞PCNA-LI高

于仅浸润至黏膜层和黏膜下层. 上述研究说明增生活性

越高的胃癌细胞侵袭能力越强 胃癌的进展也越快

另一方面也提示胃癌越是晚期 其增生能力越强. 由于



增生活性高的肿瘤其分泌的VEGF MMP EGF 黏

附分子等肿瘤侵袭性因子的能力越强 这从分子水平

解释了PCNA-LI与肿瘤恶性度之间的内在联系[9, 10].

        凋亡又称程序性细胞死亡 1972年首先由英国生

物学家Kerr et al [11]提出. 他是机体普遍存在的生理现象.

1992年Gavrieli et al [12]根据凋亡发生的原理 研究出

原位凋亡检测方法 简称为TUNEL. 该方法敏感性和特

异性高 与DNA梯带电泳(DNA ladder) 电镜 流式

细胞染色以及组织HE染色目测有很好的相关性[13]. 与

正常组织相比 肿瘤细胞抗凋亡能力增强[14]. 部分肿瘤

中 肿瘤细胞的凋亡比例能够反映肿瘤的恶性程度和

预后[15, 16]. 但是 胃癌中凋亡的意义目前还不明确. 多

数研究认为: 胃癌细胞凋亡与增生程度相关 增生明显

的部位凋亡细胞越多[17-20]. 但是 凋亡与胃癌浸润深

度 淋巴结转移 肿瘤分期 分化以及预后相关性的研

究结论不一致[19-22]. 本研究中凋亡仅与胃癌分化有关

分化越低的胃癌细胞凋亡越少 提示分化差的胃癌对

细胞凋亡可能存在某些逃避机制[23, 24]. 由于凋亡受到细

胞增生状态 机体免疫状态 肿瘤周边环境等多种因素

的影响 因此 需要大样本研究来评价凋亡在胃癌中的

生物学意义.

         树突状细胞是机体抗肿瘤免疫中关键的抗原提呈细

胞 其作用越来越引起重视[5, 25]. DCs 本身及其介导的

特异性免疫反应对肿瘤细胞有抑制和杀伤作用 [26-30]

而肿瘤细胞可以分泌VEGF MMP EGF等一系列细

胞因子抑制DCs 的成熟和迁移[25, 31, 32] 因此肿瘤组织

局部DCs浸润数量是肿瘤和机体相互作用的综合反映.

我们研究表明有淋巴结转移以及分期晚的胃癌DCs浸

润少于无淋巴结转移和分期较早的胃癌 高DC浸润组

中早期胃癌比例高而晚期胃癌比例低 与前人研究结

论相同[33, 34]. 一方面说明晚期胃癌存在对机体免疫抑制

作用 另一方面也提示高DC浸润在一定程度上有抑制

胃癌进展的作用.

         我们单因素生存分析表明胃癌的预后有关的因素有:

PCNA-LI DC 浸润 浸润深度 淋巴结转移和TNM

分期 与以往研究的结论相符 [6, 8, 33, 34]. 此外 胃窦癌

患者中位生存时间比贲门癌长 但是 可能是病例数的

限制 未发现有统计学差异. 进一步多因素生存分析表

明TNM和肿瘤的大小是胃癌独立预后影响因子 本研

究中DC PCNA-LI 和 TNM 分期均具有相关性 说

明TNM分期能够综合反映胃癌的生物学特性和机体免

疫的影响 因此TNM是迄今判断胃癌预后最有价值的

指标[35-37]. 部分研究认为DC PCNA-LI 是独立预后影

响因子 但目前结论不一致. 我们的多参数生存分析表

明他们不是独立预后影响因子 可能与样本数量较少

有关 要得出确切结论需要大样本研究.

       总之 肿瘤的生物学特性 机体的免疫状态等诸

多因素是造成胃癌个体差异和不同预后的内在因素

对他们之间的相关性进行分析和检测有助于筛选出有

价值的预后指标 认识胃癌的个体差异 为胃癌诊

断 治疗提供新的途径.
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