
中 一方面可致气滞血瘀 结而成块; 另一方面 又

可随气升降流行附注于其他部位形成新的病灶 这一

特点与肿瘤的生物学行为非常相类似. 因此痰瘀交阻与

肿瘤的形成和转移密切相关. 消痰散结方主要由半夏

南星等燥湿化痰药组成 针对肿瘤痰瘀互结的特性 以

化痰除痞 散结聚 消除肿块为目的 进而阻断肿瘤的

生长和转移[13-14]. 中医辩证发现 临床患者均具有不同

程度的痰瘀互结的现象 采用消痰散结中药治疗一段

时间后 病情可得到不同程度的缓解 血清VEGF水平

明显下降[2]. 本研究结果发现 中药组远处脏器转移率

明显低于荷瘤对照组及5-FU化疗组 且中药组 荷瘤

对照组在目的基因片断处均出现DNA条带 但中药组

条带的宽窄及深浅与对照组均不一致 经计算机图像分

析其面积灰度值表明 消方可使VEGF121 VEGF165

KDRmRNA表达水平显著下降 且在消方组中癌组织

内VEGF KDRmRNA表达量较化疗组癌组织表达量亦

明显下降. 提示消方可能通过下调VEGF KDR基因进

而起到抑制胃癌的生长及转移的作用 也有可能通过

竞争性地抑制VEGF与其受体KDR的结合来抑制新生

血管形成 来达到抑制肿瘤的生长转移.
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摘要

目的:  在四氯化碳诱导的实验性肝纤维化大鼠中研究肝细胞

凋亡及 Fas 抗原和 Bcl-2 蛋白表达与增生细胞核抗原

(PCNA)的关系.

方法: 将SD大鼠 44 只随机分成2组 每组22 只 分别

造模.常规石蜡切片 TUNEL原位标记法检测细胞凋亡指

数 免疫组织化学法检测Fas抗原 Bcl-2蛋白和PCNA.

结果: 病理模型组实验大鼠肝组织细胞凋亡指数(AI)明显低

于正常对照组 (0.31 0.12 vs 0.49 0.10), P <0.01. 与正

常对照组相比 病理模型组实验大鼠肝组织Fas阳性表达计

分明显降低(2.72 0.47 vs 1.75 0.67) P <0.01. Fas 与

Bcl-2呈明显负相关(r =-0.67 P <0.05). AI与Bcl-2 (r  =-

0.28 P >0.05) PI(r =-0.33 P >0.05)和 Fas(r =0.31

P  >0.05)均无相关性.

结论: Fas和Bcl-2参与肝纤维化的发生过程中 二者在其中

起着相反的作用 细胞凋亡在肝纤维化中明显低下 而细胞增

生无明显变化 表明在肝纤维化中存在细胞凋亡和增生失衡.

曲宝戈, 严茂祥, 陈芝芸, 项柏康. 肝纤维化大鼠肝细胞凋亡和增生的关系. 世

界华人消化杂志  2004;12(4):990-993
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0   引言

细胞增生和凋亡是相互伴随的 高增生时伴有凋亡指

数增高. 肝细胞中也存在着不同程度的增生和凋亡 但

二者之间在肝纤维化中所起的作用尚不清楚. 本研究通

过检测在四氯化碳(CCl4)诱发的大鼠肝纤维化肝组织中

的细胞凋亡指数及相关基因表达产物(Fas抗原及Bcl-2

蛋白)与增生细胞核抗原(PCNA)以便了解肝细胞凋亡和

细胞增生在肝纤维化中的作用 对进一步阐明肝纤维

化的发病机制具有重要意义.

1   材料和方法

1.1 材料  SD 封闭群 清洁级大鼠 44 只 由西安实

验动物中心提供 雌雄各半 体质量90 10 g. CCl4
分析纯由浙江荧光化工有限公司生产 批号: 980512.

CD95 (Fas)多克隆抗体3 mL Bcl-2 多克隆抗体3 mL

美国Santa  Cruz公司产品; PCNA 单克隆抗体 3 mL 美

国 ZYMED 公司产品; TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒

APoPTag TM试剂盒 美国 Intergen (Oncor)公司生产;

DAKO Envision 显色系统 DAKO公司生产. 病理切片机

(LEICARM2025 上海生产) 生物组织自动脱水机(S-

12F 武汉生产) 生物组织冷冻包埋机(BM-VI 武汉生

产) Olympus光学显微镜(日本Olympus株式会社生产).

1.2 方法

1.2.1 动物分组和造模  SD大鼠44只 自由饮水 标

准饲料饲养. 随机分成2组 每组22只: (1)正常对照组:

以等量生理盐水皮下注射9 wk 并用等量生理盐水灌

胃9 wk; (2)病理模型组: 造模同时 用等量生理盐水灌

胃9 wk; 造模方法为: 前 4 wk各组动物按0.3 mL/100 g

皮下注射400 mL /L CCl4 (用色拉油稀释) 2次 /wk 首

次用量加倍. 后 5 wk各组动物按0.2 mL/100 g皮下注射

体重400 mL /L CCl4 2 次 /wk 共 9 wk. 正常对照组

以等量生理盐水皮下注射. 末次给药后24 h处死大鼠

取肝脏左叶以100 mL/L甲醛固定 石蜡切片用于检测.

1.2.2 HE染色  石蜡包埋后制成4 µm厚连续切片 常
规HE染色进行病理诊断.

1.2.3 TUNEL原位细胞凋亡检测方法  按 APoPTag TM

试剂盒操作说明进行.镜下观察阳性细胞 操作步骤中

省略TdT酶作阴性对照.

1.2.4 免疫组化染色  检测细胞凋亡相关基因表达产物:

Fas抗原及Bcl-2蛋白与PCNA. 免疫组化染色采用二步

法Envision工作程序. 分别以TBS替代Fas多克隆抗体

Bcl-2多克隆抗体和PCNA单克隆抗体作阴性对照 以

已知阳性的淋巴瘤组织切片作阳性对照.

1.3 观察指标

1.3.1  计算细胞凋亡指数(apoptosis index AI)及细胞增
生指数(PCNA Index,PI)在光镜下观察TUNEL 染色及
PCNA 免疫组化染色的显色反应 数5个以上高倍视野
每个视野计数100个细胞中的阳性细胞(染色的阳性物

质呈棕黄色)数 取其平均值分别作为AI及PI.

1.3.2 Fas及Bcl-2蛋白  Fas免疫阳性反应颗粒位于胞膜

和胞质 而Bcl-2位于胞质;为棕黄色颗粒.Fas以每个高

倍视野阳性细胞数来计算: 无阳性细胞表达为(-) 1-

25 为( ) 26-50 为(+) 大于 50 为(++) 分别记为

0 1 2 3 分. Bcl-2 参考Reiner et al [1]的标准加以

改进分别为: 无阳性细胞表达为(-) 小于10%为( ), 小

于1/3为(+) 小于2/3为(++) 大于2/3为(+++) 分别

记为 0 1 2 3 4 分.

        统计学处理  采用SPSS for window 10.0统计分析软

件进行 t 检验和spearman相关系数分析.

2   结果

2.1 大鼠肝组织  AI和PI 大鼠肝组织细胞凋亡表现为核

固缩或破碎 与周围细胞连接松散  阳性细胞分布在

小叶内 多散在于中央静脉周围及汇管区. PCNA阳性

细胞散在于纤维间隔内或其周围  呈单个或散在不规

则分布 阳性物质位于核内 呈棕黄色细小颗粒. 病

理模型组大鼠肝组织AI明显低于正常对照组  有非常

显著的统计学意义(P <0.01); 两组大鼠肝组织PI对比则

无统计学差异(P >0.05)(表 1).

表1  大鼠肝组织细胞的AI和PI(mean s, %)

组别    n                               AI                                 PI

正常对照组          19                       0.49 0.10                    0.47 0.17

病理模型组          12                       0.31 0.12a                   0.46 0.19

aP <0.01 vs 正常对照组.

2.2 大鼠肝组织Fas和Bcl-2表达情况  大鼠肝组织Fas

表达以肝细胞质为主 呈弥漫性着色 部分表达在肝细

胞膜上 阳性细胞呈灶状或团块状分布于肝小叶周边

主要在碎屑状坏死处密集. Bcl-2弥散分布于假小叶及

其边缘 部分散在分布于中央静脉周围及汇管区. 病理

模型组大鼠肝组织Fas阳性表达较正常对照组明显降低

(P <0.01); 病理模型组大鼠肝组织Bcl-2阳性表达较正常

对照组明显增高 有显著的统计学差异(P <0.01)(表 2).

表2  大鼠肝组织Fas和Bcl-2阳性表达计分(mean s, %)

组别                   n       Fas                              Bcl-2

正常对照组       19 2.72 0.47                     1.55 0.93

病理模型组       12 1.75 0.67a                    2.92 1.00

aP <0.01 vs正常对照组.

2.3 病理模型组肝纤维化实验大鼠肝组织细胞凋亡和细

胞增生相关基因表达产物之间的关系  Fas与Bcl-2呈明

显负相关(r =-0.67 P <0.05); AI 与 Bcl-2 (r  =-0.28

P >0.05)及 Fas (r  =0.31 P >0.05)均无相关性;  PI与AI

(r =-0.33 P >0.05)和Bcl-2 (r =0.07 P >0.05)无相关性.
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3   讨论

3.1 细胞凋亡在肝纤维化中的作用  细胞凋亡可能是不

同类型肝病细胞死亡的共同通路[2]  严重慢性病毒性肝

炎患者肝细胞凋亡明显增加, 提示凋亡细胞的死亡可能

参与慢性肝炎和肝硬化性肝损伤的发生[3]. PBC患者肝

中肝细胞和胆管上皮细胞凋亡率增加[4].  凋亡发生在

CCl4 引起的肝硬化 并参与肝硬化受损肝组织的再生

反应[5]. 本实验结果显示: 大鼠肝组织细胞凋亡表现为核

固缩或破碎 与周围细胞连接松散 阳性细胞分布在小

叶内  多散在于中央静脉周围及汇管区. 病理模型组大

鼠肝组织AI 明显低于正常对照组 P <0.01. 表明在

CCl4造模诱发肝纤维化大鼠中存在细胞凋亡不足.

        Fas是介导细胞凋亡的细胞表面蛋白 是凋亡因子

受体. 细胞膜上的Fas 起凋亡 按钮 的作用 Fas 及

FasL相互作用是介导肝细胞凋亡的主要途径[6-7]. Fas和

FasL可表达于不同的细胞导致凋亡(所谓trabs型凋亡)

也可以表达于同一细胞导致凋亡(所谓 cis 型凋亡) [8].

Hiramatsu et al [9]研究显示: 慢性肝炎Fas抗原阳性组其

门脉周围 门脉区和小叶内炎症坏死程度均比阴性组

严重. 本实验大鼠肝组织Fas阳性细胞表达的分布也具

有上述类似特点. 本实验结果显示 与正常对照组相

比, 病理模型组实验大鼠肝组织Fas阳性表达计分明显

降低 P <0.01 表明 Fas 参与肝纤维化发生. 但本实

验结果表明AI和 Fas 无相关性(r =0.31 P >0.05) 可

能和细胞凋亡过程中Fas表达与染色质断裂发生的时相

不同及凋亡细胞在组织中存在时间很短有关.

        Bcl-2基因编码一个26 kD蛋白 Bcl-2过表达可

抑制细胞凋亡 从而使细胞增生和凋亡不平衡 即细

胞增生速度虽无改变 但由于凋亡细胞的减少会导致

细胞的相对增多[10]. Bcl-2 家族参与慢性肝病细胞凋亡的

调节[11]. 慢性肝炎门脉小胆管区Bcl-2阳性 在新形成

处 尤其是活动性慢性肝炎和活动性肝硬化中Bcl-2

表达最多[12]. 肝细胞增生带中Bcl-2 蛋白表达明显高

于肝细胞坏死带[13]. 本实验结果显示 病理模型组大

鼠肝组织 Bcl-2 阳性表达计分较正常对照组明显增

高 P <0.01 表 Bcl-2 在肝纤维化中起一定的作用.

        有研究显示 Bcl-2的过度表达可部分抑制Fas蛋

白介导细胞凋亡信号的传导[7]. 肝硬化中也见到FasL表

达 可见引起肝细胞变化的因素可能触发FasL表达 并

促进Fas/FasL 介导的细胞凋亡的发生[14]. 有人[15]认为

Bcl-2蛋白在细胞凋亡中起着与Fas抗原相反的作用.肝

硬化Bcl-2表达增加与肝癌发生有关[16]. 本实验结果显

示Fas 与 Bcl-2呈明显负相关(r =-0.67 P <0.05) 从

而支持上述观点.

3.2 细胞增生在肝纤维化中的作用  PCNA是近年来发展

的原位检测细胞增生活性的新型探针 他是DNA聚合

酶的辅助蛋白 在细胞周期的G1期开始表达 S期达

高峰 G2M期下降 其量的变化与DNA合成一致 能

够反映细胞的增生活性[17]. 有关PCNA表达与肝硬化或

肝纤维化关系的观点不一. Wyllie et al [17]报道PCNA的

表达增加说明肝细胞存在异常增生 可能与其他基因

异常(如p53 ras和myc 等原癌基因突变)有关. Kawakita

和Ojanguren et al [18-19]发现肝硬化时 肝细胞的增生能

力相当低下. 而本实验结果与上述结论并不完全一致

因而有待于进一步的探讨.

         肝硬化小胆管和胆小管细胞增生活性增加与Bcl-2

高表达相关[20]. 但本实验结果表明PI和Bcl-2无相关性

(r =0.07 P >0.05) 因此认为Bcl-2对肝细胞增生的

影响不明显.

3.3 肝纤维化大鼠肝组织细胞凋亡和增生的关系  Chen

et al [21]报道给予CCl4 72 h后肝细胞凋亡明显增加. 给予

CCl4 15 wk后, 造模组肝细胞凋亡较对照组更明显. CCl4
引起的大鼠肝硬化中肝细胞增生持续存在 尤其在

CCl4造模的实验中期更明显. 本实验未进行Fas抗原和

PCNA免疫组化双染色 因而无法知道其分布规律. 但

本实验结果显示Fas 和 Bcl-2 与 PI 无相关性(r =0.30

P >0.05 r =0.07 P >0.05). 因此 Fas和Bcl-2和细胞增

生的确切关系尚待进一步研究.

       正常情况下 细胞凋亡和增生的平衡维持着细胞

群体数量的相对恒定 细胞凋亡调节着机体细胞增生

与死亡之间的平衡 维持组织器官正常生理功能及细

胞数量的稳定 细胞增生和 / 或凋亡的异常与许多疾

病发生有密切的关系. 本实验结果显示:  PI和AI呈负相

关 表明在肝纤维化中存在细胞凋亡和增生的失衡.
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摘要

目的: 探讨PTEN的表达在大肠癌发生 发展中的作用及

其在预后判断中的临床意义.

方法: 采用免疫组化S-P方法对12例正常大肠组织 45例

大肠癌组织进行PTEN蛋白表达的研究.

结果: 大肠癌组织中PTEN 蛋白阳性表达率(42.22%) 明

显低于正常大肠组织(91.67%) 两组比较有显著性差异

(P <0.05). PTEN 蛋白表达与大肠癌肿瘤大小 患者年龄

组织分级 临床分期无关. PTEN 蛋白的表达与大肠癌淋巴

结转移 远处脏器转移及预后有关.

结论: PTEN 蛋白的异常表达参与了大肠癌的癌变过程

PTEN可以作为判断大肠癌浸润和转移的分子学指标 并

对大肠癌预后有一定的参考价值.

孙文洲, 武春龙, 于丽波, 潘林娜. 大肠组织中PTEN表达在大肠癌诊断与预

后中的临床意义. 世界华人消化杂志  2004;12(4):993-994

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/993.asp

0   引言

PTEN 是近年来发现的一种新的抑癌基因 具有双重

特异性磷酸酶活性 人类多种肿瘤中存在PTEN的异

常表达 国内外关于PTEN基因突变分析方面的文献

较多 但关于PTEN基因在大肠癌组织中表达的文献

较少 本文采用免疫组化 S-P 方法研究正常大肠组

织 大肠癌组织PTEN蛋白表达 分析其与临床病理

特征 患者预后的关系 初步探讨PTEN在大肠癌进展

中的作用机制 为大肠癌的临床治疗 预后判断提供理

论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  收集我院外科1994-01/1997-10手术标本存

档蜡块 大肠癌组织45例 上述实验标本蜡块存档完

好 临床病理资料完整 并均获5 a以上的随访 病理

分型和组织分级按WHO分类标准 分期按TNM标准.

患者年龄25-71岁 平均58岁. 男 31例 女14例. 肿

瘤位于右半结肠8例 左半结肠6例 横结肠2例 直

肠29例. 术前未接受化疗及放疗. 选取45例大肠癌组织

中12例癌旁组织 经病理学检查确诊为正常组织 作

为正常对照组. 蜡块常规制备4 µm 连续切片2张 1张
行HE 染色复查诊断 另1 张行免疫组化检测.
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