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测二者具有调节转录活性的共同机制. p53基因在大多

数人类肿瘤中存在高频率突变 而survivin基因也在肿

瘤中高表达 可推测这是由于p53基因突变而丧失了对

survivin基因表达的下调作用.

         Survivin在多种肿瘤表达的普遍性及在正常组织中

不表达 使得应用靶向survivin的抗肿瘤治疗成为可能

使得抗survivin疗法具有较好的靶向特异性 对正常组

织影响较小. 文献[16]报道 表达 survivin 基因的肿瘤

抗细胞凋亡阈值升高 从而抵抗了药物和放射治疗 因

此 检测食管鳞癌中survivin的表达 对于临床治疗有

一定的指导意义. 另外 利用survivin 的强大抗凋亡活

性 通过基因转染导入骨髓造血组织 进行放化疗对骨

髓造血功能保护 将有良好的应用前景.

        总之 survivin基因的表达与食管癌的病理分级及

临床分期呈正相关 在食管鳞癌的发生中起重要作用

其表达与食管鳞癌组织中p53 蛋白的异常表达密切相

关. 至于其在食管癌预后判断中的价值如何 将在我们

随后的临床跟踪实验中进一步探讨.
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摘要

目的: 探讨凋亡抑制蛋白FLIP在食管鳞癌组织中的表达及

其与细胞凋亡的关系.

方法: 应用免疫组织化学链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶连

接法(S-P法) 检测FLIP在10例正常食管组织及96例食

管鳞癌组织中的表达 并应用TUNEL技术检测96例食管

鳞癌的凋亡情况.

结果: FLIP在 96例食管鳞癌组织中有72例表达阳性 占

75%. 高分化组( - 级)及临床早期( - 期)病例食管癌

的FLIP表达阳性率为64%(32/50) 低分化组( - 级)及
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临床晚期( - 期)病例食管癌的FLIP表达阳性率为82.6%

(38/46) 二者比较 差异有显著性(P <0.05); FLIP表达阳

性率与食管鳞癌的病理分级和临床分期呈正相关.  FLIP在

食管鳞癌组织中的表达水平与癌细胞凋亡指数(AI) 有明显相

关性(P  <0.05).

结论:  FLIP的异常表达在食管鳞癌的发生发展中起重要作

用 其表达与食管鳞癌细胞凋亡密切相关.
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0   引言

FLIP (FLICE inhibitory protein)是近年来发现的一种新

的凋亡抑制蛋白 在病毒 真核生物 哺乳动物等许

多物种中广泛存在. FLIP 在结构与序列上与目前细胞

凋亡信号传导的 关键分子 caspase-8有很多相似之

处 且能抑制 caspase-8 结合到死亡诱导信号复合物

(DISC)上 从而阻断Fas介导的细胞凋亡信号传导[1-2].

食管癌是常见的癌之一 他的发生发展与细胞凋亡及

某些基因的激活或失活有关[3-13]. FLIP在食管癌中是否

表达 目前国内外尚未见报道. 我们探讨细胞凋亡抑制

蛋白FLIP 在食管癌组织中的表达及其与细胞凋亡的

关系.

1   材料和方法

1.1 材料  选自我院1994/2003年经病理检查证实的食管鳞

癌患者96例 男 76例 女 20 例 年龄 46-72 (平均

61.3岁) 无术前放化疗. 取活组织标本0.5 cm 0.5 cm

0.5 cm 大小 用 40 g/L 甲醛固定 石蜡包埋 连续

切片 留1张行苏木素伊红(HE)染色复诊. TNM分期:

期 42例 a期 18例 b期17例. 一抗兔抗人

FLIPS/L多克隆抗体(H202)为美国Santa  Cruz公司产品;

SP免疫组化试剂盒为美国Zymed公司产品. TUNEL检

测试剂盒购于北京中山生物技术有限公司. 另取10例正

常食管组织作为对照.

1.2 方法  采用链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶连接(SP)

免疫组织化学方法 实验步骤按试剂盒说明书进行. 将

已知的乳腺癌切片作为阳性对照 用磷酸盐缓冲液代

替一抗 作为阴性对照 FLIP以胞质定位为主. 在组织

切片中不显色为阴性(-) 胞核或胞质显示为淡黄至黄

棕色者为阳性细胞标志. 将阳性细胞按其数量及显色强

度分为3级: 表达弱阳性(+) 即阳性细胞数<10% 显

色强度为淡黄色或仅个别细胞呈黄至棕黄色染色; 表达

中度阳性(++) 即阳性细胞数及显色强度介于弱阳性与

强阳性之间. 表达强阳性(+++) 即阳性细胞数>60% 多

数细胞呈黄至棕黄色染色. 所有阳性片均置于10 40

倍镜下 随机选取5个视野 经HPIAS 1000图像分析

系统分析 计算出平均阳性单位pu (positive unit). pu=

(Gα-Gβ)/Gmax 100 Gα Gβ分别为待测结构 α和
背景β的平均灰度. 并按下列关系算出各标本阳性染色
度=pu 阳性面积百分比. 凋亡指数(apoptosis index AI)

的测定: 以细胞核内出现棕褐色颗粒为阳性染色 即为

凋亡细胞. 每张切片计数500个癌细胞 其中凋亡细胞

占细胞总数的百分数为AI值.

        统计学处理  应用SPSS10.0统计分析软件包对数据

进行处理 采用 χ2检验 方差分析及Spearman等级相

关检验.

2   结果

2.1 食管癌组织中FLIP的表达  在 96例食管癌中有72

例FLIP表达阳性 占75% 其染色为棕黄色颗粒 定位

于细胞质内(图1A) 染色强度与食管癌病理分级呈正相

关(图1B 表1 P <0.05). 高分化组( - 级)及临床早期

( - 期)病例食管癌的FLIP表达阳性率为64%(32/50)

低分化组( - 级)及临床晚期( - 期)病例为82.6%

(38/46) 二者比较 差异有显著性(表1 P <0.05).

图1  食管鳞癌细胞胞质中FLIP蛋白表达  SP 400. A: 病理 级; B:
病理 IV级.

表1  食管鳞癌FLIP表达与病理分级及细胞凋亡指数(AI)的关系

        FLIPa            AIb

分级 n
        -     +      ++     +++      %              %

正常组织 10   10     0        0        0           0    19.2 1.7

  级 19     9     2        3        5      52.6    14.5 1.2

 级 31     9     6        7        9      70.9    11.3 1.1

-  级 46     8     9      10      19       82.6      9.2 0.8

aP <0.05, 各级间比较.

A

B
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2.2 FLIP表达与癌细胞凋亡指数(AI)的关系  随肿瘤病理

分级期升高 食管鳞癌组织中FLIP蛋白表达阳性率逐

渐升高 AI 值逐步降低 采用Spearman 等级相关检

验 二者呈负相关(P <0.05). FLIP表达阳性率与食管鳞

癌细胞凋亡密切相关(表1).

3   讨论

FLIP 是近年来发现的一类含有死亡效应结构域(death

effect domains DED)的凋亡抑制蛋白 首先在病毒中

被发现. 这种蛋白在结构上与FLICE(FADD like IL-1 beta

converting enzyme caspase-8 )相似 并能抑制FLICE

的作用 故他命名为FLIP 因他来源于病毒 所以又

称为vFLIP. 人类FLIP基因含13个外显子 与caspase-8

基因均位于染色体的2q33-34 二者相距约200 bp[14-17].

FLIP蛋白在结构与序列上也与caspase-8有很多相似之

处 其 端含有与 caspase-8 相似的两个相互串联的

DED. 每个DED含有40个氨基酸 DED与Fas的死亡结

构域(death  domain DD)的功能相似 能介导蛋白质之

间的相互结合 可竞争性地与caspase-8上的DED结合

阻断死亡信号复合体形成 从而抑制凋亡[18-20].

         FLIP的过量表达在肿瘤的发生中起重要作用. 有报

道FLIP 在胰腺癌[21] 胃癌[22] 肾癌[23]等肿瘤中过量

表达. 我们发现FLIP过量表达与食管鳞癌的发生有关.

这可能是细胞癌变中的重要环节 即细胞内染色体异

常改变 使FLIP基因激活并过度转录表达 FLIP蛋白

增多则进一步促进细胞恶化. 我们进一步检测了FLIP与

食管鳞癌临床病理特征的关系 发现FLIP染色强度随

食管鳞癌病理分级增高而增高 高分化组( - 级)及

临床早期( - 期)病例食管癌的FLIP表达阳性率为

64%(32/50) 低分化组( - 级)及临床晚期( -

期)病例食管癌的FLIP表达阳性率为82.6%(38/46) 二

者比较 差异有显著性(P <0.05). 因而推论FLIP在食管

鳞癌进展中也发挥着重要作用. 为了进一步研究FLIP在

食管鳞癌中的凋亡抑制作用 我们分析了染色强度与

凋亡指数之间的相关性 发现二者呈负相关. 结果显示

FLIP可能通过抑制食管鳞癌细胞凋亡参与食管鳞癌的

发生发展.
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摘要

目的: 我们以胰管内注射自身胆汁诱导和建立了急性出血坏

死性胰腺炎家兔模型.

方法: 日本纯种长耳白兔20只 造模组15只 对照组5

只. 通过抽取自身胆汁从十二指肠乳头处逆行穿刺主胰管注

射 并于术后24 h处死动物取出胰腺 送组织病理学检

查分级 对照组开腹后找到胰腺 未作处理 同样于术后

24 h送组织病理学检查分级.

结果: 模型组动物15只病理学诊断均为急性出血坏死性胰

腺炎 水肿 炎症 出血 坏死4项指标评分均为III-IV级

造模成功. 对照组只有1例为水肿I级 1例为水肿II级 其

余均正常.

结论: 通过兔胰管内逆行注射自身胆汁法诱导的重症胰腺炎

模型胆源性胰腺炎病理生理相仿.

奚维东, 赵聪, 袁得强, 郑敏, 杨秀兰, 璩浙屏. 自体胆汁胰管内注射建立急性

出血坏死性胰腺炎家兔模型. 世界华人消化杂志  2004;12(6):1473-1474

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1473.asp

0   引言

出血坏死性胰腺炎(急性重症胰腺炎)是一种死亡率高的

严重危害人类生命健康的临床常见疾病之一 其发病

机制和治疗方法一直是国内外医学研究的重点和热点

内容之一. 胰酶的自身消化作用 炎性递质和微循环障

碍在该病的发生和进展过程中起重要作用. 近年来的研

究表明细胞凋亡参与胰腺炎的病理生理过程 胰腺炎

的严重程度与胰腺细胞凋亡呈负相关关系. 为研究生长

抑素对实验性急性出血坏死性胰腺炎中细胞凋亡的影

响 我们以胰管内注射自身胆汁成功地诱导和建立了急

性出血坏死性胰腺炎家兔模型. 现将建模方法报道如下.

1   材料和方法

1.1 材料  日本纯种长耳白兔20只 体质量1 800-2 400 g

(四川大学医学院实验动物中心提供). 其中造模组 15

只 对照组 5 只.

1.2 方法  取成年日本长耳白兔15只 动物房饲养24-

48 h后禁食不禁水12 h. 造模前先用20 g/L硫贲妥钠3-

6 mg ip麻醉后将动物固定于手术台上; 采用上腹正中切

口 分离出胆囊后 用5号针穿刺胆囊取胆汁备用. 仔

细分离辨认胰腺及胰管与十二指肠交接处 用4.5号针

从十二指肠乳头处对侧逆行穿刺进针 进入主胰管1-

2 mm后缓慢注入自身胆汁0.2 mL/kg [1]; 注射后即见主胰

管呈绿黄色 证实注射成功; 拔针后逐层关腹. 术后继续

禁食 于手术后24 h用超量硫贲妥钠处死动物; 随即迅

速切开腹腔 其中9只见腹腔有少量血性腹水; 所有动

物胰腺体积明显增大 呈紫色; 仔细分离并迅速切除动

物胰腺 将组织固定于40 g/L甲醛中送组织病理学检查.

对照组开腹后找到胰腺 未作处理则关腹 术后24 h处

死动物 见腹腔有少许透明腹水 胰腺无明显变化. 石

蜡包埋后切片 HE常规染色后显微镜观察. 胰腺组织

病理学的标准评分法采用Schimidt 法[2]. 水肿 炎症

出血 坏死4项指标 每项指标均分为I-IV级 以 IV

级为最重.

2   结果

造模组动物15只组织病理学诊断均为急性出血坏死性

胰腺炎 水肿 炎症 出血 坏死 4 项指标评分均

为 III-IV级 仅1例出血评分为 II级. 评分较为集中

13例为水肿IV级(87%) 12例为炎症IV级(80%) 9例

为出血 III级(60%) 11例为坏死III级(73%). 造模成功.

对照组只有1例为水肿I级 1例为水肿II级 其余均

正常.




