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Abstract
AIM: To investigate the expression of fragile 
histidine triad (FHIT) gene and Ki-67 antigen 
in primary gallbladder carcinoma, gallbladder 
adenoma and chronic cholecystitis.

METHODS: Streptavidin-peroxidase immuno-
histochemical method was used to determine 
the expression of FHIT and Ki-67 in 51 cases of 
primary gallbladder carcinoma, 15 cases of gall-
bladder adenoma and 12 cases of chronic cho-
lecystitis. Their relationships with clinical and 
pathological features of gallbladder carcinoma 
were analyzed.

RESULTS: The positive rate of FHIT expres-
sion was significantly lower in gallbladder car-
cinoma than that in gallbladder adenoma and 
chronic cholecystitis (47.1% vs 66.7%, 91.7%, P < 
0.01), while the positive rate of Ki-67 expression 
was markedly higher than that in gallbladder 
adenoma and chronic cholecystitis (82.4% vs 

20.0%, 0, P < 0.01). Loss of FHIT expression was 
significantly correlated with the higher histo-
logical grade (18.8% vs 56.5%, 66.7%, P = 0.02) 
and lymph node or distant metastasis (33.3% vs 
66.7%, P = 0.019), as well as survival time after 
operation (31.2% vs 77.8%, P = 0.041). The ex-
pression of Ki-67 was increased with the higher 
histological grades (58.3% vs 87.0%, 93.8%, P 
= 0.039) and lymph node or distant metastasis 
(33.3% vs 66.7%, P = 0.037). There was a negative 
correlation between FHIT and Ki-67 (r = -0.285, 
P = 0.043).

CONCLUSION: FHIT may be a candidate tumor 
suppressor gene of gallbladder carcinoma. FHIT 
and Ki-67 play significant roles in the pathogen-
esis and evolution of gallbladder carcinoma. The 
combined detection of FHIT and Ki-67 protein 
may be helpful for clinical assessment of tumor 
biological behavior and prognosis in patients 
with gallbladder carcinoma.
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摘要
目的: 探讨脆性组氨酸三联体(FHIT)基因和
Ki-67抗原在原发性胆囊癌、胆囊腺瘤和慢性
胆囊炎组织中的表达情况. 

方法: 应用免疫组织化学S-P法, 检测51例原
发性胆囊癌、15例胆囊腺瘤和12例慢性胆囊
炎组织中FHIT和Ki-67的表达情况, 并分析其
与胆囊癌临床病理因素的关系. 

结果: 胆囊癌组中FHIT阳性率明显低于胆囊
腺瘤和慢性胆囊炎组(47.1% vs  66.7%, 91.7%, 
P <0.01), 而Ki-67阳性率明显高于胆囊腺瘤
和慢性胆囊炎组(82.4% vs  20.0%, 0, P <0.01). 

®

■背景资料
脆性组氨酸三联
体(fragile histidine 
triad, FHIT)基因
是新近发现的一
个候选抑癌基因, 
大 量 研 究 表 明 , 
FHIT基因在人类
多种恶性肿瘤组
织中存在较高频
率的基因异常和
蛋白表达缺失. 有
关胆囊癌中FHIT
基因表达异常国
内外报道很少, 本
研 究 检 测 F H I T
和反映细胞增殖
活性的标志抗原
Ki-67在原发性胆
囊癌中的表达情
况, 探讨他们与胆
囊癌临床病理指
标和预后的可能
关系, 从而为胆囊
癌的预后判断提
供可能的新指标.
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FHIT表达缺失不仅与胆囊癌的高分级(18.8% 
vs  56.5%, 66.7%, P  = 0.02)、淋巴结或远处转
移(33.3% vs  66.7%, P  = 0.019)明显相关, 而
且与术后生存时间减少关系密切(31.2% vs  
77.8%, P  = 0.041). Ki-67表达与胆囊癌的高分
级(58.3% vs  87.0%, 93.8%, P  = 0.039)和淋巴
结或远处转移(33.3% vs  66.7%, P  = 0.037)明显
相关. FHIT与Ki-67表达呈负相关(r  = -0.285, P  
= 0.043).

结论: FHIT基因是胆囊癌的一个候选抑癌基
因. FHIT和Ki-67在胆囊癌的发生和演化中均
起着重要作用, 联合检测FHIT和Ki-67的表达
情况有助于临床评估胆囊癌的生物学行为和
判断预后.

关键词: 胆囊肿瘤; 脆性组氨酸三联体基因; Ki-67

抗原; 免疫组织化学 
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0  引言

脆性组氨酸三联体(fragile histidine triad, FHIT)
基因于1996年由Ohta et al [1]成功分离并定位于

染色体3P14.2. 研究表明, FHIT基因在人类多种

恶性肿瘤组织中存在较高频率的基因异常和蛋

白表达缺失, 为一候选的抑癌基因. 有关胆囊癌

中FHIT基因或表达异常国外已有少量病例报

道[2-3], 国内尚未见相关的研究发表. 本研究采用

免疫组化方法, 检测FHIT在原发性胆囊癌中的

表达, 同时检测反映细胞增殖活性的标志抗原

Ki-67的表达情况, 探讨他们与胆囊癌临床病理

指标和预后的可能关系. 

1  材料和方法

1.1  材料 原发性胆囊癌标本51例来自我院

1994-01/2003-06外科手术切除、术后病理证实

的存档组织蜡块. 所有病例术前未进行放化疗, 
有完整的临床病理资料. 其中男22例, 女29例, 
平均年龄59.6(30-76)岁, ≥60岁者31例, <60岁
者20例. 组织学类型: 腺癌43例, 腺鳞癌3例, 鳞
癌5例. 病理分级: 高分化(Ⅰ级)12例, 中分化(Ⅱ
级)23例, 低分化(Ⅲ级)16例. 按Nevin临床分期:
Ⅰ期1例, Ⅱ期8例, Ⅲ期12例, Ⅳ期11例, Ⅴ期19
例. 根据术中探查及病理报告结果有淋巴结或

远处转移30例, 无转移21例. 合并有胆囊结石24

例, 无结石27例. 另外选取15例胆囊腺瘤和12例
慢性胆囊炎组织标本作为对照组. 即用型兔抗

人FHIT多克隆抗体购自北京中山生物技术有限

公司; 即用型鼠抗人Ki-67 mAb、广谱型SP试剂

盒、DAB显色剂均购自福州迈新生物技术有限

公司.
1.2 方法 将石蜡组织块切成4 μm厚的连续组织

切片4张, 1张作HE染色, 余作免疫组化染色. 以
已知正常乳腺组织阳性切片作阳性对照, 以PBS
代替一抗作为阴性对照. FHIT和Ki-67均采用微

波抗原修复方法, 免疫组化染色具体步骤按SP
试剂盒说明书进行操作. FHIT以胞质出现棕黄

色颗粒视为阳性细胞, 结果判断标准根据Hao 
et al [4]的方法, 先按染色强度打分: 无色为0分, 浅
黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3分; 再按阳

性细胞所占百分比打分: 阳性细胞<5%为0分, 
5%-25%为1分, 25%-50%为2分, 50%-75%为3分, 
>75%为4分; FHIT基因表达最终得分 = 染色强

度×染色范围. 0-4分为阴性(低表达或表达缺

失); 5-12分为阳性. 参考有关文献[5-6]. Ki-67以
细胞核出现棕黄色颗粒视为阳性细胞, 根据阳

性细胞所占百分比分为: 阳性细胞数<10%为阴

性表达, ≥10%为阳性表达. 另通过电话调查、

信件随访以及入户调查的方式了解胆囊癌患者

自手术之日起1 a内是否存活、存活时间及其死

亡原因. 有25例获得完整随访资料, 结果存活1 a
以上的有9例, 1 a内死于肿瘤的有16例, 1 a生存

率为36.0%.
统计学处理 采用SPSS 11.0统计软件包进

行统计分析. 根据资料性质分别采用χ2检验、

Fisher确切概率法和Spearman等级相关分析. 结
果均以双侧P <0 .05作为有统计学意义的判断

标准.

2  结果

2.1 FHIT和Ki-67在胆囊良恶性病变组织中的表

达 FHIT阳性染色主要位于胞质(图1). FHIT在
慢性胆囊炎、胆囊腺瘤及胆囊癌组织中FHIT
阳性表达率逐渐降低 ,  分别为91.7%(11/12), 
66.7%(10/15)和47.1%(24/51), 3组总体差异有

显著性(P <0.01), 组间比较, 胆囊癌与慢性胆囊

炎比较差异有显著性(P <0.01). Ki-67定位于细

胞核(图2). Ki-67在胆囊癌中的阳性表达率为

82.4%(42/51), 胆囊腺瘤中阳性率为20.0%(3/15), 
而在慢性胆囊炎中无一例阳性表达, 3组总体

差异有显著性(P <0.01), 组间比较, 胆囊癌与

■同行评价
文章有较好的科
学性、创新性和
可读性, 有一定的
学术意义.
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慢性胆囊炎和胆囊腺瘤比较差异均有显著性

(P <0.01).
2.2 FHIT和Ki-67表达与胆囊癌临床病理指标的

关系 FHIT表达缺失不仅与胆囊癌的高分级、

淋巴结或远处转移明显相关(表1), 而且与胆囊

癌术后生存时间减少关系密切, 但与年龄、性

别、组织学类型、Nevin临床分期以及是否伴有

结石等因素无明显相关性(P >0.05). Ki-67表达与

胆囊癌的高分级和淋巴结或远处转移明显相关, 
与其他因素均无明显相关性(P >0.05).
2.3 胆囊癌中FHIT表达与Ki-67表达的关系 在
51例胆囊癌标本中, FHIT阳性表达24例, Ki-67
阳性表达42例, 两者共同阳性表达者17例. 经
Spearman等级相关分析, 在胆囊癌中FHIT表达

与Ki-67表达呈负相关关系(r  = -0.285, P  = 0.043).

3  讨论

FHIT基因是1996年Ohta et al [1]用外显子捕获法

在3p14.2上确定的一新基因, 由于该基因氨基酸

测序结果与组氨酸三联体(histidine triad, HIT)蛋
白具有高度同源性, 而基因内又包含有FRA3B
脆性位点, 故命名为FHIT基因. FHIT基因含10
个外显子, 其中外显子5-9构成开放性阅读框架

(open reading flame, ORF), 编码一个由147个氨

基酸组成的分子质量为16.8 kDa的Fhit蛋白. 近
来大量研究发现, FHIT基因及蛋白表达异常见

于多种类型的肿瘤细胞株和原发瘤组织, 包括

图  1  胆囊组织FHIT表达AP法. A: 慢性胆囊炎强阳性(×

100); B: 中分化胆囊腺癌阳性(×400).

A

B

图  2  低分化胆囊腺癌Ki-67强阳性表达. A: ×100; B: ×

400.

A

B

表  1  FHIT和Ki-67表达与胆囊癌临床病理的关系 n  (％)

     
临床病理指标                 n 	 FHIT阳性	        Ki-67阳性

年龄(岁) 

    <60                         20           8(40.0)            18(90.0)  

    ≥60                        31         16(51.6)            24(77.4)

男                                22         10(45.5)            19(86.4)  

女                                29         14(48.3)            23(79.3)

腺癌                            43          19(44.2)            36(83.7) 

非腺癌                          8            5(62.5)              6(75.0)

有结石                        24          13(54.2)            21(87.5)   

无结石                        27          11(40.7)            21(77.8)

病理

  Ⅰ级                         12             8(66.7)a             7(58.3)a   

  Ⅱ级                          23          13(56.5)            20(87.0)

  Ⅲ级                          16            3(18.8)            15(93.8)

Nevin临床分期

   早期                           9            6(66.7)              5(55.6)   

   中晚期                     42          18(42.9)            37(88.1)

淋巴结或远处转移

   有                            30           10(33.3)a          28(93.3)a   

   无                            21           14(66.7)           14(66.7)

术后生存时间(a)

   <1                           16              5(31.2)a          14(87.5)  

   ≥1                            9              7(77.8)             5(55.6)

aP<0.05.
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肺癌[7]、乳腺癌[8]、食管癌[9-10]、胃癌[11-12]、肝

癌[13-14]、卵巢癌[15]、宫颈癌[16]和结直肠癌[17]等, 
故提示FHIT基因为多种肿瘤的候选抑癌基因. 
虽然大量实验证明了FHIT基因的抑癌活性, 但
是目前FHIT基因在恶性肿瘤组织中的确切抑

癌机制仍不清楚, 多数作者认为其主要是通过

调控细胞周期和凋亡来抑制癌细胞的增殖[18-20]. 
本研究发现, FHIT在慢性胆囊炎、胆囊腺瘤及

胆囊癌组织中阳性表达率逐渐降低, 与Wistuba 
et al [2]的研究结果类似, 我们的实验结果也显示

胆囊癌中FHIT表达明显下调或缺失(缺失率为

52.9%), 提示FHIT基因在胆囊癌的发生中具有

重要意义, 可能是胆囊癌一个重要的候选抑癌

基因. 与Wistuba et al [2]的结果不同, 我们还发现, 
FHIT表达缺失与胆囊癌的高分级以及淋巴结或

远处转移明显相关, 提示Fhit蛋白的失活与肿瘤

高恶性及转移潜能密切相关, 进一步证实了该

蛋白是一种重要的肿瘤抑制蛋白, 其表达的下

调或缺失在胆囊癌的发展中可能起着重要作用. 
在本实验获得完整随访资料的25例患者中, 术
后1 a内死亡组的FHIT阳性表达率明显低于术

后生存期超过1 a组, 提示FHIT有可能作为胆囊

癌一种新的预后监测的指标. 与此类似, 在乳腺

癌[8]、胃癌[11,21]、宫颈癌[22]和喉咽癌[23]等其他肿

瘤中也报道FHIT基因异常表达与肿瘤的病理分

级、浸润转移及预后明显相关. 有关FHIT表达

在胆囊癌发展演进和预后中的作用, 我们研究

结果与Wistuba et al [2]的结果不同, 出现这种差异

的原因可能有选择的样本期别不同、样本量的

差别以及人种的差异等, 还需要更多作者通过

增加样本量、扩大随访资料的进一步深入研究

加以证实.
肿瘤细胞最根本的生物学特征是分化受阻

和无限制增殖, 肿瘤细胞的增殖活性与肿瘤的

组织分化程度、浸润和转移等生物学行为密切

相关. Ki-67是继PCNA之后发现的又一种反映

细胞增殖活性的标志抗原, 分布于除G0期和G1
早期以外的细胞周期各个时相, 是一种稳定、

可靠的组织细胞增殖活性的标志物. 研究发现, 
Ki-67在卵巢癌[24]、子宫内膜癌[25]、结肠癌[26]、

肝癌[27]、胰腺癌[28]和喉癌[29]等多种恶性肿瘤中

有异常表达, 且与肿瘤的增殖、浸润、转移潜

能和预后密切相关, 因而有可能成为一种较好

的预后指标. 本研究结果显示, Ki-67在慢性胆囊

炎、胆囊腺瘤和胆囊癌中的阳性表达率逐渐增

加, 胆囊癌与慢性胆囊炎和胆囊腺瘤比较差异

均有显著性, 这与国内外的研究结果基本一致, 
提示胆囊癌的发生与细胞增殖活性的增加密切

相关, Ki-67可作为鉴别胆囊良恶性肿瘤的一个

参考指标. 我们实验结果还发现, Ki-67表达与胆

囊癌的高分级以及淋巴结或远处转移明显相关, 
这与Hui et al [30]研究结果相一致, 表明Ki-67高表

达的胆囊癌肿瘤细胞增殖活性活跃, 有较强的

恶性程度和侵袭转移的能力. 另外在获得随访

资料的25例患者中, 术后1 a内死亡组的Ki-67阳
性表达率高于术后生存期超过1 a组, 但差异无

统计学意义(P >0.05), 考虑可能与获得随访资料

的病例数量少有关.
我们通过联合检测FHIT和Ki-67在胆囊癌

中的表达情况, 探讨胆囊癌中FHIT表达与细胞

增殖的关系. 结果发现, 胆囊癌中FHIT表达与

Ki-67表达呈负相关关系, 表明FHIT表达缺失与

肿瘤的恶性增殖密切相关, FHIT基因可能通过

影响细胞增殖而参与胆囊癌的发生、发展. 在
肺癌[31]和头颈鳞癌[32]中也有类似的结论.

总之, FHIT表达缺失在胆囊癌中是一个频

发事件, FHIT基因是胆囊癌的一个候选抑癌基

因. FHIT和Ki-67在胆囊癌的发生和演化中均起

着重要作用, FHIT基因可能通过影响细胞增殖

而参与胆囊癌的发生、发展. 联合检测FHIT和
Ki-67的表达情况有助于临床评估胆囊癌的生物

学行为和判断预后. 
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