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腹膜间皮细胞表达β ig-h3与胃癌病理及腹膜转移相关因
素的关系
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■背景资料
针对胃癌腹膜转
移 的 “ 种 子 - 土
壤”学说受到大
多数学者的认可
和 支 持 ,  而 对 于
在胃癌腹膜转移
过程中 ,  土壤-腹
膜间皮细胞的形
态、结构、功能
的改变, 及其影响
因素正在成为胃
癌腹膜转移研究
新的热点和方向. 
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Abstract
AIM: To determine the expression of βig-h3 in 
peritoneal mesothelial cells in gastric cancer and 

to explore its relation to pathological parameters 
and peritoneal metastasis. 

METHODS: Peritoneal tissue and peritoneal 
washing fluid samples were collected during op-
eration from 75 patients with gastric cancer and 
14 patients with benign gastric lesions. The ex-
pression of βig-h3 in peritoneal mesothelial cells 
was measured immunohistochemically. The 
mRNA levels of CEA in ascites and peritoneal 
washing fluid were measured by RT-PCR. Peri-
toneal lavage cytological (PLC) examination and 
pathological examination were also performed.

RESULTS: βig-h3 was positively expressed in 
the peritoneal tissue in 29 patients with gastric 
cancer and 1 with benign gastric lesions, and the 
positive rate was significantly different between 
the two groups (P = 0.030). In the gastric cancer 
group, 13 patients had evident peritoneal me-
tastasis, 20 were positive for PLC, and 32 were 
positive for CEA mRNA. The positive rate of 
βig-h3 expression was significantly positively 
correlated with deep invasion (P = 0.016), seri-
ous serous type (P = 0.037), peritoneal metastasis 
(P = 0.002), PLC (+) (P = 0.005), and CEA mRNA 
(+) (P = 0.027).

CONCLUSION: βig-h3 expression in peritoneal 
mesothelial cells in gastric cancer patients is 
closely related with peritoneal metastasis, repre-
senting a marker of biological behavior of gastric 
cancer.

Key Words: Gastric cancer; Peritoneal metastasis; 
βig-h3
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摘要

目的: 探讨胃癌患者腹膜间皮细胞中β ig-h3
表达与胃癌生物学行为及腹膜转移相关因素

■同行评议者
张小晋, 主任医师, 
北京积水潭医院 
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■研发前沿
βig-h3, 又称TGF-
BI, 是由TGF-β1
诱导合成的细胞
外基质蛋白, 参与
细胞-细胞, 细胞-
基质的黏附. 现已
证实, βig-h3在人
肝癌细胞、大肠
癌细胞的高表达
明显增强了其浸
润和转移能力.

的关系.

方法: 术中收集75例胃癌和14例胃良性疾病
患者下腹前壁腹膜组织, 同时收集胃癌患者
腹水或腹腔冲洗液, 免疫组织化学染色方法
检测腹膜间皮细胞中β ig-h3含量, RT-PCR方
法检测腹水或腹腔冲洗液中CEA mRNA含量, 
同时进行腹腔冲洗液细胞学(peritoneal lavage 
cytological, PLC)和病理学检查.

结果: 29例胃癌和1例胃良性疾病患者腹膜组
织βig-h3免疫组织化学染色结果呈阳性, 差异
具有统计学意义(P = 0.030). 75例胃癌病例中, 
13例伴有肉眼腹膜转移, 20例腹腔脱落癌细胞
呈阳性; 32例CEA mRNA阳性. βig-h3阳性率
在浸润较深(T4) (P = 0.016)、腱状及多彩弥
漫的浆膜类型(P = 0.037)、肉眼腹膜转移阳性
(P = 0.002)、腹腔脱落癌细胞阳性(P = 0.005)
及CEA mRNA阳性组(P = 0.027)的患者腹膜
组织中表达明显升高, 差异具有统计学意义.

结论: 腹膜间皮细胞中βig-h3表达可作为反映
胃癌生物学行为的指标之一, 与胃癌腹膜转移
密切相关.

关键词: 胃癌; 腹膜转移; βig-h3 
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0  引言

进行期胃癌根治切除术后5年生存率仍徘徊在

40%-50%, 其主要原因在于术后腹膜复发转移

病例约占40%-50%. 目前认为这源于手术前已

有癌细胞穿透胃浆膜或转移淋巴结被膜脱落

入腹腔, 播散种植日后形成转移结节[1-5]. 针对

胃癌腹膜转移的“种子-土壤”学说受到大多

数学者的认可和支持, 而对于在胃癌腹膜转移

过程中, 土壤-腹膜间皮细胞的形态、结构、功

能的改变及其影响因素正在成为胃癌腹膜转移

研究新的热点和方向[6-11]. 脱落的、有活性的癌

细胞或其分泌的细胞因子可使腹膜的形态发生

变化, 进而使其转化成适合肿瘤细胞种植、黏

附、生长的状态[8,11-14]. 在此过程中, 转化生长因

子-β1(TGF-β1)发挥着至关重要的作用[10,12,15-17]. 
先期研究证实, TGF-β1可通过诱导腹膜间皮细

胞发生上皮-间质转化, 诱导腹膜纤维化, 进而

促进胃癌细胞与腹膜组织黏附, 最终促进胃癌

腹膜转移的发生[10,14]. βig-h3, 又称TGFBI, 是由

TGF-β1诱导合成的细胞外基质蛋白, 参与细胞-
细胞, 细胞-基质的黏附[15-18]. 现已证实, βig-h3在
人肝癌细胞、大肠癌细胞的高表达明显增强了

其浸润和转移能力[16,17]. 因此, 我们有理由推测

βig-h3可能在TGF-β1诱导胃癌腹膜转移进程中

发挥一定作用. 我们应用免疫组织化学方法检

测细胞外基质蛋白β ig-h3在胃癌患者腹膜间皮

细胞中的表达, 探讨其与胃癌腹膜转移相关因

素的关系, 旨在为进一步研究胃癌腹膜转移机

制提供线索和实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 病例来源于2011-05/09中国医科大学附

属第一医院肿瘤外科胃癌手术病例75例, 其中男

51例, 女24例; 平均年龄61岁(32-81岁). 另收集14
例同期胃良性病变标本作为对照. 所有患者术前

均未经放射及化学治疗, 所有患者被告知本实验

相关内容并签署知情同意书. 鼠抗人βig-h3单克

隆抗体购自Protein Tech公司(美国), SP免疫组织

化学试剂盒购自福州迈新生物技术开发公司. 
1.2 方法

1.2.1 标本采集及PLC检查: 手术开腹后, 于Doug-
las腔置20号导尿管, 注入生理盐水100 mL, 轻轻

搅动后吸出, 如已有腹水者直接吸出. 腹腔冲洗

液标本静置5 min后, 以2 000 r/min离心20 min, 取
部分沉渣行细胞学检查; 其余冲洗液沉渣提取

总RNA, 低温冰箱冻存. 腹膜组织取自前下方腹

壁, 并立刻固定于10%的甲醛溶液, 石蜡包埋、

切片(5 μm), 择期行免疫组织化学染色. 
1.2.2 免疫组织化学: SP染色法主要步骤为: (1)
石蜡切片脱蜡水化; (2)抗原修复: 采用pH 6.0的
0.01 mol/L柠檬酸钠缓冲液, 微波热修复(高火

3 min, 低火16 min); (3)加入过氧化物酶阻断溶

液后, 室温下孵育20 min; (4)PBS缓冲液冲洗后, 
加入非免疫动物血清, 室温下孵育15 min; (5)加
入一抗(1∶10稀释), 4 ℃过夜; (6)PBS缓冲液冲

洗后加入生物素标记二抗, 室温下孵育20 min; 
(7)PBS缓冲液冲洗后加入生物素标记三抗, 室温

下孵育20 min; (8)DAB显色, 中性树胶封片. 用
PBS代替一抗作阴性对照. 
1.2.3 RT-PCR: 大连TaKaRa公司合成引物序列, 
CEA mRNA PCR引物A: 5'-CATCATGATTG-
GAGTGCTGGTTG-3'; B: 5'-CACGATGTTGGC-
TAGGATGGTC-3', 产物199 bp; 按RT-PCR试剂

盒(北京博大泰克生物基因技术有限公司)说明, 
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■相关报道
M a 等 用 免 疫 组
织化学方法证实, 
β ig-h3在结肠癌
组织中的表达量
明显高于正常肠
黏 膜 组 织 ,  且 在
转移灶中的表达
量明显高于原发
灶. 抑制βig-h3的
表达, 可明显降低
结肠癌细胞的侵
袭、转移能力. 而
针对β ig-h3在胃
癌转移, 特别是胃
癌腹膜转移中的
作用却未见报道.

在反应系统中加入总RNA 2 μg, 置于42 ℃孵育

120 min, 95 ℃热变性5 min. 将mRNA逆转录成

cDNA. PCR反应条件, 按94 ℃ 50 s→55 ℃ 50 s
→72 ℃ 60 s循环32次, 最后72 ℃延伸8 min. 
1.2.4 结果分析: 按日本胃癌病理规约标准判定

病灶的分化程度、生长方式、浆膜类型、有否

肉眼腹膜转移. 浸润深度按照UICC制定的第7
版TNM分期系统的T分级. 根据胃癌腹腔冲洗液

PLC检查结果分组为: PLC(-)组、PLC(+)组. 在排

除非特异性染色的前提下, 以腹膜间皮细胞胞质

内出现黄色、棕黄色、浅褐色颗粒为阳性标记. 
PCR扩增后产物经含EB染色剂的2%琼脂糖凝胶

电泳, 以199 bp出现阳性条带为CEA mRNA阳性. 
统计学处理 应用SPSS16.0统计软件包进行

分析, 各组间指标比较用χ2检验, P <0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果 

2.1 胃癌和良性疾病对照组腹膜组织βig-h3免疫

组织化学染色 75例胃癌患者中, 29例腹膜组织

βig-h3免疫组织化学染色结果呈阳性, 46例呈阴

性(图1). 14例胃良性疾病患者中, 1例呈阳性. 胃

癌组阳性比率明显高于良性疾病组, 差异具有

统计学意义(P = 0.030). 
2.2 腹膜组织βig-h3与胃癌病理生物学行为的关

系 75例胃癌病例中, 29例腹膜组织βig-h3免疫组

织化学染色结果为阳性. 腹膜组织免疫组织化

学阳性率在未分化、弥漫状生长、淋巴结转移

阳性的胃癌中升高, 但差异不具有统计学意义; 
在浸透浆膜(T4)、浆膜呈腱状及多彩弥漫型组

中明显升高, 差异具有统计学意义(P <0.05, 表1). 
2.3 腹膜组织βig-h3与肉眼腹膜转移、PLC检查

及CEA mRNA表达的关系 75例胃癌病例中, 13
例伴有肉眼腹膜转移, 20例腹腔脱落癌细胞呈

阳性(图2); 32例CEA mRNA结果阳性. βig-h3表
达阳性率在肉眼腹膜转移阳性、腹腔脱落癌细

胞阳性及CEA mRNA阳性组明显升高, 差异具

有统计学意义(P <0.05, 表2). 

3  讨论

βig-h3基因是由Skonier等于1992年从人肺腺癌

细胞系A549中发现的细胞外基质蛋白, 参与调

节细胞的生长、分化、运动、损伤修复和形态

形成, 并与肿瘤的发生、肿瘤细胞黏附及增殖

等密切相关[15-18]. Ma等[17]用免疫组织化学方法

证实, βig-h3在结肠癌组织中的表达量明显高于

正常肠黏膜组织, 且在转移灶中的表达量明显

高于原发灶. 抑制βig-h3的表达, 可明显降低结

肠癌细胞的侵袭、转移能力. 而针对βig-h3在胃

图  1  腹膜间皮细胞胞浆的免疫组织化学染色. A: 阴性; B, 

C: 阳性.

A

B

C

表  1  腹膜间皮细胞βig-h3表达与胃癌病理生物学因素
的关系

     
病理生物学因素

βig-h3免疫组织化学染色(n )
P 值

        -   +

分化程度 0.555

  分化型        19  10

  未分化型        27  19

生长方式 0.362

  团块、巢状        22  17

  弥漫状        24  12

浸润深度 0.016

  T1、T2、T3        32  12

  T4        14  17

淋巴结转移 0.338

  阴性        21  16

  阳性        25  12

浆膜类型 0.037

  正常及反应型        13   3

  结节型        19   9

  腱状及多彩弥漫性       14  17

图  2  PLC阳性.
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■创新盘点
目前大多数关于
胃癌腹膜转移方
面的基础研究都
是从胃癌脱落细
胞, 即种子的角度
出发. 本课题组从
土壤的角度出发, 
试图从腹膜间皮
细胞的形态及功
能方面的改变解
释胃癌腹膜转移
发生的基础机制.

癌转移, 特别是胃癌腹膜转移中的作用却未见

报道.
临床实践已发现, 腹腔内存在脱落癌细胞

不一定均引起腹膜种植; 而癌细胞能否与腹膜

黏附是发生腹膜转移的先决条件[1,9,19-21]. TGF-β1
在此过程中发挥重要作用. 先期研究已证实了

胃癌患者腹腔液中TGF-β1的含量较胃良性疾

病患者明显增加, 且随胃癌分期进展而增加; 腹
膜纤维化程度也随胃癌分期进展而发生改变. 
TGF-β1可刺激腹膜间皮细胞表达Ⅲ型胶原及纤

维粘连蛋白, 促进腹膜纤维化进程. Ⅲ型胶原与

纤维粘连蛋白可通过细胞黏附分子即细胞膜上

的糖蛋白, 与胃癌细胞发生选择性黏附, 从而促

进腹膜转移发生[4-6]. 而同样作为一种细胞外基

质蛋白, 由TGF-β1诱导合成的βig-h3, 现已被证

实在动脉粥样硬化中的血管壁纤维化, 糖尿病

肾病中的肾纤维化均发挥着重要作用[15,17-19]. 本
课题组已通过体外实验证实, TGF-β1及胃癌细

胞上清可促进腹膜间皮细胞表达βig-h3.
胃癌细胞侵犯浆膜或转移淋巴结被膜, 脱

落入腹腔, 称之为腹膜亚临床转移. 文献报道, 
PLC(+)病例术后3年生存率远低于PLC(-)组[9,20-22]. 
因此, 术前或术中发现腹腔游离癌细胞存在的

证据, 进而采取有效的治疗手段, 对提高胃癌根

治术后生存率具有重要意义[23-27]. 国内外学者一

直将传统的PLC方法作为检测腹膜亚临床转移

的金标准, 但部分PLC(-)病例术后仍发生腹膜转

移[23,28-31]. 本组已发生肉眼腹膜转移阳性病例的

PLC阳性率仅为54%, 说明传统的PLC方法尚缺

乏敏感性, 存在一定比率的假阴性. 近来文献报

道应用RT-PCR方法检测腹腔液中CEA mRNA的

表达, 具有更高的灵敏度[21-23,31]. 因此, 本研究把

CEA mRNA的检测作为腹膜转移的相关因素之

一进行评价. 本研究中肉眼腹膜转移的13例病

例中, 10例免疫组织化学结果呈阳性. 免疫组织

化学阳性率与肿瘤浸润深度、浆膜类型、有否

肉眼腹膜转移、PLC检查结果及CEA mRNA等

腹膜转移相关因素密切相关, 证实βig-h3在胃癌

腹膜间皮细胞中的表达可能与胃癌腹膜转移的

发生相关, 并可作为预测胃癌腹膜转移发生的

指标之一.
目前的研究仅仅通过免疫组织化学方法证

实随胃癌病期进展, 腹膜间皮细胞中βig-h3的表

达增加并与多种胃癌腹膜转移相关因素密切相

关. 但其表达增加的机制及可否进一步诱导脱

落癌细胞的黏附及增殖等诸多问题尚需进一步

体外试验证实. 
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■同行评价
本研究选题较好, 
试验设计合理, 得
出的数据可信, 这
是一篇基础与临
床结合的科研论
文, 对临床医生认
识胃癌腹腔转移
的相关因素有参
考意义.


