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要%目的
"

研究新基因
K<,,*

在肠腺癌细胞中的表达位置和分布情况!了解其与肠腺癌各临床病例特征的关系$方法

"

应用免疫组化
Ô

法!检测
%$

例肠腺癌和
,$

例结肠正常组织中
K<,,*

的表达$结果
"

K<,,*

在肠腺癌中的表达阳性率为

*)E

!在正常结肠组织中的表达阳性率为
,$E

!其结果差异有统计学意义"

!h$8$$,

#,结肠癌组织中的阳性表达率显著高于直肠

癌组织和正常结肠组织"

!h$8$$%

#$在
'#(

期组织中的表达阳性率比
)#*

期高!有淋巴结转移组的表达阳性率比无淋巴结

转移组高!低分化组的表达阳性率比中高分化组高!但其结果差异均无统计学意义"

!

%

$8$)

#$结论
"

K<,,*

在肠腺癌中有着广

泛的分布!从而提示实体肿瘤对化疗药物的耐受性同样受
K<,,*

基因的影响$

关键词%基因,免疫组织化学,

K<,,*

,肠腺癌
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<!H<

$的抗肿瘤作

用的证实被誉为
7$

年代国际抗癌药物的三大发现之一(

,

)

&但

<!H<

使用后肿瘤细胞迅速出现耐药现象!严重影响了
<!.

H<

诱导分化治疗的疗效(

%

)

!因此
<!H<

的耐药问题也成为临

床上非常棘手的问题&为了探讨
<!H<

的耐药机制!在前期

研究中本课题组以人急性髓细胞白血病细胞系
KA.'$

诱导建

立了多药耐药细胞株
KA.'$

'

<!H<

(

&

)

!在抑制消减杂交

#

;S

>>

=";;194;SYJ=02J1Q"3

?

Y=151V0J194

!

OOK

$建立
KA.'$

'

<!.

H<

抑制消减杂交文库中!发现了
+&&

个与野生型
KA.'$

有差

异表达的基因克隆!在此基础上以基因芯片及基因差异表达分

析的方法筛选出了
,%

个耐药基因克隆!经过序列同源性分析!

发现了新基因
K<,,*

#基因库登录号为
<X%&$,)

$!主要表达

于儿童恶性肿瘤如白血病细胞中(

+

)

!进一步的研究发现它可以

使肿瘤细胞对化疗药物耐受性增强(

).'

)

&

现为进一步了解
K<,,*

与消化道肿瘤的关系!本文采用

免疫组化的方法检测
K<,,*

在结肠癌和正常结肠组织中的

表达情况!并分析其表达与临床病理因素之间的关系&

!

"

材料与方法

!8!

"

材料

!8!8!

"

标本来源
"

实验组"收集
%$$7

#

%$,$

年重庆市肿瘤医

院肠腺癌患者的手术切除组织%结肠癌
%$

例!其中男性
,&

例!

女性
*

例!年龄
&(

#

()

岁&对照组"本科巨结肠手术切除扩张

段近切口缘的正常结肠组织
,$

例!其中男性
7

例!女性
,

例!

年龄
+$5

至
,$

岁&

!8!8"

"

实验材料
"

K<,,*

多克隆抗体#北京康为世纪生物科

技有限公司$%

LZ!.77%,

即用型免疫组化!

-#1W1;194!NOS

>

"=

试剂盒#福州迈新生物技术开发有限公司$%

ÎO

液代替一抗作

为空白对照&

!8!8#

"

实验设备
"

组织包埋机!组织切片机!微波炉!

+c

冰

箱!显微镜等&

!8"

"

方法

!8"8!

"

免疫组化检测方法
"

所有标本均用
,$E

甲醛溶液固

定!石蜡包埋!连续切片#厚
)

"

/

$!贴附于经多聚赖氨酸处理

的切片!之后
'$c

烤片
,(3

&切片经脱蜡水化!用
$8$,/9#

柠檬酸缓冲液#

>

Kh'8$

$进行微波加热抗原修复!

&E

过氧化

氢溶液灭活过氧化物酶!

IO<

封闭抗原!以
,j,$$

比例稀释

浓缩型一抗体!滴加
+$

"

A

一抗后
+c

冰箱过夜&

ÎO

冲洗后

分别滴加生物素标记的二抗和
Ô

复合物放大效应!

F<I

显

色!镜下控制显色时间并中止反应!苏木素复染!脱水透明,

封片&

!8"8"

"

结果判断
"

K<,,*

以细胞质为表达部位!呈棕黄色或

棕褐色为阳性!每片观察
)

个
+$

倍光镜下视野!用
Z/0

M

".̂=9

#̂S;'8$

软件计算阳性细胞数!根据试剂公司提供的判断标

准"阳性细胞数少于
,$E

肿瘤细胞的胞质呈棕黄色为阴性表

()&,

重庆医学
%$,,

年
)

月第
+$

卷第
,+

期

#

基金项目"国家自然科学基金资助项目#

&77*$*'(
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通讯作者!
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达#

f

$!

,$E

#$

%)E

为低度表达#

e

$!

%)E

#

*)E

为中度表

达#

ee

$!

%

*)E

为高度表达#

eee

$!中高度表达为强阳性

表达!表示肿瘤对该耐药基因所介导的药物具有耐受性&

!8#

"

统计学处理
"

使用
Ô OO,*8$

统计软件进行统计分析!

用
$

% 检验统计计数资料!

!

$

$8$)

为差异有统计学意义&

"

"

结
""

果

"8!

"

K<,,*

表达
"

%$

例肠腺癌中
,)

例#占
*)E

$

K<,,*

阳

性表达%主要在间质细胞的胞质中!呈棕黄色或棕褐色!正常的

肠腺体细胞阳性表达数较少!阳性细胞数小于
,E

&

,$

例正常

结肠组织中
K<,,*

阳性表达
,

例#阳性细胞数
,,8%E

!占

,$E

$%其余均无阳性表达&二者差异有统计学意义#

!

$

$8$)

$!见表
,

和图
,

#

+

&

图
,

""

结肠癌组织的
K-

染色&

D+$$

(

图
%

""

结肠肠腺癌的
K<,,*

表达情况&

D+$$

(

图
&

""

正常结肠组织未见
K<,,*

的表达&

D+$$

(

"8"

"

K<,,*

表达与肠腺癌临床特征的关系

"8"8!

"

K<,,*

的表达与肠腺癌分期的关系
"

根据
dZ@@

公

布的肠癌分期
!NG

分期法"

)

期为
!

,

#

%

G

$

N

$

%

*

期为
!

&

#

)

G

$

N

$

%

'

期为
!

,

#

)

G

,

N

$

%

(

期为
!

,

#

)

G

$

#

,

N

$

%

%$

例肠腺癌

中!

)

期
+

例!

*

期
,%

例!

'

期
&

例!

(

期
,

例!其
K<,,*

阳性

表达者分别为
%

#

)$E

$,

7

#

*)E

$,

&

#

,$$E

$,

,

#

,$$E

$!其结果

差异无统计学意义#

!

%

$8$)

$!见表
%

&

表
,

""

K<,,*

的表达

组别 总数#

$

$ 阳性#

$

$ 阴性#

$

$ 百分比#

E

$

肠腺癌组
%$ ,) ) *)

正常结肠组织
,$ , 7 ,$

""

$

%

h,,8&,*

!

!h$8$$,

图
+

""

直肠腺癌的
K<,,*

表达情况&

D+$$

(

表
%

""

K<,,*

的表达与肠腺癌分期的关系

分期

) * ' (

总数
+ ,% & ,

e % 7 & ,

f % & $ $

""

$

%

h%8)&&

!

!h$8+'7

&

"8"8"

"

K<,,*

表达与淋巴结转移的关系
"

%$

例肠腺癌中淋

巴结转移
(

例!占
+$E

%其中表达阳性
*

例#

((E

$!无淋巴结

转移
,%

例#

'$E

$!其中
K<,,*

表达阳性
(

例!占
'*E

&二者

差异无统计学意义#

!

%

$8$)

$!见表
&

&

表
&

""

K<,,*

的表达与淋巴结转移的关系

淋巴结转移 总数#

$

$ 阳性#

$

$ 阴性#

$

$ 百分比#

E

$

有转移
( * , ((

无转移
,% ( + '*

""

$

%

h,8,,,

!

!h$8%7%

"8"8#

"

K<,,*

表达与肿瘤分化程度的关系
"

%$

例肠腺癌中

高分化腺癌
,7

例!

K<,,*

表达阳性
,+

例!占
*&8*E

%低分化

腺癌
,

例!

K<,,*

表达阳性
,

例!占
,$$E

%而在正常分化
,$

例结肠组织中!

K<,,*

表达阳性
,

例!占
,$E

%

K<,,*

的表达

与肿瘤的分化差异无统计学意义#

!

%

$8$)

$!见表
+

&

表
+

""

K<,,*

表达与肿瘤分化程度的关系

分化程度 总数#

$

$ 阳性#

$

$ 阴性#

$

$ 百分比#

E

$

正常组织
,$ , 7 ,$8$

中高分化
,7 ,+ ) *&8*

低分化
, , $ ,$$8$

""

$

%

h,8&$+

!

!h$8)%,

"8"8$

"

K<,,*

表达与组织类型的关系
"

%$

例肠腺癌中有结

肠癌
'

例!

K<,,*

阳性表达
'

例%直肠癌
,+

例!

K<,,*

阳性表

7)&,

重庆医学
%$,,

年
)

月第
+$

卷第
,+

期



达
7

例%

,$

例正常结肠组织中阳性表达
,

例%其差异有统计学

意义#

!

$

$8$)

$!见表
)

&

表
)

""

K<,,*

表达与组织类型的关系

组织类型 总数#

$

$ 阳性#

$

$ 阴性#

$

$ 百分比#

E

$

正常组织
,$ , 7 ,$8$

结肠癌
' ' $ ,$$8$

直肠癌
,+ 7 ) '+8%

""

$

%

h,%8+%7

!

!h$8$$%

#

"

讨
""

论

#8!

"

<!H<

耐药现象与耐药基因
K<,,*

"

<!H<

是目前国

内治疗急性早幼粒细胞白血病,骨髓异常增生的临床首选药

物!具有很强的诱导分化肿瘤细胞的作用(

*

)

!同时对各种消化

道实体肿瘤也具有抑制增殖和诱导分化的作用(

(

)

!是重要的辅

助化疗药物!但
<!H<

诱导瘤细胞产生对
<!H<

及其他化疗

药物的耐受!该现象也引起了国内外学者的广泛关注(

7

)

&

肿瘤细胞多药耐药的产生是多基因参与调控的复杂过程!

如经典的多药耐药基因
/5=#

(

,$

)

,乳腺癌多药耐药相关基因

Y2=

>

(

,,

)

,抗凋亡基因
;S=Q1Q14

等(

,%

)均参与调控肿瘤细胞多药

耐药的产生&但这些基因并不足以完全阐明肿瘤细胞多药耐

药产生的机制&新基因
K<,,*

的发现!完善了肿瘤多药耐药

机制的基因谱!进一步的研究发现!该基因定位于
,+

号染色体

上(

,&

)

!并编码一由
&')

个氨基酸组成的碱性蛋白!该蛋白含有

+

个与蛋白激酶磷酸化有关的功能位点!其功能结构域与新近

发现的 参 与 调 控 细 胞 凋 亡 的 重 要 基 序...*

X̂HZG

+同

源(

,+.,)

)

!通过电子表达谱分析已经获知新基因
K<,,*

主要表

达于各种肿瘤组织(

)

)

!并具有使肿瘤细胞对化疗药物耐受性增

强的功能&

#8"

"

K<,,*

在肠腺癌中的表达特点
"

本研究结果提示

K<,,*

在肠腺癌中具有特异性的表达!其表达总阳性率为

*)E

!提示
K<,,*

在肠腺癌中有着广泛的分布!从而提示实

体肿瘤对化疗药物的耐受性同样受
K<,,*

基因的影响%而且

K<,,*

的表达具有明显的组织特异性!结肠癌组织中的阳性

表达率显著高于直肠癌组织和正常结肠组织&本研究表明!肠

腺癌在
'#(

期,有淋巴结转移组及低分化组的阳性表达较

高!但由于观察例数有限!其结果未显示有统计学意义&随着

研究的深入!样本量的扩大!相信晚期及低分化的肠腺癌中

K<,,*

的表达会呈现显著性的改变&

#8#

"

意义
"

一方面
K<,,*

在肠腺癌的显著性表达说明

K<,,*

参与了肿瘤的耐药产生机制!通过检测患者
K<,,*

表

达情况可以评价患者癌组织的耐药情况!为临床化疗个体化用

药提供相应的指导!也许经过深入的研究!

K<,,*

可作为肿瘤

在使用
<!H<

化疗前进行评估的重要指标&另一方面本实验

的结果有助于探索化疗药物对消化道肿瘤治疗和防复发的新

途径!为进一步探索提供理论基础&

#感谢重庆市肿瘤医院病理科李进主任及全体工作人员的

支持/$
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