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"摘要#
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目的
!

探讨瞬时受体电位离子通道"
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#在胆管癌组织中的表达及其与预后的相关性$方法
!

应用免疫组织

化学
4Y

法检测
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在
0(

例胆管癌%

-

例胆管良性病变组织和
')

例癌旁正常胆管组织的表达情况!分析其与胆管癌临床病理

的关系$结果
!

胆管癌组织中
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表达阳性率为
--&)a

"

'/

'

0(

#!高于其在胆管良性病变组织的表达阳性率"

%

!

%

'

-

#及癌旁

正常胆管组织中的表达阳性率"

1&/a

!

$

'

')

#!差异均有统计学意义"

!

$

%&%2

#$
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蛋白的表达与胆管癌的
8\3

分期%淋

巴结转移和脏器转移相关"

!

$

%&%2

#!但与患者的年龄%性别%部位%肿瘤分化程度及肝炎无相关性"

!

%

%&%2

#$

_E

<

JE,.3B#BK

生

存分析发现
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阳性表达患者的生存期低于
8@Y3-

阴性表达患者"

!

$

%&%2

#$

6"P

多因素分析显示!

8@Y3-

的表达水平

与生存预后显著相关"

!

$

%&%2

#!是影响预后的独立危险因素$结论
!
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在胆管癌的发生%发展和浸润转移中发挥着重要

作用!是影响胆管癌患者预后的重要因素$
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%是近年来发现的一种具有离子通道和蛋白激酶

双重结构的双功能蛋白#也是新近发现的与肿瘤细胞增殖*凋

亡和侵袭转移相关的基因蛋白#但目前有关
8@Y3-

在胆管癌

中的表达及其与胆管癌生物学行为的关系国内外尚未见报道)

本研究采用免疫组织化学染色方法检测
8@Y3-

在胆管癌*胆

管良性病变组织及癌旁正常胆管组织中的表达情况#探讨它与

胆管癌临床病理因素和临床预后之间的关系#并对其临床意义

进行分析讨论)

>

!

资料与方法

>&>

!

一般资料
!

收集本院
1%%-

年
$$

月至
1%$0

年
'

月手术

切除并经病理证实的行胆管癌根治术后的石蜡标本
0(

例及胆

管良性病变石蜡标本
-

例#并取其中
')

例患者的肿瘤癌旁正

常胆管组织作对照#所有病例均通过本院伦理委员会批准同

意)

0(

例胆管癌患者中男
12

例#女
10

例(年龄
10

!

/%

岁#中

位年龄
)$

岁(按
7Z^

病理分级标准#高分化
(

例#中分化
''

例#低分化
-

例(按照国际抗癌联盟$

dV66

%

8\3

分期系统
)

f

&

期
$)

例#

%

f

*

期
''

例(切除标本中伴有淋巴结转移
10

例#无淋巴结转移者
12

例(伴有肝脏*胰十二指肠和网膜等其

他脏器转移
''

例#无脏器转移者
$)

例(有肝炎病毒携带者
(

例$全为乙型肝炎%#无肝炎病毒携带者
0%

例)患者术前均未

行放射*化学治疗)所有病例全部切片均由
1

位高年资病理医

师严格进行明确诊断复核)所有标本均经
$%a

甲醛溶液固

定#石蜡包埋#

0

'

N

厚连续切片)

>&?

!

方法

>&?&>

!

实验材料
!

山羊抗人
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多克隆抗体$稀释度
$l

'12'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
12

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$$)%$((

%(重点领域科技攻关课题$

1%$0>9%1/

%)作者简介&李立$

$(/-W

%#在读硕士#主要从事

肝胆胰脾肿瘤方向的研究)

!

#

!

通讯作者#

5.NE#J

!
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%$
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%购自美国
EOGEN

公司$

EO-1(

%(

4Y

试剂盒*

:9>

显色试剂

盒均购自北京中杉金桥生物技术有限公司)

>&?&?

!

免疫组织化学方法
!

所有标本均行
0

'

N

连续切片#

制备成石蜡切片#该步骤由本院病理科医生及技师完成)然后

切片常规烤片*脱蜡脱水#

Y>4

冲洗#用
$%NN"J

<

Z

的柠檬酸

盐抗原修复液进行高压加热抗原修复#室温下自然冷却#

'a

Z

1

^

1

溶液浸泡
$%N#,

#

Y>4

冲洗#滴加一抗#

0b

冰箱孵育过

夜#第
1

天于室温放置
'%N#,

#

Y>4

冲洗#先滴加二抗试剂
$

#

'-b

温箱孵育
'%N#,

#

Y>4

冲洗#再加二抗试剂
$

#

'-b

温箱

孵育
'%N#,

#

Y>4

冲洗#

:9>

显色#苏木素衬染#脱水透明封

片)用已知的胆管癌阳性切片作为阳性对照#用
Y>4

液替代

一抗作为阴性对照)

>&?&@

!

结果判断标准
!
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蛋白阳性产物主要定位于细

胞质和$或%细胞膜#表现为棕黄色颗粒)评分标准采用双评分

半定量法&

$

'

#依据着色强度评分!无着色为
%

分#淡黄色为
$

分#棕黄色为
1

分#褐黄色为
'

分(依据显示细胞率评分!无着

色为
%

分#

)

12a

为
$

分#

1)a

!

2%a

为
1

分#

2$a

!

-2a

为
'

分#

%

-2a

为
0

分)两者相加得综合评分!

%

分为$

W

%#

1

!

'

分

为$

X

%#

0

!

2

分为$

f

%#

)

!

-

分为$

ff

%)最后$

W

%和$

X

%判

为阴性#$

f

%和$

ff

%判为阳性)

>&@

!

统计学处理
!

应用
4Y441%&%

统计软件进行统计学分

析#对各种分组间表达阳性率的比较采用
0

1 检验$或
U#+FBK

确

切概率法%)生存分析采用
_E

<

JE,.3B#BK

曲线分析法)单因

素分析采用
T"

D

@E,Q

检验)多因素分析采用
6"P

多元回归

法)以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!
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在不同胆管组织中的表达
!

8@Y3-

在胆管癌

组织*癌旁正常胆管组织及胆管良性病变组织中表达阳性率分

别为是
--&)a

$

'/

"

0(

%*

1&/a

$

$

"

')

%及
%

$

%

"

-

%#差异有统计学

意义$

!

$

%&%$

%#见图
$

)

!!

9

!胆管癌组织(

>

!癌旁正常胆管组织)

图
$

!!
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在胆管癌组织及正常胆管组织中

的表达$

4Y

'

c1%%

%

?&?

!

8@Y3-

在胆管癌中的表达与临床病理特征之间的关系

!

8@Y3-

蛋白的表达与患者性别*年龄*部位*分化程度和肝

炎无相关性$

!

%

%&%2

%(而与肿瘤
8\3

分期*淋巴结转移*脏

器转移等因素呈正相关$

!

$

%&%2

%)见表
$

)

表
$

!!
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蛋白与临床病理因素的相关性

分类
总数

$

&

%

阴性例数

$

&

%

阳性例数$

&

%

f ff

阳性率

$

a

%

0

1

!

性别

!

男
12 - ( ( -1&% %&(%' %&'01

!

女
10 0 $% $% /'&'

年龄$岁%

!$

)$ 10 ) $$ - -2&% $&-)% %&)-2

!&

)$ 12 2 / $1 /%&%

续表
$

!!

8@Y3-

蛋白与临床病理因素的相关性

分类
总数

$

&

%

阴性例数

$

&

%

阳性例数$

&

%

f ff

阳性率

$

a

%

0

1

!

部位

!

肝内
1$ 0 - $% /$&% %&%11 %&//1

!

肝外
1/ - $1 ( -2&%

分化程度

!

高
( ' 0 1 ))&- %&$() %&$-/

!

中
'' / $$ $0 -2&/

!

低
- % 0 ' $%%&%

8\3

分期

!)

f

&

$) - / $ 2)&' 0&2%/ %&%'0

!%

f

*

'' 0 $$ $/ /-&(

淋巴结转移

!

有
10 $ / $2 (2&/ (&%'$ %&%%2

!

无
12 $% $$ 0 )%&%

脏器转移

!

有
'' 0 $$ $/ /-&( 0&2%/ %&%'0

!

无
$) - / $ 2)&'

肝炎

!

有
( 1 ' 0 --&/ %&%%% $&%%%

!

无
0% ( $) $2 --&2

?&@

!
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与胆管癌预后的关系
!

胆管癌患者及胆管良性

病变患者的随访从术后开始#随访率
$%%&%a

#截止
1%$0

年
/

月
'$

日#随访时间为
$

!

/$

个月#其中胆管癌中位生存时间为

1%&%

个月#胆管良性病变患者中位生存时间
/%&%

个月)随访

期间胆管癌患者死亡
'2

例#胆管良性病变患者无死亡病例)

胆管癌患者术后复发
0%

例#其中发生远处转移
'$

例)

_E

<

.

JE,.3B#BK

单因素生存分析
8@Y3-

阳性表达与阴性表达患者

的平均生存期分别为
$2&-

个月和
01&2

个月#总生存率分别为

1$&$a

和
02&2a

#

8@Y3-

阳性表达患者的生存时间明显低于

阴性表达患者#经
T"

D

@E,Q

检验#两者之间差异有统计学意义

$

0

1

?/&'()

#

!

$

%&%$

%#见图
1

)

6"P

多元回归分析显示
8@.

Y3-

蛋白表达阳性与胆管癌低生存率呈正相关#与病死率呈

正相关#是胆管癌预后差的独立危险因素#术前
8\3

分期和

术后复发也是胆管癌患者死亡的独立预后因素#见表
1

)

图
1

!!

胆管癌患者
8@Y3-

阳性及阴性表达的生存曲线

012'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
12

期



表
1

!!

胆管癌生存预后的
6"P

多元回归分析

因素
R FQ ! "" (2a4T

8@Y3-

表达
$&1($ %&20) %&%$/ '&)'2 $&10-

!

$%&2(/

分化程度
W W %&0%0 W W

8\3

分期
$&0') %&0-% %&%%1 0&1%2 $&)-0

!

$%&2)$

淋巴结转移
W W %&1%2 W W

脏器转移
W W W W W

术后复发
$&(22 %&//2 %&%1- -&%)$ $&10)

!

0%&%1$

!!

W

!此项无数据)

@

!

讨
!!

论

胆管癌是来源于胆管上皮细胞的高度恶性肿瘤#其有起病

隐匿*诊断困难*恶性程度高*病死率高等特征#近年来#其发病

率亦有逐年上升的趋势)胆管癌临床早期诊断困难#外科手术

切除率低并易术后复发转移#对放射化学治疗不敏感#治疗效

果不佳#预后较差#所有胆管癌患者的平均中位生存期不到

10&%

个月&

$.1

'

#因此#研究胆管癌的发生*发展及侵袭*转移等

分子机制#寻找有效抗肿瘤的新途径已成为提高胆管癌患者生

存率的重要手段)

随着对肿瘤研究的深入#发现
8@Y3-

的表达在肿瘤侵袭

和转移中发挥重要作用)

8@Y3-

蛋白是
8@Y+

家族成员之

一#广泛存在于机体组织中#是具有阳离子通道和蛋白激酶双

重结构的双功能膜蛋白#同时可使自身或底物磷酸化#因此也

被称为,通道酶-

&

'.0

'

#参与细胞的生长*增殖*迁移*凋亡甚至肿

瘤的发生*转移等多种生理病理过程&

2.-

'

)近年来#随着研究的

不断深入#越来越多的证据表明
8@Y3-

与肿瘤的生长*增殖*

凋亡和侵袭转移有着密切的关系#在许多肿瘤中均有特异性表

达#如在人头颈癌&

/

'

*人喉鳞癌和甲状腺癌&

(

'

*人下咽鳞状细胞

癌&

$%

'

*人鼻咽癌&

$$

'

*前列腺癌&

$1

'

*肺癌&

$'

'

*肝癌&

$0

'

*胃癌&

$2

'

*

胰腺癌&

$)

'等#但在癌前病变或癌旁正常组织中表达较低或不

表达#一旦肿瘤形成#

8@Y3-

便在某些诱因的作用下开始表

达#再通过其他各种途径参与肿瘤的进展)此外#

Ì#JOBK

等&

$-

'证明乳腺肿瘤组织与相邻的非肿瘤组织相比时#

8@Y3-

是明显过度表达的#同时发现
8@Y3-

参与乳腺癌细胞的增殖

与转移)因为各种肿瘤的癌旁组织中几乎不表达
8@Y3-

#因

此
8@Y3-

可作为一个较为特异的肿瘤标志物虽不能用于早

期诊断#但还是可以成为临床上对肿瘤最后确诊的一个有意义

的辅助手段)这表明
8@Y3-

可作为治疗癌症的一个潜在的

有价值的作用靶点#与各种肿瘤的关系有待进一步研究#这在

胆管癌中的研究国内外尚未见报道)

本研究结果显示#

8@Y3-

在胆管癌组织中高度表达#而

在胆管良性病变组织及癌旁正常胆管组织中几乎不表达#且与

胆管癌
8\3

分期*淋巴结转移*脏器转移有关#提示
8@Y3-

可能在胆管癌的发生*发展及转移中起重要作用#这与
Ì#J.

OBKC

等&

$-

'在乳腺癌中的研究结果都是相一致的)有研究表

明#

8@Y3-

和
N.

钙激活蛋白酶$

N.GEJ

<

E#,

%共存于细胞黏附复

合体中#

N.GEJ

<

E#,

可被钙离子通过
8@Y3-

通道时激活使细

胞黏附复合物解离#从而抑制细胞黏附&

$/

'

#而增加钙蛋白酶活

性又进一步降低
5.GE!FBK#,

的表达&

$(

'

#从而导致细胞增殖*迁

移和癌症的发展)

5.GE!FBK#,

主要作用为介导同型细胞之间

的黏附#同时作为黏附连接的一部分在很多恶性肿瘤的侵袭及

转移中都有研究&

1%

'

)而
8@Y3-

通过直接或间接调节
N.GEJ.

<

E#,

及
5.GE!FBK#,

相关基因的表达促进癌症的侵袭及转移)

8@Y3-

是否亦通过这一机制在胆管癌进展及转移中起作用#

还有待于进一步研究证实)

通过对
0(

例胆管癌患者
$

!

/$

个月的随访发现#

8@Y3-

高表达的胆管癌患者累计生存率显著低于其低表达的患者)

经过分析发现
8@Y3-

蛋白不仅是胆管癌预后的一个危险因

素#而且是独立的危险因素#可作为预后的不良评估因子#提示

8@Y3-

在胆管癌预后的判断中具有重要的参考价值#这与

7E,

D

等&

1$

'在卵巢癌中的报道结果相一致(

3#!!BJOBBQ

等&

11

'

用小鼠移植瘤模型也证实高水平表达的
8@Y3-

是乳腺癌预

后较差的独立危险因素)因此
8@Y3-

的异常表达#可能在肿

瘤发生*发展及浸润转移过程中起到十分重要的作用#检测

8@Y3-

的表达对胆管癌的预后判断具有重要价值#有望成为

一个预测预后风险的独立指标)本研究初步说明
8@Y3-

与

胆管癌发生*发展*临床病理及预后有密切关系#有望成为胆管

癌治疗的潜在靶点#通过抑制
8@Y3-

的活性或沉默
8@Y3-

的表达#干预其相关作用进而达到抑制胆管癌细胞侵袭转移的

目的)

8@Y3-

可作为一种新的特异肿瘤标志物和判断预后

的指标之一#为胆管癌的靶向治疗提供全新的研究思路)
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当子宫纵轴与腹正中线吻合时#宫底位于腹正中线上)但当子

宫纵轴与腹正中线未吻合#两者之间有一定的夹角时#则宫底

的位置需取决于操作者经验#操作者不同#所测量出来的宫高

也不尽相同#提示在上述情况下#操作者需借助一定器械对宫

底最高点进行确定)本研究所使用的子宫倾斜角及改良宫高

测量仪能够较为准确的判断子宫倾斜的方向及角度#确定宫底

最高点&

'

'

#并可准确测定耻骨联合上缘中点到宫底最高点的直

线距离即改良宫高)研究发现子宫倾斜角及改良宫高测量仪

所测的的改良宫高数值明显小于常规宫高#差异有显著性)将

测量所得的改良宫高代入
)

种临床常用的根据宫高腹围估算

胎儿体质量的公式#明显提高了宫高腹围法*袁冬生法*凌萝达

法*曾蔚越法*顾国华法对胎儿体质量预测的准确率#其中顾国

华法估测的准确性达到
-/&0a

#具有重要的临床意义#有必要

进一步进行大样本临床验证)
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