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"摘要#
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目的
!

研究在食管正常上皮历经癌前病变发展到食管鳞状细胞癌的过程中!食管间质中的成纤维细胞的
!

.;@:

表

型变化&方法
!

免疫组化法分析
1%

例正常食管组织%

/%

例食管癌前病变组织及
8%

例食管癌组织标本中食管间质成纤维细胞
!

.

;@:

的表达!细胞培养
'

种食管间质成纤维细胞!纯化后行细胞免疫染色!

F6.V5F

法检测三种食管间质成纤维细胞
!

.;@:

的

表达&结果
!

免疫组化结果显示!

!

.;@:

在正常食管%食管癌前病变和食管癌组织间质成纤维细胞中的表达具有明显差异#

F6.

V5F

法显示!

'

种食管间质成纤维细胞在
HFC:

!

.;@:

的表达量上具有明显差异&结论
!

食管间质成纤维细胞随癌变进展会

逐步发生活化!食管癌相关纤维母细胞可能是由正常的食管成纤维细胞发展至不典型增生成纤维细胞!再逐步恶变发展而来&
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虽然肿瘤的发生发展是由自身的基因结构及其表达的改

变而导致的#但是肿瘤所处的间质微环境在肿瘤的发展中起着

举足轻重的作用#亦不能被忽视)成纤维细胞是肿瘤基质中最

重要*最主要的细胞成分#活化后获得平滑肌表型的成纤维细

胞被称为癌相关纤维母细胞$

GI,GD9.I++"G#IJD!O#S9"SMI+J+

#

5:A+

&)学者们对多种实体肿瘤中的
5:A+

进行了研究#包括

其免疫表型及生物学特性及功能#以及其与癌细胞的相互作用

机制)本实验重点研究正常的食管间质成纤维细胞*食管不典

型增生成纤维细胞以食管及癌相关纤维母细胞的形态特点及

其免疫表型的变化#探讨不典型增生间质成纤维细胞是否为处

于正常成纤维细胞与癌相关纤维母细胞之间的过渡阶段)

B

!

资料与方法

B&B

!

一般资料
!

根据
1%%/

年
e2W

食管上皮性肿瘤诊断分

类标准#选取河北省肿瘤医院
1%$%

$

1%$1

年的食管癌前期病

变标本
/%

例#同时
8%

例食管癌组织标本蜡块和
1%

例贲门癌

标本的阴性上残作为研究对象)

$8%

例入选#其中男
/0

例#年

龄
8%

$

-)

岁#平均$

8/&%b8&8

&岁%女
))

例#年龄
0/

$

-8

岁#

平均$

)1&%b)&8

&岁)随机抽取
'

组患者各
8

例行细胞培养)

试剂!

5d

鼠抗人细胞单克隆抗体#

4#HD,J#,

鼠抗人单克隆抗

体#

!

.;@:

鼠抗人单克隆抗体#浓度为
$_8%

#以上产品均由北

京西雅金桥生物技术有限公司提供)

FV@B$)0%

培养基$美国

?#SG"

公司&#胎牛血清$

2

P

GM",D

&#

>.2I,L+

液#胰蛋白酶粉

$美国
;#

N

HI

公司&#胶原酶
'

$美国
?#SG"

公司&#基因及内参

照
)

.IGJ#,

的引物序列由上海英骏生物技术有限公司合成%

FC:

提取试剂$美国
B,T#J9"

N

D,

公司&#

@.@74

逆转录酶$美

国
V9"HD

N

I

公司&#

WM#

N

"

$

!6

&

$8

"

$%HH"M

"

7!C6V+

"

FCI+D.

#,K#S#J"9

$日本
6"

P

"S"

公司&#

@IJ9#

N

DM3I+DHD,J@DHS9I,D

@IJ9#Q

$美国
3>

公司&)

B&C

!

方法

B&C&B

!

一步法免疫组化染色
!

阳性对照选择阳性的人癌组织

切片#阴性对照选择
V3;

液)

B&C&C

!

细胞培养
!

将组织转移入培养瓶#于
'-Z

恒温
5W

1

培

养箱中进行消化#显微镜下窥见独立的细胞即终止消化#一般

正常组织消化约为
-%H#,

#癌前病变组织消化约为
(%H#,

#癌

组织消化约为
$%%H#,

#细胞收集
&

过滤
&

离心
&

洗涤
&

离心

&

制备细胞悬液
&

计数
&

接种后#再向培养瓶中置入胰蛋白

酶
.<>6:

混合液#消化
$H#,

后#用吸管轻轻吹打瓶底#收集

细胞#制备细胞悬液#接种培养)将制作好的细胞爬片固定于

载玻片上#

'[2

1

W

1

室温孵育
$%H#,

#

V3;

液漂洗
'

次#每次
8

H#,

#

$%[

牛血清封闭
'%H#,

#加
!

.;@:

一抗#

'-Z

孵育
$K

#

V3;

漂洗
'

次#每次
8H#,

#加二抗#孵育
'%H#,

#

V3;

漂洗
'

次#

8H#,

#

>:3

显色#室温反应
$%H#,

#水洗
$H#,

#

1

次#苏木

素复染
$H#,

#水洗
$%H#,

#

(8[

乙醇脱水#封片)用已知阳性

细胞爬片做阳性对照#磷酸盐缓冲液$

V3;

&液代替一抗做阴性

对照)细胞质中出现棕黄色颗粒即可判定为染色阳性)

B&C&D

!

F6.V5F

!

提取总的
FC:

!长满细胞的
-8H7

培养瓶

弃去培养基后用
V3;

液洗
1

次#再加
$H769#i"M

裂解液裂解

细胞#将裂解细胞液移入
<

E

管中#室温条件下静置
8H#,

后加

---'
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入
%&1H7

氯仿#剧烈振荡
$8+

#室温下静置
1

$

'H#,

#

0Z

条

件下
$1%%%9

"

H#,

离心
$8H#,

#溶液层析为
'

层#将最上层的

无色液体含移至另一
<V

管中#加入等量异丙醇后颠倒混匀%

经冰浴
$8H#,

#在
0Z

下
$1%%%9

"

H#,

离心
$8H#,

后弃去上清

液#加
-8[

乙醇
$H7

振摇混匀后#在
0Z

下
-8%%9

"

H#,

离心

8H#,

弃上清液#室温下于空气中干燥
8H#,

#加入
1%

$

'%

%

7

无
FC:

酶水#紫外分光光度仪测定
FC:

的
"

1)%

"

"

1/%

比值#

$&/

$

1&%

较好)逆转录体系!总
FC:$

%

N

#

WM#

N

"

$

!6

&

$8V9#HD9$

%

7

#

8]FDIGJ#",SROOD90

%

7

#

$%HH"M

"

7!C6V1

%

7

#

F#S"M"GLFCI+D#,K#S#J"9$

%

7

#

@.@74

逆转录酶
$

%

7

)

将以上试剂依次加入
1%%

%

7

的
V5F

管中#补足无
FCI+D

水#

总体积
$1

%

7

#将上述试剂混匀#置于
V5F

仪上#

01Z

孵育
)%

H#,

#

-%Z

孵育
8H#,

#终止反应)引物序列全长选自
VRSHD!

基因库#引物序列是由上海英骏生物有限公司合成*设计并合

成#经
?D,3I,L

核实)

:M

E

KI.;@:

*

4#HD,J#,

及内参
)

.IGJ#,

的

引物序列和
V5F

扩增产物长度见表
$

)

B&D

!

判定标准
!!

.;@:

阳性判断标准!按照王立峰等'

)

(的标

准#以间质成纤维细胞胞质中出现棕黄色颗粒为阳性细胞#观

察
8

个具有代表性的高倍视野$

]0%%

&#根据阳性范围!无明显

阳性细胞为$

X

&#局灶阳性者判定为$

f

&#弥漫阳性者判定为

$

ff

&#为便于统计#将$

f

&和$

ff

&合并为阳性)

B&E

!

统计学处理
!

采用
;V;;$-&%

统计软件进行分析#计数资

料以率或百分比表示#均数的比较用
<

检验#率的比较用
!

1 检

验#以
!

%̀&%8

为检验水准#

!

$

%&%8

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

食管癌变进程中间质成纤维细胞的
!

.;@:

表达情况
!!

.

;@:

在正常食管间质成纤维细胞中基本不表达$

%

"

1%

&#可表

达于平滑肌细胞和血管平滑肌细胞%癌前病变组*癌组的表达

率分别为
1)[

$

1$

"

/%

&*

-)[

$

'/

"

8%

&%阳性的食管间质成纤维

细胞多呈梭形或条带样#多分布于癌前病变或癌团周围间质

中#在进展期癌组织中可见条索状成纤维细胞包裹癌巢)本组

结果显示#间质成纤维细胞
!

.;@:

的阳性表达率随着食管癌

变进展呈逐渐上升趋势#组间阳性表达率差异有统计学意义#

与正常组比较#食管癌前病变组和食管癌组差异均有统计学意

义$

!

$

%&%$

&)见图
$

)

表
$

!!

引物序列和
V5F

扩增产物长度

引物 引物序列$

8g.'g

&

扩增片段

长度$

S

E

&

)

.IGJ#,

上游!

8g.::?:?:??5:65565:5556.'g

下游!

8g.??::??::??56??::?.'g )$(

!

.;@:

上游!

8g.:??::??:55656:6?56::5::6.'g

下游!

8g::5:5:6:??6::5?:?65:?:?5.'g '%(

4#HD,J#,

上游!

8g.???:55656:5?:??:??:?.'g

下游!

8g.5?5:66?65::5:6556?65.'g 1%%

C&C

!

细胞免疫染色结果
!

食管正常成纤维细胞$

CA+

&中
!

.

;@:

染色为阴性#食管不典型增生成纤维细胞$

:A+

&和食管

5:A+

细胞质中可见
!

.;@:

的阳性染色)而
4#HD,J#,

在
'

种

食管间质成纤维细胞中均为阳性表达#

5d

在
'

种食管间质成

纤维细胞中均为阴性表达$图
1

$

0

&)

!!

:

!

!

.;@:

在正常组织成纤维细胞的阴性表达%

3

!

!

.;@:

在上皮内瘤变组织中成纤维细胞的阳性表达%

5

!

!

.;@:

在食管癌组织中的阳性表达)

图
$

!!!

.;@:

在食管癌变过程中间质成纤维细胞的表达%

B25

'

]1%%

&

!!

:

!

4#HD,J#,

在
CA+

的阳性表达%

3

!

4#HD,J#,

在
:A+

的阳性表达%

5

!

4#HD,J#,

在
5:A+

的阳性表达)

图
1

!!

4#HD,J#,

在三种食管间质成纤维细胞的表达%

B25

'

]$%%

&

/--'
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目前本单位获得了国家高通量基因测序
CBV6

临床试点资质#

将加大该技术的规范应用#同时也会加强临床应用的研究#以

得出更科学的临床数据)

综上所述#本研究中有
-

例孕妇因唐氏筛查检测结果为临

界中风险进而选择
CBV6

#最终确诊胎儿为染色体数目异常)

此类孕妇若按之前的产前诊断指导方案极有可能漏诊#若等患

儿出生时才发现异常#不仅会给这些家庭带来巨大的精神和经

济压力#更会给社会造成巨大的负担)因此#本课题组认为#

CBV6

可做为唐氏筛查临界风险孕妇的有效补充检测手段)

参考文献

'

$

(

eD#+i3

#

VI,!

P

IV

#

5K#JJ

P

7

#

DJIM&V9IGJ#GIM#++RD+!9IU,

O9"HJKD#H

E

MDHD,JIJ#","OJKD#,JD

N

9IJD!JD+JO"9>"U,

+

P

,!9"HD+G9DD,#,

N

#,J"9"RJ#,DGM#,#GIM

E

9IGJ#GD

'

c

(

&

3cW?

#

1%%-

#

$$0

$

0

&!

0('.0(-&

'

1

( 边旭明#戚庆炜
&

染色体异常产前筛查和诊断工作任重而

道远'

c

(

&

中国实用妇科与产科杂志#

1%$%

#

1)

$

$1

&!

//(.

/($&

'

'

( 张晓青#韩小亚#孙达成#等
&

常州地区
1%%8

$

1%%(

年孕

中期产前筛查结果分析'

c

(

&

中国现代医学杂志#

1%$$

#

1$

$

$%

&!

$18/.$1)%

#

$1)'&

'

0

(

;KIU;e

#

2+#I"52

#

5KD,5̂

#

DJIM&C",#,TI+#TD

E

9D,I.

JIMJD+J#,

N

O"9UK"MDODJIMGK9"H"+"HIMI,DR

E

M"#!#D+

!

I

HRMJ#GD,JD9

E

9"+

E

DGJ#TDG"K"9JJ9#IM#,6I#UI,

'

c

(

&ADJIM

>#I

N

,6KD9

#

1%$0

#

'8

$

$

&!

$'.$-&

'

8

( 王挺#文萍#李琼#等
&

产前血清学筛查
@"@

低值和临界

风险在染色体异常诊断中的应用'

c

(

&

江苏医药#

1%$'

#

'(

$

$)

&!

$(01.$(00&

'

)

( 向萍霞#刘翎#冷培#等
&

游离胎儿
>C:

高通量基因测序

技术在产前筛查的临床应用'

c

(

&

实用妇产科杂志#

1%$'

#

1(

$

$%

&!

---.-/%&

'

-

( 马京梅#潘虹#付杰#等
&

高危孕妇外周血胎儿游离核酸无

创性产前检测的前瞻性研究'

c

(

&

中华医学杂志#

1%$8

#

(8

$

$$

&!

/0(./81&

'

/

(

?#M@@

#

aRDiI!I@;

#

FDTDMM"F

#

DJIM&:,IM

P

+#+"OGDMM.

O9DD>C:#,HIJD9,IMSM""!#,+G9DD,#,

N

O"9ODJIMI,DR.

E

M"#!#D+

!

R

E

!IJD! HDJI.I,IM

P

+#+

'

c

(

&\MJ9I+"R,! WS+JDJ

?

P

,DG"M

#

1%$8

#

08

$

'

&!

10(.1))&

'

(

(

C"9J", @<

#

cIG"S++",3

#

;UIH

P

?d

#

DJIM&5DMM.O9DD

>C:I,IM

P

+#+O"9,",#,TI+#TDDQIH#,IJ#","OJ9#+"H

P

'

c

(

&C<,

N

Mc@D!

#

1%$8

#

'-1

$

$-

&!

$8/(.$8(-&

'

$%

(

hKI,

N

2

#

?I"^

#

c#I,

N

A

#

DJIM&C",.#,TI+#TD

E

9D,IJIMJD+.

J#,

N

O"9J9#+"H#D+1$

#

$/I,!$'

!

GM#,#GIMDQ

E

D9#D,GDO9"H

$0)

#

(8/

E

9D

N

,I,G#D+

'

c

(

&\MJ9I+"R,! WS+JDJ?

P

,DG"M

#

1%$8

#

08

$

8

&!

8'%.8'/&

'

$$

(

3D,,V

#

3"99DMM:

#

5K#RFe

#

DJIM&V"+#J#",+JIJDHD,J

O9"HJKD5K9"H"+"HD:S,"9HIM#J

P

;G9DD,#,

N

5"HH#JJDD

",SDKIMO"OJKD3"I9!"OJKDB,JD9,IJ#",IM;"G#DJ

P

O"9

V9D,IJIM>#I

N

,"+#+

'

c

(

&V9D,IJ>#I

N

,

#

1%$8

#

'8

$

/

&!

-18.

-'0&

'

$1

(

3#I,GK#>e

#

VI9LD9F7

#

eD,JU"9JKc

#

DJIM&5:F<;JR!

P

?9"R

E

&>C:+D

Y

RD,G#,

N

TD9+R++JI,!I9!

E

9D,IJIMI,DR.

E

M"#!

P

+G9DD,#,

N

'

c

(

&CDU <,

N

c @D!

#

1%$0

#

'-%

!

-((.

/%/&

'

$'

(许争峰#徐倩君#曹荔#等
&

中晚孕期
$/

三体综合征胎儿

的超声特征'

c

(

&

现代妇产科进展#

1%%/

#

$-

$

(

&!

)0-.)8%&

$收稿日期!

1%$).%1.11

!

修回日期!

1%$).%0.1)

&

$上接第
'--(

页&

胞
!

.;@:

的表型获得与转化生长因子
.

)

$

$

6?A.

)

$

&密切相关#

6?A.

)

$

能下调纤维细胞
5>'0

的表达#促进
!

.;@:

的表达#

诱导
5>'0

细胞凋亡可能是其机制之一#而
6?A.

)

$

是可以由

肿瘤细胞和癌旁纤维母细胞大量分泌的'

-.(

(

)

肿瘤的发生机制目前尚不完全清楚#普遍认为#在癌变过

程中上皮细胞的基因突变是主动的#间质反应只是被动地做出

应答)以往有研究将已经发生了癌前病变的口腔上皮组织去

掉#将其黏膜下层结缔组织与正常的口腔上皮组织贴合后发

现#正常的口腔上皮会发生异型性改变#可见间质成纤维细胞

在肿瘤的发生中扮演的不仅是被动的角色#本研究中间质成纤

维细胞在癌前病变时即可发生活化的现象也恰恰证实了这一

观点)由此可见食管癌变进程中间质成纤维细胞的表型变化

具有非常重要的意义)

参考文献

'

$

(

V"M

P

ILd

#

2IT#TB

#

5IH

E

SDMMB?&5".DT"MRJ#","OJRH"9

GDMM+I,!JKD#9H#G9"D,T#9",HD,J

'

c

(

&69D,!+?D,DJ

#

1%%(

#

18

$

$

&!

'%.'/&

'

1

( 王瑞芬#黄坊#孙和国#等
&

!

.;@:

和
@@V.(

在乳腺癌中

的表达及意义'

c

(

&

诊断病理学杂志#

1%$'

#

1%

$

1

&!

($.('

#

()&

'

'

( 李青#纪捷#张静敏#等
&

子宫颈鳞状上皮内瘤变及鳞状细

胞癌中间质细胞
5>'0

*

!

.;@:

的表达及意义'

c

(

&

临床与

实验病理学杂志#

1%%-

#

1'

$

)

&!

))(.)-1&

'

0

( 王瑞芬#王正彩#王健#等
&

胃癌间质中肿瘤相关纤维母细

胞
5>'0

和
;@:

的表达及意义'

c

(

&

临床与实验病理学

杂志#

1%%-

#

1'

$

0

&!

0$1.0$8&

'

8

(

5IJIMI,"4

#

6R9!":

#

>#A9I,G";

#

DJIM&6RH"9I,!#J+

H#G9"D,T#9",HD,J

!

: +

P

,D9

N

#+J#G#,JD9

E

MI

P

'

c

(

&;DH#,

5I,GD93#"M

#

1%$'

#

1'

$

)3

&!

811.8'1&

'

)

(

=RDh

#

eR=

#

5KD,=

#

DJIM&@D+D,GK

P

HIM+JDHGDMM+

E

9".

H"JDD

E

#JKDM#IMJ"HD+D,GK

P

HIMJ9I,+#J#",I,!HDJI+JI+#+

#,

N

I+J9#GGI,GD9JK"R

N

K

E

I9IG9#,DGRD+I,!GM"+D

E

K

P

+#GIM

G",JIGJ

'

c

(

&c5DMM3#"GKDH

#

1%$8

#

$$)

$

0

&!

)$/.)1-&

'

-

( 肖光#熊小亮#罗达亚#等
&

非小细胞肺癌中
6?A.

)

.

$

与肿

瘤相关纤维母细胞
!

.;@:

及
5>'0

表达的相关性和意义

'

c

(

&

广东医学#

1%$$

#

'1

$

$0

&!

$/)).$/)(&

'

/

( 莫立根#罗元#党阳#等
&6?A.

)

$

*

5>'0

和
!

.;@:

在鼻咽

癌中的表达及其意义'

c

(

&

现代肿瘤医学#

1%$8

#

1'

$

1

&!

$/8.$//&

'

(

( 王立峰#王瑞芬#郝兆星#等
&

胃癌中肿瘤相关纤维母细胞

蛋白表达改变及意义'

c

(

&

世界华人消化杂志#

1%%-

#

$8

$

1%

&!

11)'.11)-&

'

$%

(崔晓梅#章魁华
&

癌前病变结缔组织对正常粘膜上皮的作

用'

c

(

&

中华口腔医学杂志#

$((1

#

1-

$

8

&!

1)).1)(&

$收稿日期!

1%$).%'.$$

!

修回日期!

1%$).%8.1)

&

1/-'

重庆医学
1%$)

年
(

月第
08

卷第
1-

期


