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双重酶标法检测溃疡性结肠炎凋亡上皮细胞 Fas的表达 

严 瑾 ，朱玉娟 ，黄丽彬 

(1．四川大学华西医院消化科，成都 610041；2．成都 363医院，成都 610041) 

【摘 要】目的：探讨 Fas／FasL介导的结肠上皮细胞凋亡在溃疡性结肠炎(UC)发病机制中的作用。方法：明确诊断的35例 

UC病人和 15例对照人群的活检标本分别进行 Fas、FasL的免疫组化染色，采用 M30 Cytodeath特异性地检测结肠上皮细胞 

早期凋亡；对 Fa 及 M30的表达进行相关性分析。观察连续切片和双重酶标染色中 Fas和 M30的共表达关系。结果：UC组 

上皮细胞表达 Fas、FasL及 M30的水平均比对照组明显增高(P<0．01)；Fas与 M30的表达有相关性(P<0．05)；通过连续切 

片分别染色 Fas与 M30，以及双重酶标法同时染色 Fas与 M30，发现 UC病变肠道凋亡的上皮细胞均为 Fas表达阳性的细胞。 

结论：Fas／FasL介导的结肠上皮细胞过度凋亡可能是 UC上皮层破坏的机制之一。 
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Detection of Fas on colonic apoptosis epithel ium 

in ulcerative colitis by double staining immunohistochemistry 

YAh#Jin，et al 

(Department ofGastroenterology，West China Hospital of Sichuan University) 

【Abstract】Objective：To discuss the role of Fas／FasL—mediated colonic epithelial apoptosis in the pathogenesis of ulcerative colitis 

(uc)．Methods：Expression of Fas，FasL and M30(a new epithelium apoptosis marker)antigen on colonic mueosa of 35 patients th 

UC and 15 control populations were detected by IHC．Each marker was analyzed by image analysis system．Co—expression of Fas and 

M30 was observed through．serial sections and double staining 1HC．Results：The expression of Fas ，FasL as wall aS M30 in UC in— 

creased considerably compared with controls(P<0．01)．There WaS correlation between expressions of Fas and M30 in UC．Fas and 

M30 antigen coexpms,sion waS found in sequence slices an d double staining IHC slices．Conclusion：Fas／F&sL—med iated colonic ep— 

ithelial apoptosis may be one of major causc~which lead to damage of the epithelial barrier． 

【Key words】Ulcerative colitis；Double staining IHC；Fas i Apoptosis 

目前业已证实溃疡性结肠炎(uc)上皮层存在 

上皮细胞的过度凋亡l卜 。而诱导病变上皮细胞 

凋亡的机制却各说不一：有人认为可能通过 Fas／ 

FasL途径l ， ；有人认为与穿孔素和颗粒酶系统的 

作用有关_4 ；有人认为可能是由 TNF—a、NO_6 等 

介质诱导，或 Bcl一2／Bax表达失衡所致_7j。本实验 

通过病理连续切片染色及双重酶标记法，同时检测 

Fas和 M30抗原在溃疡性结肠炎上皮细胞的表达， 

探讨 Fas／FasL介导的结肠上皮细胞凋亡在 UC发 

病机制中作用。 

作者介绍：严 瑾(1971一 )，女，讲师，博士， 

主要研 究方向 ：胃肠道免 疫性及 炎症性疾病。 

基金项目：四川省科技厅重点科技项目(02sy029一l12)。 

1 对象和方法 

1．1 研究对象 

1．1．1 UC组纳入标准 根据“2000年成都全国炎症性肠 

病学术研讨会”制订的《溃疡性结肠炎诊断标准》l8 J。选择在 

我院消化内科门诊和住院部明确诊断的 UC病人 35例，年 

龄为 11--65岁，平均 39．8岁；病程 1月～26年，平均 47个 

月。详细问诊 、查体，记录生化指标 、内镜表现，排除标准：1． 

诊断不明确的各种结肠炎；2．患有其他严重心、肝、肺、肾疾 

病者。 

1．1．2 对照组纳入标准 1．因健康体检例行肠镜检查者； 

2．肠镜检查诊断为单发性结肠息肉并除外其他疾病者。总 

共 15例，年龄为 30--63岁，平均 44．7岁。 

1．2 组织学标本 

UC病人选择病变最显著的肠段 ；对照组病人选择距单 
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发陛结 息尚5 五端n／j J厨段或赶腑 符取活检 3块 标本 

作蛆基l学 位在L H蛹 玲断 垃细织平 仆纽，仆城标准拉 

Fn,bvc Richards分纵浩 俩尘壕严直址的仆级 代 

表 

I 3 免疫 “化 SP征检测锆脯 胆 h h 【_“盟 M30的 

丧进 

1 3 1 常规免疫组化 ， 高 锅法进行抗原修 (M3fl 

笨川高pll值抗 修复液修复) 一抗 I _l：100)Fa (1． 

)为 m z公 产 山北京rf，山牛物制剂育 公刊 

’装 ；M3(I CytoE)eath(I．21i，IJ I％ ～ n2u PtXS稀 释 ，蚴 自 

h h Mmmh im公 u知结腩塥 纽圳“作m 川 

PDS代替 抗”卒 剥照 川 DAIF$显也 

1 3 2 第 部分 M30的 包同 【Inn显色。 棕色)，用身 

f J I％⋯ m!̈ l， 充分洗涤 201l̈l__滴J 增强制 5【h_1／ 

片孵育 hnin rF再同 亢舒洗涤 血 封 后 加第 一种 

抗 fF 1 Im 】371 3h(最 采 用 NB1， 显色 呈 

龄也) 

1 4 统 计学 法 

采用 川尢学 肜 蟑目『究 r研制的 像分析仪进行 

定量分析 每个样M检洲有ft表性的5个高f 视野 汁斡l 

m胞m1 细胞 视的比ff[( Ï̈ )．5十视野的均数 

即代表缓拌 的jH性 胞n分书 I }坍；戟 也̈进行统计 

姐 资料幂川均数 怀雄嚣代表 伸丹布 M 丌n Whi r 

r I J祧和椅骑 比较正常虮 和 I『【组丽组莘 坪的硅菩一 

一 舶 和相美椅骑进行指柄 之州 是 牛的统计 硬删检 

验 ．d c】05 

连续切J{Ill,r]．噩酶杯 也m两I 蝻理辋教授共同 lJ 

分析。 

2 结 果 

2 1 原始资料分析 

【l【、组与对月 组 患者的年龄、性)Ji E较，差异没 

有艇著件(f >(J 05) 35倒UC标本的组织学仆级 

见表 

表 t 倒 I 标本的组织学分级 

2 2 Fas与 I．的表选 

兀|̂是if2常还址 L 的病变结肠．其】J{j腔嵌面 

的』披 细胞均有Fas在选．IJ 连续性分布 m在 

UC病 业 ；位 ，F 可 表逃 于 1、 肠隐 寓l均恻 的上 

应{：lIi腿 生这隐寓底部： l_洒动忭 UC，罔有层山 

丧逃 } s的炎 细胞叫 增多fl划1) 

在l_常±一 肠 ，h l_的 逃仅 于崮钉层内散 

在分却的少· r单核细胞，Ⅱ与上皮细胞无明 关系一 

6：UC结腑粘膜．[珂有层内表达rasI 的细胞数鞋明 

显增加．包括浆细Ⅱ乜．淋 细胞眨 核细胞．日紧靠 

上皮J 

图3 ～uu与F缸 双标染色：M30阳性的单个凋亡上皮细胞 

棕色)位于呈连续性分布的 F s十上皮细胞层内f紫蓝 

色)。固有层内可见数个 F +淋巴细胞。f双染 

)41 

Ⅱ．常坫肠粘 f 农选 均为1 J 6％ 3 1％． 

LK 鲇肠帖腆 r 的 逃平均为 27 1％ ±2 9％，差异 
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有显著性(P=0．001)。I 常结肠粘膜 L表达平均 

为5、3 c ±2．4％；UC结肠粘膜 FasL表达平均为 

l6．5％±3．2％：差异有 著性(P=0．006)。 

2．3 结肠上皮细胞凋亡 

(，) 

溃结 Fas与 M30表达的相关性图 

M3O 

图4 U：病变上皮细胞 F 和M 表达的相关性图(r=0．40， 

P<0．05) 

M30阳性细胞百分率称为凋亡指数。M30阳 

性的早期凋亡上皮细胞有着特}jF性的细胞浆形态改 

变：胞浆不规贝lJ，形成细长的尾状，胞浆内可见棕黄 

色粗大染色颗粒。在止常结肠 ，偶见 个的M30阳 

性凋亡细胞出现在肠腔表面 f 皮层；而在活动性 

UC结肠上皮，可见数个 M30阳性凋亡细胞聚集出 

现，呈灶性分布(图 2)；不仅位于肠腔表面，而是整 

个结肠隐窝的上皮细胞，甚至内陷闭锁的腺腔上皮也 

可见到成组的凋亡细胞。正常结肠粘膜凋亡指数平均 

为0．3％±0．1％，溃疡性结肠炎捌亡指数平均为 3．5％ 

±0．95％，两者相比，差异有显著性(P=0．006)。 

2．4 Fas与 M30相关性分析 

2．4．1从连续切片看，表达 M30阳性凋亡的』-皮细 

胞处于 Fas染色阳性的 卜皮层。 

2．4．2从双重酶标的图片看，表达 M30阳性的凋亡 

上皮细胞单个或旱灶性散住地分布于连续表达 Fas 

的上皮层细胞中(图3)。 

2．4．3 UC结肠粘膜 Fas的表达 上皮细胞凋亡 

指数具有相关性(，J=0．40，P<0．05)，见图4；而在 

正常对照组两者则不具有相关性(P=0．897)。 

3 讨 论 

近年来消化界一直在致力于探讨 UC上皮层破 

坏的机制。通过实验观察l ，结合国内外文献复 

习，对于活动性 UC上皮层的损害与上皮细胞过度 

凋亡的关系已有了比较肯定的看法，但对于具体的 

凋亡途径 还不 明确。 目前检 测凋 亡有很 多方 

法[1，2]：DNA琼脂糖电泳、TUNEL法、免疫组织化 

学染色、电镜等均证明在 UC病变部位上皮细胞凋 

亡率明显增加。由于本实验的标本来源主要是通过 

结肠镜取活检，标本量小，因此只能局限于病理学原 

位检测凋亡的方法。本实验选择 M30 Cytodeath单 

抗检测凋亡的原因主要基于以下几点：1．M30 Cy— 

todeath的作用原理是识别在凋亡过程中被 caspases 

裂解的细胞角蛋白 l8(CK18)，因此可特异性地检 

测上皮细胞的凋亡。而其他的凋亡检测方法却只能 

同时检测上皮细胞以及粘膜层其他炎性细胞和淋巴 

细胞的凋亡， 我们实验的要求不符。2．caspases 

裂解 CK18发牛在细胞凋亡过程的早期，此时除了 

细胞胞浆形态发生变化外，尚未出现 DNA的断裂 

和细胞膜不对称性的破坏，因此 M30与 TUNEL法 

及 annexin V相比，可检测到更 甲．期的凋亡细胞，符 

合想同时检测 Fas膜受体表达的要求。但当细胞核 

完全裂解，TUNEL法仍为阳性的凋亡细胞，M30检 

测却已是阴性了l13]。因此我们发现 M30检测出的 

凋亡细胞相对于 TUNEL法的要少。另外 M30单 

抗检测的凋亡细胞形态特殊，易于辨认；M30检测 

可用于石蜡包埋标本也是其优点。 

本实验用双重酶标法同时检测 Fas和 M30的 

表达，以显示 UC病变部位上皮细胞的广泛凋亡与 

Fas~asI 的关系。从图2、3可以看出，M30抗原主 

要是胞浆染色，而 Fas抗原在胞浆和胞膜均有表达。 

因此在染色的时候如何区分两种抗原的表达，是我 

们考虑的重点，也是本实验的难点。我们选择了两 

种不同的染色系统分别进行染色，M30选用辣根过 

氧化物酶(DAB)系统，染色阳性结果呈棕黄色；Fas 

选用碱性磷酸酶(NBrr／BCIP)显色呈紫色。M30阳 

性的凋亡细胞还具有比较典型的胞浆形态学表现， 

因此较好地区分了这两种抗原。 

实验发现，Fas广泛表达于 UC上皮细胞胞浆 

和固有层炎性细胞胞膜，表达程度与对照组相比，差 

异有显著性(P=0．001)。分布范围也更广泛，不仅 

位于肠腔表面，而且深入隐窝中下部及基底部的上 

皮层呈连续性表达，与 M30阳性细胞在 UC的表达 

部位相一致。UC结肠粘膜固有层表达 FasL的细 
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胞数量与对照组相比明显增加，且紧靠上皮细胞。 

与文献的结果符合[他]。Jorn Strater[ 在体外实验 

中，以抗 一Fas抗体(其作用类似于 FasL)作用于分 

离的UC结肠上皮细胞，可诱导大量凋亡，因而证实 

表达 Fas的 UC结肠上皮细胞对 FasI 的致凋亡作 

用是敏感的。 

本实验染色切片由两位病理学家单独阅片，均 

发现连续切片中 M30阳性凋亡细胞与表达 Fas的 

上皮细胞在同一部位。从双标染色可更清楚地看见 

具有特殊形态的 M30凋亡细胞，或单个或成簇地出 

现在连续表达的呈蓝紫色的Fas阳性 L皮上。不仅 

在肠腔表面，甚至内陷闭锁的腺腔 I 皮中的凋亡细 

胞也是与 Fas抗原共表达。在连续表达 Fas的上皮 

层细胞中，M30阳性的细胞仅单个或成簇地出现在 

其中，这说明上皮细胞 Fas的表达早于凋亡过程中 

caspase对细胞角蛋白 l8的裂解，而且持续的时间 

更长l8 J。统计学分析也发现，UC结肠粘膜 Fas的 

表达与上皮细胞凋亡指数(M30阳性率)有着确切 

的相关性(，一=0．40，P=0．016)。从表 2的散点图 

也可以看出，Fas和 M30的表达 明显的正相关。 

但由于肠道活检标本较小，石蜡包埋时不能确切地 

判断标本方向性，因此部分横切或斜切的片子上无 

法准确检测到肠腔表面上皮的细胞凋亡。将近 1／4 

的UC标本 M30表达完全阴性 ，影响了对相关系数 

的计算，这是我们今后的实验中应该汲取的教训。 

尽管如此，我们仍得出了有统计学意义的结论。 

本实验还发现 UC病变粘膜同有层内有大量淋 

巴细胞表达 Fas和 FasL，因此淋巴细胞的凋亡在 

UC中的作用，值得我们进一步研究。 

综上所述，在 UC病理过程中部分上皮细胞通 

过凋亡导致结肠上皮层的缺失脱落，Fas／FasL致凋 

亡系统可能在其中起到了一定的作用。 
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