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细胞凋亡在肝癌浸润转移过程中的状况 
， 洁 
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摘 要：目的 研究肝细胞痛 (Hc0凋 存漫润转移过程 } 的重要性。方法 采用DNA原位术端标记法 (ISEL)、光 

镜、f 镜，并结合计算机图象分析技术定量榆测55例Hcc的蒯l’：发生情况。结果 低分化Hcc捌r指数低丁：高分化Hc( 

(P<0．05)，浸润性和转移性Hcc的掏r：指数分别低 非浸鹕性干u无转移HOc (P：0．05m．D<0-叭)。结论 Hcc凋l ：指数 

起重要作川。 
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Abstract：Obiective To explore the role of apoptosis in hepatocellular carcinoma(HCC)infiltration and 

intrahepatie metastasis．Methods Using the in situ DNA end—labeling，light microscopy，electron microscopy in 

combination with computer-imaging analytic technique，we tested quantitatively apoptofie cells in 55 HCC 

tissues．Results A1 was significantly lower in poorly differentiated HCCs than well differentiated HCCs(P<O， 

05)．Fu~hermom．HCCs with infiltration and intrahepatic metastasis had a significantly lower AI than those 

without infiltration and intrahepatic metastasis，respectively(P<O．05 and P<O．01)．Conclusion AI has a close 

relation to some biological characteristics of HCC The abnormal change in apoptosis may play an important role 

in the infiltration and intrahepatic metastasis of HCC． 
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近年来研究发现，肿瘤的生物学特性 仅与摇 

细胞的增殖而且与其捌亡(ap0ptosis)密切相关 ，奉 

研究利用DNA末端标记法 (ISEL)、光镜、电镜 

和计算机图像分析技术对55例肝细胞癌(Hcc)组织 

中的凋亡细胞进行定量测定，并与HCC各生物学参 

数对比，以探讨细胞 亡在HCC浸润转移过程中所 

发挥的作用。 

1 材料与方法 

1 1 标本 

近年手术切除H病理证实的HCC标本55例， 46例，女 

9例，年龄25～74岁。所有患者术前均未接受化疗、放疗和 

免疫治疗 标本经10％福尔马林阎定、脱水，常规石蜡乜 

埋．制备4 m连续切片。其 f-8例肝癌组织Hj 3％戊二醛液 

暮童项目：黄匍中华医学基金会 (CMB)资助项日 (90543) 

作者舟蝈：孔宪炳 (1961一 )．男-副，1三仟睦师-硕士 

预l州定．按常规技术制成超薄切片．电镜观察。HCC并生物 

学参数包括肿瘤大小．分化矬度．没润性 (乜膜受侵、门静 

脉痛栓、癌周卫星结节 )．肝内转移和AFP等。 

I．2 D1 A末端标记法 (ISEL) 

采埘改良的末端脱氧核营酸转移酶 (TdT)介导的脱氧 

三磷酸尿甙一生物素 (dUTP-biotin)切口求端标记原位检验 

。 标记液、抗体发显色剂为德浏Boehringer Mannheim公 

司产品 主要步骤： (1)切片常规二甲苯脱蜡及已醇梯度 

水化：(2)蛋白酶K消他30min； (3)滴加含TdT和dUTP的 

标记液，37℃孵育60rain； (4)滴加AKP连接的抗生物素抗 

体．37℃孵育30rain： (5)滴加BclP BT显色，并用Fast 

Red复染．封片。 PBS替代标 皱作阴性埘照。光镜结合 

l乜镜观察制r：细胞形奋．其判断标准为： (1)细胞完整， 

体秘叫显缩小： (2)胞拔高度浓缩； (3)细胞膜突起起 

池 

1．3 定量测定 

对apoptosisl~lq性染也切片采用德删Kontron公司的IBAS 

图像分析系统进行定量测定。每张切片．用图像分折仪随机 

测试l 000个痛细胞．以捌1 ：阳性细胞的百分率代表捌f 指数 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆 科大学学报20o0年第25卷第4期 (Acta Universitatis ScientJae Medicinae Chongqing) ．351． 

(apoptosisindex，AI)。 

1．4 统计学处理 

数据以R~S袭示，采用Student’ 检验 

2 结 果 

2．1 HCC凋亡细胞的形态学特点 

光镜下凋亡细胞核呈紫蓝色，核浓缩，细胞完 

整，体积缩小 (图1)。电镜下凋亡细胞膜完整， 

染色质于核膜下最新月状 ，并可见捌亡小体形成 

(图2)。 

圈1 HCC组謦l，ISEL染色示强阳性凋亡细胞梭 

呈蘩蓝色。ISEL，X100 

圈2 HCC组织，捐亡小体形成。EM，X8000 

2．2 HCC凋亡指数与生物学参数的关系 

55例HCC的平均凋亡指数为3．99±3．18。统计 

分析，凋亡指数与肿瘤分化程度，浸润和肝内转移 

有关 (P<O．05和P<O．0I)，而与肿瘤大小和AFP 

高低无关，结果见表。 

3 讨 论 

表 HCC组织捐亡指数与生 学●数的关系 

+ P(00l， P<O 05 

随着凋亡分子机制认识的不断深入，细胞捌亡 

的研究方法也从最初的形态学向分子生物学发展 

。 3-羟基DNA断裂点原伉标记法 (ISEL)是一种运 

用生化原理结合形态学特征对凋亡细胞进行检测的 

较特异而又敏感的手段，定位准确， 有利于发现 

凋亡早期的DNA断裂 。我们的研究发现，镜下有 

的细胞核质聚集于核膜下旱新月状，提示捌亡早期 

染色质浓聚；一些细胞核内染色质均匀一致或凋亡 

小体形成，表明凋亡已进一步发展。奉研究采用 

Gavrell首创的ISEL法可特异地原戗显示凋亡，克服 

单纯形念学观察只能定性 ，DNA降解片段分析和 

流式细胞术(FcM {能定量，不能定性的缺点。同 

时我们结合电镜和图像分析技术，可以发现更多的 

凋亡细胞，更能准确地反映凋亡发生的程度。 

尽管细胞凋亡在HCC发生发展过程中的具体作 

用和机制尚 明确，但细胞凋亡与HCC明确有关。 

有人认为肿瘤的发生发展，部分是由于肿瘤细胞增 

殖和凋亡之间平衡失调的结果 。Higaki等 应用原 

位末端标记法研究了肝癌中细胞凋亡的发生情况， 

发现高分化及早期肝癌细胞凋亡指数显著高于低分 

化及进展期肝癌。但Hino等 却发现低分化及进展 

期肝癌凋亡指数显著高于高分化及早期肝癌。Hino 

对此的解释是低分化及进展期肝癌增殖快，恶性程 

度高，为维持肿瘤细胞增殖和死亡相对平衡，涮亡 

势必会增加。我们的结果表明，HCC凋亡指数与肿 

瘤分化、浸润及肝 内转移有关。高分化HCC凋亡指 

数显著高于低分化HCC，提示HCC在去分化过程 

中，随着肿瘤的 断增殖和生长，细胞凋亡相对减 

(下转第354页) 
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形成交叉连续，使细胞中DNA解聚，抑制DNA复 

制，还可引起DNA单链断裂。在低浓度时，使Gl期 

细胞减少 。这两种抗癌药在体外合用后，它们对 

人胃癌细胞株 (SGc·7901)效应增加，它们的中效 

浓度及各 自用量均 比单用药的要小，5·Fu为47． 

56％，MMC为46．78％。这充分说明联合用药优点J{ 

需小剂量而达到高效应，使药物不良反应减少。 

从两种抗癌药的量效曲线图可看出，当效应为 

0．55时，其cI为l，说明两种药在该效应时其相互作 

用为相加。两药大剂量 (大于中效剂晕)合用时是 

执同作用 (Cl<1)，小剂量 (小于中效剂量)合用 

时是拮抗作用 (Cl>1)。 

两药给药时间次序不同不会影响两药的联合效 

鹿。因而合用时，无论先用哪种药，其效廊无叫显 

差异。 

现代肿瘤化疗已迈入 “个体化”化疗阶段，以 

取代以往盲目r性化疗，因而可通过体外检测病人肿 

瘤细胞对抗肿瘤药物的敏感性，定量分析各种抗癌 

药间的相互作用及剂量，以指导临床医生合理联合 

用药，使化疗毒副作用进一步减少，有效率进一步 

提高。 
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少。肿瘤的生长优势不但可以从肿瘤细胞强大的增 

殖力和低分化程度中获得，而且可以从肿瘤细胞捌 

亡受抑，生存期延长中获得 。这也可能是高分化 

HCC较低分化HCC生长缓慢，预后较好的原冈之 
一

。 肝癌侵犯门静脉与肝内转移是其重要特征，表 

明肝癌侵袭能力强，预后羞。本研究发现，浸润性 

与肝内转移HCC凋亡指数明显低于非浸润r陛与无转 

移HCC，提示浸润r陛和转移性HCC可能逃避了调控 

基困介导的细胞凋亡，凋亡相对不足而增殖旺盛， 

生长迅速，并易于浸润和转移。 

总之，HCC组织中细胞凋亡与肿瘤的某些生物 

学特性关系密切，细胞凋亡受抑制可能在HCC浸润 

转移过程中起重要作用。山于化疗，放疗，免疫治 

疗等均可诱发肿瘤细胞凋亡，有助于打破凋亡和增 

殖之间的平衡。因此，凋亡在HCC治疗中的作用以 

及细胞凋亡的生物调控，是值得深入研究的课题。 
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