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粘蛋白在胆囊腺瘤样息肉中的表达及意义

陈东风 ,易　萍 ,郑　伟 ,周继红　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所消化内科 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　研究 4种粘蛋白在胆囊腺瘤样息肉中的表达规律并探讨其意义。方法　采用粘蛋白 1(Mucin1 ,MUC1)、粘蛋白 2

(MUC2)、粘蛋白3(MUC3)及粘蛋白 5AC(MUC5AC)的单克隆抗体 ,应用免疫组化和Western blot检测对照组胆囊 24例 , 胆囊腺瘤样息肉
19例。结果　MUC1、MUC2及MUC5AC 免疫组化及Western blot表达在胆囊腺瘤样息肉组较对照组显著增高(P<0.01), 而MUC3 在腺

瘤样息肉组较对照组显著降低(P<0.01)。结论　粘蛋白在胆囊腺瘤样息肉中呈现非同步表达, 可能与其属癌前病变有关。
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Expression and significance of mucin in cholecystic adenomatoid polyps
CHEN Dong-feng , YI Ping , ZHENG Wei , ZHOU Ji-hong (Department of Gastroenteroleogy , Daping Hospital , Third Military Medical University , Chongqing

400042 , China)

　　Abstract:Objective　To study the regular rules of mucins expression in cholecy stic adenomatoid polyps and investigate its relationship with

precancerous lesions.Methods　Mucin1(MUC1), Mucin2(MUC2), Mucin3(MUC3)andMucin5AC(MUC5AC)were detected in the mucosa of

24 human normal gallbladders , and 19 gallbladders with adenousmatoid polyps with immunohistochemical and Western blotting methods.Results　
The positive rates by immunohistochemistry and optical density values(ODU)from Western blotting of MUC1 , MUC2 and MUC5AC were increased

significantly(P<0.01), but , MUC3 was decreased markedly(P<0.01)in the polyps group vs control.Conclusion　The expressions of mucin

are not consistent with adenomatoid polyps of gallbladder.Mucin may be associated with precancerous lesions in the cholecyst.
　　Key words:mucin;cholecyst;adenomatoid polyps

　　粘蛋白(Mucin ,MUC)是一类以高度糖基化和含有
连续重复肽链序列为特征的高分子量糖蛋白 ,在体内
分布广泛 ,粘蛋白与某些肿瘤的发生 、发展及预后有一
定关系 。多数学者认为胆囊息肉 ,尤其是腺瘤样息肉
属胆囊癌的癌前病变 ,粘蛋白在胆囊腺瘤样息肉中的
变化既往研究较少 。本研究旨在研究 4 种粘蛋白
MUC1 、MUC2 、MUC3和MUC5AC 在胆囊腺瘤性息肉中

的变化及意义 ,探讨粘蛋白与胆囊癌前病变的关系 。

1　资料和方法

1.1　研究对象
　　所有患者均系我院及新桥医院 1999年 3 月至 2001 年 3 月

因胆囊结石或胆囊息肉而行胆囊切除术者 , 手术时无急性炎症
发作。对照组胆囊标本 24 例 , 标本取自其它疾病行胆囊切除
之胆囊 , 且经组织学检查证实无明显炎症 、增生及化生等病理
改变。19 例胆囊息肉标本 ,息肉直径 0.5～ 1.0 cm , 均经病理检
查证实为腺瘤样息肉。

1.2　主要试剂及仪器
1.2.1　MUC1 、MUC2、MUC3及 MUC5AC 单克隆抗体购自深圳晶

美生物公司 ,抗体工作深度为 1∶80。 ABC 染色试剂盒购自深圳

晶美公司。
1.2.2　Western 二抗(辣根过氧化酶标记的抗鼠 IgG)购自北京
中山试剂公司。Western blot 发光试剂盒(NENTM 公司 美国),
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PVDF膜(Behringer Mannhein 公司), 核酸蛋白分析仪(Beckman

美国), 转移槽(BIORAD 美国), 胶片(FUJI 日本), GL Doc 2000

图像分析系统(美国)。

1.3　方法
1.3.1　常规 HE染色 , 光镜观察病理变化。
1.3.2　免疫组织化学染色　　操作步骤按文献[ 1] 进行。
1.3.3　Western blot杂交[ 2]

1.3.3.1　粘膜组织匀浆及样品制备　　取胆囊粘膜或息肉组
织100～ 200 mg置入 10 ml离心管中 , 剪碎后加入细胞裂解液 1

ml ,充分匀浆 , 4 ℃ 12 000 r min 离心 10 min ,去上清液分装成20

μl 管 ,蛋白分析仪测定蛋白浓度 , 用三蒸水调校蛋白浓度为 20

μg ml , 然后加入等体积缓冲液稀释备用。上样后煮沸 5 min , 短
暂离心 ,按每孔 60 μg蛋白准备上样。
1.3.3.2　电泳　　垂直电泳槽中加入分离胶 , 然后用注射器
注入浓缩胶 ,插入梳子 , 室温聚合 1 h。待胶完全聚合后取下梳
子 ,用滤纸吸净样品孔中液体。按每孔 60 μg蛋白上样 ,每样上
两块平行胶 , 按对照组 、息肉组顺序上样。向电泳槽内加入
Tris-甘氨酸电泳缓冲液 , 预电泳电压先以 80 V 恒压进行 , 待溴
酚蓝指示剂入分离胶后将电压改为 120 V 电压 , 待指示剂到达
底边处停止电泳 ,取胶。
1.3.3.3　电转膜　　取分离胶置于转移缓冲液中 30 min ,按塑
料孔板-海绵-滤纸电泳凝胶-PVDF 膜-滤纸-海绵依次组装好转
印夹层 ,置于转移槽中转膜 , 加入转移缓冲液 , 80 mA 恒流电转

移 15～ 20 h。
1.3.3.4　杂交　　取下 PVDF 膜 , PBS 洗 3×5 min。置于 1%
BSA PBST 中4 ℃封闭过夜 , 加入 1∶100 稀释的一抗 , 37 ℃×1

h ,取出 PVDF 膜 1×PBST漂洗 1×15 min , 4×5 min 加标记的相

应二抗(1∶1 000), 37 ℃×1 h , PBST漂洗 1×15 min , 4×5 min。
1.3.3.5　制片　　取 NEN 化学发光试剂 A、B 液各 1 ml放入

玻璃培养皿中混匀 ,加入 PVDF 膜约 40 S 后蛋白条带均匀发光
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后取出 , 放入暗盒使 X线胶片爆光 0.5 ～ 3 min , 取出胶片放显
影液中显影 ,清水冲洗后放入定影液中 20 ～ 30 min , 冲洗 、凉干 、
观察结果。
1.3.3.6　Western Blot杂交分析　　所得结果扫描入计算机 ,

采用GL Doc2000 图像分析系统进行图像分析处理。
1.3.4　统计学分析　　所得数据采用 SPSS 统计软件(8.0)进

行χ2 检验及 t 检验。

2　结果

2.1　光镜观察
　　所有对照组胆囊标本均无明显炎细胞浸润 ,也未见化生 、
增生。胆囊腺瘤样息肉病变皆为单发 , 0.2～ 0.5 cm , 表面光滑 、

扁圆无蒂。镜下见粘膜局限性增生 ,固有膜下可见少许炎细胞
浸润 ,未见典型恶变征象。

2.2　4种粘蛋白在胆囊腺瘤样息肉中的免疫组化表

达 ,见表 1
2.2.1　MUC1 免疫组化表达情况　　经免疫组化染色观察发
现对照组MUC1阳性表达主要由柱状细胞表达 , 胞浆内呈颗粒

状乃至片状分布 ,胞核内无表达。腺瘤性息肉标本中 MUC1 表

达广泛 , 细胞表面 、胞浆内皆有表达 , 且着色颗粒多 , 染色呈深

棕色。从表 1可看出 , 胆囊腺瘤样息肉 MUC1 阳性表达率与对

照组比较差异非常显著(P<0.01), 见图 1。

表 1　MUC1 、MUC2 、MUC3和 MUC5AC在胆囊腺瘤样息肉中的表达

Tab 1　Positive rates of MUC1 , MUC2 , MUC3 and MUC5AC in gallbladder

adenomatoid polyps and control

Positive cases(%)
Group n

MUC1 MUC2 MUC3 MUC5AC

Control 24 10(41.7)　 5(21) 18(75)　 13(54.2)

Adenomatoid polyps 19 17(89.5)＊＊ 16(84.29)＊ 2(10.5)＊＊ 17(89.5)＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs Control

2.2.2　MUC2 免疫组化表达情况　　对照组阳性表达仅占 5

例(21%),腺瘤样息肉组阳性表达高达 16 例(84.2%), 差异非
常显著。MUC2 粘蛋白呈颗粒状分布于胞浆中 , 也见于细胞表

面 ,但表达较弱。腺瘤样息肉组 MUC2 表达部位与对照组相

同 ,但表达阳性及表达强度都较对照组高 , 见图 2。

2.2.3　MUC3 免疫组化表达情况　　对照组 MUC3 表达阳性

率高达 18例(75%), 与 MUC1、MUC2及 MUC5AC 不同的是 , 腺
瘤样息肉组MUC3表达明显减少 , 仅 2例(10.5%), 差异非常显

著(P<0.01)。同时MUC3 在腺瘤样息肉组粘蛋白表达分布于

胞浆内 ,胞核周围密度增大 , 核内仍无表达 ,见图 3。

2.2.4　MUC5AC 免疫组化表达　　对照组胆囊标本粘蛋白弥
漫均匀分布于胞浆两极区域 ,粘膜表面也有均匀的一层阳性表

达产物。腺瘤样息肉组表达情况相似 ,仅阳性率显著升高(P<
0.05),表达阳性密度总体观察稍有增强 ,见图 4。

图 1　MUC1在腺瘤样息肉中的表达　(ABC×200)

Fig 1　Expression of MUC1 in gallbladder adenomatiod polyps　(ABC×200)

图 2　MUC2在腺瘤样息肉中的表达　(ABC×200)

Fig 2　Expression of MUC2 in gallbladder adenomatiod polyps　(ABC×200)

图 3　MUC3在腺瘤样息肉中的表达　(ABC×200)

Fig 3　Expression of MUC3 in gallbladder adenomatiod polyps　(ABC×200)

图 4　MUC5AC在腺瘤样息肉中的表达　(ABC×200)

Fig 4　Expression of MUC5AC in gallbladder adenomatiod polyps　(ABC×200)
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2.3　4种粘蛋白Western blot杂交分析见表 2

表 2　4种粘蛋白 western blot 杂交结果(n=6 , x±s)

Tab 2　ODV from Western blotting of mucin in cholecyst adenomatiod

polyps and control(n=6 , x±s)

Odu mm2 of western blotting which seanning by computer
Group

MUC1 MUC2 MUC3 MUC5AC

Control 34.29±6.06 - 109.14±44.06 68.31±2.80

Adenomatoid polyps 174.59±41.6＊＊ 21.26±3.30 22.80±6.40＊＊ 286.10±39.15＊＊

＊:P<0.05, ＊＊:P<0.01 vs control;Odu:optical denstity values

　　MUC1 粘蛋白 ,Western blot所得结果与免疫组化结果一致 ,

腺瘤性息肉组表达量显著高于对照组 ,然而在MUC2 , 对照组胆

囊几乎不表达 ,这与免疫组化结果似乎相矛盾。 事实上免疫组

化结果也同样提示对照组 MUC2 表达与 MUC1、MUC3、MUC5AC

相比是最少的 ,仅有 5 例 , 但Western blot显示在腺瘤性息肉组

已有一定的表达 ,尽管无法进行统计分析 , 但此时其表达明显

增高。MUC3 同免疫组化结果相同 ,在腺瘤性息肉组表达量同

样显著低于对照组。MUC5AC 与 MUC1 和 MUC2 变化相一致 ,

腺瘤性息肉组较对照组显著升高(P<0.01)。

3　讨论

　　粘蛋白(MUC)是一类含有寡糖链的糖蛋白 ,其分
子量较大 , 糖链的比例约占整个分子量的 50%～

90%。粘蛋白主要存在于胃肠道 、呼吸道 、泌尿生殖道
表面细胞及其分泌的粘液中 ,除保护和润滑功能外 ,还

参与细胞间粘附 、细胞间通讯 ,作为细胞受体等多种功
能
[ 3]
。迄今 ,已发现 9种粘蛋白 ,分别被命名为 MUC1

～ 9。胆囊上皮细胞也可分泌粘蛋白 ,胆汁中有丰富的

粘蛋白成分 ,对粘蛋白研究既往主要集中在胃肠道相
关疾病 ,与胆囊疾病 ,尤其是与腺瘤样息肉的研究甚

少
[ 4]
。

　　粘蛋白与癌前病变及癌的关系既往研究集中在胃

肠道肿瘤及乳腺肿瘤等领域 ,研究表明粘蛋白与胃癌
及乳腺癌及其癌前病变有一定关系 ,粘蛋白可作为一

种肿瘤标志物
[ 5]
,并有学者发现粘蛋白相关性肿瘤疫

苗可作为肿瘤生物治疗的一种方式 ,有一定效果
[ 6]
。

在胆囊的慢性炎症和胆囊结石的长期反复刺激下 ,胆

囊上皮细胞会发生化生 、增生 、不典型增生 ,还可发生
息肉。胆囊息肉 ,尤其是腺瘤样息肉常伴有增生和化

生 ,与胆囊癌发生有一定关系 ,被认为属癌前病变范
畴
[ 7]
。

　　MUC1 和 MUC5AC 在对照组胆囊粘膜中皆有表

达 ,主要分布于柱状的细胞浆内 ,而 MUC1和 MUC5AC

也同时存在于细胞表面 ,可能与 MUC1 和MUC5AC 是

跨膜蛋白有关 ,MUC1和 MUC5AC Western blot结果与

免疫组化结果一致 ,提示这两种粘蛋白广泛存在于胆

囊上皮细胞中 ,是胆囊上皮细胞合成和分泌的一种蛋
白质。在胆囊息肉组 , 免疫组化显示 MUC1 和

MUC5AC较对照组阳性率明显升高(P<0.01),且阳性

表达程度明显增高 ,颗粒多 、染色深 、偶可见聚积现象 ,
Western blot 也显示同样结果 。提示在发生胆囊腺瘤

样息肉时 ,MUC1 、MUC5AC表达明显增强 ,这可能与其
基因被激活 ,使其呈现出增殖能力活跃的生物学性

状
[ 8]
,从病理学角度看胆囊腺瘤样息肉常伴有化生和

不典型增生 ,可能属于胆囊癌前病变的一种 。我们的
研究结果与MUC1和MUC5AC 在胃癌前病变中变化相

类似
[ 9]
,这从另一个侧面提示胆囊腺瘤样息肉可能是

一种癌前病变。

　　MUC2在正常胆囊粘膜阳性率较低 ,阳性颗粒数
量少 ,且主要存在于胞浆内 ,这可能是因为 MUC2属分

泌蛋白有关 。在腺瘤样息肉组阳性率显著增高(P <
0.05),而Western blot结果与免疫组化略有不同 ,对照

组胆囊标本表达极微弱 ,而在腺瘤样息肉时表达有所

增加 ,这与在膀胱癌研究中发现当细胞显示增生活跃 、
分化度变差时 ,MUC2基因可被激活 ,使得其蛋白表达

有所增加
[ 10]
。尽管这与 MUC1 、MUC5AC变化相一致 ,

但为何正常胆囊上皮中 IHC染色可出现阳性 ,而West-

ern blot几乎无杂交信号 ,这可能与 MUC2在正常胆囊

粘膜表达少或免疫组化结果干扰因素较多有关
[ 11]
。

　　MUC3主要分布于肠道 ,肠癌时表达明显增强
[ 12]
。

四种粘蛋白中 , MUC3 在对照组阳性率最高 ,是因为

MUC3是正常胆囊上皮细胞分泌的主要粘蛋白
[ 13]
。但

在胆囊腺瘤样息肉时 , MUC3 表达却显著下降(P <

0.01),结合病理观察腺瘤中不典型增生越重者 MUC3

表达越少 , 其原因可能是癌前病变或发生癌变时

MUC3大量消耗或基因关闭 、突变所致 。我们还在胆

囊炎中的研究资料显示MUC3随炎症加重也进行性下

降 ,腺瘤时更低 。这是否提示胆囊结石 、慢性炎症 、癌

前病变是一个相互关联 ,渐进发展的过程。

　　胆囊息肉样病变属胆囊癌前病变范畴 ,4种粘蛋

白在正常胆囊粘膜及息肉时表达不同步 ,提示疾病状

态下粘蛋白表达有时序性 。粘蛋白与胆囊腺瘤样息肉

发生和发展有一定关系 ,但它们是否为胆囊腺瘤样息

肉向胆囊癌发展的始动或促进因素 ,尚需进一步研究。
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6例骨原发性平滑肌肉瘤临床病理 、免疫组化研究及文献复习

Clinicopathologic and immunohistochemical study of 6 cases of primary leiomyosarcoma

derived from bone and literature review

李增鹏 ,仲召阳 ,吴晓华 ,陈　芳　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所病理科 ,重庆 400042)

　　骨原发性平滑肌肉瘤比较少见 , 自 Evans(1965 年)首先报

道1 例发生于左胫骨上端的平滑肌肉瘤以来 , 国内外共报道百

余例 ,我们报道 6 例骨原发性平滑肌肉瘤 ,并结合文献对其临

床病理特征及组织发生进行探讨。

1　材料和方法

　　6 例骨原发性平滑肌肉瘤选自大坪医院 1997-1999 年 , 经

病理确诊。全部标本用 10%福尔马林固定 ,石蜡包埋 , 5 μm 连

续切片。 试剂 SMA、Vimentin、S-100 、CK、Desmin 均为 Dako 公司

产品。

2　结果

2.1　临床资料
　　6 例骨原发性平滑肌肉瘤 , 男性 5 例 , 女性 1 例 , 年龄 28 ～

67 岁 ,平均年龄 44 岁。临床症状最多见为疼痛 , 其次为肿块及

病理性骨折 ,病变部位最多见于下肢长骨的干骺端 , 尤其是膝

关节附近4 6(66.7%),其次为股骨粗隆及胫骨 ,各占 16.7%, 有

2 例发生复发及转移 , 分别转移到肺和骨。X 线主要表现为溶

骨性破坏 , 3例呈中心无明确境界的不规则斑片状溶骨性破坏 ,

2 例呈囊状多房膨胀性改变 , 并且有溶骨性破坏。 1 例为境界

不清的斑片状溶骨区伴有不规则致密钙化影 ,有明显的骨膜反

应 ,表现为 Codman三角。

2.2　病理资料
2.2.1　巨检　　肿瘤特征性的表现为浸润性的灰白色肿块伴

有局灶性坏死和囊性变。损害范围 2～ 8 cm , 平均为 5.3 cm , 有

　　作者简介:李增鹏(1958-),男 ,山东省济南市人 ,副教授 ,主要从事肿瘤方面

的研究 ,发表论文 10篇。电话:(023)68757384

　　收稿日期:2001-10-09;修回日期:2001-12-09

3 例(50%)穿透皮质 , 累及软组织。肿块多为结节状 , 质嫩 , 呈

鱼肉样。病变处骨皮质扩张变薄 ,部分突破骨皮质向肌肉浸润

性生长形成多个小结节。

2.2.2　光镜观察　　肿瘤细胞呈束状排列 , 部分区域显示有

特征性的车辐状排列。高分化的平滑肌肉瘤 , 瘤细胞长梭形 ,

胞浆丰富 、红染 , 有的核两端钝圆 ,呈雪茄样 , 核模清晰 , 核染色

质呈颗粒状 ,核分裂多少不等 , 另外可见有典型的血管外皮瘤

样病变 , 多形性的平滑骨肉瘤中 ,瘤细胞大小不一 , 形态各异 ,

核圆形 、椭圆形 , 梭形 , 不规则形 , 可见有多核细胞及巨细胞。

核分裂像多见 ,间质有出血 、坏死及炎细胞浸润。上皮样平滑

肌肉瘤中可见肿瘤细胞呈圆形 , 核大空泡状 , 有清楚的核仁。

每 10个高倍视野的核分裂例 1 到 16 例 ,平均为 5 ～ 6 个。

2.3　免疫组化结果
　　所有肿瘤的 Vimentin 和 SMA都强阳性 , 弥漫分布 , 有 3 例

Desmin和 S-100呈局灶性弱阳性 , 1 例上皮样平滑肌肉瘤 ,低分

子量角量蛋白呈局灶性弱阳性。

2.4　随访
　　6 例均得到随访 , 随访时间为 4～ 27个月 , 随访结果 , 4 例无

瘤生存 , 2例发生转移 , 1例转移到股骨上段 , 另一侧转移到肺 ,

3 个月后死亡。

3　讨论

　　骨原发性平滑肌肉瘤比较少见 , 发病年龄为 13 ～ 90 岁 , 高

峰年龄为 60～ 70 岁 , 男女发病率大致相等。 长期进行放化疗

患者 , 白血病 、淋巴瘤以及 Paget病的患者 , 双侧视网膜母细胞

瘤的患者 ,易患有骨内平滑肌肉瘤。临床症状无特异性 , 最多

见为疼痛 ,其次为肿块及病理性骨折 。肿瘤具有孤立性发生的

特点。本肿瘤较少发生转移 , 转移最多见于肺 , 其次为骨。骨
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