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PCNA和 bcl-2在金仓鼠胆管癌和胆管细胞增生中的表达

梁　平 ,陈　海 ,庄大勇 ,王细文 ,李洪艳　　(第三军医大学附属新桥医院肝胆外科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　建立肝内胆管癌(ICC)动物模型 , 观察增殖细胞核抗原(PCNA)和 bcl-2在肝内胆管癌发生发展的病理过程中的

表达。方法　60 只 6 周龄雄性金仓鼠 ,随机分为正常对照组 、单纯结扎胆总管组和二异丙醇亚硝胺(DIPN)组 , 分别在实验的 5 、10

及 15周分批处死动物 , 观察其形态学变化。免疫组化 SABC法检测胆管癌组织和胆管上皮细胞增生中 PCNA 和 bcl-2 的表达。结果

PCNA标记指数(PCNA LI)在胆管腺癌中最高(78.5%), 不典型增生(51.6%)、腺瘤样增生(50.3%)、胆管肠上皮化生(40.3%)、小胆

管囊性增生(25.5%)和小胆管增生(23.6%)次之 , 正常胆管上皮(3.1%)最低(P <0.01))。 bcl-2在胆管组织癌变过程中的阳性表

达率分别是:正常胆管上皮 30%(3/10)、小胆管增生 20%(2/10)、肠上皮化生 20%(2/ 10)、腺瘤样增生 40%(4/10)、不典型增生 40%

(4/10)、腺癌最高 ,为 80%(8/10)(P <0.05)。结论　PCNA 标记指数在肝内胆管癌和胆管上皮细胞增生中明显高于正常胆管组织 ,

提示胆管癌的发生可能是从正常胆管组织到间变 ,再发展为胆管癌;抑制细胞凋亡的 bcl-2 的过表达可能是 DIPN 诱发的肝内胆管

癌发生的重要机制。

　　关键词:肝内胆管癌;金仓鼠;二异丙醇亚硝胺;核增殖抗原;bcl-2

　　中图法分类号:R364.31;R394.2;R735.8 文献标识码:A

PCNA and bcl-2 expressions in DIPN induced cholangiocarcinoma and biliary duct cell

hyperplasia in Syrian golden hamsters
LIANG Ping , CHEN Hai , ZHUANG Da-yong , WANG Xi-wen , LI Hong-yan(Department of Hepatobiliary Surgery , Xinqiao Hospital , Third Military Medical

University , Chongqing 400037, China)

　　Abstract:Objecitve　To identify the expressions of proliferating cell nuclear antigen (PCNA)and bcl-2 in intrahepatic cholangiocarcinoma

(ICC)in Syrian golden hamsters induced by Diisopropanolnitrosoamine(DIPN).Methods　Six-week-old male Syrian golden hamsters were random-

ly divided into 3 groups:control , simple common bile duct occlusion(S-CBDO)and CBDO-DIPN groups.CBDO-DIPN group received weekly sub-

cutaneous injection of DIPN at a dose of 500 mg/kg body weight after S-CBDO.The animals were killed at the 5th , 10th and 15th week after the ini-

tation of DIPN treatment.The morphological changes were observed.The expressions of PCNA and bcl-2 were studied with sABC technique by using

their monoclonal antibodies in the cholangiocarcinoma and biliary duct cells.Results　PCNA labeling index(LI)was found to be highest in cholan-

giocarcinoma(78.5%)followed by atypical hyperplasia(51.6%), adenomatous hyperplasia(3%), intestinal metaplasia(40.3%), cyctic proli-

feration(25.5%)and bile ductule hyperplasia (23.6%), but was only 3.1% in normal bile ductule (P <0.01).The bcl-2-postive rate in

cholangiocarcinoma was 80%, which was significantly higher than that of atypical hyperplasia(40%), adenomatous hyperplasia(40%), intestinal

metaplasia(20%), bile-duct hyperplasia(20%)and normal bile ductule(30%)(P<0.05).Conclusion　The elevation of PCNA LI in cholan-

giocarcinoma and biliary duct cell hyperplasia supported the proposed development sequence of cholangiocarcinomas developing from normal bile duct

to dysplasia , and finally to cholangiocarcinoma.The overexpression of bcl-2 protein , one of apoptosis-suppressing oncoprotein , might play an impor-

tant role in the development of cholangiocarcinoma induced by DIPN.
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　　目前对肝内胆管癌的生物学特性的研究较少 。细

胞周期活动及细胞动力学是研究人类各种肿瘤生物行

为的重要指标。研究肿瘤增殖的方法很多 ,包括核分

裂相计数 、3H-TdR标记法 、BrdU摄入法 、细胞核 DNA

定量术 、增殖抗原检测及核仁组成区嗜银染色技术。
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用免疫组化检测组织切片增殖细胞核抗原(Proliferat-

ing cell nuclear antigene , PCNA)是评估细胞增殖性活

动的可靠方法之一[ 1～ 3] 。本研究用二异丙醇亚硝胺

(Diisopropanolnitrosoamine , DIPN)诱发金仓鼠肝内胆管

癌的动物模型 ,探讨 PCNA和 bcl-2在肝内胆管癌演变

过程中的表达。

1　材料与方法

1.1　实验动物及试剂
　　金仓鼠 60 只 , 全部为雄性 , 6 周龄 , 体重 70 ～ 90 g , 购自卫
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生部成都生物制品研究所。由第三军医大学新桥医院动物实

验室饲养 ,每笼 5 ～ 8 只 ,喂硬饲料 ,随意饮水 , 每天日照及夜暗

时间各约为 12 h。平均温度(22±4)℃, 平均湿度(60±20)%。

诱癌剂二异丙醇亚硝胺(DIPN),为 Sigma公司产品。

1.2　诱发方法及实验分组
　　按梁平等[ 4]的方法随机将动物分为正常对照组(12 只)和

实验组(48 只)。术后 1 周去除死亡动物 , 再将实验组分为:①

胆总管单纯结扎组(18 只), 喂养方法同正常对照组;②DIPN 处

理组(26只),皮下注射 DIPN , 剂量 500 mg/ kg , 每周 1 次 , 分 5、

10 、15周 3 个时相点 , 每个时相点动物只数分别为 6、5、15 只。

分别在第 5、10 、15周时处死各组所有的动物。

1.3　PCNA和 bcl-2的检测
　　组织病理观察:杀死动物后取肝脏组织置 10%福尔马林溶

液中固定 16～ 18 h ,石蜡包埋 , 连续切片 ,HE 染色或 PAS 染色 ,

光镜观察形态学改变。采用免疫组化 sABC 法 , 检测石蜡切片

中胆管上皮细胞 PCNA 和 bcl-2 , 标本来源与组织病理同 , 石蜡

切片厚度为 5μm。阴性对照:一抗以相当量的 PBS 代替 , 其它

步骤不变。

　　PCNA结果评定标准:经过染色的切片 , 在显微镜下观察。

选择胆管上皮细胞染色最明显的高倍视野 , 计算 PCNA 标记指

数(LI)。PCNA LI=阳性细胞数/总计算的细胞数×100%。 一

般计算 200个胆管上皮细胞 , 只要细胞核呈棕黄色 , 不论染色

强弱即计算为 PCNA 染色阳性细胞。

　　bcl-2 阳性评定标准:胞浆或胞膜呈棕黄色为阳性细胞 , 阳

性细胞数小于 10%阴性(-), 10%～ 40%为阳性(+), 大于

40%为强阳性(++)。计算阳性表达率。

1.4　统计学处理
　　数据以 x±s表示 ,采用 t检验 , 率的比较采用χ2 检验或确

切概率法。

2　结果

2.1　肝内胆管癌发生情况
　　全部发生在 DIPN组 , 共有 11 只动物发生肝内胆管癌 , 最

早1 例在第 10 周时出现 , 10 例在第 15 周时出现 , 发生率分别

是20%(1/5)和 67%(10/15)。共发现45 个肿瘤 ,全部为高分化

腺癌 , 其中管状腺癌 33 个(73.3%)、乳头状腺癌 12 个

(26.7%)。同时出现其它表现:小胆管增生(96%)、囊性增生

(80%)、胆管上皮杯状细胞化生(80%)、胆管上皮乳头状增生

(96%)及腺瘤样增生或腺瘤(60%)。肝内胆管癌有时与小胆

管增生及胆管上皮不典型增生同时存在 , 两者往往有混杂或移

行现象。

2.2　PCNA免疫组化染色检测结果
　　15 周发生肝内胆管癌的 10例肝脏组织 PCNA免疫组化染

色结果显示 , PCNA表达定位于细胞核 , 呈棕黄色。同一组织切

片中阳性细胞数量和分布呈异质性。 PCNA 在腺癌中表达最

高 ,不典型增生 、腺瘤样增生 、胆管肠上皮化生 、小胆管囊性增

生和小胆管增生次之 , 正常胆管上皮表达率(PCNA LI)最低。

腺癌PCNA LI与正常胆管上皮比较相差非常显著(P <0.01),

与各种胆管增生组织比较差异亦显著(P<0.05);各种胆管增

生组织与正常胆管上皮比较差异非常显著(P <0.01), 与胆管

肠上皮化生比较差异亦显著(P<0.05), 见表 1。

表 1　PCNA在肝内胆管组织中的表达

Tab 1　PCNA expression in biliary duct tissues

Tissues　　　 n PCNA LI

Normal bile duct 10 3.1±1.6

Bile duct proliferation 10 23.6±7.2＊＊■#

Cyctic pro liferation 10 25.5±5.5＊＊■#

Intestinal metaplasia 10 40.3±10.9＊＊■

Adenomatous proliferation 10 50.3±8.2＊＊■#

Atypical proliferation 10 51.6±12.4＊＊■#

Cholangiocarcinoma 10 78.5±15.6＊＊

＊＊:P <0.01 vs normal bile duct;■:P <0.05 vs cholangio-

carcinoma;#:P<0.05 vs intestinal metaplasi s

2.3　bcl-2蛋白免疫组化染色检测结果
　　15 周发生肝内胆管癌的 10 例肝脏组织 bcl-2 蛋白免疫组

化染色结果显示 , bcl-2 蛋白阳性染色定位于胞浆和/或胞膜。

bcl-2 在胆管组织癌变过程中的阳性表达率分别是:正常胆管上

皮 30%(3/10)、小胆管增生 20%(2/ 10)、肠上皮化生 20%(2/

10)、腺瘤样增生 40%(4/10)、不典型增生 40%(4/10)、腺癌

80%(8/10)。其在腺癌中的表达不仅是染色强度或阳性表达率

均较其它肝胆管组织差异显著(确切概率法 , P <0.05)。在腺

瘤样增生及不典型增生组织中的表达呈增加的趋势 , 但在肠上

皮化生和小胆管增生中的表达与正常肝内胆管上皮无差异(确

切概率法 , P>0.05), 见表 2。

表 2　bcl-2在肝内胆管组织中的表达

Tab 2　bcl-2 expression in biliary duct tissues

Tissues　　 n - + ++ Positive rate(%)

Normal bile duct 10 7 3 0 30＊

Bile duct pro liferation 10 8 2 0 20＊

Intestinal metaplasia 10 8 2 0 20＊

Adenomatous pro liferation 10 6 3 1 40＊

Atypical proliferation 10 6 2 2 40＊

Cholangiocarcinoma 10 2 3 5 80　

＊:P<0.05 vs cholangiocarcinoma

3　讨论

　　免疫组化检测组织 PCNA是评估细胞增殖性活动

的可靠方法之一 。PCNA是分子量为 36×103 的酸性

核蛋白 ,作为 DNA 聚合酶δ的辅助蛋白 ,参与 DNA的

合成 、修复及复制 。PCNA 的表达受转录及转录后水

平调节 ,原癌基因也参与调节 PCNA mRNA 的水平 ,原

癌基因的改变会影响 PCNA的表达水平 。PCNA存在

于整个细胞周期 ,在G1期开始增加 ,在G1 后期及 S期

达到高峰 ,能特异地反映 S 期细胞活跃的程度 。已有

大量的文献报道 PCNA在人各种肿瘤组织中呈高表达

状态 ,与肿瘤的分化 、预后有关 ,而在良性病变组织中

表达相对较低 ,具有高度增殖活性的良性病变组织有

潜化为恶性病变的可能[ 5～ 8] 。
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　　本模型我们检测了正常胆管 、小胆管增生 、小胆管

囊性增生 、胆管肠上皮化生 、胆管腺瘤样增生或腺瘤及

肝内胆管癌等组织中 PCNA的表达 ,并比较他们的增

殖性活动 ,发现肝内胆管癌的增殖性活动明显高于非

肿瘤组织 ,即使是良性的病变组织胆管上皮细胞的增

殖性活动也是不一致的 ,其规律是:腺瘤>化生>小胆

管增生或小胆管囊性增生>正常胆管上皮。

　　随着时间的延长 ,肝内胆管癌 、腺瘤 、小胆管增生

或小胆管囊性增生等病变的发生率均升高 ,可以认为

在致癌因素作用下 ,胆管上皮细胞的增殖性活动是渐

次升高的 ,提示肝内胆管癌的延变符合肿瘤的一般延

变规律 ,即由正常胆管上皮※上皮异常增生※癌的序

列变化 ,说明我们此模型有良好的稳定性和重复性 。

　　bcl-2是抑制细凋亡的核心分子 ,异常表达有促进

肿瘤形成的作用。其作用是抑制细胞死亡 ,而不是刺激

细胞增殖。当 bcl-2过度表达时 ,这种抑制作用增强 ,从

而促进细胞的累积 ,导致肿瘤的形成。已有许多报道表

明 ,bcl-2在人肝内胆管癌中过表达 ,其在正常肝内胆管

上皮细胞中也有表达 ,但癌细胞中 bcl-2表达水平可达

正常胆管上皮细胞的 15倍[ 9] 。我们用免疫组化方法检

测DIPN加胆总管不完全性梗阻诱发金仓鼠肝内胆管病

变组织中 bcl-2的表达。与正常肝内胆管上皮细胞比

较 ,bcl-2在胆管上皮腺瘤样增生和不典型增生已有升

高的趋势 ,在腺癌组织中染色强度和阳性表达率明显升

高 ,阳性表达率达 80%,但在小胆管增生和肠上皮化生

中的表达没有变化。这种现象可能是因为在 DIPN诱癌

的早期以增生和凋亡为主 ,机体通过凋亡的调节 ,试图

维持细胞群体相对稳定的状态 ,而在肝内胆管癌形成阶

段 ,细胞除了增殖活动增加外 ,还过度表达bcl-2 ,阻遏细

胞死亡 ,从而促进肿瘤的形成。
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3　讨论

　　自 1975年 H2 受体拮抗剂问世以来 , 消化性溃疡的治疗发

生了革命性的变化 ,继西咪替丁之后 , 有雷尼替丁和法莫替丁 ,

而尼扎替丁则又是一个新的 H2受体拮抗剂。尼扎替丁既可选

择性地作用于胃壁细胞上的 H2受体 ,使胃酸分泌下降;同时还

部分抑制胃泌素和乙酰胆碱的产生。国外自 1987 年上市以

来 ,在美国 、加拿大及欧洲进行的多中心 、随机 、双盲研究表明 ,

对消化性溃疡的治疗尼扎替丁是一种安全 、有效的药物。Simon

等[ 3]对 388例 DU的一个随机对照的多中心研究中 , 每晚口服

300 mg尼扎替丁 , 4周的溃疡愈合率为81.2%,与对照组雷尼替

丁比较无明显差异。国内胡伏莲等[ 2]对 37 例 DU患者 ,每晚给

予尼扎替丁300 mg 口服 ,疗程 4 周 ,溃疡愈合率 97.3%, 与雷尼

替丁组无明显差异。

　　本研究对 104 例 DU 患者的治疗 , 尼扎替丁组 4 周溃疡愈

合率 78.8%,高于对照组西咪替丁(71.1%), 但两组相比无明

显差异(P>0.05)。本研究尼扎替丁组 4 周溃疡愈合率与国外

Simon 等[ 3]的报道相似 , 低于国内胡伏莲等[ 2]的报道 , 其原因尚

不清楚 ,可能与国内报道的病例数少有关。

　　关键词:尼扎替丁;十二指肠溃疡

　　中图法分类号:R573.105　　　文献标识码:B
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