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胃癌前组织和胃癌中 Fas基因表达及其与细胞凋亡的关系

刘海峰 ,刘为纹 ,房殿春　　(第三军医大学附属西南医院全军消化专科中心 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨胃癌前组织及胃癌中 Fas基因表达状况及其与细胞凋亡的关系。方法　应用原位杂交和免疫组织化学技
术检测 10例正常胃粘膜 、72例慢性胃炎和 53 例胃癌中 Fas基因的表达 , 并采用凋亡细胞原位检测方法对组织切片中的凋亡细胞进
行观察和比较。结果　正常胃粘膜无 Fas 基因表达。 Fas mRNA 在肠化生组织中的表达率为 75.00%, 显著高于萎缩性胃炎
(37.50%, P<0.01)和胃癌(52.83%, P<0.05)。Fas 蛋白在肠化生组织中的表达率为 80.56%,显著高于萎缩性胃炎(37.50%, P <
0.01)、异型增生(55.00%, P<0.05)和胃癌(45.28%, P <0.01)。χ2 检验表明两种方法检测阳性率差异无显著性。凋亡细胞原位
检测结果显示 , Fas 蛋白表达阳性萎缩性胃炎 、肠化生和胃癌组织中的凋亡细胞指数显著高于 Fas 蛋白阴性组(P <0.05 及 P <
0.01), Fas 蛋白表达状态与细胞凋亡指数呈正相关(r=0.393 , P<0.01)。结论　Fas基因对胃癌前组织及胃癌细胞凋亡具有促进性

调控作用 ,细胞凋亡调控异常在胃癌发病中可能起重要作用。
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Fas gene expression and its relationship with apoptosis in human gastric carcinoma and

precancerous lesions
LIU Hai-feng , LIU Wei-wen , FANG Dian-chun (Department of Gastroenterology , Southwest Hospital , Third Mi litary Medical University , Chongqing 400038 ,

China)

　　Abstract:Objective　To explore the relationship between Fas gene expression and the frequency of apoptosis in different stages of malignant

transformation of gastric epithelium in precancerous lesions and gastric carcinomas.Methods 　 In situ hybridization and immunohistochemical

methods were used to study the frequencies of expression of Fas gene in 10 cases of normal gastric mucosa , 72 chronic gastritis and 53 gastric carci-
noma.Meanwhile , in situ apoptotic cell detection was adopted to detect the apoptotic cells in these lesions , and the number of apoptotic cells was

compared with the Fas gene expression in each case.Results　Fas gene didn' t express in normal gastric mucosa.In situ hybridization revealed that

the positive frequency of Fas gene expression in intestinal metaplasia was significantly higher than that in atrophic gastritis and gastric carcinoma(P<
0.01 and P<0.05), and the expression rate at the protein level of Fas gene products as detected by immunohistochemical method in intestinal meta-
plasia was significantly higher than that in atrophic gastritis , gastric dysplasia and gastric carcinoma(P<0.01 and P<0.05).There was no signifi-
cant difference between the positive rates obtained by these 2 methods.Comparing the Fas expression and apoptotic cell number in these specimens ,
the apoptotic index in Fas expression positive group was higher than that in Fas negative group(P <0.01).Conclusion　Results suggest that Fas

gene can promote apoptosis in gastric carcinoma and its precancerous lesions.The abnormal regulation of apoptosis may play an important role in the

pathogenesis of gastric carcinoma.
　　Key words:stomach neoplasma;precancerous lesion;gene expression;apoptosis

　　为探讨细胞凋亡相关基因 Fas在胃癌发病中的作

用 ,我们应用原位杂交和免疫组织化学染色技术从核
酸转录 、蛋白表达两个水平对不同胃粘膜病变中的 Fas

基因表达状况进行检测 ,并应用细胞凋亡原位检测方
法对不同胃粘膜病变中细胞的凋亡情况进行观察 ,探
讨其与Fas蛋白表达之间可能的关系。

1　材料和方法

1.1　材料
　　收集我院1994-1996 年胃镜活检标本和胃癌手术切除标

本共 135例。其中正常胃粘膜 10 例 , 慢性胃炎伴萎缩者 16 例 ,
伴肠化生者 36例 , 伴中 、重度异型增生者 20例 , 胃癌 53例。 胃
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础研究基金资助项目
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镜活检标本均取自胃窦部 , 53 例胃癌均为胃远端癌。胃癌患者
在手术前均未接受化疗 、放疗或免疫治疗。组织标本经 100

ml/L 福尔马林固定 , 石蜡包埋 , 4μm 厚连续切片 , 并经 HE染色

病理诊断证实。兔抗人 Fas 多克隆抗体购自 Santa Cruz 公司;
S-P 免疫染色试剂盒购于福建迈新生物工程公司;地高辛标记
及检测试剂盒以及细胞凋亡原位检测试剂盒均为 Boehringer

Mannheim 公司产品。 Fas 寡核苷酸探针由中科院上海生物工程

研究中心合成 。探针序列为:5′-CTGTTTCAGGATTTAAGGTTG-
GAGATT-3′。探针标记按试剂盒说明进行 , 探针标记后分别作

探针显色灵敏度及杂交灵敏度检测。

1.2　方法
1.2.1　原位杂交　　参照 Polak 等[ 1] 的方法加以改进。所用

载玻片和盖玻片经认真清洗 , 高压消毒 , 载玻片上涂多聚赖氨
酸(1 g/ L), 室温干燥 , 石蜡组织直接贴于载玻片上 , 65 ℃烤片
3 h ,二甲苯脱蜡 , 乙醇逐级入水后 , 用浓度为 100 mg/L 的蛋白
酶K 消化 , 37 ℃ 20 min;4 ml/ L多聚甲醛后固定 5 min , 依次用
2×SSC、三蒸水处理后 ,乙醇逐级脱水;滴加预杂交液(500 ml/ L
甲酰胺;6×SSC , 5 ml/ L SDS , 5×Danhardt溶液:聚乙烯吡咯烷酮

1 g/ L ,牛血清白蛋白 1 g/ L, 水溶性聚蔗糖-400 1 g/L , 200 mg/ L
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ssDNA), 42 ℃预杂交 2 h ,吸弃载玻片上预杂交液 , 每片滴加 50

μl杂交液 ,置于湿盒中 42 ℃杂交过夜。杂交后按下述程序严
格冲洗:0.1 ml/L SDS 2×SSC 42 ℃ 10 min 2 次 , 500 ml/ L甲酰
胺2×SSC 室温 10 min 2 次 , 500 ml/ L甲酰胺 0.5×SSC 室温 10

min 2次 , 0.2×SSC 室温 5 min 1 次 , 0.1×SSC 室温 2 min 1 次。
然后按试剂盒说明进行显色 , 结果满意后水洗终止 , 封片。 除
阳性对照外 ,设无探针阴性对照及 RNase处理后的阴性对照。
1.2.2　免疫组化染色　　染色程序按 S-P法操作常规进行 , 第

一抗体原液按 1∶100 稀释。设立阳性对照 、空白对照和替代对
照。光镜下观察免疫组化染色切片的显色反应 , 计数 500 个细

胞中的阳性细胞数 , Fas 抗原表达阳性细胞数≥10%判为阳性 ,
<10%判为阴性。
1.2.3　凋亡细胞原位检测(TUNEL染色)　　石蜡切片脱蜡 ,
逐级入水 ,蛋白酶 K(20 mg/ L)37 ℃消化 20 min , PBS(pH 7.4)洗
5 min , 3 次;滴加 TUNEL 反应液 37 ℃孵育 1 h , PBS 洗 5 min , 3
次;滴加抗荧光素抗体-过氧化物酶联结物 37 ℃ 30 min , PBS 洗
5 min , 3 次;DAB 显色 , 苏木素复染 , 封片。阴性对照设以 PBS

替代 TUNEL反应液的空白对照 , 阳性对照切片经 DNaseI 预处

理 10 min , 再接上述染色步骤。
1.2.4　统计学处理　　采用χ2检验 、t 检验和相关分析。

2　结果

　　原位杂交阳性信号为紫蓝色或棕蓝色颗粒 , 在不同胃粘膜
病变中呈片状或灶状分布 ,主要集中在胞浆内 ,见图 1 , 2。免疫

组化阳性信号呈棕黄色颗粒 ,位于细胞浆内和/或细胞膜上 , 未

见核内表达 ,见图 3。正常胃粘膜无 Fas基因表达。 Fas 基因在

不同胃粘膜病变中有不同程度的表达。Fas mRNA在肠化生组

织中的表达率显著高于萎缩性胃炎及胃癌(P<0.01 及 P <
0.05),亦高于异型增生 , 但相差无统计学意义 ,见表 1。肠化生

组织Fas蛋白表达率显著高于萎缩性胃炎 、异型增生和胃癌(P
<0.01及 P<0.05),异型增生 Fas蛋白表达率亦高于胃癌 , 但

相差无统计学意义 ,见表 2。 四格表χ2 检验表明 , 原位杂交及
免疫组化两种方法对 Fas 基因表达检测结果一致性非常显著

(P<0.01), 135 例标本中两种方法检测结果一致者占 82.22%
(111/135), 同时发现两法的差异则未达到显著界限(P >0.

05)。
　　TUNEL染色阳性反应物质呈棕黄色 , 位于细胞核内 , 浓缩

的核质紧贴于核膜 , 或核质呈现均匀的染色 , 凋亡细胞在不同

胃粘膜病变中呈弥漫性分布 、簇状分布和/或散在分布 ,见图 4;
未凋亡细胞非特异性染色极浅 , 而坏死组织染色呈片状 , 细胞

轮廓不清 ,染色呈均一深染的棕黄色斑片。比较不同胃粘膜病
变中Fas蛋白表达阳性组和阴性组的细胞凋亡指数 , 发现萎缩

性胃炎 、肠化生及胃癌组织中 Fas 蛋白表达阳性组显著高于其

阴性组(P <0.01 及 P <0.05), 异型增生组织中 Fas 蛋白表达

阳性组亦高于其阴性组 ,但相差无统计学意义 , 见表 3。经秩相
关分析发现 , Fas 蛋白表达状态与细胞凋亡指数呈正相关

(r=0.393 , P<0.01)。经连续切片观察 , Fas 蛋白表达与细胞
凋亡在多数病例具有同域性。

图 1　肠化生组织 , Fas mRNA表达阳性　　(ISH×200)

Fig 1　Fas mRNA expression positive in intestinal metaplasia　　(ISH×200)
图 2　胃癌组织 , Fas mRNA表达阳性　　(ISH×200)

Fig 2　Fas mRNA expression positive in gastric carcinoma　　(ISH×200)
图 3　胃癌组织 , Fas蛋白表达阳性细胞呈弥漫性分布　　(S-P×200)

Fig 3　Gastric carcinoma , Fas protein expression positive cell diffusely distributed　　(S-P×200)
图 4　胃癌组织 ,凋亡细胞呈簇状分布　　(TUNEL×200)

Fig 4　Gastric carcinoma cells with TUNEL signals distributed in clustered form　　(TUNEL×200)
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表 1　Fas mRNA 在不同胃粘膜病变中的表达

Tab 1　Fas mRNA expression in gastric epithelium of normal

mucosa、precancerous lesions and gastric carcinomas

Group n Fas mRNA positive Expression rate(%)

N 10 0 0.00

CAG 16 6 37.50＊＊

IM 36 27 75.00

Dys 20 10 50.00

GC 53 28 52.83＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs IM;

N:Normal gastric musoca;CAG:Chronic atrophic gastritis;IM:In-

testinal metaplasia;Dys:Gastric dysplasia;GC:Gast ric carcinoma

表 2　不同胃粘膜病变中 Fas蛋白免疫组化结果

Tab 2　Fas protein expression in gastric epithelium of normal

mucosa 、precancerous lesions and gastric carcinomas

Group n Fas protein positive Expression rate(%)

N 10 0 0.00

CAG 16 6 37.50＊＊

IM 36 29 80.56

Dys 20 11 55.00＊

GC 53 24 45.28＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs IM

表 3　不同胃粘膜病变中 Fas蛋白表达与细胞凋亡的关系

Tab 3　Relationship between Fas protein expression and apoptosis

Fas protein positive Fas protein negative
Group

n Apoptotic index(%) n Apoptotic index(%)

CAG 6 15.68±4.79＊＊ 10 10.39±3.83

IM 29 15.76±5.35＊ 7 10.21±4.21

Dys 11 9.03±4.53 9 6.81±3.46

GC 24 8.21±3.46＊ 29 3.75±2.11

＊:P<0.05;＊＊:P<0.01 vs Fas protein negative group

3　讨论

　　胃癌的发生发展可能伴随着一系列基因的改变 ,

探讨胃粘膜癌变过程中细胞凋亡相关基因 Fas的表达

状况 ,有助于揭示胃癌发生的机制 。近几年 ,Fas抗原
作为细胞凋亡的启动分子已经成为国际上研究的热

点。已有研究发现 ,Fas基因可在多种组织中表达 ,但
表达水平变异很大 ,多为弱表达。Fas基因在不同组

织类型肿瘤细胞中的表达具有明显的异质性[ 2～ 4] ,在
许多淋巴系恶性肿瘤细胞中 Fas基因表达量极高 ,在

非淋巴系恶性肿瘤中的许多细胞也有广泛的 Fas基因

表达 ,如结肠癌 、乳腺癌 、肾细胞癌 、肝癌 、膀胱癌 、恶性

胶质瘤 、前列腺癌等
[ 2～ 7]

,迄今为止 ,Fas基因在胃癌前
病变组织及胃癌中的表达状况及其与细胞凋亡的关系

尚少见文献报道 。本研究发现 ,正常胃粘膜无 Fas基

因表达 ,在胃癌前病变及胃癌中 Fas基因在 mRNA和

蛋白水平均有不同程度的表达 , Fas蛋白与 Fas mRNA

检测结果有密切关系 ,提示在胃粘膜癌变过程中不仅

存在 Fas蛋白水平表达异常 ,而且存在核酸转录水平
的异常 ,Fas蛋白异常表达的原因还应包括 Fas基因转

录异常的因素。
　　细胞凋亡是由基因调控的细胞主动死亡过程 ,此

过程的异常与肿瘤的发生发展有密切关系 ,一种组织
中细胞的凋亡易感性决定于多种凋亡相关基因产物的

水平和相互的作用 ,存在多种调定点构成的复杂调控

系统[ 8] 。我们既往的研究工作已经证实 ,胃粘膜癌变
过程中不仅存在活跃的细胞增殖 ,而且存在细胞凋亡

的异常 ,细胞过度增殖和(或)细胞凋亡减少是胃癌发
生的生物学基础[ 9] 。但胃粘膜癌变过程中细胞凋亡异

常的机制尚不明确 ,可能与细胞凋亡相关基因调控失
常有关 。本研究发现 ,Fas 蛋白表达状态与细胞凋亡

指数呈正相关 , Fas 蛋白表达阳性萎缩性胃炎 、肠化
生 、胃癌组织中的凋亡细胞指数显著高于其阴性组。

表明 Fas基因参与了对胃粘膜细胞恶性转化过程中细

胞凋亡的调控 ,对胃癌前组织及胃癌细胞凋亡具有促

进性调控作用 ,Fas 基因表达异常可能是胃粘膜癌变
过程中细胞凋亡异常的主要调控机制之一 ,细胞凋亡
调控异常在胃癌发病中可能起重要作用 。
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