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透明质酸和Ⅳ型胶原在大肠癌患者血清中含量和Ⅳ型胶原在组织中的表达
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　　提　要:目的　探讨透明质酸(HA)、Ⅳ型胶原(Col Ⅳ)在大肠癌患者血清中含量和Col Ⅳ在组织内的表达及其临床意义。方法

　采用放射免疫法测定大肠癌(n=60)和健康人(n=20)血清中 HA、Col Ⅳ含量 , 应用免疫组化法检测了正常大肠粘膜(n=10)

和大肠癌(n=60)及癌旁组织内(n=60)Col Ⅳ的表达。结果　大肠癌患者血清 HA [(202.60±159.78)ng ml] 、Col Ⅳ [(124.64±

42.12)μg L] 含量明显高于正常对照组的 HA[(61.20±14.20)ng ml] 和 Col Ⅳ[(59.9±14.60)μg L] (P<0.01)。Dukes C、D 期血清

HA含量明显高于 A、B期(P<0.01);Dukes C 、D 期血清 Col Ⅳ含量高于 A、B 期 ,但差异不显著(P >O.05)。血清 HA、Col Ⅳ含量与

肿瘤的分化程度 、大小无显著相关性(P >0.05),有淋巴结转移组血清HA、Col Ⅳ含量明显高于无淋巴结转移组(P <0.01)。大肠癌

患者血清HA、Col Ⅳ阳性检出率明显高于癌胚抗原(Carcinoembryonic antigen , CEA)阳性检出率。血清HA、Col Ⅳ含量有淋巴结转移组

术前术后比较无显著性差异;无淋巴结转移组术后HA、Col Ⅳ水平有下降趋势 , 但无统计学差异(P >0.05)。大肠癌组织 Col Ⅳ分

布有不同程度的减少 ,与大肠癌Dukes分期呈负相关 , 有转移的大肠癌组织中 Col Ⅳ的表达明显减少。随着组织中 Col Ⅳ表达减少 ,

血清中 Col Ⅳ的含量呈逐步升高趋势 , 两者呈负相关。结论　检测血清 HA、Col Ⅳ含量及大肠癌组织内 Col Ⅳ的表达对于估计大肠

癌预后有一定意义。
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Serum concentration of hyaluronic acid and collagen typy Ⅳ and expression of collagen

type Ⅳ in cancerous tissues in patients with colorectal cancer
ZHANG Xia , XU Zhao , FANG Dian-chun , TANG You-wei , WANG Yong-Jin , YANG Shi-ming , WANG Dong-xu(Department of Geriatrics , Bethune
International Peace Hospital , Shi jiazhuang 050082 , China)

　　Abstract:Objective　To study the concentrations of serum hyaluronic acid(HA)and collagen type Ⅳ(Col Ⅳ)and expression of Col Ⅳ in

tissue and their clinical significance in colorectal cancer.Methods　Serum HA and Col Ⅳ levels were detected with radioimmunoassay in colorectal

cancer(n =60)and healthy controls(n=20).The expression of Col Ⅳ was observed in normal colorectal tissues(n=10)and colorectal carcino-

ma tissues(n=60)with immunohistochemical method.Results　The levels of HA [(202.60±159.78)ng ml] and Col Ⅳ[(124.64±42.12)

ng ml] in patients with colorectal cancer were significantly higher than those of HA [(61.20±14.20)ng ml] and Col Ⅳ[ (59.9 ±14.60)ng ml]

in normal controls(P<0.01).The serum HA and Col Ⅳ contents in Dukes C and D stages were significantly higher than those in Dukes A and B

stages(P <0.01).No significant correlation was found between levels of serum HA and Col Ⅳ and tumor size or degree of differentiation.How-

ever , the levels of serum HA and Col Ⅳ were significantly higher in group with lymph node metastasis than in group without(P<0.01).The posi-

tive rates of serum HA and Col Ⅳ in colorectal cancer were significantly higher than the positive rates of carcinoembryonic antigen(CEA).In group

without lymphatic metastasis serum HA and Col Ⅳ levels in post-operation patients were decreased compared with those in pre-operation patients , but

having no statistical significance.Conclusion　The detection of serum HA and Col Ⅳ and expression of Col Ⅳ may be useful for predicting progno-

sis for patients with colorectal carcinoma.

　　Key words:colorectal cancer;hyaluronic acid;collagen type Ⅳ

　　浸润和转移是恶性肿瘤病人致死的主要原因之
一。癌细胞在向外周浸润转移时 ,必须穿破基底膜。
透明质酸(HA)、Ⅳ型胶原(Col Ⅳ)是基底膜的主要成
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分之一 ,有研究表明血清 HA 、Col Ⅳ的升高可能与肿

瘤的浸润和转移有关
[ 1 , 2]
。本研究通过放射免疫法测

定大肠癌患者血清HA和Col Ⅳ含量 ,并应用免疫组织

化学法观察了大肠癌组织内 Col Ⅳ的表达 ,探讨大肠

癌患者血清 HA和 Col Ⅳ含量及组织内 Col Ⅳ的表达

与肿瘤浸润和转移等生物学行为之间的关系 。
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1　材料与方法

1.1　研究对象
　　大肠癌 60例 , 选自 1997 年 4月至 1998 年 1 月在第三军医

大学西南医院普外科住院行大肠癌根治术的病人。病例纳入

标准为:经手术切除病理证实 , 无肝肾功能异常 , 无内分泌疾病

及其它部位恶性肿瘤病史 , 无放 、化疗病史者。其中男 37 例 ,

女 23例 , 年龄 22～ 76 岁 ,平均 56.85 岁。高分化腺癌 18 例 , 中

分化腺癌31 例 , 低分化腺癌11 例。按“全国大肠癌病理诊断统

一规范” [3]分为:Dukes A 期 10例 , B期 22 例 , C 期16 例 , D期 12

例。有淋巴结转移 24例 , 无淋巴结转移 36 例。上述病人同时

测定血清 CEA 的含量。正常对照组 20 例 , 男 12 例 , 女 8 例;年

龄 28～ 55岁 , 平均 41.1 岁 , 均为我院健康献血员。

1.2　标本采取及保存
　　60 例病人均于术前 7～ 10 d 内抽取患者清晨静脉血 ,室温

放置2 h , 离心分离血清 , -20 ℃保存待测。 其中 30 例病人于

术后 7 ～ 10 d留取静脉血标本 , 处置方法同前。60 例手术切除

的大肠癌及癌旁组织标本 ,按常规经 10%福尔马林固定 , 石蜡

包埋 , 连续切片 5μm , 分别作 HE 及免疫组织化学染色 。10 例

大肠正常粘膜取自手术切缘处。

1.3　主要试剂与方法
　　HA和 Col Ⅳ放射免疫分析试剂盒购自上海海军医学研究

所医学生物技术中心。血清 HA 和 Col Ⅳ测定按试剂盒说明书

进行。正常参考值HA 和 Col Ⅳ均为<110μg L。 CEA 测定:由

本院同位素室用放射免疫法按试剂盒说明书进行。正常参考

值<15 ng ml。Col Ⅳ单抗 、ABC 试剂盒 、DAB 显色液购自北京

中山生物技术公司。胰酶消化液由第三军医大学分子生物学

教研室配制。多聚 L-赖氨酸为福州迈新生物技术公司产品。

组织标本中Col Ⅳ表达的免疫组化法测定:抗原经胰酶消化 , 染

色步骤参照 ABC 试剂盒说明书 , 以 PBS 代替一抗作为空白对

照 ,正常组织作为正常对照。 Col Ⅳ免疫组化染色结果判定:正

常组织围绕整个腺体基底膜 、血管基底膜和平滑肌膜可见棕黄

色线性结构。癌性腺体或癌巢根据其周围基底膜完整程度分

为4 级:完全缺如(-)、碎片状(+)、间断状( )、变薄的连续

状( )。

1.4　统计学分析
　　采用 t检验 、χ2 检验及方差分析。

2　结果

2.1　大肠癌患者与正常对照组血清HA和Col Ⅳ含量
　　大肠癌患者血清 HA [(202.60±159.78)ng ml] 和 Col Ⅳ

[ (124.64±42.12)μg L] 含量明显高于正常对照组的 HA

[ (61.20±14.20)ng ml] 和 Col Ⅳ [(59.9±14.60)μg L] 含量

(P<0.01)。

2.2　血清 HA和 Col Ⅳ含量与 Dukes分期的关系
　　HA含量 Dukes C 和 D期较 A和 B 期明显增高(P<0.01),

Col Ⅳ含量 Dukes C 和 D 期较 A 和 B 期略有增高 , 但统计学差

异无显著性(P>0.05), 见表 1。

表 1　血清 HA和Ⅳ型胶原含量与 Dukes分期的关系( x±s)

Tab 1　The relationship between serum HA和

Col Ⅳ and Dukes stage( x±s)

Dukes stage n HA(ρ
B
 mg·ml-1) Col Ⅳ(ρ

B
 μg·L-1)

A 10 92.6±24.2 97.0±25.2

B 22 131.8±157.1 115.5±41.2

C 16 265.6±175.4＊＊ 139.1±40.4

D 12 340.5±240.6＊＊ 145.2±63.3

＊＊:P<0.01 vs A and B stages

2.3　血清 HA和 Col Ⅳ与肿瘤生物学指标的关系
　　血清 HA 和Col Ⅳ含量与肿瘤的分化程度 、大小无显著相

关性(P>0.05),但有淋巴结转移组血清HA 和 Col Ⅳ含量明显

高于无淋巴结转移组(P<0.01), 见表 2。

表 2　血清 HA 和 Col Ⅳ含量与肿瘤生物学行为的关系

Tab 2　The relationship between serum HA and Col Ⅳ

levels and tumor biological parameters

Biological parameters n HA(ρB ng·ml-1) Col Ⅳ(ρB μg·L
-1)

Tumor size(cm)

　>5 26 247.5±22.61 120.5±52.2

　<5 34 169.4±153.2 127.8±42.3

Degree of differentiation

　Well 18 152.7±116.2 115.9±44.0

　Moderate 31 216.3±214.7 126.0±42.8

　Poor 11 246.1±214.6 135.1±61.0

Lymph node metastasis

　Without 36 122.4±127.7 109.0±35.8

　With 24 323.0±209.9＊＊ 148.1±51.6＊＊

＊＊:P<0.01 vs without lymph node metestasis

2.4　血清 HA和 Col Ⅳ含量与 CEA阳性检出率比较

　　大肠癌患者血清HA 和Col Ⅳ阳性检出率明显高于CEA 阳

性检出率(P<0.05～ 0.01)。将大肠癌分为有淋巴结转移和无

淋巴结转移组 ,有淋巴结转移组 HA 和 Col Ⅳ阳性检出率明显

高于 CEA 阳性检出率(P <0.05 ～ 0.01), 无淋巴结转移组 HA

和 Col Ⅳ阳性检出率与 CEA阳性检出率相比差异不显著(P >

0.05),见表 3。

表 3　血清 HA 和 Col Ⅳ与 CEA阳性检出率比较

Tab 3　Comparison of serum HA and Col Ⅳ with

positive rate of CEA

HA Col Ⅳ CEA
Group n

+(%) +(%) +(%)

Colorectal cancer 60 37(61.6)＊＊ 32(53.3)＊ 19(31.6)

Lymph node metastasis

　Without 36 13(36.1) 12(33.3) 6(16.7)

　With 24 24(100)＊＊ 20(83.3)＊ 13(54.2)

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs CEA ;+:positive

2.5　大肠癌患者手术前后血清HA和Col Ⅳ含量比较
　　测定 30例大肠癌患者手术前后血清 HA和 Col Ⅳ含量 , 有

淋巴结转移组术前术后比较差异无显著性。无淋巴结转移组

术后 HA 和 Col Ⅳ水平有下降趋势 , 但无统计学意义(P >

0.05)。
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2.6　大肠癌组织中 Col Ⅳ的表达
　　10 例正常大肠组织及 60 例大肠癌及癌旁组织基底膜中

Col Ⅳ 的表达是连续完整的 ,显示清晰的棕黄色连续细线状分

布或完整环绕腺体 ,见图 1。 60 例大肠癌组织基底膜中 Col Ⅳ

的分布有不同程度减少 , 其中 7 例表现为变薄的连续状( )见

图2。19 例间断状( ), 21 例碎片状(+),见图 3。 13 例完全缺

如(-)。低分化大肠癌 、有淋巴结转移及 Dukes C 、D期组 Col

Ⅳ表达以完全缺如及碎片状(-～ +)为主要表现 , 其百分率分

别为81.8%(9 11 例)、79.1%(19 24)例 、75%(21 28 例)。高分

化大肠癌 、无淋巴结转移组及 Dukes A和 B 期组 Col Ⅳ分布以

间断状( )及变薄的连续状( )为主要表现。 大肠癌组织中

Col Ⅳ 异常表达与临床病理参数关系 , 见表 4。

2.7　血清 Col Ⅳ含量与大肠癌组织中Col Ⅳ异常表达

的关系
　　组织中 Col Ⅳ表达愈少 , 血清中 Col Ⅳ含量愈高。组织中

Col Ⅳ表达阴性的患者 ,血清中 Col Ⅳ含量明显升高 , 与其他各

组相比差异有显著性(P<0.05 , P<0.01), 见表 5。

图 1　正常大肠粘膜基底膜 Col Ⅳ呈棕黄色线状 ,完整环绕腺

体　(ABC×200)

Fig 1　Expression of Col Ⅳ in brownish linear distrbution sur-

rounding the gland entirely in normal large intestinal

basement membrance　(ABC×200)

图 2　大肠癌基底膜 Col Ⅳ表达( ),呈现变薄的连续状线条

　(ABC×200)

Fig 2　Col Ⅳ expression in large intestinal cancer( )appeared

as thinned continuous linear distribution　(ABC×200)

图 3　大肠癌基底膜 Col Ⅳ表达(+)呈现碎片状　(ABC×200)

Fig 3　Col Ⅳ expression in large intestinal cancer(+)appeared

as fragment　(ABC×200)

表 4　Ⅳ型胶原表达与肿瘤生物学指标的关系

Tab 4　The relationship between expression of Col Ⅳ

and tumor biological parameters

Biological parameters n — ～ +(%)  ～  (%)
Degree of differentiation
　Well 18 7(38.9) 11(61.1)
　Moderate 31 22(70.9)＊ 9(29.1)
　Poor 11 9(81.8)＊ 2(18.2)
Lymph node metastases

　With 24 19(79.2) 5(20.8)
　Without 36 15(41.7)■ 21(58.3)
Duke' s stage

　A and B 32 13(40.6) 19(59.4)
　C and D 28 21(75.0)# 7(25.0)

＊:P<0.05 vs well differentiation;■:P<0.01 vs node positive;

#:P<0.01 vs Dukes A and B

表 5　大肠癌患者组织 Col Ⅳ表达与血清 Col Ⅳ含量的关系

Tab 5　Rrelationship between expression of Col Ⅳ and serum contents

in patients with colorectal cancer

n Tissue Col Ⅳ expression Serum Co l Ⅳ contents(ρ
B
 μg·L-1)

7  99.76±36.10

19  104.53±33.20

21 + 129.38±44.90

13 — 152.21±43.70＊＊■

＊＊:P<0.01 vs( )and( )groups;■:P<0.05 vs(+)group

3　讨论

　　近来研究表明 , HA量变与恶性肿瘤细胞的侵袭

性变化相关。Culty 等
[ 4]
研究表明某些肿瘤患者血清

HA水平不仅明显高于健康者 ,而且与该肿瘤的恶性

演进密切相关。导致肿瘤患者血清 HA 增高的机制可

能是:(1)肿瘤浸润癌周结缔组织使 HA 释出增加;(2)
HA酶抑制物增加;(3)肿瘤细胞产生HA;(4)肿瘤细胞

产生HA酶抑制剂 ,导致HA降解减少。由于胚胎组织
和肿瘤组织中 HA均升高 ,因而有作者认为肿瘤患者

血清HA升高是一种癌胚现象。本研究对 60例大肠

癌患者血清 HA水平进行放射免疫法检测 ,发现大肠
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癌患者血清 HA明显高于正常对照组 ,有淋巴结转移

者血清 HA明显高于无淋巴结转移组 ,进一步提示HA

可能是大肠癌侵袭潜能相关的因子之一。Kramer等
[ 5]

认为在肿瘤转移过程中 ,肿瘤组织可增加正常结缔组
织的溶解 ,从而使 HA释放入血。我们对大肠癌患者

进一步分组比较 ,发现有淋巴结转移患者 ,手术前后血
清HA水平无明显差异 ,而无淋巴结转移患者的癌肿
切除术后血清 HA水平较术前有明显下降趋势 ,提示

去除原发灶后 ,可减少HA的降解 ,使无淋巴结转移患
者血清HA的含量下降 。因此 ,血清HA水平可反映手

术前后的淋巴结转移状况 。本研究还显示 HA 在大肠

癌患者的检出率明显高于 CEA的检出率 ,提示其作为

消化道恶性肿瘤血清标志物优于 CEA。
　　Col Ⅳ是正常基底膜的组成成分之一 ,免疫组化

研究显示 ,其分布变化与各种癌组织学分级和转移的
潜势有关 。癌细胞浸润和转移时 ,首先要突破基底膜 ,

然后向四周浸润和侵入淋巴管 ,产生远处转移 。因此 ,
基底膜是限制肿瘤浸润和转移的屏障。大肠癌细胞几

乎不产生Col Ⅳ,癌基质细胞产生的Col Ⅳ比正常基质
产生的 Col Ⅳ明显减少

[ 6]
,而癌细胞Ⅳ型胶原酶的合

成增加 ,导致 Col Ⅳ过度降解
[ 7]
,从而破坏了基底膜。

本研究表明 ,正常大肠组织基底膜中 Col Ⅳ是连续完
整的 ,而大肠癌组织 Col Ⅳ分布有不同程度的减少。

低分化 、有淋巴结转移 、Dukes C 和 D期大肠癌患者 ,
Col Ⅳ表达以完全缺如及碎片状(-～ +)为主要表

现 ,而高分化 、无淋巴结转移及 Dukes A和 B期大肠癌

患者 ,Col Ⅳ表达则以间断状( )及连续变薄状( )

为主要表现 。提示 Col Ⅳ的表达强弱可反映肿瘤的转
移趋势及分化程度 ,此与 Havenith

[ 2]
报道相一致 。

　　我们用放免法观察了大肠癌患者外周血清 Col Ⅳ
浓度的变化 。结果表明 ,大肠癌组织血清 Col Ⅳ水平

显著高于正常对照组 ,有淋巴结转移组显著高于无转

移组 ,提示血清 Col Ⅳ含量同大肠癌的恶性程度及淋
巴结转移呈正相关。故我们认为血清 Col Ⅳ水平对大

肠癌诊断及预后判断的一定的临床意义 。研究本发
现 ,随着组织中 Col Ⅳ表达减少 ,血清中 Col Ⅳ的含量

呈逐步升高趋势 ,此可能由于癌肿时癌细胞Ⅳ型胶原
酶的合成增加 ,破坏基底膜 ,使Ⅳ型胶元释放入血所
致。因此 ,血清 Col Ⅳ浓度在一定程度上反映癌肿对

基底膜的破坏程度 ,Col Ⅳ水平的升高提示癌肿的恶
性程度较高并有淋巴结转移倾向 。此外 ,本研究还发

现 ,大肠癌患者血清 Col Ⅳ阳性检出率明显高于 CEA

阳性检出率 ,提示 Col Ⅳ检测作为大肠癌辅助诊断的

指标优于 CEA 。
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　　(上接 19页)
身肌肉仍处于强直状态 , 发作时有痉挛加剧;④肌肉痉挛可引
起剧烈疼痛 , 使病人表情痛苦;⑤痉挛发作后有全身出汗 、流

涎 ,严重者可处于衰竭状态;⑥意识始终清醒[3] 。
　　本例病人发病前有轻微外伤史 , 未接受 TAT治疗。1 月后

出现低热及精神症状 ,按脑炎治疗无效。后改用大剂量 TAT 静

滴 ,病人痊愈出院 , 因此诊断为破伤风。本病的诊断主要依靠
病史 、症状及体征 , 但对受伤史不明确者 , 则须注意与引起肌肉

痉挛或抽搐的疾病鉴别 , 避免误诊延诊。与脑炎区别之处:病
人意识始终清醒 ,脑电图正常 , 发作性全身肌肉强直 , 有激惹现

象 ,轻微刺激后抽搐加剧。
　　破伤风在战时较常见 , 但因预防措施之进步 , 其发病率大

为降低。在平时若创伤情况适合于破伤风杆菌生活繁殖要求 ,
伤后处理不及时或不适当 , 破伤风亦可发生 , 破伤风潜伏期长

短不一 ,一般多在 6～ 10 d ,但短者可至 24 h ,长者达数周甚至数
月之久。破伤风并发症多 , 病死率达 10%～ 40%, 平均 20%～

30%。近年来 ,破伤风发病有上升的趋势 , 我院从 91 年来收治

破伤风病人 30例 , 此例较为罕见 , 且以精神异常为首发症状的

破伤风国内亦未见报道[ 4 ,5] 。因此提醒临床医务人员需全面了
解病情 ,仔细查体。在外伤后出现精神异常者 , 应高度警惕有

否破伤风的可能 ,以免贻误病情。
　　关键词:破伤风;精神异常

　　中图法分类号:R517.304　　　文献标识码:B
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