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　　提　要　目的: 探讨宫内膜腺癌组化、免疫组化特征及临床意义。方法: 采用组化、免疫组化的方法 ,对其

粘蛋白含量、分布及免疫阳性物的表达进行观察。结果:子宫内膜腺癌与宫颈腺癌在粘蛋白含量与分布存在

着差异: 子宫内膜腺癌粘蛋白含量少且以硫酸粘蛋白为主 ,而宫颈腺癌则含量丰富且以唾酸粘蛋白为主。波

形蛋白 ( V imentin)在宫内膜腺癌阳性表达率为 73. 3% ,而宫颈腺癌均阴性表达。雌激素受体 ( ER)、癌胚抗原

( CEA)、增殖细胞核抗原 ( PCNA )在肿瘤分类中表达无明显差异 ,但对预后和分级有一定意义 , ER阳性者临

床内分泌治疗疗效和预后较好 ;而 CEA对于肿瘤早期转移有一定关系。结论: 组化和 Vimentin检测对宫颈

腺癌及子宫内膜腺癌有鉴别诊断意义 ,而 ER、 CEA对预后和治疗可提供参考指导。

　　子宫内膜癌是妇科常见恶性肿瘤之一 ,近年来其

发病率明显上升 [1 ] ,引起广泛关注 [ 2]。我们对 82例宫内

膜腺癌进行了组织形态、组化、免疫组化观察 ,旨在探

讨宫内膜腺癌中粘蛋白含量与分布及波形蛋白 ( Vi-

mentin)、癌胚抗原 ( CEA)、雌激素受体 ( ER)、增殖细

胞核抗原 ( PCN A)分布及表达水平 ,为鉴别诊断、临床

治疗和估价预后提供参考。

1　材料与方法

1. 1　标本与试剂
　　 82例子宫内膜腺癌均为病理确诊病例 ,按 Siv erbe rg[2 ]提供

的 1988年 ( I SGP)组织分类及 Creasmen [3]描述分级标准 ,其中

管状腺癌 73例 (Ⅰ 级 33例、Ⅱ级 23例、Ⅲ级 17例 )、腺鳞癌 3例、腺

癌中伴鳞化 5例。将 73例管状腺癌及宫颈腺癌、宫内膜增生各 5

例一同进行观察。组织常规固定包埋 ,连续切片 10张 ,分别做

AB / PAS、 AF / AB、 HID /AB组化染色 ,并用 ABC法进行免疫

组化染色。本实验所用小鼠抗 Vimentin、 PCNA、 ER及兔抗

CE A,其稀释浓度分别为 1 15、 1 50、 1 100,除 ER由迈新公司

提供外 ,均为 Doko公司提供。

1. 2　方法
　　采用 ABC法 ,染色结果采用计分法 ,其判断标准为以胞浆

(核 )内出现棕黄色为阳性反应 ,以 5个视野中阳性细胞百分数

及着色强度计分 ,分为强阳性 ( )、阳性 ( )、弱阳性 (+ )及阴

性 ( - )。用 PBC替代一抗做对照染色。

2　结果

2. 1　一般临床资料
　　 82例宫内膜腺癌患者 ,年龄最大 67岁 ,最小 29岁 , 45岁以上

占 83% ,原发或继发不孕者分别为 14、 17例 ,绝经后发病者 53

例。临床以阴道不规则流血或月经过多为主 ( 73. 3% ) ,同时伴

白带增多 ,呈脓性、水样 /血样带为主要症状。48例获随访结果 ,

随访时间最长 16年 ,最短 6个月 ,死亡 7例 , 36例生存在 5年以上。

2. 2　病理观察
2. 2. 1　巨检　　见宫体多呈不同程度增大 ,宫腔多扩张 ,内膜

部分增厚 ,病变区多位于宫角或宫底部 ,呈局限性 /弥漫性增

厚 ,粗糙不平 ,呈颗粒状 /息肉状 ,且常伴出血、坏死。色灰白或

暗红 ,质较脆。

2. 2. 2　光镜　　瘤细胞大部分呈管状腺癌排列 ,管腔大小形

态不一 ,有少数病例尚伴有乳头状结构或呈粘液腺癌样 /浆液

腺癌样分化 ,个别病例还可见到透明细胞区。它们与管状腺癌

之间有过渡或混杂或单独呈灶性分体。

2. 2. 3　粘蛋白染色反应　　宫内膜腺癌、宫颈腺癌及宫内膜

增生均做了组化染色 ,结果显示宫内膜腺癌粘蛋白含量甚少且

以硫酸粘蛋白为主体的占优势 ,Ⅰ 级多沿腺腔面呈线状分布 ,

而Ⅲ 级多分布上胞浆内或腺腔中。宫颈腺癌含有丰富粘蛋白 ,

且充满整个癌细胞 ,见图 1,唾酸粘蛋白为主 ,宫内膜增生粘蛋

白含量与分布随分化而异。

2. 2. 4　免疫组化反应　 15例宫内膜腺癌 (各级 5例 )、宫颈腺

癌、宫内膜增生各 5例做了免疫组化观察 ,结果见附表。
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　　在宫内膜腺癌及增生细胞中 , Vimentin位于胞浆和腺腔

面 ,强度以 (+ )～ ( )为主 , 73. 3%的腺癌呈阳性表达 ,各组之

间差异不明显 ,而在宫颈腺癌均阴性表达。ER位于胞核 /胞浆

中 ,其含量随分级升高而含量渐少。CEA表达于胞浆内以胞膜

着色为主 ,在Ⅰ 级腺癌 ,分布于腺腔边缘呈颗粒状线型分布 ,见

图 2,在低分化腺癌呈弥漫散在呈颗粒状出现于腺腔内 ,阳性率

为 93. 3% ,而宫颈腺癌与其差异不明显。PCNA定位于胞核中 ,

呈棕黄色颗粒 ,其阳性表达随分级升高而增强 ,在宫内膜腺癌

各组之间相差非常显著 , P < 0. 001。

附表　 4种免疫组织化学检测结果

Vim ent in ER CEA PEN A
组织类型 病例

- +   - +   - +   - +   

宫内膜腺癌 15 4 4 5 2 4 5 2 4 1 6 5 3 6 6 3

宫颈 腺 癌 5 5 - - - 1 3 1 1 1 1 2 1 3 1

宫内膜增生 5 3 2 1 2 2 1 3 1 2 2 1

图 1　宫颈腺癌细胞内含丰富粘蛋白 ,充满整个癌细胞　 ( AB /PAS× 400)

图 2　高分化宫内膜腺癌 CEA阳性表达于腺腔缘 ,呈颗粒状线型分布　 ( ABC× 2 000)

3　讨论

3. 1　宫内膜腺癌与宫颈腺癌的鉴别

　　宫内膜腺癌起源于苗勒管多能干细胞 [4 ] ,致使宫

内膜腺癌与宫颈腺癌难于区分 ,尤其是宫内膜腺癌中

呈粘液样分化腺癌与宫颈腺癌中呈宫内膜样分化者 ,

确定其原发病灶更难 ,但通过组化及免疫组化染色 ,有

一定帮助 ,宫内膜腺癌粘蛋白少且以硫酸粘蛋白为主 ,

Vimentin表达阳性率 73. 3% ,而宫颈腺癌粘蛋白含量

丰富以唾酸粘蛋白为主 ,而 Vimentin不表达 ,与文献

[5]报道一致 ,但对少数病例 ,如加详细病史及临床检

查更利于鉴别。

3. 2　 ER在宫内膜腺癌和治疗中的意义

　　绝经后延 ,原发 /继发不孕 ,体内雌激素水平持续

升高 ,引起宫内膜增生 ,其雌激素胞浆——核受体系

统 ,可形成雌激素—— 受体复合物 ,进入细胞核中与染

色体结合 ,通过影响转录使核糖核体合成增加 ,蛋白合

成增多 ,直接影响 DNA合成和核分裂过程 ,致使内膜

持续增生及肿瘤形成。ER和 PR受雌、孕激素调节并

存在协同和拮抗作用 ,但在肿瘤时 ,可能因致癌因子损

害受体产生 ,引起细胞功能 /代谢紊乱 ,或产生某种物

质损害受体使其基因关闭 /损害受体的亲合力 ,使 ER

不表达或低表达 ,本实验发现 ER随肿瘤分化程度升

高而阴性表达增强 ,与文献 [6]报道一致 ,据认为 ER

的含量变化可综合反应分期、分级对预后的影响 ,是一

个功能性客观指标 ,我们随访的结果亦支持这一点 ,故

临床进行血清中 ER水平检测 ,对指导临床治疗和估

价预后有一定意义。

3. 3　预后

　　关于子宫内膜腺癌的预后高危因素 ,根据我们的

观察 ,肿瘤的预后与肿瘤分化程度、肌层浸润深度 ,机

体应答反应有关外 ,尚同 ER、 CEA阳性表达强度有一

定关系: ER含量越高 ,预后较好 ; CEA有随肿瘤分级

升高而阳性增强的明显趋势 ,随访中发现 ,强阳性表达

者 ,转移率高 ,且转移早 ( 2 /5) ,据文献报道 , CEA不只

是结肠癌标志物 ,亦是转移标志物 , CEA分子间可发
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生嗜同性 ( Homohilic)结合 ,被带到肝脏进行处理的

CEA与表达 CEA的癌细胞结合 ,从而增加癌细胞在

肝内形成转移的机会。转移靶细胞血管内皮细胞和癌

细胞表面的粘附分子相互识别可能对癌转移的器官特

异性有重要意义 ,我们例数较少 ,有待进一步研究。

　　 (免疫组化由附属新桥医院病理科谢青教授帮助制作 ,特

此致谢! )

　　关键词　子宫内膜腺癌 ;雌激素受体 ;免疫组织化学 ;子

宫颈肿瘤
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银染色法结合 PCR-SSCR技术检测 LDH亚单位变异

Detection of genetic mutation in human lactate dehydrogenase subunit us-

ing PCR-SSCR in combination with silver staining

刘泽军
 
　何长生　 刘倩予　 Dey DC

  
　　 (第三军医大学附属西南医院检验科 ) 重庆 , 400038

　　提　要　目的:应用单链构象多态技术检测乳酸脱氢酶基因变异。方法: 使用银染色法结合 PCR-SSCP

分析变异基因。结果: 乳酸脱氢酶的变异发生在 H基因的外显子 4上。结论:用银染色法代替放射性标记的

PCR-SSCP分析更适于常规实验室应用。

　　自从 Ori ta[1 ]开发了单链构象多态性 ( SSCP)后 ,

这项技术已被广泛运用 ,尤其对检测基因点突变具有

其它方法无法比拟的优点。但其操作时需要使用放射

性物质而且所需时间较长 ,本实验用银染色技术代替

放射性物质检测乳酸脱氢酶亚单位变异 ,简化了操作

程度 ,得到了理想的效果。

1　材料和方法

　　成年男性患者 ,实验室检查乳酸脱氢酶活力低于正常值范

围 ,同工酶分析 H亚单位所占比例较低 ,怀疑可能有遗传性亚

单位变异 ,因此对其 DN A进行 PCR-SSCP分析。从患者全血

中提出 DN A,多聚酶链反应扩增 H亚单位的 7个外显子 ( Gene

amp sy stem 9600扩增仪 ) , 1. 5μl PC R产物与 1. 5μl染料混合

(染料中含有 98%甲酰胺 , 0. 05%溴酚蓝 , 0. 05%二甲苯蓝 , 20

mmo l /L EDT A) , 95℃加热 2 min使变性 ,然后立即置于冰水溶

中速冷 ,选用 Phast凝胶 12. 5和 Phast凝胶缓冲液 , 300 V , 15℃

条件下 ,在 phast系统全自动电泳仪上电泳 ,电泳结束后 ,用银

染色法鉴定分离的 DN A泳动带。银染色程序见表 1,表中所用

溶液逐一由机器自动加入。

表 1　银染色程序

步骤 　　　　溶液 时间 ( t /min) 温度 (℃ )

1 固定液　　 0. 7%苯磺酸 8 50

　　　　　 24%乙醇

2 染色液　　 0. 2%硝酸银 10 50

　　　　　 0. 07%苯磺酸

3 蒸馏水 1 25

4 显象液　　 80 m l 2. 5%碳酸钠 4 30

　　　　　 80μl 37%甲醛

　　　　　 80μl 2%硫代硫酸钠

5 终止液 /保存液　 1%醋酸 5 50

　　　　　　　　 5%醋酸钠

　　　　　　　　 10%甘油
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