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　　提　要　目的: 探讨Ⅳ型胶原酶在胆管癌浸润和转移中的意义 ,以期了解胆管癌浸润和转移机理。方法:

用免疫组化方法和图像分析系统观察胆管癌原发灶和转移灶标本切片癌细胞Ⅳ型胶原酶的表达。结果:Ⅳ型

胶原酶免疫反应物呈棕色 ,弥漫性地分布于细胞浆内。正常胆管及胆囊腺瘤均无阳性反应物存在。无转移的

原发灶切片癌细胞呈弱阳性染色反应 ,合并转移的原发灶切片和转移灶切片呈强阳性染色。转移灶及合并转

移的原发灶切片免疫反应物平均光密度显著大于无转移的原发灶切片。结论: Ⅳ型胶原酶是胆管癌浸润和转

移过程中参与降解细胞外基质的重要蛋白酶之一 ,提示未来在抗转移治疗中通过抑制Ⅳ型胶原酶及其它水

解酶的活性 ,有可能获得显著的进展。
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　　基底膜成份不同程度的丢失是浸润性恶性肿瘤的

主要特征 [1 ]。Ⅳ型胶原是基底膜主要成份之一 ,其酶促

降解需一种金属蛋白酶即Ⅳ型胶原酶。研究表明 ,很多

恶性肿瘤细胞分泌Ⅳ型胶原酶并与浸润和转移能力有

关 [2, 3 ]。本研究通过免疫组织化学方法观察Ⅳ型胶原酶

在胆管癌原发灶和转移灶癌细胞中的表达情况 ,探讨

Ⅳ型胶原酶在浸润和转移中的意义 ,以期了解胆管癌

浸润和转移机理。

1　材料和方法

1. 1　标本来源
　　共收集西南医院 1990年 1月至 1993年 9月 40例根治性切除

的胆管癌手术切除和术中活检标本。肿瘤位于肝门部 (包括左

右肝管及肝总管 ) 23例 ( 57. 5% )、中段 5例 ( 12. 5% )、胆总管下

段 10例 ( 25% )、肝内胆管 2例 ( 5% )。据光镜观察 ,高分化 13例

( 32. 5% )、中度分化 21例 ( 52. 5% )、低分化 6例 ( 15% )。除 3例

( 7. 5% )为粘液腺癌、 2例 ( 5% )为乳头状腺癌外 ,其它 35例 ( 87.

5% )均为管状腺癌。40例患者中 ,经术中观察和病理学检查 ,发

生器官和组织浸润和转移者共 25例 ( 62. 5% ) ,获转移灶标本 11

份。在原发灶与周围正常组织交界处取肿瘤组织标本 ,连同 11

份转移灶标本供本研究利用。另取胆囊腺 2例、正常肝脏肝内胆

管 2例作为对照。

1. 2　制片及免疫组织化学染色
　　标本投入 10%中性福尔马林溶液中固定 12～ 24 h。分别取

转移灶及原发灶癌组织接近正常组织处癌组织块 ,常规石蜡包

埋、切片、片厚 3～ 4μm。用兔抗Ⅳ型胶原酶抗体 ( 1 400,美国 ,

马里兰州 , Beth esda, 国立癌症研究所 Tetler- Stevenson博士

赠 )进行Ⅳ型胶原酶免疫组化染色 ( ABC法 )。以正常兔血清代

替兔抗Ⅳ型胶原酶抗体作为阴性对照。

1. 3　Ⅳ型胶原酶定量分析
　　除观察Ⅳ型胶原酶的分布外 ,利用 CM IAS-007真彩色图

像分析系统 (中国人民解放军空军总医院生物工程研究所 ,北

京 ) ,通过测定每个视野的光密度 ( A ) ,对Ⅳ型胶原酶进行定量

分析。每张切片取 10个视野 (× 100) ,取均值为其平均光密度。

1. 4　统计学处理
　　研究结果以 x-± s表示。采用计算机医用统计程序 ( MO-

SP,上海科学技术出版社 )对数据进行方差分析和 t检验 , P <

0. 05为差异显著。

2　结果

2. 1　抗Ⅳ型胶原酶免疫反应物的表现
　　Ⅳ型胶原酶免疫反应物呈棕色 ,弥漫性地分布于细胞质

内。阳性反应物的分布、多少 及强弱与组织学类型、分化程度

及肿瘤部位均无明显关系 ,见表 1。

　　阴性对照、正常肝内小胆管及胆囊腺瘤切片 ,见图 1。均无

阳性反应物存在 ,间质细胞内也未见阳性反应物出现 ,但正常

肝细胞和胰腺上皮细胞内可见微弱阳性反应。
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表 1　Ⅳ型胶原酶免疫反应物强弱与胆管癌组织学类型、分化程度及部位的关系
Tab 1　Relationship between the degree of positivity of type IV collagenase expression and the location,

degree of dif ferentiation, and histological type of adenocarcinoma of biliary duct ( no. of cases)

Histological type Deg ree of dif f erentiation Locat ion

Papillary Mucoid Tubular Ⅰ Ⅱ Ⅲ Upper Midd le Low er Int rah epatic

2 3 35 13 6 21 23 5 10 2

St rong 1 2 22 8 4 13 14 3 7 1

Weak 1 1 13 5 2 8 9 2 3 1

2. 2　原发灶和转移灶胆管癌细胞Ⅳ型胶原酶的表达
　　无转移的原发灶标本切片内 ,大部分区域癌细胞浆内呈弱

阳性反应 ,个别区域可见阳性反应染色 ,见图 2。合并转移的原

发灶标本切片内 ,大部分区域癌细胞浆内呈较强阳性染色 ,个

别区域癌细胞呈弱阳性染色 ,见图 3。转移灶标本切片内 ,腺上

皮样癌细胞浆内可见强阳性反应物存在 ,且分布均匀 ,仅见个

别细胞内弱阳性反应 ,见图 4。

图 1　胆囊腺瘤组织Ⅳ型胶原酶免疫组织化学染色腺瘤细胞浆内无阳性反应存在　 ( ABC法× 400)

Fig 1　No positive product presents in cholecyst ic adenoma by immunohistochemical staining

of typeⅣ collagenase ( ABC× 400)

图 2　无转移的原发灶癌组织Ⅳ型胶原酶免疫组化染色多数癌细胞浆内弥漫性弱阳性反应　 ( ABC法× 200)

Fig 2　Weak positive products present dif fusely in cytoplasm of most tumor cells of primary cancerous tissue without

metastasis, stained by typeⅣ collagenase immunohistochemically　 ( ABC× 200)

图 3　合并转移的原发灶癌组织Ⅳ型胶原酶免疫组化染色多数癌细胞浆内呈弥漫性强阳性反应　 ( ABC法× 200)

Fig 3　 Strong posit ive product exists diffusely in cytoplasm of most tumor cells of primary cancerous tissue with

metastasis, stained by typeⅣ collagenase immunohistochemically　 ( ABC× 200)

图 4　淋巴结转移癌组织Ⅳ型胶原酶免疫组化染色癌细胞浆呈弥漫性强阳性反应　 ( ABC法× 200)

Fig 4　 Strong positive product exists dif fusely in cytoplasm of metastatic tumor cells in lympha nodes by

immunohistochemical staining of typeⅣ collagenase　 ( ABC× 200)

2. 3　Ⅳ型胶原酶定量分析
　　利用图像分析系统定量分析 ,切片内免疫反应物平均光密

度在转移灶为 0. 142± 0. 016 ( A )。转移的原发灶为 0. 100±

0. 007( A ) ,无转移的原发灶为 0. 052± 0. 008( A )。转移灶及

合并转移的原发灶标本切片免疫反应物平均光密度均显著大

于无转移的原发灶标本 ( P < 0. 01) ,表明转移灶及合并转移的
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原发灶内癌细胞Ⅳ型原酶表达强度明显强于无转移的原发灶

内癌细胞。转移灶标本免疫反应物平均光密度虽大于合并转移

的原发灶标本 ,但无统计学上差异 ( P < 0. 05)。

3　讨论

　　细胞外基质主要成份的降解需特定蛋白水解酶 ,

故细胞外基质的溶解必然涉及到一系列相互联系的水

解酶的作用。本研究结果显示 ,胆管癌细胞内Ⅳ型胶原

酶表达增强 ,而正常胆管上皮细胞和胆道良性肿瘤细

胞内则无明显表达 ,表明降解细胞外基质中Ⅳ型胶原

的Ⅳ型胶原酶主要来自于肿瘤细胞。

　　本研究中观察到 ,转移灶胆管癌细胞和大多数合

并转移的原发灶胆管癌细胞Ⅳ型胶原酶表达明显强于

无转移的原发灶癌细胞 ,提示Ⅳ型胶原酶在胆管癌细

胞浸润和转移过程中起重要作用。有学者发现 ,Ⅳ型胶

原酶活性大小与其瘤细胞系转移能力呈平行关系 [4 ]。

高转移性瘤细胞产生的Ⅳ型胶原酶活性最大 ,无转移

能力的瘤细胞的活性最低 ,为高转移瘤细胞的 20% ,正

常细胞Ⅳ型胶原酶活性仅为高转移性瘤细胞的 2% ～

14% [4 ]。本研究结果与此观察所见是一致的。上述事实

说明 ,Ⅳ型胶原酶在胆管癌细胞降解细胞外基质过程

中占有突出的地位 ,同时提示未来在肿瘤治疗中通过

抑制Ⅳ型胶原酶及其它水解酶的活性 ,有可能获得显

著的进展。

　　本研究还观察到 ,无转移的胆管癌细胞内尽管大

多数癌细胞Ⅳ型胶原酶免疫反应染色较弱 ,少数癌细

胞却呈较强的阳性反应 ,而转移灶和合并转移的原发

灶胆管癌组织内尽管大多数癌细胞Ⅳ胶原酶免疫反应

染色呈强性性或较强阳性 ,但少数癌细胞却呈弱阳性

反应 ,造成这种同一切片内不同癌细胞之间的差异可

能与癌细胞异质性有关 [5 ]。由于肿瘤细胞的异质性 ,胆

管癌细胞不同亚群之间Ⅳ型胶原酶表达能力有差异。

如果表达Ⅳ型胶原酶能力强的癌细胞亚群占优势 ,则

可能表现出较强的浸润和转移能力。我们的结果也正

好说明了这一点。
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Expression of collagenase type IV in cholangiocarcinoma tissue and its

signif icance in invasion and metastasis
Wang Shuguang , Peng Zhiming , Han Benli ( Depa rtment of Hepa tobilia ry Surg er y, Southw est Hospital, Third M ilitar y

Medical Univ e rsity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objective: T o explo r e the significance of collag enase type IV in th e invasion and metastasis of

cho lang io ca rcinoma to cla rify th e possible mechanism of the inva sion and me ta sta sis of cho langio ca rcinoma.

Methods: The expression o f collag enase type IV w ere dete rmined in the primary fo ci and me ta static foci of

chang io ca rcinoma with immunohisto ch emistry and image analysis. Resul ts: The immunoreactiv e product of

collag enase type IV w as stained brown and widely distributed in the cytoplasm o f the cancer cells but no t in

the epithelium of the no rmal bile duct o r adenoma. The immunostaining intensity was weak in th e primary fo-

ci without meta sta sis but strong in the metastatic ones and primary ones complicated with metastasis. The

mean immunostaining intensity w as significantly stronger in me ta sta tic foci and primary ones complica ted

with m etastasis than in the primary fo ci w ithout me ta stasis. Conclusion: Co llag enase type IV is one o f the

impo rtant pro teinases to deg rade the ex tracellular matrix during the invasion and metastasis of cho langiocar-

cinoma, w hich suggests that g reat achiev ement can be made in anti - meta sta sis tr eatment o f cho langiocar-

cinoma in the futur e through inhibiting the activ ity o f co llag enase type IV and o the r pro teinases.

　　 Key words　 co llag enase; bilia ry neoplasm; neoplastic me ta sta sis

331第 4期　　　　　　　　　王曙光 ,等 .胆管癌组织Ⅳ型胶原酶的表达及其在癌浸润和转移中的意义　　　　　　　　　


