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肺癌 D N A 含量及细胞动力学初步研究

崔社怀

李才安

张蔚东

陈兆珍

沈寒放 (第三军医大学附属西南医院呼吸内科 ) 重庆
,

6 3。。 3 8

(第三军医大学基础部仪器中心室 ) 重庆
,

6 3 0 0 3 8

提 要 采用纤支镜技术
,

对 26 例中心型肺癌进行刷检与活检
,

并用流式细胞仪测定新鲜癌组织的

D N A 含量
,

观察细胞的增殖活力
。

结果提示
,

新鲜癌组织存在较高的异倍体
,

异倍体的出现多与恶性肿瘤存在

有关
;
癌细胞的增殖活力亦显著增高

,

说明细胞的增殖活力直接与组织的恶性程度相关联
。

经纤支镜检查痛

苦小
,

并发症少
,

患者易于接受
。

并且刷检和活检中的任何一项检查
,

多可获得阳性结果
。

与活检比纤支镜刷

检操作简便
、

对组织损伤小
,

出血和并发症少
,

可弥补管壁浸润型肺癌不易获得活检标本之不足
。

具有一定的

实用价值
。

关镇词 肺肿瘤
,

流式细胞测定术
,

细胞增殖活力

中图法分类号 R 7 34
.

2

流式 细胞技术是 近年来国 内外应 用测定 细胞

D N A 含量的一项新技术
。

国外 已较广泛地应用于肿瘤

的诊断
、

治疗及预后判定
,

国内亦有为数不多的报道
,

但多数报道是使用石腊切片
,

经消化处理后测定细胞

核 D N A 含量
〔`

,

幻 。

使用新鲜癌组织制备单细胞悬液
,

测定癌细胞的 D N A 含量国内尚未见报道
。

本研究 旨

在使用流式细胞仪测定肺癌患者的纤维支气管镜 (纤

支镜 )活检和刷检标本中的 D N A 含量
,

以拓宽纤支镜

的诊断范围
,

提高肺癌诊断的阳性率
,

并探讨纤支镜所

获样品的 D N A 含量
、

细胞增殖活力 (S % )与肺癌的关

系及其临床意义
。

1 材料与方法

只 1 m m X I m m 小碎块
,

经 0
.

4 %胰蛋白酶 ( D IF 进口分装 )消

化 3 0 m in ,
0

.

2 5 %胶原酶 I ( S i g m a )消化 5 0 m i n ,

终止消化后

3 0 0 目铜网过滤
,

离心 1 5 m i n 1 5 0 0 r
/ m i n ,

去除红细胞制成 1

X 10
,

~ 10
`

/ ml 活细胞液
,

70 纬冰乙醇固定
,

放入 4℃ 冰箱备测
。

刷检标本经直接过滤
,

去除红细胞
,

70 %冰乙醇固定
,

存 4℃冰

箱备测
,

正常肺组织和良性病变肺组织制备单细胞悬液步骤同上
。

1
.

2
.

2 测定 D N A 含量 应用 F
a e s t a r

P l
u s ( eB

e t o n ,

D i e k i n -

so
n A m )

,

波长 4 88
n m

,

功率 3 00 m w 亚离子激光器为激发光

源
,

每个样品测 1 x 10
,

个细胞
。

经正常人肺组织制备的单细胞

悬液作为二倍体对照确定其倍性
.

以正常组织的 G 。
/ G

,

峰均道

值作为二倍体标准
,

计算 D N A 指数 ( D D
。

细胞激发信号以组方

图形式在多道脉冲仪上 显示
,

所得数据经计算机处理
,

得出

D N A 合成期细胞占总细胞数的百分比即增殖活力 (S % )
.

D N A

倍性均值的统计采用方差分析法
.

1
.

1 病例

经病理确诊为肺癌
、

临床诊断为中心型肺癌者 26 例
,

男 20

例
,

女 6例
,

平均年龄 54
.

2 岁
。

其中鳞癌 15 例
,

小细胞癌 5 例
,

腺癌 6 例
.

根据纤支镜刷检和活检分别分为刷检组和活检组
,

正常肺组织和 良性病变者为对照组
。

其中正常肺组织 4 例
,

肺

结核 2 例
,

胸腺瘤 1例
,

作为二倍体对照
。

1
.

2 D N A 含量 测定

1
.

2
.

1 单细胞悬液的制备 用纤支镜活检钳从支气管腔的

肿物上活检得到新鲜的癌组织标本
。

然后用小剪刀剪成 1 m m

2 结果

所测 26 例肺癌细胞 D N A 倍性为异倍体肿瘤 24 例
,

占

92 %
,

二倍体肿瘤 2 例占 8 %
,

刷检组 D l 值为 1
.

67 士 0
.

17 6
,

活

检组 D l 值为 1
.

6 0 5 士 0
.

1 7一
,

对照级的 D l 值为 1
.

0 5 5士 0
.

0 0 6
,

刷检组与活检组比无差异 ( 尸 > 。
.

0 5 )
,

刷检组和活检组与对照

组 比相差显著 ( 尸 < 0
.

0 5 )
。

虽然活检组与刷检组相差不显著但

二者高度相关 ( r ~ 。
.

9 2 )
。

不同肺组织间的细胞增殖活力存在

显著差异 (见表 2)
。

组方图见图 1
,

2
,

3
。

表 1 不同肺组织细胞 D l 值
T a b 1 D N A I n d e x o f l u n g t is s u e e e l l s

aln
o n g v a r i o u s

g r o u P s

P
a t i e n t g r o u p s

C
a s e s 了 士 s P

C o n t r o l g r o u p s 7 1
.

0 3 3士 0
.

0 0 6

B r u s
h i n g g r o u p s 2 6 1

.

6 7 0士 0
.

1 7 6 0
.

0 3 减

B i o p s y g r o u p s 26 1
.

6 0 5士 0
.

1 7 1 0
.

0 2 减

灭
:

P < 0
.

0 5 。 : w i t h t h
e e o n t r o

l

表 2 不同肺组织细胞增殖活力

T a b 2 hT
e e e l l u l a r

rP o l if e r a it v e a e t i ir t y o f lu n g am
o n g

v
ar lo us g r o u P s

G
r o u P s

C
a s e s 牙 士

3
P

C o n t r o l 7 8
.

9 2 9士 1
.

0 75

B
r u s

h i n g 2 6 2 6
.

8 6士 2
.

6 6 5 < 0
.

0 1谈

B i o p s y 2 6 2 7
.

13 6士 3
.

7 2 5 < 0
.

0 1试

炎
:
尸 < 0

.

0 1 v s e o n t r o
l
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1 对照组 D N A 分布组方图 ( D l 一 1)

1 D N A h is t o g r a m in e o n t r o l g r o u P s

图 2 肺癌活检组 D N A 分布组方图 ( D l ~ 1
.

6 7)
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图 3 肺癌刷检组 D N A 分布组方图 ( D l 一 1
.

6 0 5)

F i g 3 D N A h i s t o g r a m o f l
u n g e a n e e r i n b r u s h i n g g r o u P s

3 讨论

有关异倍体的出现及其百分率
,

我院已有报道
〔 , 〕

,

在 35 例肺癌石腊切 片中 D N A 含量 的变化
,

二倍体肿

瘤占 H
.

3 4 %
,

异倍体肿瘤占88
.

57 %
,

所有 良性病变及

正常肺组织皆呈二倍体改变
。

本研究结果提示
,

新鲜癌

组织制备 的单 细胞 悬液
,

经流 式细胞仪测定其 D N A

含量
,

异倍体肿瘤占 92 %
,

较石蜡切片中检 出异倍体

高
,

其原因可能是使用新鲜癌组织制成单细胞悬液
,

及

时处理 及时检 测 D N A 含量的缘故
。

这与 B ar log ie 报

道的恶性肿瘤 91 %为异倍体的结果大致相符
〔们 。

亦与

文献中新 鲜癌组织较石蜡包埋组织所测 D N A 含量呈

现较 多异倍 体 的报道 一 致
。

本 文 对照 组的 D l 值 为

1
.

0 3 3
,

与多数良性组织及癌旁组织的 D N A 含量均呈

二倍体改变相符
仁5〕 。

所 以我 们认为
,

D N A 定量分析可

作为人类实体肿瘤的独特标志
,

异倍体的出现多提示

恶性肿瘤的存在
,

二倍体的出现不能除外恶性肿瘤
,

因

为本结果提示仍有 8 %的肺癌组织呈现二倍体改变
,

可

能与临床化疗后
,

癌细胞发生生物学变化有关
,

有待进

一步研究
。

由于病理证实的良性病变
、

正常组织
、

甚至

癌旁组织均呈二倍体改变
。

由此可以认为 D l 值的异

常即表明为恶性肿瘤
。

本结果还提示
,

中心型肺癌经纤支镜刷检和活检

所测 D l 值高度相关 (
r
一 0

.

92 )
,

说明在行纤支镜检查

时
,

只要是中心型肺癌腔内型
,

管壁浸润型
,

进行刷检

或活检 中的任何一项检查
,

经流式细胞仪测定即可检

出异常 D N A 含量的肿瘤细胞
。

就纤支镜的刷检与活

检比
,

刷检对患者的损伤小
,

出血和并发症少
,

操作容

易
,

可弥补管壁浸润型肺癌活检困难之不足
,

是一项较

好的诊断措施
,

如结合纤支镜肉眼所见
,

脱落细胞检

查
,

对支气管肺癌的早期诊断和诊断阳性率的提高将

提供一条切实可行的途径
,

值得进一步研究
。

本文研究结果还表明
,

癌细胞的增殖活 力显著高

于对照组
,

说明细胞 的恶性程度与细胞的增殖活力有

关
。

有证据表 明
,

细胞的增殖活力 (S % ) 越高
,

该细胞

的增殖程度越大
,

恶性程度就越高
。

正常组织细胞到癌

细胞其 S 期细胞增殖活力 明显高于正常组织
,

并且 S

期细胞 增殖 活力及其数量 的多 少与 患者的预后有

关
〔卜

g〕 。

V ol m 等
〔 6」
研究认为异倍体肿瘤和 S 期增殖活

力高者的存活时间较二倍体肿瘤者显著缩短
,

肿瘤灶

中 S 期细胞越多
,

患者的存活时间越短
。

故细胞周期的

研究
,

特别是细胞增殖活力 (S % ) 的研究
,

将从细胞动

力学角度研究癌组织的特点
,

为临床提供快速有效的

参数
,

为肺癌的诊断提供必要的帮助
,

甚至有助于肺癌

预后的判断
,

显示出诱人的前景
。
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出冲感刁 , 冲台甲勺勺
出沛钧勺

出 , 宫冲方刁 6 冲。冲气气今
出刁出 , 出 ,

气感刁出刁出冲。 沛今气
, 刁出刁

肝细胞癌抑癌基因失活和癌基因激活及其机理的研究 节论文摘
二

要一
S t u d i e s o f t u m o u r s u P P r e s s o r g e n e i n a e t i v a t i o n o n e o g e n e a e t i v a t i o n a n d

t h e i r m e c h a n i s m i n h e P a t o e e l l u l a r e a r c i n o m a

肖文华 刘为纹 吕有勇
`

(第三军医大学附属西南医院消化内科 ) 重庆
,

63 00 38

肿瘤的发生发展是多基因参与的多阶段过程
。

本实验采用 基因缺失
,

具有 R b 基因异常的 H C C 同时也存在 P ” 基因结构

so
u t h e r n 杂交

、
P e R

一
P F L P

、
P C R

一

S S C P 和 基因直接测序技术 异常
。

对我 国西南地区肝细胞癌 ( H C C )多种抑癌基因 失活和癌基因 上述资料表 明
:

肝细 胞癌的发 生发展是多基因参与的过

激活的机理进行了研究
。

结果表明
:

15 例肝细胞癌中1例肝透明 程
,

癌基因激活和抑癌基因失活是其发生的重要分子机理
。

癌

细胞癌 R b 基因 与 5’ 端 C p G 岛存在高 甲基化状态
;

41
.

7 %的 其因激活和抑癌基因失活的机理是多种的
,

除缺失和 突变外
,

H c c 存在 p Y N z 22
.

1基因位点的高甲基化状态
,

该位点 G p G 本实验证实了 D N A 甲基化异常也是肝癌抑癌基因失活和癌基

岛过度的高甲基比与其杂合缺失 ( L O H )有关
。

61 % H C C
c 一m cy 因激活的重要机理之一

。

抑癌基因 P S ,

和 R b 是肝癌的晚期事

癌基因 3
’

端散在 C p G 的甲基发生不同程度的丢失 ,伴有低甲 件
,

对预测肿瘤患者的预后有帮助
;

西南地区肝癌 sP
3

基因突变

基化的 H c c 具有更强的转移能力和较低的分化程度
。

H C C P ” 特点不同于我国启东地区和 日本人肝癌
,

该突变谱反映了西南

基因杂合缺失率为61
.

5 % (8 / 1 3)
,

总的突变率为 50 % ( 1 4 / 2 8)
,

地 区肝癌病因的复杂性
,

可能与肝炎病毒和黄曲霉素协同作用

其特点为突变散在于各外显子
,

但以第7外显子为主 (2 1
.

4 % )
,

有关
。

P C R 直接测序进一步证实第 7外显子突变多发生在第 2 49 位密 关键词 肝细胞癌 ; D N A 甲基化
;

癌基因 ;抑癌基因

码子 G ~ T 的颠换突变
。

sP
3

基因结构异常多发生在有肝 内外转 中图法分类号 R 7 3 5
.

7

移
、

分化较差的肝细胞癌
。

约 3 3
.

3 % ( 4 / 1 2 )的肝细胞癌存在 R b (收稿
:

19 9 5
一

0 9
一

22
;

修回
:

1 9 9 5
一

1于 1 5 )

北京市肿瘤防治研究所 北京
,

1 0 0 0 0 0


