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摘要

目的: 探讨端粒酶活性 细胞凋亡及 p53 Bcl-2 基因表

达与胃肠道间质瘤(GIST)生物学行为的关系.

方法: 分别采用端粒酶活性试剂盒 原位末端标记和免疫

组织化学的方法对38 例GIST 标本进行端粒酶活性 细胞

凋亡和p53 Bcl-2基因表达的检测 并结合临床病理资料

进行分析.

结果: GIST端粒酶活性阳性率在恶性中为85%(17/20) 在

潜在恶性中为 22.8%(2/9) 在良性中为 0(0/9)(P <0.01);

GIST 细胞凋亡指数在恶性中为11.7 5.4 在潜在恶性中

为 30.2 5.6 在良性中为 45.2 7.2(P <0.05); 端粒酶阳性

组细胞凋亡指数为 9.5 5.7 阴性组为 22.9 8.4(P <0.01);

端粒酶阳性组 p53 阳性表达率为 78.9% 阴性组为 40.0%

(P <0.05); 端粒酶阳性组 Bcl-2 阳性表达率为 84.2% 阴

性组为40.0%(P <0.05).

结论: 端粒酶活性 细胞凋亡与 GIST 良恶性有关 他们

的检测有助于GIST的临床病理诊断.
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0   引言

胃肠道间质瘤(gastrointestinal stromal tumors GIST)这

一概念由 Mazur el al [1]于 1983 年首先提出 认为此类

肿瘤起源于胃肠道固有肌层和黏膜肌层 由梭形细胞

和上皮细胞组成 并根据其分化的不同及免疫组织化

学检查结果分为肌肉型 神经型 混合型和未定型.

GIST 最终诊断有赖于术后标本的病理学检查和具有特

征的免疫组织化学标记物酪氨酸激酶生长因子受体

(CD117 或 C-kit)和骨髓干细胞抗原(CD34)的检测. 近年

来国内外对其研究逐渐增多[1-7]. 本文通过检测 GIST 中

端粒酶活性 细胞凋亡及调节基因 p53 Bcl-2 表达

探讨其临床病理意义以及他们之间的相互关系.

1   材料和方法

1.1 材料  从我院 1996-06/2002-06 手术切除的 GIST 病

例中选择诊断明确 病历完整者 38 例. 本组病例标本重

新调出后 均经同一病理医师进行复查并作免疫组织化

学检测 CD117 和 CD34 结果 CD117 阳性率为 92.1%(35/

38) CD34 阳性率为 86.8%(33/38). 本组中男 23 例 女

15 例. 27-74 岁 平均 52.6 岁. 肿瘤部位: 胃 17 例 小

肠 11 例 结直肠 10 例. 按纪小龙 et al [8]提出的 GIST 分

类标准 区分为良性GIST 9例 潜在恶性GIST 9例 恶

性 GIST 20 例. 另取 10 例正常胃肠道平滑肌组织(NSMT)

作为对照 取自胃肠道良性病变手术切除标本 远离病

变部位取材 其中胃标本 5 例 肠标本 5 例. 标本一部

分放置-80 低温冰箱保存 一部分标本经100 mL/L甲

醛溶液固定 石蜡包埋 制成5 µm厚组织切片. (1)试剂:

端粒酶检测试剂购于军事医学科学院放射医学研究所;

细胞凋亡检测试剂 p53 Bcl-2 单克隆抗体 生物素

标记二抗购于武汉博士德生物工程公司; S-P 试剂盒为

ZYMED 公司产品. (2)方法: 端粒酶活性检测: 按试剂盒

说明进行操作 具体步骤: 取约 30-50 mg 组织 剪碎

裂解 离心 取上清. 在反应管中依次加入 TRAP 混合

物 25 µL Taq 酶 0.2 µL 细胞提取液 1 µL 混匀

30 保温 30 min 反向引物 0.5 µL 在 DNA 合成仪

上进行 PCR 扩增. 反应条件为: 94 变性 30 s 35 

退火 30 s 72 延伸 30 s 循环 30 次. PCR 反应产

物在 120 mg/L 聚丙烯酰胺凝胶中电泳 硝酸银染色.

细胞凋亡检测: 采用原位末端标记法 具体步骤: 玻片

预先用0.1 g/L多聚赖氨酸处理; 切片常规脱蜡至水化

30 mL/L H2O2 10 min 蒸馏水洗 3 次; TBS 1 100 稀

释的蛋白酶 K 37 15 min 蒸馏水洗 2 min

3 次; TdT 和 DIG-dUTP 湿盒中 37 90 min; TBS 冲洗

6 min 封闭液 20 min; 1 100 抗 - DIG-BIOTIN 37 

湿盒中 30 min TBS 洗 3 min 3 次; DAB 显色避光 10-

30 min 水洗; 苏木精复染后脱水 透明 明胶封固. p53

Bcl-2 检测: 采用免疫组织化学 S-P 法 按试剂盒说明

进行操作. 结果判断: 端粒酶活性判断标准: 出现 梯形

条带者为阳性; 细胞凋亡判断标准: 以细胞核中有棕黄色

颗粒 背景清晰者为阳性细胞 由于后期 DNA 片段可

透过核膜扩散至胞质 故胞质亦可呈阳性. 400 倍显微

镜下 在标记良好区域选择 10 个视野计数 每个视野

计数 100 个细胞. 凋亡指数(API)=阳性细胞总和/1000

100%; p53 Bcl-2 判断标准: p53 蛋白表达于细胞核

Bcl-2 蛋白表达于细胞质 均显示为棕黄色 以着色

细胞大于 20% 为阳性表达.
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        统计学处理  采用 χ2 t 检验.

2   结果

2.1 端粒酶及细胞凋亡表达的检测结果  恶性 GIST 端粒

酶阳性表达率明显高于潜在恶性 GIST 良性 GIST 和

NSMT(χ2 检验 P <0.01); 从 NSMT 良性 GIST 潜在

恶性 GIST 到恶性 GIST 其 API 依次明显递减(先行方差

齐性检验 本组数据方差齐 然后行 t 检验 P <0.05)

(表 1).

表 1  端粒酶活性 细胞凋亡在 NSMT GIST 中的表达

                                                             端粒酶                       API
组别  n

  阳性(n)       阳性率(%)     (mean±SD)

NSMT 10         -               -              72.1 9.3

良性 GIST   9         -               -              45.2 7.2

潜在恶性 GIST   9         2              22.8           30.2 5.6

恶性 GIST 20                 17             85.0           11.7 5.4

2.2 GIST 中端粒酶活性与细胞凋亡及 p53 Bcl-2 表达

的关系  GIST 中端粒酶阳性组 API 明显低于阴性组(先

行方差齐性检验 本组数据方差齐 然后行 t 检验

P <0.01) 二者间呈显著负相关; GIST 中端粒酶阳性组

p53 阳性表达率明显高于阴性组(χ2 检验 P <0.05) 二

者间呈显著正相关; GIST 中端粒酶阳性组 Bcl-2 阳性表

达率明显高于阴性组(χ2 检验 P <0.05) 二者间呈显

著正相关(表 2).

表 2  GIST 中端粒酶活性与细胞凋亡及 p53 Bcl-2 表达的关系

组别     n  API (mean±SD)  p53 阳性表达率  Bcl-2 阳性表达率

端粒酶阳性组      19      9.5 5.7a             78.9%b                 84.2%b

端粒酶阴性组      19      22.9 8.4             40.0%                 40.0%

aP <0.01, bP <0.05 vs 阴性组.

3   讨论

端粒酶是一种包含自身模扳RNA的核蛋白体. 活性状态

下能发挥逆转录酶的作用 特异性延长染色体末端端

粒的重复 DNA 序列 从而抵消或延缓端粒在正常情况

随细胞分裂次数的增加而不断短缩的变化 使细胞发

生永生化或恶变[9-13]. 近年来大量实验研究表明 多数

恶性肿瘤端粒酶活性阳性[14-18] 而良性肿瘤和正常体

细胞中除少数生殖细胞 造血干细胞 生发层细胞具

有端粒酶活性外 均检测不到端粒酶活性[19-23]. 端粒酶

的这一特性使其敏感性和特异性超过以往任何肿瘤指

标 提示其在临床鉴别诊断和推测预后方面作用巨大.

有关端粒酶与GIST的研究较少 本组中20例恶性GIST

组织中端粒酶阳性表达率为 85% (17 / 20 ) 这一结果

与Shay  et al [15]报道的人类肿瘤平均端粒酶阳性率相近

说明端粒酶也是恶性GIST 较为理想的标记物. 15%(3/20)

的恶性 GIST 组织未检测到端粒酶阳性表达 可能是因

为存在 端粒酶旁路 机制或者可能端粒的短缩尚不足

以激活端粒酶[16-17]. 在潜在恶性GIST 中有2例检测到端

粒酶阳性表达 对这2例标本进行了必要的重复检测及

稀释后检测 其结果一致 不是假阳性 因此对这 2 例

应密切追踪观察 以注意其有无恶变. 上述研究结果说

明端粒酶活性检测可以鉴别良恶性 GIST.

       细胞凋亡又称程序性细胞死亡 是指在一定生理

和病理情况下 机体为维护内环境稳定 通过基因调控

而使细胞自动消亡的过程. 细胞凋亡在维持组织 器官

的正常形态和功能方面起着重要的作用. 若基因突变使

凋亡调控信号下调 则发生突变的细胞得以生存 并可

异常增生 最终形成肿瘤. 有研究表明[24-30] : 细胞凋亡

与肿瘤的发生 发展和转归密切相关. 有关GIST细胞凋

亡的研究较少 本研究显示细胞凋亡与 GIST 良恶性呈

显著的负相关 即随着 GIST 良恶性的改变 其细胞凋

亡越来越少.

       细胞每分裂一次 端粒的长度就相应的缩短 但

端粒缩短到一定程度时 一方面细胞失去分裂能力而

发生凋亡 而另一方面细胞中的端粒酶可能被激活 使

端粒功能得以恢复[31] 这就是端粒酶与凋亡之间内在

和必然的联系. 我们将二者结合起来进行研究显示: GIST

端粒酶活性与细胞凋亡之间呈显著负相关 即肿瘤细

胞端粒酶活性越高 其细胞凋亡越少; 相反 肿瘤细胞

端粒酶活性降低 其细胞凋亡则增加.

        本研究同时还显示凋亡调节基因 p53 Bcl-2 表达

与端粒酶活性呈显著正相关 即 p53 Bcl-2 过表达时

端粒酶活性增强 这一结果与有的文献[17, 21]报道相

符 但也有的文献[22-23]报道其表达水平与端粒酶活

性无关 .

        总之 通过 GIST 中端粒酶活性与细胞凋亡及调节

基因的检测 可为其良恶性鉴别及预后判断提供帮助.

同样以端粒酶和细胞凋亡为靶点 筛选合适的治疗方

式针对性地治疗GIST也可望成为一大措施. 当然 由于

本组病例数较少 加之端粒酶活性与细胞凋亡之间的

联系可能十分复杂 其具体情况如何尚有待于我们今

后通过细胞系的研究来进一步加以证实.
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摘要

目的: 通过常见消化道癌对不同抗癌药物以及不同联合用药

方案的敏感性作比较  以期寻找各自的合理的化疗用药方

案 从而指导不同消化道癌的化疗.

方法: 通过肿瘤细胞体外药敏试验(即四甲基偶氮唑盐着色

法. MTT)  对97例食管癌 116例胃癌 34例肝癌以及169

例大肠癌新鲜标本进行化疗药物敏感性检测 并对其结果

作比较.

结果: 除对丝裂霉素(mitomycin C MMC) 顺氯氨铂

(cisplatin DDP) 5- 氟尿嘧啶(5-flurouracil 5-FU) 加

DDP的敏感性无差异外(P  >0.05) 对其余所有药物的敏感

性均有显著性差异(P <0.01) 其中 食管癌 胃癌及大

肠癌均对 5-FU 加羟基喜树碱(hydroxycamptothecine.

HCPT. OPT) 5-FU 加 MMC 最敏感 其敏感率分别为

79.4% 和 73.2% 78.4% 和 62.7% 60.4% 和 55.6%,肝

癌则对 5-FU 加 MMC 及 5-FU 加柔红霉素(aunorubicin

DNR)最敏感 其敏感率分别为 70.5% 和 79.4%.

结论: 不同的消化道肿瘤对不同抗癌药物的敏感性存在差

异 且联合药物的敏感性优于单药.
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0   引言

如何选择对某一种具体肿瘤有效的抗癌药物 提高术

后化疗效果 并寻找用药规律 一直是临床肿瘤化疗

界关注的问题. 我们采用 MTT 法对 416 例不同消化道癌


