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证 的 研 究

癌中医证型与胃癌转移相关基因
!一!!!!!!!! 的关系研究
孙大

，

志 许 玲 何 金 指导
!

魏品康

摘要 目的
!

从基因蛋白表达上探索胃癌患者中医证的本质
。

方法
!

将收集到的术前 胃癌患者病例资料按中医 辨证分型标准

确定其证型归属
!
用免疫组化 !!!!!!!!! 二步法检测术后 胃癌肿瘤标本中 !

一

!!!!!!!! 基因蛋 白表达情况
。

结果
!
!

一!、!!!。川
!
在

!阳 例 胃癌患者中的阳性表达率为 !。!
，

证型间表达差异存在显著性 汀
’

! 。
!

!!!!进
一
步两两 比较示

，

痰湿凝结 型
、

气 血 双 亏

型与脾 胃虚寒型之间无明显差异
，

表达较高
!
疮毒内阻型与肝 胃不和型无明显差异

，

表达较低
。

结论
!

疲毒内阻型 与肝 胃下和

型 胃癌患者的 !
一

!!!!!!!! 表达偏低
，

此两种证型肿瘤转移形成的途径可能与 !
一

!!!!!!!
，

即与肿瘤细胞间同质性赫附力降低

相关
。

主题词 胃肿瘤!遗传学 辨证分型 ! 转移相关基因

!!!!! !! !!!!!!!!!!!! !!!!!!! !!! !!!!!!!! !!!!! !!!!!!!!! !!!!!!!!! !!!!!!!!!! !!!!!!!!! !!!!!!!!!!
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， !!!!!!!!!! !!!!!!!! !!!!!!!!! !! !!!!!!!!! !!! !!!!!。!!!! !!!!! !!!!!! !!!!! !!! !!飞! !!!!!!!!
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!!!!!! !!!!!!、!!!! !!!!
一!!!!!!!!

!

!
!!!!!!!!! !!士

!!!!!!! ! !!!!

!!!

!!!

!!!

!!!!!!!! !!、!!!! !!!!!!!!!!!!，
!! !!!!!!!!!! !!!!、!!!!!!，!! !包 !!!!!!!、!! !!!!!!!!!!! !!!!

辨证论治是中医治疗的核心
，

目前 中民对疾病的

认识多是宏观的概括
，

尚不能深人探求其本质内涵
，

这

从某种程度上限制了中医药的发展
。

中医药在治疗肿

瘤
，

尤其改善生存质量
、

延长患者生存期方面显示出很

大优势
，

因此我们拟从肿瘤转移相关基 因 !
一

!!!!!!!!

的蛋白表达探求胃癌患者中医证的本质
。

! 材料

!
!

! 病例来源
!

所有病例来源于第二军医大学长征医

院普外科 !!!!年 !!月 !! 日一!!!!年 !!月 ! 口确诊

为 胃癌并准备第 !天手术治疗的患者
。

病例人选标准
!
!!! 以 胃镜活检病理诊断为 胃癌

，

并准备第 !天行胃癌手术治疗的患者 !!!!术前不愿接

从金项 「!
!

国家自然科学基金资助项 目!!!!! !!!!!

第二军医大学长征医院中医科
、

病理科
，

上海市凤阳路 通!!

号 !!!!!!!!!

收稿 日期
!!!!!!一 !!一 !!!

修 回 日期
!!!!!一 !!!一 !!

受 胃镜检查者
，

而经 ! 超
、

!! 等影像 诊断后
，

商度怀

疑 胃癌
，

并准备 手术切 除治疗 者
。

本次研究 共纳人

!!!例
。

病例剔除标准
!
!!!术前高度癌疑

，

但手术切除胃

标本病理证实并非恶性肿瘤者
!!!!因各种原因第 !天

未能行手术治疗者
!!!!胃转 移 性 肿 瘤 者

!!!!
!‘ ·

点

癌
” 。

本次研究共剔除 !! 例
，

剩余 !!! 例
，

从中随机抽

取 胃热伤阴型
、

疲毒内阻型各 !! 例
，

其他 !种证型各

!! 例
，

共 !!。例行免疫组化分析
。

!
!

! 临床资料
!

男性 !! 例
，

女性 !!例
!
年龄 〔!! 岁

者 !例
，

!!! 岁者 !! 例 !腺癌 !! 例
，

赫液腺癌 !!例
，

印戒细胞癌 !例
，

间质细胞瘤 !例
!
腺癌分级

! !级 !

例
，
!级 !! 例

，
!一 皿级 !例

，
皿级 !!例

，

几 级 !例
!

浸润程度
!!级 !例

，

!级 !! 例
，

!级 !!例
，

魂级 咒 例
!

无淋 巴结转移者!! 例
，

!处转 移者!! 例
，

!处转 移者
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表 ! !
一

!!!!!!!! 免疫组化在 胃癌不同证型 中的表达情况

证型 例数 !
一!!!!!!!!! 表达值

痰湿凝结型 !! ! ! ! ! !! 飞 ! ! ! 苦! ! ! ! ! 冬! ! !

胃热伤阴型 !! ! ! ! !! 魂 ! ! ! ! ! ! ! ! !! 一 ! !

疲毒内阻型 !! ! ! ! !! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !

气血双亏 型 !! ! ! ! ! ! ! ! !! ! ! ! ! ! ! ! ! !

脾胃虚寒型 !! ! ! ! !! ! ! ! ‘〕 ! ! ! ! ! !! ! 飞 !

丹!
二
胃不 和型 !! !! !! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! 〔! ! ! !

!!例 !无远处转移者 !! 例
，

!处转移者 !!例 !临床分

期
! !期 !!例

，
!期 !! 例

，
皿 期 !! 例

，
皿 !

期 !! 例
，

川 期 !! 例 !肿块形 !! 例
，

溃疡形 杨 例
，

溃疡型肿块

!!例
，

局部钻膜病变 !例
，

革状 胃 !例
。

胃热伤阴型中

有 !例不能 明确是否有远处转移
，

临床分期亦无法

确定
。

辨证标准
!

按照 !!!!年全国第一届 胃癌学术会议

北京市胃癌协作组制定的 !型分法辨证二’习
。

具体分为
!

!!!肝 胃不和型 !!!!脾 胃虚寒型 !!!!疲毒内阻型 !!!!

胃热伤阴型 !!!!痰湿凝结型 !!!!气血双亏型
。

!
!

! 肿瘤标本来源
!

源于我院普外科
。

与我院病理科

联系
，

收集 胃癌患者标本并以石蜡块形式保存以备用
。

!
!

! 试 剂
!!

一!!!!!!!!
!

小 鼠抗人 !
一!!!!!!!! 蛋 白一

抗
，

浓缩型抗体
，

!
!

!!!
，

! !

!! 稀释
，

编号
!

!
一
!!!!

，

购

自福州迈新生物技术开发公司 !!!!缓 冲液
!

清洗用
，

随用随配
!!!!! 缓 冲液

!

编号
!

!!!
一
!!!!

，

购 自福州

迈新生物技术开发公司 !免疫组化 !!!!!!!! 试剂盒
!

购 自 !!!! 公司 !苏木素复染试剂
!

购 自福州迈新生

物技术开发公司 !!!! 显色试剂盒
!

购 自福州迈新生

物技术开发公司 !!!!中性 甲醛固定液 !二甲苯 !!!过

氧化氢甲醇溶液
。

!
!

! 主要实验仪器
!
!!!!! !!!!石蜡切片机 !德 国 !

!

!!!
!
!!

!
全 自动组织处理机 !英 国!!!!

一

!!!
一
!型 电

子天平 !上海第二天平仪器厂 !!生物摄影显微镜旧 本

!!!!!!!! 公司!!!!
一

!型石蜡切片冷冻台!沈阳纵横高

技术公司!
!
隔水式电热恒温培养箱!!!!

，

型号
!
!!!

!

!!!
一

!! 火 !!
，

上海市跃进医疗器械一厂 !!!!
一

!! 微量

震荡器!上海医用分析仪器厂!!干燥箱 !上海新力仪器

制造厂 !
。

! 方法

!
!

! 免疫组化制作流程 !采用 !!!!!!
!! 二步法 !

!

将

固定在 !!!中性 甲醛 中的人 胃癌肿瘤标本经酒精脱

水
、

二甲苯透明
、

浸蜡
、

石蜡包埋
，

在石蜡切片机上切成

!仁! 厚的连续切片
，

二甲苯脱蜡
，

梯度酒精水化
，

蒸馏

水冲洗 !!环过氧化氢甲醇溶液浸泡以封闭内源性过氧

化物酶
，

用 !!!
!

。的柠檬酸缓冲液 !
!

!!!!!
，

高压锅中

抗原修复 !加人非免疫性小牛血清
，

放人 !!!烤箱孵

育 !!分钟 !加人浓缩型第一抗体 !
一!!!!飞!!!! !稀释 !!!

倍 !!!拼!
，

放人冰箱 !!
、

孵育
，

过夜
!加人 !!飞!!!!!!!!拜!

，

放入恒温箱 中 !!!孵育 !小时
!切 片加 !!川 !!! 显

色液 !苏木素复染 !分钟 !!!盐酸酒精分化
，

温水浸洗

返蓝
，

酒精脱水
!
逐级酒精脱水

，

二甲苯透明
，

中性树胶

封片
。

!
!

! 阳性结果判定标准
!

用 !!!亏显色
，

阳性 为棕色
，

虽然阳性染色分布不均匀
，

强度有差别
，

但只要有明确

阳性产物即作为阳性细胞
。

以任意 !个高倍镜视野中

阳性 显色作为评定依据
。

浅棕色!! !
，

棕黄色 !! ! !
，

深棕色!十 ! ! !
。

!
!

! 评分方法
!

视其着色反应的强弱
，

与细胞表达数

共同判断数值
。

即免疫组化着色按其强弱分为 !一 !
、

!十 !
、

!十 十 !
、

!! ! ! !
，

分别给 予 !
、

!
、

!
、

!分 !细胞表

达数按 !
、

!!一 !!!
、

!!!一 !!!
、

!!!一 !!!
、

!!!

一 !!!!
，

分别给予 。
、

!
、

!
、

!
、

!分 !将每一标本 的两个

分值相乘
，

作为结果
。

!
!

理 统计学方法
!

采用 !!!统计软件包
，

非正态分布

资料用完全随机化设计资料的非参数检验 !!!!!!!!
!

!
!!!!! ! 检验 !

，

组间两两比较采用 !!!!!!!!检验进行

数据处理和分析
。

! 结果

!
!

! !
一

!!!!!!!
!
免疫组化在 胃癌不 同证型 中的表达

值
!

表 !结果显示
，

!
一

!!!!!!!
!
在 !!! 例 胃癌患者中的

阳 性 表 达 率 为 !!!
，

经 !!!!!!!!
一

!
!!!!! ! 检 验

，

!
!

!!!!!!!!! 在总体上差异有显著性 !尸! !
!

!!!
。

认为 !
!

!!!!!!!
!
基因蛋白表达在证型之间存在差异性

。

表 ! 各证型间 !
一!!!!!!!! 表达值比较 !

， 士 、!

证型 例数

痰湿凝结型

胃热伤阴型

癖毒内阻型

气血双亏 型

脾胃虚寒型

月!胃不 和型

!!

!!

!!

! ! !、!!、。二!!!表达值

石
!

吕!士 !
!

!几 厂

!
!

!!士 !
!

!之

!
!

!几廿 !
!

!!

!亏 !!! !分 !
!

!!
’

厂

乌
!

!! !!
!

!!
场 !

!
!

!!上 弓一 !!

与癌毒内阻型 比较
， ! !!!

!

!!
! ’
万肝 胃不和型 比较

，

△!!。
!

!!!



!

!!!
·

!
‘

!
’

〔
’

!
!

!、，!
!

!〔!!! !!，!
!

!!亏
，

!!
!

!

!
!

! 各证型间 !
一

!!!!!!!! 表达值 比较
!

进一步两 两 比

较推断 证型间差异的分布位置不同
，

用 !!!!!!!检验

进行分析
。

表 !结果碴示
，

痰湿凝结型 与气血双 亏型
、

脾 胃虚寒 塑之间无明衍峨二异
，

表达较高 !癖毒内阻型与

肝 胃不和型
、

胃热伤阴型之间无明显差异
!

且癖毒内阻

刑 与肝 胃不和型两型表达较低
。

其他各组间两两 比较

差异均有显著性 !!
，!

一!

。
!

!!!
。

‘

! 讨论

中医证候的重要性 早在唐代就有所论述川
。

同时
，

‘

!
，
医治病必须以辨证论治为基本原则

。

按照分子生物

学 与生命的中心法则
，

分子生物学的任务就是从分子

水平研究生命现象和疾病本质 !基因处于最原始和最

本质 的地位
，

主宰和制约表型 !蛋 白质一细胞一有机

体 !程序的发生发展
。

生命现象
、

疾病
、

中医证候都可 以

从 !!!! 或基囚水平的研究获得最本质的答案
。

因此
，

我们从肿瘤转移抑制基因 !
一。!!!!!!! 的表达来研究 胃

癌中医证候
。

钙私素!!!!!!
!!!!!!是一类钙依赖性跨膜蛋 白

，

是

细胞间紧密连接所必需 的细胞 一 细胞间赫附分子家

族川
，

主要介导同种细胞间私附反应
。

!!!!!!!!
!
分为

多种亚型
，

其中 !
一!
!!!!!!! 是与肿瘤侵袭转移关系最

为密切的抑癌基因
，

有实验表明
，

将 !
一!
!!!

!!!! 转染给

肿瘤细胞可 以逆转其侵袭行为!
!口，

用抗 !
一

!!!!!!!! 抗

体可阻断细胞 一细胞间连接
，

从而使癌细胞获得高侵

袭活性
。

将 !
一

!!!!!!!
! 反译的 !!! 导人高表达钙豁

附蛋白的肿瘤细胞株
，

可明显提高其转移能力
，

进一步

证实 !
一!!!!!!!!! 确有抑制肿瘤转移能力 仁!〕

。

!
一!!!!!!!!

基因突变因在桑甚胚时期细胞与细胞间赫附的缺失导

致胚胎致命性损坏!
!」，

表明钙粘连蛋白在对组织分化

形成过程中必不 可少
。

巨 !
一!!!!!!，! 基因已被公认为

抑癌基因卜
!!，当其表达下调或功能障碍时

，

将使同种

细胞间失去钻附
，

对于正常组织而言
，

意味着不能正常

发育成形 !而对于上皮性肿瘤
，

则意味着肿瘤细胞具备

侵袭性生长的特点
，

并容易从原发灶脱落分离
，

向局部

淋 巴结转移或远处转移
。

!
一

!!!!
!!!! 表达下调或功能

异常可能是 胃癌发生
、

发展的早期事件 二’‘〕三
。

!!!!
等认

为 !
一。!!!!!!! 的突变类型在弥漫型 胃癌中主要是剪切

睁致框内缺失
” 」 ，

新近研究发现 !
一

!!!!!!!!!!
在恶 胜肿

瘤组织 中表达下调与分化程度有关
!

研究资料中胃癌

组 !
一

!!!!!!!! 阳性 表 达 率 仅 有 !!!!
，

而 对 照 组 为

!。!!厂
，

显示 胃癌中存在 !
一!!!!!!!!

丢失
。

文献报道 !
!

!!、。!!!!!!! 阳 性 率 在 胃 癌 为 !!
·

!!旦石
，

恶 性 肿 瘤 !
!

!。、!!飞!!!! 表达有下调 的倾 向
，

亦有报道 !
一!!!!!!!! 与

肿瘤分化程度有关
，

分化不 良者 !
一!
!!!!!!! 阳性率明

显低于分化 良好者
一
!匕

·

’!」
，

特别是在肿瘤 的转移灶 中
，

癌细胞 !
一!
泪!!!!!

!
的表达减少甚至消失

’!
·

’汤二
。

本实验表明
，

在 !!!例 胃癌患者 !
一

。!!!!!!! 裱因

蛋 白表达的研究中发现其 阳性表达率为 !!!
，

各个证

型之间 !
一!
!!!!!!! 表达差异有显著性 !!!!

!

!! !
。

进

一步组间两两 比较 显示
，

仅痰湿凝结型
、 产元血双 亏型 与

脾 胃虚寒型之间及癖毒内阻型 与胃热伤阴型
、

肝 胃不

和型之间差异无显著性 !!! !
!

!! !
，

其他各组间两两

比较差异均有显著性 !!!。
!

!!!
，

进一步排序结果示
，

痰湿凝结型
、

气血双 亏型 与脾 胃虚寒型 胃癌患者的 !

二!!!!!! 表达较高
，

痪毒 内阻型
’!肝 胃不和型 胃癌患

者的 !
一

!!!!
!!!! 表达偏低

。

因此我们推测
，

疲毒内阻型

与肝 胃不 和型 胃癌肿瘤转 移形 成 的途径可 能 与 !
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