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目的
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探讨宫颈癌患者缺氧诱导因子
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#$血管内皮生长因子"
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#$凋亡抑制因子"
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细胞淋巴瘤
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"

NDE&*

#的表达$相互关系及临床意义%方法
!

选取宫颈病变

组织
$2+

例$正常对照组
*"

例%采用免疫组化法检测组织中上述
"

项指标的表达%结果
!

宫颈癌组织内存在

(.L&$

,

$

Z,PL

$

OOM&$!

$

9?IT8T8:

$

NDE&*

的表达!差异有统计学意义"

I

$
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#&与预后呈负相关&但与年龄$性别$

肿块类型无关%

(.L&$

,

$

Z,PL

$

9?IT8T8:

$

NDE&*

与临床分期有关!随着临床分期的增高表达增强!差异有统计学意义

"
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$
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Z,PL

$

OOM&$!

$

9?IT8T8:

的表达与淋巴结转移有关!有淋巴结转移组阳性率明显高于无淋巴结转移

组!差异有统计学意义"

I

$
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#%肿瘤中央区
(.L&$

,

$

Z,PL

的表达水平较周边区高!肿瘤表达水平与微血管密

度密切相关!差异有统计学意义"

I

$
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与
Z,PL
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与
NDE&*

呈正相关!其余无直接相关性%

结论
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NDE&*

的异常表达参与了宫颈癌的发生和发展!联合检测上述
"

项指标有

望为宫颈癌的早期诊断$手术化疗疗效的评价$预后的判断提供有力的临床指导%
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NDE&*

!!

宫颈癌是发病率和病死率仅次于乳腺癌的最常见的女性

恶性肿瘤,全球宫颈癌发患者数逐年增加#且呈年轻化趋

势*

$

+

,宫颈癌细胞的侵袭和转移是一个复杂过程#涉及到血

管(淋巴管新生(细胞外基质降解和细胞凋亡调控等很多因素,

肿瘤细胞的不断增殖使该部位处于缺氧状态#导致缺氧诱导因

子
&$

,

&

(.L&$

,

'大量表达#进一步产生血管内皮生长因子

&

Z,PL

'#产生新淋巴管和血管#新的淋巴管和血管细胞产生

基质金属蛋白酶
&$!

&

OOM&$!

',肿瘤的过度增殖引发凋亡抑

制因子&

9?IT8T8:

'和
U

细胞淋巴瘤
&*

&

NDE&*

'的表达,本研究采

用免疫组化法观察上述
"

项指标在宫颈病变组织中的表达#以

探讨其与宫颈癌组织的侵袭(转移关系(临床意义以及他们之

间的相关性#提供有助于判断宫颈癌患者病情及预后的预测指

标#为宫颈癌的临床治疗提供新的思路,

>

!

资料与方法

>6>

!

一般资料
!

选取
*%%#

年
$$

月至
*%%+

年
!

月在本院诊

治的临床病理资料完整的宫颈病变患者共
$2+

例 &活检前均

未行放(化疗'#年龄&

"16+\$*6#

'岁,所有标本均经
*

位资深

病理医生给予病理诊断,包括宫颈鳞癌
'+

例#腺癌
$!

例#癌

前病变&

).W

'

%

级
$"

例#

).W

$

级
*1

例#

).W

(

级
!#

例,正常

宫颈组织
*"

例,

*%%%

年修订的国际妇产科联盟分期标准进

-

*!!*

-

检验医学与临床
*%$%

年
$$

月第
'

卷第
*$

期
!
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!

Z=E6'

!

W=6*$



行宫颈癌临床分期!

%

F

期
*!

例#

%

N

期
*$

例#

$

F

期
*#

例#

$

N

期
$+

例#

(

期
"

例,宫颈癌患者术后有淋巴转移
#$

例#无

转移
"$

例,随访记录患者肿瘤治疗效果缓解(复发或未控(转

移(死亡的情况,随访时间为
$$

!

2%

个月,

>6?

!

方法
!

组织标本经
$%3

甲醛固定#石蜡包埋#常规切片
#

#

J

,采用免疫组化法#

(.L&$

,

抗体(兔抗人
Z,PL

多克隆抗

体(鼠抗人
OOM&$!

单克隆抗体(鼠抗人
9?IT8T8:

抗体(鼠抗人

NDE&*

多克隆抗体均购自北京中杉生物技术公司,按试剂盒说

明书进行操作,用已知的阳性切片作阳性对照#用磷酸盐缓冲

液代替一抗作为空白对照#显微镜下&

a#%%

'取
"

个不同视野

各计数
$%%

个癌细胞,

(.L&$
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Z,PL

(

OOM&$!

(

9?IT8T8:

和

NDE&*

的阳性染色标准主要为细胞质内出现黄色至棕黄色

颗粒,

>6@

!

统计学方法
!

统计学处理采用
/M//$!6%

软件分析,两

均数比较用
&

* 检验#多组均数比较用方差分析,以
I

$

%6%"

为差异有统计学意义,

?

!

结
!!

果

宫颈癌组织内存在
(.L&$

,

(

Z,PL

(

OOM&$!

(

9?IT8T8:

(

NDE&*

的表达#差异有统计学意义&

I

$

%6%"

'#见表
$

,

(.L&$

,

(

Z,PL

(

OOM&$!

(

9?IT8T8:

(

NDE&*

的表达与年龄(性别(肿块类型

无关,

(.L&$

,

(

Z,PL

(

9?IT8T8:

(

NDE&*

与临床分期有关#随着临

床分期的增高表达增强#差异有统计学意义&

I

$

%6%"

',

Z,PL

(

OOM&$!

(

9?IT8T8:

的表达与淋巴结转移有关#有淋巴结

转移组阳性率明显高于无淋巴结转移组#差异有统计学意义

&

I

$

%6%"

',肿瘤中央区
(.L&$

,

(

Z,PL

的表达水平较周边区

高#肿瘤表达水平与微血管密度&

OZ4

'密切相关#差异有统计

学意义&

I

$

%6%"
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(.L&$

,

与
Z,PL

(

9?IT8T8:

与
NDE&*

呈正相

关#其余无直接相关性,见表
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表
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在宫颈癌患者各临床病理组的表达(
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#$ *"

&

2$6$

'

!1

&

+*6'

'

!'

&

+%6*

'

!'

&

+%6*

'

$1

&

#!6+

'

无淋巴转移
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&
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'
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'16#
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&

#"6$
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&

#"6$

'

@

!

讨
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论

宫颈癌组织为满足自己生长的需要可以诱导血管生成#能

形成丰富的微血管网#但由于微血管网结构和功能相对不足#

致使肿瘤缺氧和坏死持续存在*

*&!

+

,缺氧使肿瘤细胞表达

(.L&$

,

#进而促进
Z,PL

的表达,

(.L&$

,

与肿瘤大小(组织

学分级和淋巴结转移等临床病理特征相关*

#

+

,

Z,PL

在维持

肿瘤细胞的能量代谢(新生血管形成以及促进肿瘤增殖和转移

中起重要作用*

"

+

,本研究结果显示#

(.L&$

,

和
Z,PL

在宫颈

癌中阳性率为
1$6"3

(

1$6"3

#肿瘤中央区细胞
(.L&$

,

和

Z,PL

表达水平及微血管密度高于肿瘤外周区#说明肿瘤中央

区缺氧严重程度较比外周区更重#这可能是因为肿瘤诱导新生

血管生长首先从肿瘤与宿主交界处开始#中央区新生血管功能

缺陷和数量在同一时间均落后于外周区,

(.L&$

,

和
Z,PL

的

表达随着临床分期的增高表达增强#有淋巴转移的比无转移者

表达强#差异有统计学意义&

I

$

%6%"

'#

(.L&$

,

与
Z,PL

呈正

相关,

OOM&$!

是锌离子依赖性蛋白酶家族
OOM9

的一员#在

机体结缔组织的降解和重建(创伤修复(肿瘤扩散转移和缺血

-
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缺氧损伤等过程中发挥重要的作用,研究发现#

OOM&$!

产生

于正常组织细胞和肿瘤细胞中#大多数以酶原形式分泌#激活

后能降解细胞外基质,在缺血缺氧的刺激下宫颈癌细胞产生

大量的
OOM&$!

#降解细胞外基质,另外新生血管的结构不完

善#通透性大#容易发生淋巴结转移和血管浸润#与本研究结果

一致#有淋巴结转移组阳性率明显高于无淋巴结转移组#差异

有统计学意义&

I

$

%6%"

',

9?IT8T8:

和
NDE&*

是凋亡抑制基因,本研究结果显示#

9?I&

T8T8:

和
NDE&*

在正常组织(

).W

和宫颈癌中表达逐渐增高#随

着宫颈癌临床分期和病理分级的增加阳性率显著增加*

2

+

,提

示
9?IT8T8:

和
NDE&*

的表达与宫颈癌患者的疾病进展和预后息

息相关#二者呈正相关,其机制为
9?IT8T8:

和
NDE&*

通过相似

的启动子共同协调而导致宫颈癌的病变)或者是因为
9?IT8T8:

所在染色体不稳定#导致基因易位而引发
NDE&*

激活*

'

+

#具体有

待进一步研究,

9?IT8T8:

有淋巴结转移组阳性率明显高于无

淋巴结转移组#差异有统计学意义&

I

$

%6%"

'#

NDE&*

与淋巴转

移无关#

9?IT8T8:

与
NDE&*

呈正相关,

综上所述#本文认为#

(.L&$

,

(

Z,PL

(

OOM&$!

(

9?IT8T8:

(

NDE&*

的异常表达参与了宫颈癌的发生和发展#联合检测上述
"

项指标可为宫颈癌的早期诊断(手术化疗疗效的评价(预后的

判断提供有力的临床指导,
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研究认为#对子宫内膜上皮细胞的纯化技术尚不成熟#到

目前为止对子宫内膜上皮细胞及间质细胞的纯化是建立体外

实验模型的最大难点#很难达到间质细胞的程度,因此提高二

者的产量(保证纯度#对后续实验非常重要,本研究在实验中

发现高密度及高纯度的腺上皮细胞和间质细胞往往寿命长,

实验采用胶原酶消化组织#

*

次筛网过滤并根据不同的离心速

度#分离纯化子宫内膜间质细胞和上皮细胞#最终成功对
$%

例

标本的腺上皮细胞及间质细胞进行了纯化,显微镜下可见腺

上皮细胞呈类圆形或蝌蚪形#边界清楚#排列紧密#胞质呈颗粒

状#胞核大而圆#核仁明显而间质细胞瘤呈多角形#有多个短小

细胞突出#胞质薄而透明#核圆居中#细胞排列无极性#平铺生

长,细胞培养体系的建立必须进行细胞鉴定,内膜间质细胞

主要与腺上皮细胞鉴别#免疫细胞化学染色方法是经典的鉴别

手段*

#&"

+

,本研究采用抗波形蛋白抗体和抗角蛋白抗体对分离

纯化的间质细胞和腺上皮细胞进行鉴定,腺上皮细胞主要表

达角蛋白#而间质细胞中不表达)波形蛋白主要在间质细胞中

高表达,实验结果显示#分离的间质细胞中细胞角蛋白染色呈

阴性#而波形蛋白染色阳性者占
+%3

以上#表明培养的细胞纯

度超过
+%3

,

本研究成功建立了子宫内膜细胞的体外模型#得到纯度较

高的子宫内膜上皮细胞及间质细胞#为研究细胞之间的自分泌

或旁分泌作用在细胞水平提供了研究平台#同时证实内膜细胞

的各种培养特性在不同月经周期无明显差异,
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