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用组织芯片技术研究环氧合酶- 2在不同亚型胃粘膜
肠化生及胃癌中的表达 *

!!!刘贵生 龚 均 程 鹏 戴 菲
西安交通大学第二医院消化科 (西安市 710004)

摘要 目的:研究环氧合酶- 2( cyclooxygenase- 2, COX- 2)在不同亚型胃粘膜肠化生( intestinal metaplasia, IM)及

胃癌中的表达 ,探讨其预测 IM恶变趋势的可能性 ,同时探讨 COX- 2 表达与胃癌发生间的关系。方法 :选择 40 例慢

性萎缩性胃炎( chronic atrophic gastritis, CAG)伴 IM、40 例胃癌及相应癌旁组织 ,构建组织芯片。分别用高铁二铵 /爱

先蓝( HID/AB)及 HE 染色对 IM及胃癌进行分型 , 然后用免疫组化检测不同亚型 IM及胃癌中 COX- 2 蛋白的表达。

结果: COX- 2 表达阳性率在 CAG伴 IM灶、癌旁 IM灶、肠型胃癌中分别为 60.87%、75.00%和 86.36%, 三者间无显著

性差异 ,但表达强度在 CAG伴 IM灶→癌旁 IM灶→肠型胃癌顺序中呈逐渐升高趋势( P<0.005)。肠型胃癌中 COX- 2

表达阳性率及强度均显著高于弥漫型胃癌( P<0.005)。Ⅲ型 IM中 COX- 2 表达阳性率显著高于Ⅰ、Ⅱ型 IM( P<0.05) ,

从Ⅰ型、Ⅱ型到Ⅲ型 , COX- 2 表达强度也呈逐渐升高趋势( P<0.005)。结论:随着 IM愈倾向于恶性 , COX- 2 表达水平

也逐渐增高 , 其有可能成为预测 IM恶变趋势的有用指标。COX- 2 表达主要与肠型胃癌的发生有关 , 但在弥漫型胃

癌的发生中可能也有一定作用。
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Abstract Objectives: To study the expression of cyclooxygenase- 2 (COX- 2) protein in different

subtypes of intestinal metaplasia (IM) of the gastric mucous membrane and gastric carcinoma, explore

the possibility of forecasting the risk of malignant potential of IM with COX- 2, and to investigate the

relationship between COX- 2 expression and gastric carcinogenesis. Methods: A total of 40 cases of

chronic atrophic gastritis (CAG) with IM, 40 cases of gastric carcinoma, and corresponding paracancer-

ous tissues were selected, respectively, in order to construct a tissue microarray. High iron diamine /al-

cian blue (HID/AB) staining and Hematoxylin and Eosin (HE) staining was used to classify IM and gas-

tric carcinoma, and the expression of COX- 2 protein was assessed using immunohistochemistry. Re-

sults: The positive rate of COX- 2 expression was 60.87%, 75.00%, and 86.36% in IM foci in CAG, IM

foci in paracancerous tissues, and the intestinal- type gastric carcinoma, respectively, and there was no

significant difference among them. However, the expressional intensity of COX- 2 protein showed a

gradually increased tendency in the sequence of IM foci in CAG→IM foci in paracancerous tissues→in-

testinal- type gastric carcinoma (P<0.005). The positive rate and intensity of the expression of COX- 2
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环氧合酶 ( cyclooxygenase, COX)是花生四烯酸

代谢的关键限速酶,目前已发现至少存在两种亚型:

结构型 COX- 1和诱生型 COX- 2。胃粘膜中 COX- 2

的高表达被认为与炎症有关 , 但近年来研究发现

COX- 2 在胃癌中呈高表达状态 , 在胃粘膜 IM、异型

增生等癌前病变中也有表达, 提示其表达可能与胃

癌的发生、发展有关 [1～3]。但由于不同亚型 IM可能有

不同的癌变危险性 ,因此 COX- 2 在不同亚型 IM中

表达有无差异,值得研究。

本研究应用组织芯片技术,研究 COX- 2 蛋白在

不同亚型 IM及不同组织类型胃癌中的表达情况 ,

探讨其做为预测 IM恶变趋势指标的可能性 , 同时

进一步探讨 COX- 2表达与胃癌发生间的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

从西安交通大学第二医院病理科 2001 年 3

月～2003 年 3 月存档组织蜡块中分别选取慢性萎缩

性胃炎伴 IM 40 例 , 胃癌 40 例 , 对应癌旁组织 40

例。重新进行 HE染色,在显微镜下用标记笔分别标

记出典型 IM 灶、癌灶及癌旁组织灶。用美国

Beecher阵列仪及组织穿刺针制作组织微阵列,点样

直径 1.5mm, 间距 1.0mm, 排成 10 行×12 列共 120

点微阵列,包括 118个组织标本。将制作成功的组织

微阵列连续切片 3张,依次进行下述病理学检测。

1.2 病理学检测

1.2.1 组织芯片的 HE 染色 进一步明确 CAG及

癌旁组织中的 IM灶 , 并对胃癌重新进行组织学分

型,参考 Laurén’s分类法依次分为肠型或弥漫型。

1.2.2 组织芯片的 HID/AB染色 用 HID/AB染色

对 IM进行分型 ,方法简述如下:切片顺序脱蜡至蒸

馏水 ; 蒸馏水洗 ; 高铁二胺染 18～24h( 60℃温箱 6～

8h) ;爱先蓝液( PH 2.5)染 30min;核固红液染 2min;

蒸馏水洗;脱水、透明、封固。

参考 El- Zimaity等 [4]的方法将 IM分为 3 型 ,即

完全型(Ⅰ型)、不完全小肠型(Ⅱ型)及不完全大肠

型(Ⅲ型)。HID/AB染色试剂由浙江大学医学院附

属第一医院馈赠。

1.2.3 组织芯片的免疫组化染色 观察 COX- 2 蛋

白在上述各种胃粘膜病变中的表达情况。鼠抗人

COX- 2 单克隆抗体、超敏 S- P免疫组化检测试剂盒

购自北京中山生物制品公司。采用超敏 S- P 法 , 参

照试剂盒进行操作,一抗稀释度为1: 30,孵育条件为

4℃过夜,切片抗原预处理为: 0.01M CB( pH6.0)高温

高压。以结肠癌为阳性对照 , PBS( pH7.4)代替一抗

作为阴性对照。

1.3 免疫染色评分

主要评价柱状上皮或杯状细胞, 以及胃癌细胞

的染色情况, 呈棕黄色颗粒样或片状染色的细胞为

阳性。染色标准分类如下: ( - ) ,阴性 , 基本未着色 ,

染色与背景相似; ( + /- ) ,部分着色 ,着色浅、稍高于

背景 ; ( +) , 广泛、弱着色 , 稍高于背景 ; ( ++) , 广泛、

中度着色 ,明显高于背景; ( +++) , 广泛强着色 ,呈深

棕色 [5]。分别由两位病理医生盲法评价,取二者的平

均评分为每张切片的最终评分。

1.4 统计学分析

应用 SPSS11.0 统计软件进行分析 , 不同病变

中 COX- 2 表达阳性率的比较采用 $2 检验 , 表达强
度的比较采用非参数秩和检验 , 以平均秩次表示

COX- 2 蛋白表达强度。P<0.05 认为有显著性差

异。

2 结果

2.1 一般情况

在 40 例 CAG伴 IM中 ,共有 IM灶 46 个 , 其中

Ⅰ型 23个,Ⅱ型 13个,Ⅲ型 10个。40例胃癌中,肠

型 22例,占 55.00%,弥漫型 18例,占 45.00%。在癌

旁组织中共有 IM灶 32 个 ,绝大多数位于肠型胃癌

癌旁组织中 , 其中Ⅰ型 6 个 ,Ⅱ型 8 个 ,Ⅲ型 18 个 ,

此外还有 5个中、重度异型增生灶。癌旁 IM灶中Ⅲ

protein in the intestinal- type gastric carcinoma were all significant higher compared to the diffuse- type

gastric cancer (P<0.005). The expressional positive prevalence of COX- 2 protein in type Ⅲ IM was

significant higher than that in typeⅠ and type Ⅱ(P<0.05), and the expressional intensity also showed a

gradually increased tendency from type Ⅰ to type Ⅲ (P<0.005). Conclusions: The expressional level

of COX- 2 increases gradually with the increase of the risk of malignancy of IM, and its expressional

level may be a useful index to forecast the risk of malignant potential of IM. COX- 2 expression is as-

sociated with the intestinal- type gastric carcinoma, but it might also have some role in the carcinogene-

sis of the diffuse- type.

Key words Cyclooxygenase- 2 Intestinal metaplasia Gastric carcinoma
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型IM的比例显著高于 CAG伴 IM(分别为 56.25%和

21.74%, P<0.01)。结果提示Ⅲ型 IM与肠型胃癌有

密切关系。

2.2 COX- 2蛋白在不同胃粘膜病变中的表达

COX- 2蛋白在 CAG伴 IM及癌旁 IM灶中主要

表达于柱状上皮及杯状细胞的胞浆, 多呈广泛性弱

到中等程度着色,在少数间质细胞也有微弱表达(图

1)。在肠型胃癌细胞胞浆中则呈弥漫性强着色 (图

2) , 在少部分弥漫型胃癌细胞胞浆中也有部分弱到

中等程度的着色(图 3)。此外,在 5 个癌旁 IM灶同

时伴随中、重度异型增生灶中 , COX- 2 蛋白也呈弥

漫性中等程度着色(图 4)。

由表 1可看出, COX- 2蛋白表达阳性率在 CAG

伴 IM灶、癌旁 IM灶、肠型胃癌中分别为 60.87%、

75.00%和 86.36%, 三者之间并无显著性差异 , 但表

达强度却有显著性差异,在 CAG伴 IM灶→癌旁 IM

灶→肠型胃癌顺序中呈逐渐升高趋势( P<0.005)。肠

型胃癌与弥漫型胃癌比较,前者 COX- 2表达阳性率

及表达强度均显著高于后者( P<0.005)。

2.3 COX- 2蛋白在不同亚型 IM中的表达情况

由表 2 可看出 , COX- 2 表达阳性率在Ⅰ型、Ⅱ

型及Ⅲ型 IM中分别为 55.17%、57.14%及 85.71%,

三者间有显著性差异 ,Ⅰ型 IM显著高于Ⅱ型、Ⅲ型

IM( P<0.05)。三种亚型间 COX- 2蛋白表达强度(以

平均秩次表示)也有显著性差异 , 从Ⅰ型、Ⅱ型到Ⅲ

型,呈逐渐升高趋势( P<0.005)。

CAG伴 IM灶 46 18

弥漫型胃癌 18 14

COX- 2 表达呈+ /-、+、++、+++统一计做阳性。Δ:与弥漫型胃癌比较 , P<0.005

7 15 5 1 60.87 51.94

1 1 1 1 22.22 35.25

癌旁 IM灶 32 8 5 6 9 4 75.00 66.92

肠型胃癌 22 3 2 2 7 8 86.36Δ 84.34

胃病变类型 n
COX- 2 表达 表达阳性率

(%)

表达强度

(平均秩次)- + /- + ++ +++

表 1 不同胃粘膜病变中 COX- 2 蛋白的表达结果 例

图 1 COX- 2 蛋白在 IM中的表达(超敏 S- P法×200)

图 2 COX- 2 蛋白在右肠型胃癌中的表达(超敏 S- P法×200)

图 3 COX- 2 蛋白在弥漫性胃癌中的表达(超敏 S- P法×400)

图 4 COX- 2 蛋白在高度异型增生中的表达(超敏 S- P法×200)
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表 2 不同亚型肠化生中 COX- 2 蛋白的表达结果 例

Ⅰ 29 13

Ⅲ 28 4

COX- 2 表达呈+ /-、+、++、+++统一计做阳性。Δ:与Ⅲ型 IM比较 , P<0.05

7 7 1 1 55.17Δ 30.63

2 8 11 3 85.71 52.52

Ⅱ 21 9 3 6 2 1 57.14Δ 34.38

IM亚型 n
COX- 2 表达 表达阳性率

(%)

表达强度

(平均秩次)- + /- + ++ +++

3 讨论

高通量的组织芯片技术是一种新近发展起来的

技术,因其包含有极大的信息量 , 使试验微量化 , 消

耗少, 试验条件一致, 增加了结果的一致性及可靠

性。适用于进行大批量、多个指标的病理检测,可以

降低成本, 并已逐渐成为筛选及功能定位多种肿瘤

相关基因的新方法。

胃癌的发生是由正常胃粘膜-慢性胃炎-萎缩-

IM- 异型增生- 癌变多步骤、逐渐进展的过程 , 众

多基因及分子改变的累积与这一演变过程密切相

关 [6, 7]。研究这一演变过程不同阶段中,众多基因表

达谱的差异有助于揭示胃癌的发生机制, 而组织芯

片技术由于其特有的高通量使其成为可能。因此,利

用该技术研究癌前病变或癌前状态阶段,尤其是 IM

阶段中抑癌基因与癌基因的改变正成为新的热点。

胃粘膜 IM根据化生粘膜上皮组织形态学及细

胞分泌粘液的不同 ,可分为Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型三种亚

型。已有研究发现Ⅲ型 IM与Ⅰ型、Ⅱ型 IM在分化

成熟程度、粘液性状、肿瘤相关抗原表达、细胞分裂

增殖功能和 DNA含量等方面均有显著性差异,提示

该型 IM具有与胃癌相类似的生物学特性 [8]。目前多

数学者认为Ⅲ型 IM是肠型胃癌的癌前病变 [9]。但对

此观点也有不同的看法 ,如 Petersson 等 [10]发现在正

常人群中也有较高的Ⅲ型 IM发生率( 4%) , 并认为

其作为胃癌癌前病变的作用可能被过高估计了。

Conchillo等 [11]也发现Ⅲ型 IM仅见于 26.3%的肠型

胃癌中 , Ⅲ型 IM并非胃癌的必需性癌前病变。因

此 , Ⅲ型 IM与胃癌的确切关系 , 仍需要进一步研

究。

COX- 2 在多种肿瘤的发生中有重要作用 ,已证

实 COX- 2 的过度表达与 Barrett’s 食管腺癌、胃腺

癌及结肠腺癌等的发生有关 [12] , 但有关其在胃粘膜

IM中的表达情况, 尤其是在不同亚型 IM之间的表

达有无差异 , 报道很少。Piazuelo 等 [13] 曾发现

Barrett’s 食管伴随的 IM中 , 不完全 IM的区域及分

泌硫酸粘蛋白的部分显著高于胃的 IM,同时 COX- 2

免疫染色也是前者显著高于后者 , 此结果提示

COX- 2在不同亚型 IM之间的表达可能不同。本研

究结果发现 ,Ⅲ型 IM中 COX- 2 表达阳性率显著高

于Ⅰ型、Ⅱ型 IM( P<0.05) , 从Ⅰ型、Ⅱ型到Ⅲ型 ,

COX- 2 表达强度也呈逐渐升高趋势( P<0.005)。提

示随着 IM愈倾向于恶性趋势 , COX- 2 表达水平也

逐渐增高 , 其有可能作为预测 IM恶变危险性的有

用指标之一。

胃癌在组织学上可分为肠型(也称分化型)与弥

漫型(也称未分化型) , 一般认为肠型胃癌起源于胃

粘膜的 IM灶,而弥漫型胃癌的起源及发生机制则不

十分清楚。目前大多数研究发现 COX- 2在肠型胃癌

中的表达水平显著高于弥漫型胃癌 ,并认为 COX- 2

的表达可能与肠型或高分化胃癌的发生有关 [14, 15]。

但 Yu等[16]则研究认为 COX- 2表达与胃癌的分型与

分化程度并无相关性。因此有关 COX- 2在弥漫型胃

癌发生中是否有作用尚不确定。本研究结果发现 ,

COX- 2 表达于 86.36%的肠型胃癌, 以及 22.22%的

弥漫型胃癌 , 二者有显著性差异 , 也支持 COX- 2 表

达可能与肠型胃癌的发生有关的观点。但鉴于在相

当比例的弥漫型胃癌( 22.22%)中也有 COX- 2 的表

达,提示 COX- 2在弥漫型胃癌的发生中也可能有一

定作用,但其确切机制还需要进一步研究。

对胃镜下活检时发现的 CAG、胃溃疡等良性病

变伴随的 IM, 是否需要长期随访监测 , 目前并无一

致意见。本研究结果发现,在 CAG伴随的 IM中,与

胃癌关系密切的Ⅲ型只占 21.74%, 而癌旁 IM中Ⅲ

型达 56.25%, 同时发现前者中 COX- 2 蛋白表达强

度显著低于后者,提示 CAG等慢性良性胃粘膜病变

伴随的 IM多为癌变危险性相对较低的Ⅰ、Ⅱ型 IM,

对这些病变可不必进行长期随访, 以免加重患者负

担。但鉴于其中仍有相当比例的Ⅲ型 IM发生率 ,

且Ⅲ型 IM中 COX- 2表达阳性率( 85.71%)接近肠型

胃癌( 86.36%) ,具有较高的癌变危险性,因此我们认

为对有胃癌家族史、伴有不典型增生及中、重度 IM

的患者,如有条件,还是应尽可能地用粘液组织化学

染色对 IM进行分型,若证实为Ⅲ型 IM,就要进行长

期组织学随访,以便早期发现有癌变倾向的 IM灶。

综上所述 , COX- 2 表达于大多数的 CAG伴 IM

及癌旁 IM灶 ,以及肠型胃癌中 ,在部分弥漫型胃癌

中也有表达。Ⅲ型 IM中 COX- 2表达阳性率显著高

于Ⅰ型、Ⅱ型 IM。结果提示 COX- 2表达主要与肠型

(下转第 1099 页)
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胃癌的发生有关, 但在弥漫型胃癌的发生中可能也

有一定作用。COX- 2 表达水平有可能成为预测 IM

恶变趋势的有用指标之一。
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拉司琼或恩丹西酮止吐及 G- CSF升白处理后好转,

而且白细胞下降多为Ⅰ～Ⅱ级 ,无Ⅲ～Ⅳ级发生。本

结果说明 H101 联合化疗对鼻咽癌的近期疗效肯

定 ,不良反应轻 ,患者可以耐受 , 对初治患者不影响

后续放射治疗,远期疗效有待进一步观察。
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