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食管鳞癌组织中的神经纤维分布
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摘要 目的：探讨食管鳞癌组织中神经纤维的分布情况。方法：应用免疫组化 ABC法，探查手术切除的食管鳞癌组织里 S100及
GAP-43阳性神经纤维的分布情况，并分析其与患者临床病理参数的关系。结果：相对于正常组织，食管鳞癌组织中存在相当数量
的 S100及 GAP-43阳性神经纤维（束）不规则地分布于肿瘤细胞之间，且 S100阳性纤维密度大于 GAP-43阳性纤维密度；统计分
析显示肿瘤组织中纤维密度与患者的肿瘤大小、淋巴结转移相关。结论：食管鳞癌组织中确实存在神经纤维分布，并对肿瘤发展
起一定作用。
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ABSTRACT Objective: The aim of this study was to investigate the arrangement and pathological significance of immunoreactive

nerve fibers in the tumor mass of human esophageal squmous cell carcinoma (ESCC). Methods: Frozen sections were processed for im-
munohistochemistry staining to detect the distribution of the intratumoral nerves visualized by antibodies against S100 and growth associ-
ated protein 43 (GAP-43). Results: The microscopic observations revealed plenty of S100 positive fibers and relatively minor GAP-43
positive fibers in the intratumoral zone. The statistical analysis demonstrated a significantly association between the two kinds of nerve
fiber and grade of tumor invasion. Conclusion: Our results indicated a novel concept that nerve fibers were really existed in the tumoral
area and some of them were regenerated. In addition, the distribution of nerve fibers was correlated with the depth of tumor invasion.
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前言

近年来研究表明神经肽、神经营养因子等均参与肿瘤细胞
的生物学行为[1]，也有研究发现肿瘤组织内分布有一定数量的

神经纤维[2-4]。我课题组前期发现在胃癌组织中分布有 SP阳性
肽能神经纤维分布于肿瘤细胞之间，并可见大量磷酸化

ERK1／2免疫阳性反应的神经纤维，呈束状或串珠状走行[5,6]，

说明了癌组织中的神经纤维呈增生状态。在此基础上，我们分
别利用泛神经标志物 S100及再生神经标志物 GAP-43研究了
食管鳞癌组织中的神经纤维分布情况。

1 材料和方法

1.1 主要实验试剂
小鼠抗人 S100单克隆抗体、兔抗人 GAP-43多克隆抗体

及二抗分别购自 Epitomics、Abcam和 Sigma公司。其余试剂由
本实验室自备。
1.2 标本及处理
收集 2009年 1月至 5月在我科行食管鳞癌根治手术切除

全层标本 29例，男性 24例、女性 5例。年龄 37-73岁，平均年
龄 52岁。病理诊断：低分化 3例，中分化 12例，高分化 14例。
手术切除癌组织离体 5 min 内于癌组织边缘切取约 1 cm×1
cm大小癌组织立即置于 4 %多聚甲醛溶液，4℃固定 24 h后
置于 20 %蔗糖溶液 6-8 h至沉底。OCT包埋后恒冷冰冻切片机
（Leica CM1800）连续切片，片厚 12 μm，-20℃冰箱保存。
1.3 免疫组化 ABC步骤
癌组织冰冻切片于 80 %甲醇中配制的 0.3 % H2O2室温作

用 15分钟，0.01 M的 PBS（pH 7.4）缓冲液漂洗,5 min×3次。正
常山羊血清室温封闭 30 min。倾去血清，勿洗，滴加一抗后 4℃
孵育过夜。依次加入二抗和三抗，37℃各作用 30 min。DAB显
色，苏木素复染，封片。显微镜下观察并拍片，图片分析软件
Image Pro Plus 6.0分析。参照 G譈RALP O. CEYHAN et al[7]的方
法，计算平均神经纤维密度（/mm2），以 x±s表示。按照水平将
GAP-43阳性纤维表达分为低表达组（+）和高表达组（++）。
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1.4 统计分析
采用 SPSS16.0 进行统计分析。对于计量资料应用 Stu-

dent's T检验或单因素方差分析；对于计数资料采用Wilcoxon
秩和检验或者 Fisher精确概率法。P＜0.05则具有统计学差异。

2 结果

2.1 食管鳞癌组织内可见再生神经纤维分布
正常组织中可见 GAP-43阳性神经纤维平行分布于胃壁

的粘膜下层和平滑肌层（图 1A、B），粗细均匀，形状规则。而在
食管鳞癌组织中，S100和 GAP-43阳性神经纤维的量明显多于
对应正常组织，而且 S100阳性纤维多于 GAP-43阳性纤维（图
1CD、EF；表 1），这些神经纤维有的分布于肿瘤细胞间，有的位
于血管旁，还可见直径较大的神经纤维束（图 1箭头所示）。

2.2 食管鳞癌组织内再生神经纤维密度与临床病理参数的关
系

如表 2所示，食管鳞癌组织中 GAP-43阳性再生神经纤维
密度与肿瘤大小和有无淋巴结转移有关，当肿瘤大小≥5×5
cm2或者有淋巴结转移时，GAP-43阳性纤维密度则高，统计学
显示有显著意义。但是，其他临床病理参数如患者一般情况、症
状有无、肿瘤部位、分化程度及 UICC临床分期均显示无统计
学差异。

3 讨论

胃肠道有两套神经系统支配，即植物神经系统（交感神经

和副交感神经）以及肠内神经系统（粘膜下神经丛和肌间神经

丛）。正常情况下，这些丰富的神经系统共同调节胃肠道运动、
分泌及免疫功能。当机体出现病理损害如炎症、肿瘤时，它们也
会做出相应改变来适应新环境[8]。在胰腺癌和乳腺癌中，神经浸
润（PNI）已是不争的事实，同时越来越多的神经营养因子和神
经递质与肿瘤生物学行为的关系也逐渐被人们所认识[9]。这些
都提示我们神经系统可能参与了肿瘤的发生发展。
科学界过去一直认为癌组织无神经支配[10]，但近年来国外

研究者利用电镜证实在膀胱癌[2]、黑色素瘤[3]等确实存在神经纤

维分布。国内吕双红、刘少君等[4]通过免疫组化方法，检查外科

手术取得的肿瘤标本中 10种神经肽免疫反应性神经纤维的分
布情况及其与肿瘤细胞的关系，结果发现食管鳞癌组织中存在

相当数量的 GAL、SP、NPY等多种神经肽免疫反应神经纤维走
行于肿瘤细胞之间，神经纤维及其上的膨体与肿瘤细胞紧密接

触，有些神经末梢甚至环绕单个肿瘤细胞。Gustavo E. Ayala et
al [11]也发现，前列腺癌及其癌前病变组织中的神经密度高于对

应的正常组织，而且调节轴突导向家族中的重要分子

semaphorin 4F (S4F)可能参与了此调节机制。本研究也发现，食
管鳞癌组织内确实存在分支多、细小的免疫反应阳性神经纤维
穿行于癌细胞间。在癌巢内神经分布紊乱，无明显的层次，明显
不同于正常的食管壁组织神经生长规则分布于黏膜下和平滑

肌层的结构特点，提示这些神经纤维的存在可能对食管鳞癌细

胞的某些生物学特性起调控作用。我们前期的体外实验也证
实，SP通过与其受体 NK-1R结合可以激活MAPK信号转导通

图 1 食管鳞癌中的免疫阳性神经纤维分布（200×）。A和 B分别表示
GAP-43阳性纤维在正常食管粘膜下和肌层的表达；C、D以及 E、F分

别显示的是食管鳞癌组织中的 GAP-43阳性神经纤维和 S100阳性神

经纤维。箭头表示的是阳性神经纤维束
Fig.1 Distribution of immunoreactive nerve fibers in ESCC (200×). In

normal esophageal epithelium, regularly arranged GAP-43 positive fibers

can be found in submucosa (A) and lamina muscularis (B). In ESCC,

however, GAP-43 (C, D) and S100 (E, F) positive nerves were spreading

irregularly at all orientations. Arrowhead displayed positive nerve bundles

表 1 平均神经纤维密度比较（病例数 N=22）
Table 1 Comparison of mean nerve density (N=22)

Group Mean Nerve Density P value

S100 (Cancer) 0.51±0.09

GAP-43 (Cancer) 0.38±0.07 0.000

GAP-43 (Normal) 0.33±0.05 0.016

图 2 平均神经纤维密度比较（病例数 N=22）
Fig. 2 Comparison of mean nerve density (N=22)
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表 2 GAP-43阳性神经纤维密度与临床病理参数的关系
Table 2 Correlation between mean density of GAP-43 positive nerves and pathological parameters

路，引起 Ca2+内流增加，导致癌细胞增殖能力提高；相反，
NK1-R拮抗剂却通过抑制肿瘤细胞增殖、促进凋亡发挥抗肿瘤

作用[5,12]。食管鳞癌细胞是否也存在这种现象，还需要进一步实
验证实。

Parameters N
GAP-43

P value
-

Total 29 7

Gender

Male 24 5 0.758

Female 5 2

Age

＜60 18 5 0.877

≥60 11 2

Pain

Yes 18 5 0.256

No 11 2

Dysphagia

＜1m 12 5 0.283

≥1m 17 2

Site

Upper 7 1 0.084

Middle 10 1

Low 12 5

Size

＜5×5 cm2 18 6 0.039

≥5×5 cm2 11 1

Differentiation

Well 14 4 0.352

Moderate & Poor 15 3

pT stage

T1 & T2 13 3 0.714

T3 & T4 16 4

pN stage

N0 16 6 0.049

N1 & N2 13 1

pTNM stage

+ ++

11 11

10 9

1 2

6 7

5 4

8 5

3 6

3 4

8 7

2 4

4 5

5 2

8 4

3 7

6 4

5 7

6 4

5 7

6 4

5 7

Ⅰ&Ⅱ 21 6 0.1189 6

Ⅲ&Ⅳ 8 1 2 5

GAP-43（Growth Associated Protein-43），又名 B-50、F1、
PP46、神经调素，是 80年代初由 Skene等人首先在兔再生的外
周神经中获得的[13]，它是一种神经元特异性蛋白，被认为是神

经元发育和再生的一个内在决定因子，广泛分布于大脑、小脑、

脊髓、背根节以及自主神经系统的神经元内，无论是发育期、成
熟期或损伤后修复期的神经元，均有 GAP-43的特异性表达，
而成神经元不表达，因此被广泛应用于神经的标记与神经再生

的研究[14]。我们的研究发现 GAP-43阳性神经纤维的量明显少
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于 S100阳性纤维，提示在癌组织中的神经纤维至少有一部分
是损伤后再生的。神经受损后，神经远端发生一系列的细胞和
分子生物学变化(Wallerian变性)，包括轴突及其髓鞘的清除和
施万细胞的增殖。这些未分化的施万细胞在基底膜管内形成
Büngner带，并产生多种神经趋化因子和营养因子如 NGF、
p75NTR等，而这些分子能够引导及促进神经的再生[15]。另外，
本实验发现食管磷癌组织内的 GAP-43阳性神经纤维的多少
与肿瘤大小及淋巴结转移有关，提示肿瘤体积增加或出现淋巴

结转移可能会激活机体的神经 -免疫 -内分泌系统，该系统中
某些因素（如 NGF与 Semaphorins水平的失衡[16]）会刺激神经

纤维再生。
因此我们不难假设，肿瘤的生长可能会诱导神经纤维向肿

瘤组织的生长，神经细胞本身或诱导癌细胞分泌某些细胞因

子，进而影响肿瘤细胞的增殖、分化、凋亡等过程，或者通过调
控肿瘤组织内血管、淋巴管生成过程，从而对肿瘤的发生、发展
和转移进行调控。这一神经系统和肿瘤之间相互作用的过程被
德国科学家 Frank Entschladen 称为 neoneurogenesis 或 neu-
ro-neoplastic突触[17，18]。另外，疼痛是许多晚期癌症患者出现的
症状，提示我们肿瘤发展到一定程度时会产生神经浸润或者分

泌一些介导神经性疼痛的细胞因子例如 P物质[19]，因而引起患

者的疼痛。如果我们确实证明了此类病人的癌组织周围有明显
的神经纤维再生并循肿瘤边界长入癌组织并发挥相应的生物

学作用如分泌疼痛介质，对于我们了解肿瘤的发生发展及癌性

痛的机制和治疗将会有很大的推动。
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