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SNFYMPL荧光探针和共聚焦显微内镜在胃癌诊断中的应用 *
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摘要 目的：探讨荧光探针 SNFYMPLGGGSK-FITC与胃癌组织的结合能力，预测其在胃癌诊断中的应用价值。方法：收集我院

2015年 6月至 10月收治的 48例胃癌患者手术切除的肿瘤和癌旁组织，使用异硫氰酸荧光素 FITC标记的线性七肽 SNFYMPL

及无关序列肽探针对其冰冻切片进行荧光染色，通过共聚焦激光扫描显微镜 CLSM检测其结合能力，并与组织病理结果对比。结

果：SNFYMPLGGGSK-FITC对胃癌组织荧光染色的阳性率为 81.25 %(39/48)，明显优于无关序列肽探针的 14.58 %(7/48)，差异有

统计学意义(P<0.001)。SNFYMPLGGGSK-FITC对癌旁组织荧光染色的阳性率为 27.08 %(13/48)，明显低于对胃癌组织荧光染色

阳性率，差异有统计学意义(P<0.001)。结论：FITC标记的 SNFYMPL短肽探针与胃癌组织较强结合能力，图像组织分辨率好，可以

作为共聚焦激光显微内镜在胃癌诊断的潜在靶向分子进一步研究。
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Application of SNFYMPL Fluorescence Probe in Diagnosis of Gastric Cancer
Using Confocal Laser Endomicroscopy*

To investigate the binding capacity of fluorescent probe SNFYMPLGGGSK-FITC to gastric cancer tissue,

and its applying potential in the diagnosis of gastric cancer. 48 pairs of gastric cancer tissues and adjacent non-tumor tissues of

operation-resected in our hospital from June to October in 2015 were collected. FITC labelled oligopeptide SNFYMPL and unrelated se-

quence peptide probe were used to stain their cryosections. The binding capacity were examined with confocal laser scan microscope

(CLSM). Pathological result were used as the standard control. The positive ratio of SNFYMPLGGGSK-FITC stained gastric

cancer tissues was 81.25 % (39/48), while the unrelated sequence peptide probe had a much lower positive ratio (14.58 % , 7/48)

(P<0.001). The positive ratio of SNFYMPLGGGSK-FITC stained adjacent non-tumor tissues was also much lower (27.08 %, 13/48)

(P<0.001). FITC labelled oligopeptide SNFYMPL had high affinity with gastric cancer tissues, and could be a potential tar-

geting molecule for the application of confocal laser endomicroscopy in the diagnosis of gastric cancer.
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前言

共聚焦激光显微内镜(confocal laser endomicroscopy, CLE)

是近年来兴起的新型内镜检查技术，最高放大 1000倍，可以提

供组织和细胞层面的视野[1]，相比传统白光内镜，在诊断胃肠道

粘膜微小病变时具有明显优势。CLE与荧光探针结合(P-CLE)

更能提高组织分辨率，为诊断提供方便[2-4]。相比抗体，荧光标记

的短肽探针具有免疫原型低、组织渗透快、质膜穿透性好、半衰

期短和造价便宜等优点[5-7]。

线性七肽 SNFYMPL是用 Barrett食管高级别上皮内瘤变

和食管腺癌细胞，通过噬菌体肽库技术和全细胞差减筛选法筛

选出的新型靶向肽[8,9]。由于胃癌和食管腺癌相似的组织来源，

我们希望探索该肽链在胃癌诊断中的应用价值。

本研究中，我们尝试使用异硫氰酸荧光素 FITC 标记

SNFYMPL制成试验荧光探针，对胃癌手术切除组织行荧光染

色，通过共聚焦激光扫描显微镜 CLSM检测荧光染色结果，发

现 SNFYMPL与胃癌组织切片中的肿瘤组织具有高度亲和性，

取得了满意效果。

1 材料和方法
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图 1 SNFYMPLGGGSK-FITC与胃癌组织和癌旁组织中的结合情况

A&C SNFYMPLGGGSK-FITC对胃癌组织染色结果呈阳性(A仅 FITC信号)，B&D SNFYMPLGGGSK-FITC对癌旁组织染色结果成阴性(B仅

FITC信号)。

Fig.1 Fluorescent images of SNFYMPLGGGSK-FITC stained gastric cancer tissues and adjacent non-tumor tissues. A&C a positive binding in GC tissue

(A is FITC-only image). B&D a negative binding in adjacent GC tissue (B is FITC-only image). Scale bar, 50 滋m.

1.1 材料

线性七肽 SNFYMPL在 C端添加一个 -GGGSK连接体以

消除空间位阻[8]，后标记 FITC分子成为荧光探针，该探针和无

关序列肽探针 GGGAGGGAGGGK-FITC均购买自上海吉尔生

化公司，并经公司检测，纯度均在 95 %以上；DAPI购买自 Sig-

ma公司；免疫组化试剂盒购买自中山金桥公司；倒置显微镜和

共聚焦激光显微镜均由实验室购买自 Olympus公司。

1.2 组织冰冻切片的荧光染色和 HE染色

本院 48例胃癌病人手术切除的肿瘤组织及相应的癌旁组

织，做快速冰冻连续切片，进行组织切片的荧光染色。具体步骤

如下：附有冰冻切片的载玻片以 10 %甲醛固定 15 min，PBS洗

2次，每次 5 min；室温下山羊血清封闭 1 h，倾去血清；浸于玻

璃支架槽中，两种荧光探针浓度均调整为 10 nmol/L,避光条件

下染色 1 h；避光条件下用 PBST漂洗 3次，每次 5 min；避光下

DAPI(1 : 200专用稀释液稀释)复染 15 min，PBST洗 2次，每次

5 min。防淬灭剂覆盖封片，使用共聚焦激光显微镜观察。每例

样本均进行 HE染色，由病理科医生做出诊断，作为比较标准。

1.3 组织荧光染色结果的评价

肿瘤组织的荧光染色结果由两位有分子影像相关课题研

究经验的技师分别评价。采用与免疫组化相对应的半定量分级

方式[7]，根据荧光强度无荧光(0分)，淡荧光(1分)，适中荧光(2

分)，强荧光(3分)；根据细胞荧光染色比例进行评分：< 5 %比例

荧光 (0分)，5-25 %比例荧光 (1分)，26-50 %比例荧光 (2分)，

51-75 %比例荧光(3分)，> 75 %比例荧光(4分)；最终得分为染

色强度得分与染色面积得分的乘积，最终得分≤ 3分视为荧光

染色阴性，最终得分 > 4分视为荧光染色阳性。肿瘤组织 HE染

色结果由消化病理科医生诊断并发报告。

1.4 统计学分析

实验结果均使用 SPSS 19.0 进行统计学分析。SNFYM-

PLGGGSK-FITC对胃癌组织和癌旁组织的荧光染色阳性率比

较使用四格表资料的 x2检验，两种探针对胃癌组织的荧光染

色阳性率比较使用配对四格表资料的 x2检验。P＜0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

SNFYMPLGGGSK-FITC与组织切片中的肿瘤细胞结合主

要在细胞膜和细胞质，正常细胞较少结合荧光(图 1)。胃癌组织

中 SNFYMPLGGGSK-FITC荧光染色阳性率为 81.25 % (39 /

48)，癌旁组织中 SNFYMPLGGGSK-FITC 荧光染色阳性率

27.08 % (13/48)，差异有统计学意义(P<0.001) (表 1)。

无关序列肽探针 GGGAGGGAGGGK-FITC对胃癌组织的

荧光染色阳性率为 14.58 % (7/48)，显著低于 SNFYM-

PLGGGSK-FITC，差异有统计学意义(P<0.001)(表 2)。无关序列

肽探针对癌旁组织的荧光染色阳性率为 4.16 %(2/48)。

表 1 SNFYMPLGGGSK-FITC对胃癌组织和癌旁组织荧光染色的比较

Table 1 Comparison of the binding of GC tissues and adjacent GC tissues with SNFYMPLGGGSK-FITC

Groups Case Positive Negative x2 P-value

Gastric cancer tissuues 48 39 9
28.364 <0.001

Adjacent non-tumor tissues 48 13 35

表 2 SNFYMPLGGGSK-FITC和 GGGAGGGAGGGK-FITC对胃癌组织荧光染色的比较

Table 2 The compare between the binding of SNFYMPLGGGSK-FITC and GGGAGGGAGGGK-FITC with GC tissues

Groups Case Positive Negative x2 P-value

SNF*-FITC 48 39 9
28.265 <0.001

GGG*-FITC 48 7 41

3 讨论

近年来，虽然胃癌在世界很多地区的发病率明显降低，但

仍然是患病率第五位和死亡率第三的肿瘤[10]。东亚地区是胃癌

的高发地区，目前我国胃癌居于恶性肿瘤发病的第三位，每年

死亡近 30万人[11,12]。胃癌病人 5年生存率与分期密切相关，早
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诊断早治疗是提高病人生存率的关键手段。普通白光内镜诊断

早期胃癌较为困难，对内镜医生的经验要求较高。新型内镜技

术，如自体荧光内镜和窄带成像内镜日渐在临床上推广应用，

但其临床意义仍然受到诊断特异性不够高和依赖结构形态等

限制[13-15]。

CLE是近年来兴起的新型内镜检查技术，在诊断胃肠道粘

膜微小病变上具有明显优势。CLE与荧光探针结合(P-CLE)实

现特定靶分子的成像，可以在在体情况下检测分子表型的异

常，并能提高组织分辨率，为诊断提供方便，已在国内外消化道

肿瘤和良性疾病的相关研究中广泛应用[16-20]。目前，相关研究使

用的探针一般为荧光标记的抗体和短肽，相比抗体，荧光标记

的短肽探针相比抗体，具有诸多优点。

线性七肽 SNFYMPL是用 Barrett食管腺癌细胞系,通过噬

菌体肽库技术和全细胞差减筛选法筛选出的新型靶向肽。在该

研究中，其亲和力在食管腺癌组织中也得到了验证[8]。由于食管

腺癌和胃癌都由肠上皮化生恶变而来，细胞表型有一定同源

性，我们设想该短肽可能与胃癌组织有较强结合能力，也可用

于胃癌诊断的相关研究。

本研究中，我们收集本院 2015年 6月至 10月间 48例胃

癌病人手术切除的肿瘤和癌旁组织，使用 FITC标记的线性七

肽 SNFYMPL及无关序列肽探针对其冰冻切片进行荧光染色，

通过共聚焦激光扫描显微镜 CLSM检测其结合能力。结果显示

SNFYMPLGGGSK-FITC与组织切片中的肿瘤细胞结合主要在

细胞膜和细胞质。肿瘤组织中 SNFYMPLGGGSK-FITC染色阳

性率为 81.25 %(39/48)，显著高于对照肽。同时，癌旁组织中

SNFYMPLGGGSK-FITC染色阴性率达 72.92 %(35/48)，表明

FITC标记的 SNFYMPL短肽探针与胃癌组织较强结合能力，

并有较好特异性，可以作为共聚焦激光显微内镜在胃癌诊断的

潜在靶向分子做进一步研究。

目前，SNFYMPL的靶分子尚不明确，影响了对其具体机

制的阐释，以及适用的病种和人群的预测。继续使用实验共聚

焦内镜模拟对人胃癌组织的鉴别，并完善病人内镜检查过程中

的在体实验也将是下一步工作的方向。
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