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摘要 目的:检测荷瘤鼠体内 nm23(肿瘤转移抑制因子)与 S- 100 蛋白的表达, 探讨其表达与肿瘤发生、转移的关系。方法:

将 B16恶性黑色素瘤细胞人工植入 C57小鼠背部皮下, 制荷瘤鼠模型, 取对照组和病变皮肤作免疫组化染色。结果: 早期肿瘤

nm23和 S- 100蛋白阳性表达的数密度和面密度明显增高,与对照组、晚期组比较差异显著( P< 0. 05)。结论: 在 B16 黑色素瘤荷

瘤鼠 nm23和 S- 100蛋白的表达与肿瘤的发生、转移呈负相关。
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The Expression and Significance of S- 100 Proteins and Nm 23 in Rats B16
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ABSTRACT Objective: To determine the expression and significance of Nm23 and S- 100 Proteins and explore the relationship between

them and tumor s forming and metastases. Methods: The cultured melanoma cells were transplanted into the hypoderm of the back of Rats C57

to make rat models. The pathological skins were taken out and were dyed by using method- immunity group. Results: The number density and

area density of positive expression of Nm23 and S- 100 Proteins increased obviously. Compared to control group and late tumor group, the differ-

ence was more significant ( P< 0. 05) . Conclusion: The expression of Nm 23 and S- 100 Proteins in Rats B16 has negative relevance to the tu-

mors forming and metastases.
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恶性黑色素瘤为临床上常见的恶性程度相当高的肿瘤。

常原发于皮肤、粘膜, 可广泛浸润皮肤表皮至皮下组织或粘

膜,甚至邻近器官或组织,并可通过淋巴或血行转移至远处。

目前的研究表明 nm23及 S- 100蛋白的表达与肿瘤的浸润转

移密切相关。但在 B16 黑色素瘤荷瘤鼠的表达研究还较少。

本文通过免疫组化染色方法检测 nm23 及 S- 100 蛋白在 B16

黑色素瘤荷瘤鼠的表达情况, 探讨其表达与肿瘤浸润转移的

相关性及意义。

1 材料与方法

1. 1 材料

C57纯系小鼠均为雌性, 40 只, 体重 18- 22g , 周龄 6- 8

周,无菌环境中饲养。购自北京医科院动物研究所。B16 黑色

素瘤细胞株购自哈尔滨医科大学肿瘤研究所。兔抗人 nm23

与兔抗小鼠 S- 100 蛋白、SABC 免疫组化染色试剂盒购自博士

德生物有限公司。

1. 2 方法

1. 2. 1 瘤液的制备: B16 细胞用 RPMI1640( Gibco 公司) (含

10%胎牛血清及双抗)培养, 37 , 5% CO2的恒温环境中培养。

约 2- 4天传代。选取对数生长期的 B16 肿瘤细胞,用 0. 25%

的胰酶消化贴壁细胞约 2min,并使细胞悬液调整到 1 106个/

ml。

1. 2. 2 肿瘤模型的制备 :取 0. 5ml制备好的瘤液于无菌条件

下接种在小鼠左侧背部皮下。接种数量 30 只。成瘤率为

100%。分别于第 14 天、25 天各脱颈处死 15 只。取肿瘤模型

组织皮肤。标本经 4% 的多聚甲醛溶液固定。正常小鼠 10

只,作为对照组。

1. 2. 3 免疫组化 ( SABC 法) 染色: 标本经冲洗、石蜡包埋、切

片,厚约 4um。免疫组化染色按试剂盒说明操作。

1. 3 统计学方法

对 nm23 与S- 100蛋白染色切片进行观察,分别随机各抽

取 20张切片 ,每张切片随机取 2 个高倍视野( 1 132) , 输入图

像分析软件处理系统(北航图像中心) , 在显示器的图片中分

别统计其数量分布(数密度) 和所占的面积 (面密度 ) , 分别计

算数密度和面密度平均值和标准差, 经 t检验统计学处理。

2 结果:

2. 1 外观及镜下观察

外观见肿瘤质地较软, 黑色,表面光滑。镜下见瘤组织结

构复杂,呈巢状或弥散分布, 可见较多大小不等的黑色素颗

粒。细胞体积较大,核呈空泡状,核仁明显, 胞浆丰富,可见核

分裂像。

2. 2 nm23基因的免疫组织化学染色

阳性染色细胞为棕黄色。主要表达于细胞浆和细胞核。

对照组皮肤阳性表达较少(图 1)。肿瘤早期组 nm23基因表达

较多,主要在癌周区(图 2) ,晚期组阳性表达较少(图3)。早期

组 nm23 基因表达的面密度和数密度明显增高。分别与对照

组和晚期组比较有显著差异( P< 0. 05, P< 0. 05)见表 1。
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表 1 nm23在对照组和肿瘤模型组织病变中表达的比较

Table 1 The comparison of the expression of nm23 in the

pathological tissue of tumor models and in control group

面密度

(Area density)

数密度

(Number density)

对照组

( control group)
0. 53 0. 22 0. 13 0. 04

早期组

( early group)
2. 71 0. 20* 0. 48 0. 08*

晚期组

( late group)
1. 06 0. 03 0. 24 0. 08

(面密度) : * 早期组与对照组比较 P< 0. 05, * * 早期组与晚期组比

较 P< 0. 05

( Area density) : * The comparison of early group and control group, p<

0. 05;

* * The comparison of early group and late group P< 0. 05

(数密度) : * 早期组与对照组比较 P< 0. 05, * * 早期组与晚期组比

较 P< 0. 05

( Number density) : The comparison of early group and control group, p<

0. 05;

* * The comparison of early group and late group P< 0. 05.

2. 3 S- 100 蛋白的免疫组织化学染色

细胞阳性染色为细胞浆内出现棕黄色染色。主要表达于

细胞浆和细胞核。对照组皮肤阳性表达较少(图 4)。肿瘤早

期组 S- 100蛋白表达阳性表达较多, 主要表达于肿瘤交界处

(图 5) ,晚期组阳性表达较少(图 6)。肿瘤早期组 S- 100 蛋白

表达的面密度和数密度明显增多, 分别与对照组和肿瘤晚期

组比较有显著差异( P< 0. 05, P< 0. 05) ,见表 2。

表 2 S- 100蛋白在对照组和肿瘤皮肤病变组中表达的比较

Table 2 The comparisons of the expression of S- 100 Proteins

in the pathological tissue of tumor models and in control group

面密度

(Area density)

数密度

(Number density)

对照组

( control group)
0. 74 0. 21 0. 31 0. 11

早期组

( early group)
3. 30 0. 68* 1. 12 0. 36*

晚期组

( relapse group)
0. 90 0. 24 0. 51 0. 11

(面密度) : * 早期组与对照组比较 P< 0. 05, * * 早期组与晚期组比

较 P< 0. 05

( Area density) : * The comparison of early group and control group, p< 0.

05; * * the comparison of early group and late group, p< 0. 05

(数密度) : * 早期组与对照组比较 P< 0. 05, * * 早期组与晚期组比

较 P< 0. 05

( Number density) : * The comparison of early group and cont rol group,

p< 0. 05; * * the comparison of early group and late group p< 0. 05.

3 讨论

3. 1 nm23 在肿瘤模型鼠中的分布与表达

近年来, nm23 基因已证明是一种肿瘤转移抑制基因。

1998年 Steeg 等研究发现具高转移潜能的黑色素瘤细胞系

nm23表达比低转移潜能的细胞系低 10 倍, 因此推测 nm23 为

肿瘤转移抑制基因[ 1]。目前, 对于 nm23 基因的研究日益增

多。Hennessy等研究了 71 例乳腺癌标本, 他们发现, nm23 基

因在分化良好的肿瘤高水平的表达, nm23 基因的表达与肿瘤

淋巴结的转移呈负相关[ 2]。Florenes 等[ 3]对 33 例有转移的恶

性黑色素瘤进行研究, 发现在最初 2 年内转移的黑色素瘤

nm23表达水平显著降低。nm23 在食管癌、胃癌、肝癌的表达

已有很多报道, 多数认为 nm23 的表达与癌组织的分化程度、

组织学类型及淋巴转移呈负相关。由此可见, nm23 基因产物

在抑制肿瘤转移中起重要的作用。

在本实验中观察到, 在对照组和肿瘤晚期组皮肤中 nm23

表达较少;而在肿瘤早期组 nm23 表达较高。其表达的数密度

和面密度与对照组和肿瘤晚期组相比较差异显著( P< 0. 05, P

< 0. 05)。在早期组机体抵抗力较强, nm23 表达较高; 在晚期

组下降, nm23 表达较低。在本研究中,晚期组 nm23 基因的表

达较早期的病变组织表达明显下降。越是晚期肿瘤 nm23 基

因的表达越低。这与大多数学者的研究结果是一致的。本结

果提示,在肿瘤组织中 nm23基因的表达与肿瘤的转移呈负相

关。具有抗肿瘤浸润和转移作用。是判断转移、预后的重要

指标。

3. 2 S- 100蛋白在肿瘤模型鼠中的分布与表达

在肿瘤等抗原刺激下, 树突状细胞 ( dendritic cell, DC)通过

时相表达的粘附分子介导, 其迁移速度加快并持续进入局部

组织处理病原体; 同时迅速迁移并大量聚集在淋巴结抗原递

呈区,强烈而持久刺激T 细胞而使其活化[ 4]。而机体在无外

来抗原的状态下, 树突状细胞少而缓慢地进入淋巴组织, 虽亦

可提呈抗原信息然而对 T 细胞的作用却是形成耐受而非活

化。Mcwilliam 等[ 5]认为,支气管在吸入特异性抗原后,局部一

系列趋化因子表达增高, 促使外周血的树突状细胞前体细胞

迅速动员聚集在抗原沉积区的粘膜上皮, 这种早期局部组织

的树突状细胞内迁移运动甚至快于早期中性粒细胞的浸润速

度。本实验观察到肿瘤早期皮肤 S- 100蛋白阳性树突状细胞

分布的面密度和数密度与对照组相比差异显著 ( P< 0. 05)。

这提示在肿瘤抗原刺激下, 树突状细胞迁移至肿瘤部位发挥

抗肿瘤作用。树突状细胞是公认的功能最强的抗原提呈细

胞。研究表明树突状细胞主要对淋巴细胞起抗原提呈, 刺激

初始型T 细胞增殖使其功能活化, 从而杀伤肿瘤细胞。研究

胃癌、结肠癌、食管癌等发现, DC 的数量与肿瘤转移、肿瘤存

活期、肿瘤大小等呈负相关。即肿瘤中 DC 浸润越多, 预后越

好[ 6]。

本实验观察到肿瘤早期与晚期相比差异显著 ( P< 0. 05) ,

肿瘤早期组与对照组相比差异显著( P< 0. 05)。从而证明, 皮

肤黑色素瘤中的 DC的浸润与肿瘤的进展有关。DC强大的抗

原提呈功能,能诱导出高效而特异的抗肿瘤免疫, 通过 DC 提

呈抗原给 CTL(细胞毒T 细胞)并使之活化, 从而诱导 CTL对肿

瘤细胞的杀伤作用。DC 参与机体局部抗肿瘤反应, 并在发

生、发展过程中有相应的变化,说明 DC 与抗肿瘤免疫密切相

关。DC 不仅是抗原提呈细胞, 而且具有重要的免疫调节作

用。有研究表明, 经抗原致敏的 DC 在体内能诱导特异性

CTL, 直接抑制或杀伤肿瘤细胞。 (图 1- 图 6请见封 3)

(下转第 34页)
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值位于0. 5~ 1. 0 之间。当ROC 曲线下面积为 0. 9 以上是表示

诊断准确性较高[3]。应用这个客观指标可以对几种影像系统

对某种疾病的诊断作出相对性评价。

本研究中 MRCP、US 及 CT 的曲线下面积 ( AZ)分别为 0.

985, 0. 974, 0. 901,均大于 0. 9, 表明 MRCP、US 及 CT 均是诊断

胰胆管疾患的有效方法。MRCP 曲线最靠近左上角, AZ MRCP

> AZ US > AZ CT, 虽经检验无显著性差别, 仍表明 MRCP 诊

断胰胆管疾患的效能优于 US 和 CT。本组在分析各影像诊断

方法在不同部位、不同性质病变中的诊断效能过程中仅采用

了敏感度、特异度、似然比等指标, 原因是与诊断阳性病例相

对应的阴性病例较少有病理等金标准证实, 虽然较 ROC 分析

不够全面,但与以往检出率分析比较, 具有更客观的统计效

能。

对于恶性胆道梗阻, MRCP 能直观显示胆管结构、扩张范

围及断端形态,而 US显示胆管肿瘤由于边界不清或受气体干

扰,其范围不好精确确定。本研究 MRCP 诊断胰胆系恶性占

位敏感度最高,达 100% , 特异性和准确性为 99% ,优于 US 及

CT。但值得注意的是, MRCP诊断恶性梗阻过程中, 肝癌肝门

处转移与肝门部胆管癌易混淆, 总胆管下段、壶腹部和胰头部

恶性占位的具体定位易出差错,必须着重强调 MRCP结合MRI

图像综合观察和分析的重要性。

US 由于肠道气体干扰, 它对胆总管下段和胆肠吻合口附

近病变检查受限。本组US 诊断胆总管结石敏感度最低, 仅为

39% ,而对胆管炎的诊断更差, 敏感度仅为 9% , 说明了胆总管

下段是超声诊断的盲点。而 CT 缺少多平面成像, 不能提供胆

肠吻合口附近、胆道系统的直观解剖,并由于相当部分胆石和

胆汁密度接近,故不易被检出。文献报道[ 4, 5] ,对胆总管下段、

吻合口附近结石, MRCP具有很高的检出率 90% , MRCP 诊断

胆系结石的敏感度和特异度分别为 89%、90% , 诊断胆总管结

石的敏感性为 88% ~ 100% , 特异性为 91% ~ 98%。本研究

MRCP 诊断胆系结石、胆总管结石的敏感度明显高于 US 及

CT ,有显著性差异。

MRCP因受空间分辨率的限制,难以显示微小的狭窄和轻

微病变。同时对于胰腺病变, 只能显示胰管的阻塞和扩张情

况,有时胰管还显示不良或不显示,需结合MRI图像观察。本

研究中MRCP诊断胆胰系炎症病变的敏感度最低, 敏感度为

28%。低于文献报道。尤其在显示胆囊炎和胰腺炎病变时,

诊断能力不如US 及 CT。而胆管炎的诊断又较其它两种方法

占优势。说明除 MRCP本身诊断局限性外, 与本组研究中胆

囊炎比例很大, 而 MRCP 诊断胆囊炎的习惯意识少可能有一

定关系。
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综上所述,随着肿瘤的发展, nm23 和 S- 100 蛋白的表达

有下降的趋势,肿瘤在逐步发展过程中, 机体免疫功能受到抑

制,使肿瘤得以进行性生长。鉴于 nm23 和 S- 100 蛋白的异常

表达在皮肤黑色素瘤的恶性进展过程中所起的重要作用, 检

测nm23和 S- 100 蛋白的表达有助于判断机体免疫状态, 且可

作为判断黑色素瘤恶性程度及预后的指标之一。因此检测

nm23和 S- 100蛋白, 可以较客观准确地作为判断皮肤黑色素

瘤浸润和转移的生物学指标, 为皮肤黑色素瘤的治疗及预后

提供依据。
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