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摘 要
:

【目的】探讨 aF
。
相关磷酸酷酶 ( FA R )I 在结肠癌抵抗 aF

。
介导的凋亡中的作用

。

【方法】通过免疫组化

方法检测结肠癌组织中 FA -P l
、

aF
。
受体 ( FaS

一

)R 的表达及癌旁肿瘤浸润淋巴细胞 asF 配基 ( Fas
一

)L 的表达
,

通过

uT N E L 染色原位检测肿瘤细胞凋亡
。

【结果】56 例结肠癌组织中
,

肿瘤细胞 FA-P 1 阳性率为 7 1% (40 / 5 6)
,

F A P
一
1

表达与组织分化程度及病理分期无关
,

尸均 > 0
.

05
。

56 例结肠癌组织中肿瘤细胞 aF
s 一
R 免疫组化染色均阳性

,

且

肿瘤组织中均可见到 aF
s一 L 免疫组化染色阳性的癌旁肿瘤浸润淋巴细胞浸润

。

FA -P 1 阴性的结肠癌组织中肿瘤

细胞凋亡百分比较 FA P
一

1阳性组高
,

(6
.

0 士 1
.

6) 。 (4
.

0 土 1
.

2 )
,

p < 0
.

05
。
F AP

一
1 阴性的结肠癌组织中

,

肿瘤细胞

凋亡与 aF
s 一

L 阳性的肿瘤浸润淋巴细胞数 目呈正相关
, r = 0

.

7 85
,

p < 0
.

01 ; F AP
一

1 阳性组未见此现象
。

【结论】结

肠癌抵抗 aF
,

介导的细胞凋亡与结肠癌细胞表达 F A-P l 有关
。
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近年来研究表明
,

Fas
一

F as
一

L 系统是细胞毒性 T

淋巴细胞 (
。 y t o t o x i e T ly m p h o e y t e

,

e T L ) 和自然杀
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F A P
一

1 在人结肠癌组织中的表达 1 6 9

虽然在 m R NA 及蛋 白质水平上均有大量 aF
s
受体

表达
,

但对 aF
s
受体介导的凋亡不敏感

,

从而导致

它们逃脱免疫系统的攻击
3̀

·
4 ’ 。

结肠癌逃避 aF
s
介

导的细胞凋亡的分子机制仍不清楚
,

有作者认为这

可 能 与结肠 癌 细 胞表 达 aF
s
相关磷酸醋酶

一

1

( F
a s 一 a s s o e i a te d p h o s p h a t a s e 一

l
,

FA P
一

l )有关
`, 〕 。

本研

究通过检测大肠 癌细胞中 FA P
一

1 的表达
,

探讨
F A P

一

1 与结肠癌细胞抵抗 aF
s
介导的细胞凋亡的关

系
。

l 材料与方法

1
.

1 病人及组织标本

5 6 例结肠腺癌患者为中山大学附属第二医院

的住院病人
,

男 30 例
,

女 26 例
。

年龄 3 1 一 81 岁
,

平

均 61
.

4 岁
。

手术前均未接受化疗
、

放疗或免疫治

疗
。

高分化
、

中分化
、

低分化各 15
、

2 2
、
16 例

。

按常规

D u k e s
分期

,

A
、

B
、

C 期各 14
、

24
、
18 例

。

手术后将标

本立即液氮冷冻
,

保存在
一
80 ℃备用

。

1
.

2 免疫组化

F a s 一 R 多 克隆抗体 ( C 2 0
,

工作浓度 l : 5 0 )
、

aF
s 一 L 多克隆抗体 ( N20

,

工作浓度 1 : 5 0)
、

FA P
一

1 多

克隆抗体 ( c Z o
,

工作浓度 l : 5 0 )均为 s a n t a e ur z
公

司试剂
。

白细胞共同抗原 C D 45 ( Z lB l 十 PD 7 / 2 6 克

隆
,

工作浓度 1 : 7 0) 用于分辨肿瘤浸润淋巴细胞

( T I L )
,

LS A B 试剂盒购于 D a k o
公司

。

用以上抗体及常规 SL A B 技术染色
,

操作按试

剂盒说明书
。

结肠癌组织丙酮固定
,

连续低温组织

切片 ( 4 林m )
,

30 m L / L 过氧化氢消除内源性过氧化

酶活性
,

PB S 洗涤
,

5 0 m L / L 羊血清封闭 l h
,

加一

抗 4 ℃ 孵育过夜
,

阴性对照用 PB S代替一抗
。

P B S

洗涤
,

依次加人生物素标记的羊抗兔二抗
、

辣根过

氧化物酶标记的链霉素抗生物素
,

D A B 显色
,

苏木

素复染
。

C D45 染色时阴性对照采用非免疫性 鼠血

清代替 C D45 单克抗体
。

在 4 0 0 倍高倍镜下每张切片浏览超过 30 个视

野
,

统计邻近癌巢的 aF
s 一 L 免疫组化阳性染色的淋

巴细胞
。

Fas
一

L 阳性肿瘤浸润淋巴细胞记数依每个

视野的细胞数计算 (
C
ell / ife ld )

。

1
.

3 D N A 末端原位标记染色检测细胞凋亡

DN A 末端原位标记 (UT N E )L 染色检测组织切

片中凋亡的肿瘤细胞
。

低温组织切片用蛋白酶 K 处

理后
,

3 m L / L 过氧化氢消除内源性过氧化物酶活

性
、

渗透液处理
、

加人含生物素标记 dUTP 的 dT T

缓冲液
,

湿盒 37 ℃孵化 6 0 m in
,

阴性对照组以不含

dT T 的缓冲液处理
。

加过氧化物酶标记的链霉素抗

生物素
,

DA B 显色
,

苏木素复染
。

400 倍高倍镜下计

数大约 1 000 个结肠癌细胞
,

计算 DN A 末端原位标

记染色阳性具有凋亡形态的肿瘤细胞
。

1
.

4 统计学处理

细胞计数结果用均数 土标准差表示
,

组间对照

采用非配对 t 检验
,

率的比较用 犷检验
。

直线相关

分析了解 F as
一

L 阳性的肿瘤浸润淋巴细胞与肿瘤

细胞凋亡的关系
。

2 结 果

2
.

1 F A P
一

1
、
F a s 一R

、
F a s 一 L 免疫组化染色结果

5 6 例结肠腺癌 中 4 0 例有 FA P
一

1 阳性表达

( 71 % )
,

癌周浸润的淋巴细胞未见表达
,

F A P
一

1表

达分布于癌细胞膜下的胞浆内
,

细胞核未见着色

(图 I A )
,

切片中 F AP
一

1 阳性细胞散在分布
。

F A P
一

1

表达与肿瘤组织分化和分期无关
,

尸均 > 0
.

05
,

见

表 1
。

56 例结肠腺癌中均有 Fas
一

R 阳性染色
,

aF
s 一R

阳性染色主要位于胞浆 (图 I B )
。

56 例结肠腺癌癌

周均可见到 Fas
一

L 免疫组化染色阳性的淋巴细胞

浸润
,

aF
s 一 L 阳性染色位于淋巴细胞胞浆及胞膜 (图

I C )
。

2
.

2 肿瘤细胞凋亡检测结果

通过 D N A 末端原位标记染色发现癌巢中散在

分布的凋亡细胞均有典型的凋亡形态
,

包括染色质

浓集
、

与周围细胞脱离
、

凋亡小体形成 (图 I D )
。

在 F AP
一

l 阴性的结肠癌组织中发现肿瘤细胞

凋亡百分数与 aF
s 一 L 阳性的肿瘤浸润淋巴细胞数

表 1 F A P
一 l 表达与肿瘤组织分化和分期的关系

aT b l e l R e
l
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oG
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表 2 肿瘤细胞凋亡与 F as
一

L( +
)肿瘤浸润淋巴细胞的关系

Ta b l
e Z E

x a m in at io n of t
mu

o r a P o p to s is a n d i t s er lat io n s
h ip w ith F

a s
( + ) n L

e

ell
s

da ia e e
nt t o t llm o t n e s t吕 几

F as ( + )T IL T
u n e

l
s t a in ing

C o rr e la t ino
e oe ffi e ie n t s

(
r v a

l
u e

)
尸 v a

l
u e

FA P- l (
一

)

FA R I ( + )

.

98 土 5
.

60

.

97 士 5
.

4 8

6
.

0 士 1
.

6 ’ )

4
.

0 士 1
.

2

0
.

7 8 5

0
.

04 5

oo 0

7 8 2

dō月月ù0弓̀门̀ù0

ùnU

6l40

1 ) C o m p a er d w i th FA P
一

l ( + )
,

P 二 0
.

之间存在线性相关
,

而在 F AP 一 1 阳性的结肠癌组

织中二者之间未发现有相关性
,

而且
,

在 F A P 一 1

阳性的结肠癌组织中凋亡细胞的百分数较 FA P 一 1

阴性的组织低
,

见表 2
。

(本文图 l 见插页 6
.

iF g
.

1 s
h

o w n i n b ac k
e o l o u

er d p a g e

参考文献
:

3 讨 论

Fas
一

L 是 aF
s 一R 的天然配体

,

当 C T L 细胞或 N K

细胞识别肿瘤细胞后受到激活
,

表达 aF
s 一 L

,

结合到

肿瘤细胞表面的 Fas
一

R
,

将刺激信号传递到胞内
,

诱

导凋亡的产生
【6 ’

。

我们及其他作者的研究
` , 一 5 ’
均发

现结肠癌细胞有 aF
s
受体表达

,

癌周亦有 aF
s 一 L 阳

性的淋巴细胞浸润
。

但结肠癌为何能逃避 aF
,
介导

的细胞凋亡
,

产生免疫逃避 ?其分子机制仍不清楚
,

有作者认为这可能是因为结肠癌细胞 aF
s

信号传

导通路中出现了抑制蛋白 F AP
一

1
,

导致胞内 aF
s

信

号传导异常所致
’ .4 5 ’ 。

众多的研究已证实在胰腺癌
、

白血病等肿瘤疾

病中
,

FA P
一

1是 aF
s
受体介导细胞凋亡的胞内抑制

剂 `5
· ’ ·

` ’
。

FA P
一

1在 aF
s
通路上

,

通过与 aF
s
受体胞质

区的
“

死亡区域
”

相互作用而起着负调节作用
。

本研

究中
,

我们发现表达 FA P
一

1 的结肠癌肿瘤细胞凋亡

较 FA P
一

1 阴性的结肠癌减少
,

而且 FA P
一

1表达的结

肠癌肿瘤细胞凋亡的百分比与癌周 Fas
一

L 阳性的

肿瘤浸润淋 巴细胞无相关性
,

相 反
,

在不表达

FA P
一

1 的结肠癌中
,

肿瘤细胞凋亡的百分比与 Fas
一

L

阳性的肿瘤浸润淋巴细胞呈正相关
。

以上结果提示
,

结肠癌中 FA P
一

1 表达与肿瘤细胞抵抗 aF
s
介导的细

胞凋亡机制有关
,

这可能是其逃避肿瘤浸润淋巴细

胞或 N K 细胞杀伤导致免疫逃避的机制之一
。
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